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Au fil des années, la réglementation en biochimie clinique s’appuie progressivement sur des 

concepts métrologiques permettant d’assurer la fiabilité des mesures et des contrôles qualité. 

Améliorer l’exactitude des résultats de mesures biologiques permet notamment de diminuer les coûts, 

liés par exemple à des erreurs de diagnostic et/ou à des traitements inadaptés. Les principaux outils à 

la disposition des laboratoires d’analyses de biologie médicale (LBM), mais aussi des industriels et 

des instances en charge du contrôle de la qualité des mesures sont l’utilisation des matériaux de 

références certifiés (CRM) et la participation à des essais interlaboratoires disposant d’une valeur de 

référence fiable et indépendante. Cependant, à l’heure actuelle un nombre insuffisant de CRM existe et 

lorsqu’ils existent, leurs traçabilité au Système International des unités (SI) n’est pas toujours assurée. 

Pour améliorer la qualité des mesures, des méthodes de mesures dites « primaires » sont mises en 

œuvre et permettent le raccordement direct au SI. Dans l’organisation actuelle de la métrologie, et du 

Bureau International des Poids et Mesures (BIPM), les Instituts Nationaux de Métrologie (NMI) 

développent de telles méthodes primaires de mesure et les utilisent pour la dissémination de la 

traçabilité vers les utilisateurs. Le coût de la mise en place de la métrologie est bien évidemment à 

limiter et à adapter selon les besoins nécessaires. En ce sens, la démarche doit être la plus pragmatique 

possible. Aujourd’hui, l’apport de la métrologie dans les LBM est indéniable et l’ensemble des acteurs 

commencent à s’approprier ses principes. 

 

Le Laboratoire national de métrologie et d'essais (LNE) est l'institut national de métrologie de 

la France et il est responsable du développement, du maintien et de la diffusion des étalons nationaux 

primaires pour la chimie. Dans le domaine de l'analyse biomédicale, le LNE contribue à combler les 

besoins en matière de méthodes de référence et de normes en concordance avec le champ d'application 

du JCTLM (Comité commun pour la traçabilité en médecine de laboratoire). Ces activités contribuent 

pleinement aux exigences imposées par la prochaine réforme de la biologie médicale en France. Dans 

ce cadre, tous les LBM français doivent être accrédités selon la norme ISO EN 15189 d’ici 2020, une 

norme de référence selon laquelle la traçabilité métrologique des résultats devrait être établie soit par 

l’utilisation d’un CRM soit par l’application d’une méthode de référence primaire. Depuis plusieurs 

années, le LNE développe des méthodes pour la détermination de la concentration totale de métaux et 

plus récemment il a développé des méthodes d’analyse en spéciation élémentaire (Sélénoprotéines, 

Transferrine, Tributylétain, …). Ce projet a été mené en collaboration avec le Laboratoire de Chimie 

Analytique, Bio-Inorganique et Environnement (LCABIE) de l’Université de Pau et des Pays de 

l’Adour, reconnu pour ses compétences dans le domaine des analyses de spéciation dans les domaines 

du vivant et de l’environnement. 

 

Un des enjeux majeurs en biochimie clinique consiste à améliorer la fiabilité de l’analyse de 

marqueurs couramment mesurés. La fiabilité des résultats de mesure pour le dosage du fer (Fe) ainsi 
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que des ferroprotéines comme l’hémoglobine (Hb) constitue un enjeu important afin de disposer d’un 

diagnostic fiable et d’adapter au mieux les traitements. En effet, le Fe est un élément essentiel pour 

l’organisme et donc un apport suffisant, à travers notre alimentation, doit être effectué afin d’éviter la 

carence en Fe pouvant entraîner une anémie ferriprive. Des maladies liées à l’excès de Fe peuvent 

aussi être rencontrées comme l’hémochromatose. Le Fe est aussi présent dans de nombreuses 

molécules (ferroprotéines) de l’organisme qui participent au métabolisme du Fe. L’Hb, ferroprotéine 

majoritaire, est responsable du transport de l’oxygène dans le sang. L’Hb totale est principalement 

analysée pour le diagnostic de l’anémie. Cependant, il n’existe ni méthode de référence, ni matériau de 

référence reconnu par le JCTLM pour le dosage du Fe et pour le dosage de l’Hb totale dans des fluides 

biologiques. 

 

Pour chacun de ces composés, Fe et Hb, l’objectif final de l’étude est de disposer, au sein du 

LNE, de procédures de mesures de référence pour leur analyse. Ces procédures doivent être validées et 

permettre un raccordement du résultat avec le SI. Les techniques analytiques reposent sur la Dilution 

Isotopique (ID) associée à la Spectrométrie de Masse à Plasma Induit (ICPMS) afin d’obtenir le 

caractère primaire pour les méthodes développées. L’utilisation de l’ICPMS est effectuée soit pour 

réaliser des mesures en concentration totale, soit en couplage avec une méthode de séparation, la 

Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC). Une fois ces méthodes développées, le LNE 

sera en mesure de fournir des valeurs de références traçables au SI pour ces analytes lors d’essais 

interlaboratoires ou dans le cadre de la certification de matériaux de références. 

 

Ce travail s’articule autour de trois chapitres :  

 Le Chapitre 1 s’intéresse à la métrologie appliquée au dosage du Fe et de l’Hb. Une 

présentation générale de la métrologie est exposée à travers ses différents aspects et son 

fonctionnement au niveau international par le BIPM ainsi qu’au niveau national grâce aux NMI. Le 

concept de méthode dite « primaire » est présenté afin de s’assurer que les résultats de mesures sont 

traçables au SI. D’autre part, une synthèse bibliographique portant sur les propriétés générales des 

composés étudiés (le Fe et l’Hb) ainsi que sur les méthodes spécifiques utilisées par les laboratoires de 

routine et de recherche est présentée. 

 Le Chapitre 2 est consacré au développement d’une méthode primaire par ID-ICPMS pour 

l’analyse du Fe total dans des fluides biologiques. Il regroupe les choix analytiques employés : la 

détection ICPMS optimisée dans le but de mener l’ID, la mise en place d’un protocole métrologique et 

le principe de calcul des incertitudes de mesure. 

 Le Chapitre 3 porte sur le développement de méthodes primaires pour l’analyse de l’Hb 

totale dans des hémolysats par ID-ICPMS. Il se divise en trois parties principales. La première  

partie est consacrée à la transposition de la méthode développée dans le Chapitre 2, ciblée sur le Fe de 
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la molécule d’Hb. La deuxième partie expose la mise en place de l’analyse de spéciation élémentaire 

par HPLC-ICPMS. Le choix de la méthode de séparation ainsi que l’évaluation des performances 

analytiques sont présentés. Deux types de mécanismes sont utilisés pour séparer l’Hb totale dans de 

l’hémolysat : échange de cations et échange d’anions. La troisième partie met en avant la 

quantification par ID en spéciation élémentaire avec le développement des deux modes existants : le 

mode non-spécifique et le mode spécifique. Pour mener à bien ce développement, deux paramètres 

sont abordés : la caractérisation de l’étalon commercial d’Hb et la synthèse d’un étalon d’Hb 

isotopiquement marqué sur l’atome de Fe. 

Les principaux résultats obtenus à l’issue de ces travaux sont synthétisés dans la dernière 

partie du document (conclusion générale). 
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1. La métrologie 

1.1. Définition générale 

Le concept de la métrologie est défini comme la science des « mesurages » dans le 

Vocabulaire International de Métrologie [1]. Son principe repose sur l’action de mesurer. C’est un 

processus permettant d’obtenir expérimentalement une valeur qu’il est raisonnable d’attribuer à un 

phénomène. L’étude des mécanismes et des moyens utilisés pour effectuer une mesure se définit 

comme étant la métrologie. Elle comprend donc tous les aspects théoriques et pratiques des 

mesurages, quel que soit le domaine d’application. Son objectif principal est d’assurer la comparabilité 

et la fiabilité des résultats entre eux.  

 

Pour en comprendre le fonctionnement, la métrologie peut se distinguer en trois familles [2]: 

- la métrologie « fondamentale » ou « scientifique » : c’est un outil permettant d’assurer la 

réalisation d’étalons du Système International d’unités (SI). Le SI apparaît en 1960 pour permettre une 

homogénéisation des unités. Il est fondé sur sept grandeurs de base (Tableau 1). Ce domaine comporte 

une part importante de recherche fondamentale appliquée vers la réalisation et l’amélioration de 

techniques de mesure ou d’étalons. 

- la métrologie « industrielle » : c’est un outil pour la performance économique. Son rôle est de 

garantir la confiance dans les résultats de mesure utilisés pour concevoir, analyser, maintenir un 

processus de fabrication. Elle regroupe l’ensemble des techniques permettant d’effectuer des mesures, 

de garantir leur exactitude et de les interpréter. Elle permet d’assurer la traçabilité et la fiabilité des 

mesures dans l’industrie pour maîtriser les procédés de fabrication et veiller à la qualité de leurs 

produits. La métrologie peut donc apporter une contribution majeure à la compétitivité des entreprises.  

- la métrologie « légale » : c’est un outil réglementaire s’appliquant aux mesurages, aux unités 

de mesures, aux instruments de mesure et aux méthodes de mesure. Elle regroupe un ensemble 

d’exigences et de procédures de contrôle imposées par l’État pour garantir la fiabilité de certains 

instruments de mesure (balances, pompes à essence, taximètres,…) afin d’assurer la protection du 

consommateur, la loyauté des échanges et la bonne application des lois et règlements. 

 

D’une manière générale, la métrologie, et plus particulièrement la mesure, permet d’accroître 

la connaissance, protéger les personnes, régir les transactions et améliorer l’innovation ainsi que la 

compétitivité des industries [3]. 
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Tableau 1 : Unités de base du Système International [4]. 

Mètre (m) Le mètre est la longueur du trajet parcouru dans le vide par la lumière pendant 

une durée de 1/299 792 458 de seconde. 

Kilogramme (kg) Le kilogramme est la masse du prototype en platine iridié qui a été commandé par 

la Conférence Générale des Poids et Mesures tenue à Paris en 1889 et qui est 

déposé au Bureau International des Poids et Mesures. 

Seconde (s) La seconde est la durée de 9 192 631 770 périodes de la radiation correspondant à 

la transition entre les deux niveaux hyperfins de l'état fondamental de l'atome de 

césium 133. 

Ampère (A) L'ampère est l'intensité d'un courant électrique constant qui, maintenu dans deux 

conducteurs parallèles, rectilignes, de longueur infinie, de section circulaire 

négligeable et placés à une distance de un mètre l'un de l'autre dans le vide, 

produirait entre ces conducteurs une force de 2.10
-7

 newton par mètre de 

longueur. 

Kelvin (K) Le kelvin est la fraction 1/273,16 de la température thermodynamique du point 

triple de l'eau. 

Mole (mol) La mole est la quantité de matière d'un système contenant autant d'entités 

élémentaires qu'il y a d'atomes dans 0,012 kilogrammes de carbone 12. 

Candela (cd) La candela est l'intensité lumineuse, dans une direction donnée, d'une source qui 

émet un rayonnement monochromatique de fréquence 540.10
12

 hertz et dont 

l'intensité énergétique dans cette direction est 1/683 watt par stéradian. 

 

Au niveau international, le Bureau International des Poids et Mesures (BIPM) a été établi afin 

de garantir la comparabilité des résultats à travers le monde en conservant des références uniques. Les 

Instituts Nationaux de Métrologie (NMI) permettent de relayer au niveau national le pilotage de la 

métrologie (le LNE en France, la PTB en Allemagne, le NIST aux États-Unis,…). Leur principal 

objectif est d’assurer la diffusion du SI au sein de leur état.  

Différents moyens sont mis en œuvre afin de remplir cette tâche : 

- la participation à des comparaisons internationales de mesurages, nommées comparaisons clé 

(désignées K, de l’anglais Key) qui permettent une reconnaissance des capacités de mesures des NMI, 

- la participation à des comparaisons internationales de mesurages supplémentaires (désignées 

P, de l’anglais Pilot study) qui établissent un état de l’art et démontrent les capacités actuelles de 

mesures, 

- l’établissement par les NMI de systèmes de qualité et de démonstration de leurs compétences. 

Ainsi, grâce à leur participation aux comparaisons internationales, les NMI peuvent déclarer des 

aptitudes en matière de mesures et d’étalonnage (CMC).  
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1.2. Traçabilité métrologique 

Pour assurer la comparabilité des résultats, il est essentiel de relier tous les résultats de mesure 

individuels à une entité commune comme une référence stable dans le temps ou un étalon de mesure. 

Les résultats peuvent être comparés à travers leur relation à cette référence. Cette stratégie qui permet 

de lier les résultats à une référence ; est appelée « traçabilité » [5].  

La traçabilité métrologique est définie comme étant « la propriété d’un résultat de mesure selon 

laquelle ce résultat peut être relié à une référence par l’intermédiaire d’une chaîne ininterrompue et 

documentée d’étalonnages dont chacun contribue à l’incertitude de mesure » [1]. 

Cette définition implique le besoin d’efforts aux niveaux international et national pour fournir des 

étalons de référence, mais aussi au niveau des laboratoires de mesure pour démontrer les liens 

nécessaires à travers les étalons. C’est grâce au raccord à ces différents étalons que la traçabilité au SI 

peut être possible. L’incertitude de mesure tend ainsi à augmenter avec la longueur de la chaîne de 

traçabilité. La Figure 1 présente un exemple de chaîne de traçabilité reliant un résultat de mesure aux 

unités SI. 

 

Figure 1 : Exemple de chaîne de traçabilité reliant un résultat de mesure d’un laboratoire aux 

unités SI [6]. 

Afin d’établir la traçabilité d’une mesure, différents points doivent être respectés [5] : 

- L’identification du mesurande, plus communément désignée comme la grandeur que l’on veut 

mesurer. Il s’agit d’identifier l’analyte (c’est-à-dire la substance mesurée), de prendre connaissance 

des conditions de mesures spécifiques (matrices,…), de prévoir éventuellement une correction pour le 

recouvrement si la quantité de matière provient d’une molécule. 
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- Le choix d’une méthode de mesure appropriée afin d’analyser le plus précisément le 

mesurande identifié. La méthode doit être, soit sélectionnée parmi des méthodes existantes, soit 

développée par le laboratoire. 

- La démonstration que les calculs et la procédure de mesure sont adéquats, à travers la 

validation de la méthode. Cette validation peut s’effectuer soit par l’utilisation de matériaux de 

référence certifiés (CRM) soit par la participation à des comparaisons internationales. La validation est 

un élément essentiel de la traçabilité. 

- L’identification de l’importance relative de chaque quantité. Il s’agit dans ce cas de mettre en 

évidence les différents effets que peuvent avoir des quantités autres que l’analyte d’intérêt. Il s’agit 

d’identifier les quantités représentant un effet majeur. 

- Le choix et l’application des étalons de référence appropriés. Pour s’assurer que toutes les 

valeurs mesurées ainsi que les valeurs tabulées utilisées dans l’équation finale sont traçables, il est 

nécessaire que tout soit étalonné et contrôlé à partir d’étalons de référence. Dans le cas où ces étalons 

ne sont pas à disposition, il est nécessaire d’effectuer des contrôles suffisants par des méthodes 

appropriées. 

- L’estimation de l’incertitude de mesure. Il faut dans un premier temps s’assurer que l’on 

dispose d’informations suffisamment précises sur les références utilisées, puis dans un second temps, 

il faut fournir des informations similaires sur le résultat de mesure. 

À la vue de ces recommandations, il est donc nécessaire d’avoir à notre disposition des 

méthodes d’ordre supérieur fournissant des résultats de mesures traçables au SI. 

1.3. Méthodes primaires pour la quantité de matière 

Une méthode dite « primaire » est une méthode de mesure qui possède les qualités 

métrologiques les plus élevées. Une méthode est considérée primaire, si le résultat final est obtenu 

sans relation à un étalon de même nature que l’échantillon mesuré [1]. Le rôle des méthodes primaires 

de mesures est de produire un résultat objectif qui est correctement exprimé en unités SI. En général, 

l’incertitude associée à ce résultat est plus faible que celle obtenue avec d’autres méthodes qui ne sont 

pas primaires. 

Le Comité Consultatif pour la Quantité de Matière (CCQM) est l’organisation en charge de 

référencer les méthodes qui sont potentiellement primaires [7]. Il en a identifié quatre en chimie 

analytique [8-10]: 

- La gravimétrie : l’analyte d’intérêt est séparé de l’échantillon sous une forme pouvant être 

pesée. Cette méthode permet d’établir une traçabilité au SI à partir des unités de masse. Certaines 

limites à cette méthode peuvent être rencontrées : la nécessité de posséder une large gamme de poids 

pour la justesse des pesées ; il doit être démontré que seul l’analyte d’intérêt est mesuré et enfin c’est 

une méthode laborieuse lorsque l’on a un grand nombre d’échantillons. 
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- La titrimétrie : l’analyte est déterminé par mesure du volume équivalent d’une solution titrante 

de concentration connue réagissant avec ce dernier. Cette méthode est proche de la gravimétrie car la 

détermination de la concentration de la solution titrante se fait par gravimétrie. 

- La coulométrie : l’analyte est directement déterminé par mesure du courant électrique et du 

temps d’application lors d’une réaction électrochimique. 

- La dilution isotopique (ID) associée à la spectrométrie de masse : cette méthode consiste à 

déterminer la concentration d’un élément dans un échantillon par l’ajout d’une quantité connue d’un 

étalon marqué de ce même élément dont la composition isotopique a été artificiellement modifiée. Ce 

mélange subit toutes les étapes du protocole d’analyse. La spectrométrie de masse permet d’analyser le 

rapport isotopique du mélange. L’incertitude globale peut être facilement déterminée sur la base de 

l’équation de mesure. Si elle est appliquée correctement, l’ID peut directement relier le résultat de 

mesure au SI avec des incertitudes significativement plus petites que celles obtenues par d’autres 

méthodes. 

D’autres méthodes peuvent présenter les caractéristiques de méthodes potentiellement 

primaires sans avoir eu la reconnaissance officielle au CCQM. La spectrométrie d’absorption est une 

technique où l’atome absorbe un quantum d’énergie lumineuse correspondant à une longueur d’onde 

spécifique et entraînant l’excitation de cet atome. La mesure de quantité de lumière absorbée permet 

de déterminer la concentration de l’élément dans l’échantillon (loi Beer-Lambert) [10]. L’analyse par 

activation neutronique consiste à bombarder le matériau à analyser avec un flux de neutrons et à en 

identifier les isotopes radioactifs formés. La méthode est unique parmi les méthodes d’analyse par le 

fait que l’excitation concerne le noyau de l’atome ; c’est une méthode multi-élémentaire et très 

sensible [11]. 

1.4. Calcul des incertitudes 

Dans le cadre d’une mesure de quantité de matière, plusieurs approches sont à disposition pour 

quantifier les incertitudes de mesures. Une différenciation entre deux modes distincts d’évaluation est 

possible : l’approche menée par un laboratoire seul (intralaboratoire) et celle basée sur des études 

issues de plusieurs laboratoires au cours de collaborations (interlaboratoires) [12]. La Figure 2 

représente les différentes approches pour la détermination des incertitudes. 
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Figure 2 : Approches pour l'évaluation de l'incertitude de mesure [12-14]. 

L’approche intralaboratoire repose, par définition, sur l’utilisation de toutes les données 

internes au laboratoire. Dans le cas où un modèle mathématique peut être associé au résultat du 

processus de mesure alors l’approche décrite par le guide GUM (Guide pour l’expression de 

l’incertitude de mesure) est utilisée [15]. Si aucun modèle ne peut décrire le processus de mesure, il est 

alors nécessaire de répéter les mesures en faisant varier tous les facteurs influents. Ainsi la 

reproductibilité du processus d’analyse peut être estimée à partir de la dispersion des mesures. 

L’association de cette valeur à d’autres paramètres influents, comme l’estimation de justesse, permet 

une évaluation de l’incertitude du résultat. 

L’approche interlaboratoire repose sur les résultats d’un essai d’intercomparaison mené pour 

évaluer une méthode et dont les résultats ont été statistiquement analysés selon la norme NF ISO 5725 

pour fournir des écarts-types de répétabilité et reproductibilité (données publiées). Dans ce cas de 

figure, il est aussi important d’évaluer la justesse de la méthode pour pleinement estimer l’incertitude 

de mesure. Une seconde alternative est possible, via la participation du laboratoire à un essai 

d’aptitude ainsi l’exploitation des dispersions des résultats entre laboratoires peut être un indicateur de 

l’incertitude de mesure [12, 13]. 
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La méthode préconisée par le GUM permet d’estimer les incertitudes de mesures sans la 

participation à des intercomparaisons tout en limitant le nombre d’essai à réaliser. De plus, elle 

autorise l’identification des paramètres les plus influents sur le résultat final ce qui permet de 

déterminer les paramètres cibles afin d’améliorer l’incertitude. C’est l’une des méthodes les plus 

utilisées pour la détermination des incertitudes de mesures. 

Le GUM a été établi suite aux recommandations éditées par le BIPM pour l’expression de 

l’incertitude expérimentale. Ces recommandations font suite à une volonté de créer un consensus 

international sur l’évaluation de l’incertitude et avaient pour objectifs de contribuer à une information 

complète sur la manière dont est exprimée l’incertitude, fournir une base pour la comparaison des 

résultats de mesure.  

La démarche associée à la méthode GUM peut être décrite en quatre étapes : 

- Exprimer mathématiquement la relation entre mesurande et les grandeurs d’entrée 

- Evaluer l’incertitude-type de chaque grandeur d’entrée 

- Déterminer l’incertitude-type composée du mesurande via la propagation des incertitudes-

types des grandeurs d’entrée 

- Donner le résultat accompagné de son incertitude élargie [15]. 

Ainsi grâce aux différentes approches, l’évaluation des incertitudes est envisageable pour la 

mesure d’une quantité de matière.  

1.5. Intérêt de la métrologie en biochimie clinique 

En France, une réforme en biologie médicale, adoptée en 2013, rend obligatoire l’accréditation 

par le Comité français d’accréditation (Cofrac) de tous les laboratoires de biologie médicale selon la 

norme NF EN ISO 15189 d’ici 2020 [16]. Cette norme implique que les laboratoires disposent d’un 

matériau ou d’une méthode de référence qui permettent de garantir la traçabilité des mesures au SI [1]. 

Or, on constate que contrairement aux autres domaines de la mesure, les résultats des analyses en 

biologie médicale n’étaient pas toujours traçables à des références reconnues internationalement 

(comme par exemple des matériaux de référence certifiés), et que les incertitudes de mesure n’étaient 

pas systématiquement évaluées. 

De plus, le décret n°2016-46 du 26 janvier 2016 relatif à la biochimie clinique rendant 

obligatoire la détermination de valeurs cibles associées aux échantillons de contrôle de qualité par une 

méthode de référence est désormais obligatoire en France, ce qui rend nécessaire le développement de 

méthodes de référence [17]. 

En biologie médicale, les méthodes de référence ainsi que les CRM existants sont répertoriés 

par le Joint Commitee for Traceability in Laboratory Medicine (JCTLM). Ce comité a été créé en 

2002 en réponse à la mise en œuvre de la Directive européenne 98/79/CE relative aux dispositifs 

médicaux de diagnostic in vitro. Il regroupe les métrologues, les biologistes médicaux, les organismes 
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d’accréditation ainsi que les industriels. Actuellement, dans la base de données du JCTLM, sont 

dénombrés environ 300 CRM et 170 méthodes de références pour des composés chimiques et 

biologiques. Ces composés correspondent à des protéines, des hormones, des métaux non électrolytes, 

des enzymes, des métabolites, des électrolytes, des médicaments et des acides nucléiques [18].  

Ainsi, un des objectifs de la métrologie en biologie clinique est de développer et de valider des 

méthodes pour des marqueurs d’intérêts afin de fournir des mesures de référence pour permettre aux 

laboratoires de biologie médicale de se raccorder au SI. 

En effet, un des enjeux majeurs en biochimie clinique consiste à améliorer la fiabilité des 

analyses de biomarqueurs couramment utilisés. La fiabilité des résultats de mesure pour le dosage du 

fer représente un enjeu important afin de disposer d’un diagnostic fiable et d’adapter au mieux les 

traitements. Cependant, il n’existe ni méthode de référence, ni matériau de référence répertoriés sur le 

site du JCTLM pour le dosage du fer dans du sérum humain [19]. Il existe toutefois, à notre 

connaissance, deux matériaux de référence certifiés en fer dans du sérum. Le SRM 1598a Inorganic 

constituents in animal serum du NIST (le Laboratoire national de métrologie des États-Unis) n’est pas 

certifié par une méthode primaire mais par analyse par activation neutronique. Le JCCRM 322-5 

Serum iron (sérum humain) du ReCCS, Reference Material Institute for Clinical Chemistry Standards 

(Institut d’étalonnage du Japon, accréditation internationale) est certifié par une méthode de référence 

(analyse par spectrophotométrie) définie par l’International Council for Standardization in 

Haematology (ICSH) en 1978, cependant cette méthode de référence ne fournit pas des résultats 

traçables aux unités SI [20]. 

De ce fait, le développement d’une méthode de référence traçable au SI pour l’analyse du fer 

dans le sérum humain est un objectif important en biochimie clinique. 
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2. Le fer chez les êtres humains 

2.1. Propriétés physico-chimiques 

Le fer est le 4
ème

 élément majeur de la croûte terrestre (≈ 5 % en masse) et le second métal le 

plus abondant (le premier métal est l’aluminium, Al). Son symbole chimique est Fe provenant du latin 

ferrum [21]. Le métal pur de Fe est blanc et brillant mais au contact de l’air humide, il s’oxyde 

rapidement, le rendant brun-rouille. Il est relativement dur, ductile et malléable. Ses principales 

propriétés physico-chimiques sont décrites dans le Tableau 2.  

Tableau 2 : Propriétés physico-chimiques du Fe [22, 23]. 

Numéro atomique 26 

Poids atomique 55,845 ± 0,002 u 

Structure électronique [Ar] 3d
10

4s
2
4p

4
 

États d’oxydation -2 à +6 

Densité 7,86 

Point de fusion 1808 K 

Point d’ébullition 3023 K 

 

La chimie du Fe est assez complexe. En effet, le Fe existe sous différents degrés d’oxydation 

(voir Tableau 2), mais, dans les systèmes biologiques, il est présent sous forme d’ions ferreux (Fe
2+

), 

et d’ions ferriques (Fe
3+

). Le Fe s’oxydant très facilement en présence d’oxygène, il peut former trois 

oxydes : FeO, Fe2O3 et Fe3O4 où le Fe se trouve en Fe(II) et Fe(III) [21]. 

À l’état naturel, le Fe est composé de quatre isotopes stables dont les masses atomiques ainsi 

que leur abondance à l’état naturel sont présentées dans le Tableau 3. De plus, il existe 24 isotopes 

instables ayant une durée de vie comprise entre 20 millisecondes (
46

Fe) et 1,5 millions d’années (
60

Fe) 

[24].  

Tableau 3 : Les quatre isotopes stables du Fe [25]. 

Isotopes Abondances (%) Masses atomiques (u) 

54
Fe 5,845 ± 0,023 53,9396 

56
Fe 91,754 ± 0,024 55,9349 

57
Fe 2,119 ± 0,007 56,9354 

58
Fe 0,282 ± 0,003 57,9333 
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2.2. Répartition du Fe dans l’organisme 

Le corps humain contient entre 3 à 5 g de Fe répartis dans différents compartiments 

physiologiques [26]. L’apport nutritionnel recommandé est de 8 mg/jour pour un adulte (cette quantité 

augmente à 18 mg/jour  pour les femmes lors de leur menstruation). L’apport maximal toléré est de 45 

mg/jour [23]. Les valeurs physiologiques du Fe dans le sérum chez l’être humain sont comprises entre 

10 et 30 µmol.L
-1

 [27]. 

Le Fe est présent dans de nombreuses molécules (ferroprotéines) de l’organisme. On peut 

élaborer une répartition des principales molécules contenant du Fe qui participent au métabolisme du 

Fe. Les ferroprotéines peuvent être classées en trois groupes: les protéines héminiques (hémoglobine 

(Hb), myoglobine (Mb)), les enzymes héminiques (cytochrome c, peroxydase) et les composés non-

héminiques (ferritine (Ft), transferrine (Tf), enzymes flavines-Fe). Les composés ferriques héminiques 

représentent ainsi près de 70% de la teneur totale en Fe dans l’organisme tandis que 29% sont stockés 

sous forme de Ft et d’hémosidérine, moins de 1% sont présents dans les enzymes héminiques et moins 

de 0,2% se trouvent dans la circulation plasmatique lié à la Tf [28, 29]. Le Tableau 4 met en évidence 

les principales ferroprotéines présentes dans le corps humain associées à leur valeur physiologique. 

Tableau 4 : Distribution du Fe dans le corps [21, 27, 30-32]. 

 Protéine Emplacement 

Teneur 

en Fe 

(mg) 

Valeurs physiologiques 

Unités usuelles*                    Unités SI* 

Héminique 

Hémoglobine 
Globules 

rouges 
3000 

Homme 130 – 180 g/L 

Femme 120 – 160 g/L 

8 – 11,2 mmol/L 

7,5 – 9,9 mmol/L 

Myoglobine 
Tissus 

musculaires 
200 3 – 65 µg/L 0,2 – 3,7 nmol/L 

Non 

héminique 

Ferritine 
Foie, moelle 

osseuse, rate 
0 - 1000 

Homme 30 – 300 µg/L 

Femme 20 – 150 µg/L 

67 – 674 pmol/L 

45 – 337 pmol/L 

Transferrine Plasma 10 

2 – 4 g/L 

Coefficient de 

Saturation en Fe de la Tf 

(CST) 

25 – 50 µmol/L 

Homme 20 – 40 % 

Femme 15 – 35 % 

*Les concentrations sont exprimées en teneur de protéines 

 

2.3. Métabolisme du Fe dans l’organisme 

Le métabolisme du Fe, élément présentant la particularité d’être fortement retenu dans 

l’organisme, est lié à la vie de l’hématie, dans les conditions physiologiques normales. Sa principale 

caractéristique est qu’il s’agit d’un système quasiment clos. Dans l’organisme sa régulation est régie 

par de multiples mécanismes afin d’en maintenir une teneur constante (l’homéostasie). La Figure 3 

représente le métabolisme du Fe dans le corps humain qui se construit en sept catégories de 

mécanismes détaillés dans les paragraphes suivant. 
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Figure 3 : Métabolisme du Fe dans le corps humain [33, 34]. 

2.3.1. Absorption  

Les apports quotidiens en Fe sont au minimum de 10 mg pour une alimentation équilibrée 

mais seulement 5 à 10 % sont absorbés par l’organisme, ce qui représente environ 1 à 2 mg par jour de 

Fe. Le Fe provenant de l’alimentation est absorbé par l’organisme dans le duodénum [35]. Sa 

biodisponibilité dépend de sa forme physico-chimique et de la présence éventuelle de substances 

alimentaires pouvant modifier son absorption. Il existe deux sources de Fe biodisponible dans 

l’alimentation :  

- le Fe héminique (Fe incorporé dans la structure de l’hème), très biodisponible, présent dans la 

viande et les produits d’origines animales (viande, poisson, volaille, foie), 

- le Fe non héminique (Fe
2+

, Fe
3+

), faiblement biodisponible, présent dans les céréales, les fruits, 

les légumes,… [28, 36]. 

Pour une bonne couverture des besoins en Fe, les facteurs déterminants sont la qualité du Fe ainsi que 

la fréquence de consommation. Le Tableau 5 énumère, de manière non exhaustive, les principales 

sources de Fe présentes dans notre alimentation. 
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Tableau 5 : Principales sources de Fe dans l’alimentation [37]. 

Principales sources en Fe Catégories Exemples en mgFe/100g 

Source animale 

Abats 

Viandes rouges 

Coquillages 

Poissons 

Boudin : 23 

Bœuf : 5 

Palourde : 15 

Bar : 2 

Source végétale 

Légumes secs 

Céréales 

Cacao 

Thym 

Épices 

 

Lentilles, pois chiche : 3 

Muesli : 6 

Chocolat 70% cacao : 10 

30 

Cumin : 65 

Curry : 30 

 

Sachant que la forme ferrique est moins assimilable par l’organisme que la forme ferreuse, une 

réduction est alors nécessaire. Certains composants alimentaires sont capables de participer à la 

réduction du Fe tels que le carotène, la cystéine ou l’histidine [38]. La vitamine C peut aussi effectuer 

cette réduction ce qui augmente ainsi l’absorption du Fe non héminique d’un facteur 3 [39].  

2.3.2.  Transport 

Le Fe libre étant extrêmement toxique, le corps utilise de nombreuses protéines permettant de 

le séquestrer [21]. Son transport dans le sérum se fait principalement après fixation sur la Tf [33]. La 

Tf est une glycoprotéine, organisée en deux chaînes polypeptidiques semblables, de masse moléculaire 

d’environ 80 kDa [26]. Chaque chaîne possède un site de fixation pour un seul atome de Fe sous 

forme d’ion Fe
3+

. Elle peut donc contenir au maximum deux atomes de Fe. La Tf peut aussi fixer du 

manganèse (Mn), de l’Al, du cuivre (Cu) et du zinc (Zn) mais elle possède plus d’affinité avec le Fe. 

Ensuite la Tf libère le Fe dans les cellules en se fixant à des récepteurs spécifiques (TfR) [21]. La Tf 

est saturée environ au 1/3 de sa capacité (Capacité Totale de Fixation du Fe ou CTF). Ainsi les 70 % 

de sites libres définissent la Capacité Latente de Fixation (CLF). Le rapport concentration du Fe dans 

le sérum sur CLF représentant la Capacité de Saturation de la Tf (CST) est d’environ 30 %. Le Fe 

transporté sert ainsi à la synthèse de protéines et à l’approvisionnement des réserves en Fe [23]. 

2.3.3.  Utilisation  

La majorité du Fe soit environ 2000 mg de Fe est utilisée pour l’érythropoïèse c’est-à-dire le 

processus par lequel l’organisme assure la production des globules rouges. Les érythrocytes ou 

globules rouges sont majoritairement composés d’Hb (protéine contenant 4 atomes de Fe héminique). 

La synthèse de l’Hb se déroule dans les érythroblastes de la moelle osseuse à partir du Fe libéré de son 

récepteur, la Tf. En moindre quantité, environ 400 mg, le Fe sert à la synthèse d’enzymes impliquées 

dans la respiration cellulaire et la synthèse de l’ADN [32]. 
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2.3.4.  Perte 

Il n’y a pas de mécanisme d’excrétion du Fe. La quantité de Fe éliminée par jour est d’environ 

1 à 2 mg, ces pertes sont régulières. La desquamation de la peau et des muqueuses est la cause 

principale de la perte en Fe. Cependant, cette valeur peut augmenter lors d’hémorragie ou lors des 

menstruations pour les femmes (0,006 mg Fe/kg/jour) [28]. Par exemple, 1 g de Fe peut être perdu au 

cours de l’accouchement [21]. 

2.3.5.  Recyclage  

Le cycle de vie d’un érythrocyte est d’environ 120 jours et environ 200 milliards doivent être 

renouvelés tous les jours, ce qui correspond à environ 25 mg de Fe. L’hémolyse se déroule 

principalement dans le foie et la moelle osseuse [34]. Les globules rouges âgés sont détruits et 

subissent une lyse dans les macrophages. Les composants du globule rouge sont ensuite dégradés et  la 

dégradation du groupe hème entraine la libération du Fe. 

2.3.6.  Régulation  

L’absorption du Fe est inversement proportionnelle à l’importance des réserves. Pour 

compenser le bilan négatif en Fe et maintenir les réserves en Fe de l’organisme, des mécanismes de 

régulation sont mis en place. L’hepcidine est un régulateur clé lié à l’homéostasie du Fe. C’est une 

hormone qui permet d’adapter l’absorption du Fe aux besoins de l’organisme. Elle est majoritairement 

sécrétée par le foie. Sa production et sa concentration sanguine sont inversement proportionnelles à la 

quantité de Fe de l’organisme.  Sa principale action est de réguler, au niveau de diverses cellules (les 

entérocytes et les macrophages), la synthèse des transporteurs membranaires de Fe (par exemple : la 

ferroportine). Ainsi la dégradation de ces transporteurs entraîne une rétention du Fe dans les 

entérocytes et les macrophages [38]. 

2.3.7.  Stockage 

Dès que la concentration en Fe dans le plasma augmente, le Fe est stocké afin de ne pas être 

toxique. La Ft et l’hémosidérine sont les principales protéines stockant le Fe, sous forme Fe
3+

, 

présentes dans le foie, la rate et la moelle osseuse. La quantité de Fe liée à ces protéines de stockage 

est très variable d’un individu à un autre (0 – 1000 mg) [32]. La Ft et l’hémosidérine représentent 

respectivement 70 % et 30 % du pool du stockage. La Ft est une glycoprotéine de masse moléculaire 

élevée (450 kDa), soluble dans l’eau, et qui peut stocker jusqu’à 4500 atomes de Fe en son centre [21, 

26]. Dans les conditions physiologiques, elle est saturée seulement à 50 %. L’hémosidérine est une 

protéine insoluble dans l’eau, constituée de ferritine dégradée [35]. Elle est produite par l’organisme 

lorsque le nombre d’atomes de Fe par molécule de ferritine atteint environ 4000 [21]. Cette forme de 

réserve ne libère que très lentement le Fe donc elle peut être considérée comme un dépôt. 
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2.4. Entre essentialité et toxicité 

Le Fe pour l’organisme peut être à la fois un élément essentiel et toxique suivant les teneurs. 

Un élément essentiel est un élément chimique exigé par l’organisme pour se développer en bonne 

santé. Il existe un grand nombre d’éléments essentiels (Figure 4). Ces éléments peuvent être classés 

en trois catégories : les éléments majoritaires, les macro minéraux, appelés aussi les éléments mineurs, 

et les éléments traces. Le Fe est l’élément trace ayant la teneur la plus élevée dans le corps humain. Un 

élément trace se définit comme un élément ayant une concentration inférieure à 100 mg/g dans 

l’organisme. Un élément trace peut être considéré comme un élément essentiel si : 

- Il est présent dans les tissus sains de l’organisme 

- Sa concentration est relativement constante entre différents organismes 

- Une carence en cet élément engendre des modifications biochimiques spécifiques 

- Les modifications sont accompagnées d’anomalies présentes dans plusieurs espèces 

- Ces anomalies sont corrigées par l'utilisation de compléments alimentaires [21] 

Il existe 18 éléments traces qui sont considérés comme essentiels. Ces éléments ont une 

fonction très importante dans le corps humain. Leurs principaux rôles sont d’être des cofacteurs dans 

des enzymes et protéines essentielles, des stabilisateurs dans les membranes, des éléments structurels 

et des éléments essentiels pour la fonction hormonale. 

 

Figure 4 : Composition chimique du corps humain pour un adulte [40]. 
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Les éléments essentiels sont soumis à des mécanismes de contrôle permettant de maintenir l’équilibre 

de certaines constantes du milieu intérieur de l’organisme, il est donc important d’en assurer un 

approvisionnement optimal. Tout élément essentiel devient toxique lorsqu’il pénètre dans un 

organisme en quantité trop importante et d’autre part, un apport insuffisant peut altérer le mécanisme 

des fonctions cellulaires [41]. 

2.4.1.  Les carences en Fe 

La carence en Fe est très répandue chez les êtres humains. Elle s’installe progressivement en 3 

phases :  

- Phase 1 : la carence latente qui correspond à une baisse des réserves en Fe 

- Phase 2 : la carence modérée, débutante qui correspond à une carence en Fe 

- Phase 3 : la carence avancée, clinique qui correspond à une anémie ferriprive (la conséquence 

la plus commune). La concentration en Hb dans le sang diminue due au manque de Fe dans 

l’organisme [21, 42].  

Les deux premières phases de carence en Fe (latente et modérée) sont marquées par l’absence 

d’anémie ferriprive. Durant la phase 1, les réserves en Fe sont progressivement appauvries mais le Fe 

présent dans l’organisme reste suffisant pour un fonctionnement correct de l’érythropoïèse. Lorsque 

les réserves de Fe diminuent de plus en plus et que le niveau de Fe en circulation dans le sang chute, la 

phase 2 est déclarée. Bien que la fonction érythropoïétique soit compromise, cela n’engendre pas une 

baisse de concentration en Hb [36]. Les symptômes observés sont un état de fatigue due à la 

diminution du stockage de l’oxygène [43], une réduction de l’activité physique ainsi que 

l’augmentation du risque d’infection [44]. De plus, des études récentes montrent qu’une carence en Fe 

pourrait accentuer l’asthme [45]. Les principales causes de carence en Fe sont la faible biodisponibilité 

du Fe et un apport insuffisant dans l’alimentation [28]. Des pertes de sang intestinales liées à des 

parasitoses peuvent aussi en être la cause [46]. 

En présence de la dernière phase de carence, l’anémie ferriprive est déclarée. Les réserves en 

Fe sont épuisées et la baisse de Fe en circulation dans le sang affecte considérablement l’érythropoïèse 

d’où la baisse significative de l’Hb [36]. En 2002, l’anémie ferriprive a été considérée comme un 

facteur majoritaire contribuant à la charge mondiale des maladies [47]. L’Organisation Mondiale de la 

Santé (OMS) définit l’anémie comme la condition où le nombre de globules rouges est insuffisant 

pour les besoins physiologiques. Ces besoins sont dépendants de l’âge, du sexe, de l’altitude,…[48]. 

Les conséquences physiques sont : la pâleur des ongles des mains et des muqueuses buccales, la 

diminution des performances physiques, des complications durant la grossesse, la tachycardie et dans 

des cas extrêmes, des œdèmes [21, 49].  
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Le traitement des carences en Fe et plus particulièrement de l’anémie ferriprive est une 

association d’un régime alimentaire riche en Fe avec l’utilisation de compléments ferriques. Il existe 

un grand nombre de suppléments ferriques. De manière générale, les doses administrées par jour pour 

un adulte en anémie ferriprive sont comprises entre 100-200 mg de Fe élémentaire. Pour les enfants 

ces doses doivent être adaptées en considérant environ 3-6 mg/kg/jour. Afin de reconstituer les 

réserves en Fe de l’organisme, il est nécessaire de continuer le traitement entre 3 à 6 mois. Dans le cas 

où la supplémentation en Fe n’a pas fonctionné, d’autres traitements peuvent être utilisés comme des 

thérapies par injection intramusculaire ou intraveineuse de Fe mais aussi la transfusion de globules 

rouges. Ces traitements restent rarement utilisés [50].  

Il existe d’autres types d’anémies comme les anémies inflammatoires et/ou les anémies des 

maladies chroniques. Toutes les inflammations entraînent une diminution du Fe sérique, un stockage 

anormal du Fe dans les macrophages et une diminution de l'absorption du Fe par le duodénum. De ce 

fait, le Fe n'est plus disponible pour la synthèse de l’Hb, ce qui induit une anémie. Les anémies 

inflammatoires sont fréquentes et peuvent s'observer au cours de nombreuses pathologies. Dans de 

nombreux pays, en particulier ceux en voie de développement, l'anémie peut être due au fait de la 

déclaration de certaines maladies comme le paludisme, la thalassémie ou de virus comme le syndrome 

de l'immunodéficience acquise (SIDA) ou d’infection. Le traitement consiste essentiellement à traiter 

la maladie initiale ayant provoqué l’apparition de l’anémie [21, 42]. 

Le Tableau 6 met en évidence les principaux biomarqueurs nécessaires à suivre pour 

identifier les différentes carences en Fe. 

Tableau 6 : Signes biologiques de l’évolution de la carence en Fe [42]. 

 Fe Transferrine Ferritine Hémoglobine 

Sain 12 - 30 µmol/L 2 - 4 g/L 20 - 300 µg/L 120 - 180 g/L 

Carence latente N N  N 

Carence modérée    N 

Carence avancée     

Anémie inflammatoire  N ou  N ou   
N : valeurs physiologiques 

 

2.4.2. Les surcharges en Fe 

L’excès de Fe est le résultat de plusieurs troubles et peut entraîner des dommages au niveau 

des organes ainsi qu’accroitre la mortalité. Les surcharges en Fe peuvent être classées selon deux 

catégories : les surcharges génétiques (principalement l’hémochromatose) et les surcharges acquises. 

L’hémochromatose est une maladie héréditaire autosomique récessive caractérisée par une 

absorption anormale de Fe dans l’intestin avec une accumulation progressive du métal dans divers 

organes en particulier le foie [51]. L’hémochromatose peut se classer sous deux formes : les formes 

adultes et les formes juvéniles. Dans 80% des cas de formes adultes, la forme Type 1 est rencontrée et 
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elle est due à la mutation du gène HFE. Elle se manifeste par un dysfonctionnement de l’absorption du 

Fe alimentaire et par une affinité excessive du Fe pour les cellules hépatiques. Concernant les formes 

juvéniles, elles sont exceptionnelles et leur évolution rapide et sévère [42]. Les surcharges génétiques 

non hémochromatosiques peuvent être dues soit à une mutation du gène de la ferroportine soit à une 

acéruloplasminémie héréditaire, affection autosomique récessive (plus rare) [52]. Sans traitement, 

cette maladie peut entraîner des atteintes hépatiques sévères (cirrhose, hépatocarcinome), un 

dysfonctionnement sexuel, diabète, cardiomyopathie et arthrites. Dans les cas extrêmes, la quantité de 

Fe peut atteindre jusqu’à 60 g [21, 53]. 

Il existe différents types de surcharges acquises : les transfusions, les apports par voie 

parentérale ou par voie placentaire, les maladies chroniques du foie (comme la cirrhose) et plus 

rarement l’alcoolisme. Lors de certaines maladies comme les thalassémies et la drépanocytose, des 

transfusions à répétition sont nécessaires, ce qui engendre un apport en Fe très important (200-250 mg 

de Fe). Or, l’organisme absorbe et élimine environ 1 mg de Fe par jour [54]. De plus, la fonction 

excrétoire en Fe n’est pas extensible ce qui signifie que seulement 1 mg de Fe est éliminé par jour. Les 

apports par voie parentérale interviennent après une transfusion. Les réserves en Fe saturent et le Fe en 

excès circule dans le plasma jusqu’à ce que les capacités de saturation de Tf soient au maximum (voir 

Tableau 7). Les apports par voie placentaire ont lieu durant la grossesse : le Fe circulant dans le 

plasma maternel est transféré dans la circulation fœto-placentaire à travers les trophoblastes. Ce 

phénomène s’accentue lors du dernier trimestre de grossesse [55]. Ces excès de Fe peuvent entraîner 

des troubles digestifs et avoir des effets néfastes sur le foie, le pancréas et l’activité cardiaque. 

Tableau 7 : Signes biologiques à surveiller selon les différentes surcharges en Fe [42, 52]. 

 Fe Saturation Tf Transferrine Ferritine 

Sain 12 - 30 µmol/L 15 - 40% 2 - 4 g/L 20 - 300 µg/L 

Surcharges génétiques   N  

Surcharges acquises     
   N : valeurs physiologiques 

 

Les hémochromatoses sont généralement traitées par les soustractions sanguines (les 

saignées). Environ 400 à 500 mL de sang par semaine sont prélevés en début de diagnostic. Ces 

saignées sont répétées tous les 7 à 10 jours afin d’éviter que les réserves de Fe ne se reconstituent entre 

chaque prélèvement [53]. Puis ces soustractions sanguines sont espacées une fois la concentration de 

Ft revenu proche des valeurs physiologiques. Pour les autres types de surcharges, l’utilisation de 

chélateurs de Fe peut être envisagée. 
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2.5. Zoom sur l’hémoglobine 

2.5.1.  Généralités 

Comme décrit précédemment, le Fe du corps humain est présent en grande majorité sous la 

forme d’hémoprotéines comme l’Hb.  

Les hémoprotéines remplissent trois fonctions différentes : 

- Transporteur d’oxygène : Hb et Mb 

- Activateur d’oxygène : oxydases, peroxydases, oxygénases, oxydoréductases 

- Transporteur d’électrons : cytochrome [32] 

C’est en 1862 qu’apparaît le terme « hémoglobine » afin de désigner le pigment respiratoire 

transportant l’oxygène, présent dans les globules rouges, grâce au physiologiste allemand Hoppe-

Seyler [56]. L’Hb est une protéine majeure contenant du Fe, présente dans les globules rouges chez les 

mammifères et d’autres animaux [57]. Elle est responsable du transport et du stockage de l’oxygène ce 

qui signifie qu’elle est essentielle. Sa masse moléculaire est de 64 458 Da (anhydre), avec une fraction 

massique d’Hb-Fe de 0,00347 [58]. L’Hb a un point isoélectrique (pHi) de 6,81 [59].  

2.5.2.  Structure de l’hémoglobine 

La structure des Hb est constituée de quatre chaînes polypeptidiques de globine identiques 

deux à deux, nommées les chaînes de globine, dont chacune possède une cavité accueillant une 

molécule hème contenant un atome de Fe [57]. Le groupe hème est lié à la chaîne de globine grâce à 

une liaison non covalente avec le résidu histidine. La Figure 5 représente la structure générale de 

l’Hb. 

 

Figure 5 : Structure de l'hémoglobine [60]. 
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La structure tétramérique de l’Hb est fondamentale pour ses fonctions. L’Hb possède 

différents niveaux de structure (voir Figure 6): 

a) la structure primaire qui correspond à l’enchaînement des acides aminés ;  

b) la structure secondaire qui correspond à des motifs structuraux de base comme l’hélice alpha, 

le feuillet bêta, tours et coudes. Dans le cas de l’Hb, elle se trouve sous forme d’hélice . Cette 

structure est due à la formation de liaisons hydrogènes entre le groupe carboxyle (COOH) d’un acide 

aminé et le groupe amine (NH) d’un autre acide aminé.  

c) la structure tertiaire qui correspond à l’organisation interne d’une sous-unité. C’est le résultat 

d’autres liaisons hydrogènes entre les groupes R fortement polaires, des liaisons ioniques entre les 

groupes carboxyles et les acides aminés ionisés et des interactions hydrophobes entre les chaînes non 

polaires et les ponts disulfure. Ainsi la structure secondaire se trouve repliée sur elle-même ;  

d) la structure quaternaire qui correspond à l’organisation complexe d’une protéine possédant 

plusieurs sous-unités. L’Hb possède quatre sous-unités.  

Une alternation dans la structure primaire peut affecter toutes les autres structures [57].  

 

Figure 6 : Les différents niveaux de structure de l'hémoglobine [61]. 

De plus, l’Hb a comme particularité d’être une molécule à structure déformable 

réversiblement. En effet, la fonction principale de l’Hb est le transport de l’oxygène dans le sang. Or, 

lorsque la liaison entre l’atome de Fe et l’oxygène se fait, la molécule subit une déformation : 

plusieurs liaisons hydrogènes et ioniques situées à l’intérieur des sous-unités sont rompues lors de ce 

processus. La forme T (structure contrainte) correspond à la désoxyhémoglobine où les chaînes de 

globine sont liées très fortement entre elles empêchant l’entrée de l’oxygène (Figure 7A). La forme R 



CHAPITRE 1 : Etude bibliographique   2. Fer chez les êtres humains 

 

50 

 

 

(structure relâchée) correspondant à l’oxyhémoglobine (HbO2) où les liaisons entre les chaînes ont 

laissé entrer facilement l’oxygène (Figure 7B) [32]. Ainsi la fixation d’oxygène sur la 

désoxyhémoglobine conduit à l’HbO2.  

 

Figure 7 : Les deux conformations du groupe hème selon la fixation ou non de l'oxygène sur 

l'atome de Fe [62]. 

Enfin une autre structure de l’Hb peut être rencontrée lorsque le Fe ferreux (Fe
2+

) s’oxyde en 

Fe ferrique (Fe
3+

) : la méthémoglobine (MétHb). Cela se traduit par une perte de la capacité à créer 

une liaison avec l’oxygène. Les causes de formation de la MétHb sont soit congénitales, soit acquises. 

Les méthémoglobinémies héréditaires peuvent être divisées en deux catégories : celles dues à une 

modification de la forme de l’Hb (variantes d’Hb M) et celles dues à un défaut enzymatique (déficit en 

NADH réductase) qui diminue la vitesse de réaction de réduction du Fe dans l’Hb. La 

méthémoglobinémie acquise est généralement due à l’ingestion ou à l’exposition de la peau à des 

agents oxydants (nitrates, nitrites, chlorates, naphtalène, etc) présents dans des médicaments, dans des 

produits manufacturés, dans diverses substances,… D’autres causes liées une alimentation inadéquate 

(légumes contaminés, eau de puit contenant des nitrates, etc) et une méthémoglobinémie idiopathique 

peut survenir suite à une acidose systémique [63].  

Toute l’Hb présente dans l’organisme ne se trouve pas sous la même forme. La distinction des 

différentes Hb se fait à partir des variances dans les chaînes de globine ainsi que des interactions 

pouvant exister entre ces chaînes. Les Hb normales et ses constituants sont résumés dans le Tableau 8. 

Tableau 8 : Caractéristiques des différentes hémoglobines normales [33]. 

Hémoglobines 

Pourcentage par 

rapport à l’Hb 

totale 

Chaînes 

de globine 
Remarques 

Hémoglobine A0 91 – 93 % 22 Fraction majeure de l’Hb A 

Hémoglobine A1 4 – 6 % 22 Sous fractions : Hb A1a, Hb A1b, Hb A1c 

Hémoglobine A2 < 3,5 % 22 
 

Hémoglobine F < 2,0 % 22 
 

 

Hb A 
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Très tôt, les Hb communes sont nommées comme Hb A pour Hb adulte et Hb F pour Hb fœtale. Hb 

A2, découverte en 1955 grâce à l’électrophorèse [64], est désignée sous cette nomenclature lors du 

congrès de l’International Society of Hematology (ISH) en 1957 [65]. En effet, durant l’âge adulte, 

l’Hb majoritaire, nommée l’Hb A (22), représente 97 % de l’Hb totale. Les autres types d’Hb sont 

rencontrés de façon minoritaire comme l’Hb A2 (<3.5%, 22) et l’Hb F (<2.0%, 22) [33]. 

Grâce à l’utilisation de la chromatographie par échange de cation, une subdivision de l’Hb A en deux 

pics est repérée : Hb A et Hb A (nom attribué selon l’ordre d’élution) [66]. Plus tard, la division de 

l’Hb A en cinq petits pics est observée où l’appellation se fait en attribuant une lettre (a, b, c, d, et e) 

dans l’ordre de l’élution [67]. Cependant, l’Hb Ae est considérée comme un artefact de stockage, 

tandis que les Hb A a,b,c sont glyquées [68]. Enfin l’Hb Ad est due à la combinaison entre un 

glutathion et un résidu cystéine qui augmente avec le vieillissement du globule rouge [57]. Afin 

d’éviter la confusion entre l’Hb A  et l’Hb A2, l’Hb A est renommée en Hb A0. Une conséquence de 

ces différentes nomenclatures est que l’Hb A découverte par électrophorèse correspond aux Hb A et 

A0 lors de l’analyse par chromatographie d’échange de cation. Ainsi toutes les variantes d’Hb 

possèdent la caractéristique d’être séparée en deux pics comme par exemple, l’Hb F est séparée Hb F0 

et Hb F. Les Hb normales ayant été nommées, les variantes des Hb découvertes par la suite se voient 

attribuer une lettre de l’alphabet [57]. 

De plus, l’Hb peut être soumise à des modifications post-traductionnelles comme la glycation. 

La glycation correspond à une fixation irréversible non enzymatique d’un sucre réducteur (glucose ou 

fructose) ou d’un aldéhyde sur les résidus de la protéine et la fonction amine N-terminale (le radical 

NH2). Le glucose est le principal ose à se lier à la protéine du fait de son abondance dans l’organisme. 

La glycation est d’autant plus facile que le site de fixation de l’ose sur la protéine est libre d’accès. 

C’est pour cette raison que pour l’Hb, le site majeur de glycation est l’extrémité N-terminale (la 

valine) des chaînes . Lorsque l’Hb est glyquée sur son site majeur, ses propriétés physico-chimiques 

(potentiel hydrogène isoélectrique, pHi) sont suffisamment modifiées pour permettre une séparation 

par chromatographie ou par électrophorèse : c’est l’Hb A1. Comme décrit dans le paragraphe 

précédent, il existe plusieurs fractions d’Hb A1 nommées en fonction de leur ordre d’élution en 

chromatographie d’échange de cations : Hb A1a (comprenant elle-même deux sous-fractions Hb A1a1 et 

Hb A1a2), Hb A1b, Hb A1c. L’Hb A1c constitue la forme majeure de l’Hb A1 (environ 80 %) soit 4 à 6 % 

de l’Hb totale. Or, lorsque l’Hb est glyquée sur d’autres sites, aucune modification significative de son 

pHi est observée [69]. 

2.5.3.  Métabolisme  

La synthèse de l’Hb est complexe. La molécule hème est synthétisée partiellement dans les 

mitochondries et dans le cytosol. Quatre étapes de réaction avec différentes enzymes (par exemple : 

ALA synthétase, ALA deshydrase, hème synthétase) sont requises pour synthétiser la protoporphyrine 



CHAPITRE 1 : Etude bibliographique   2. Fer chez les êtres humains 

 

52 

 

 

III. Ensuite, dans les mitochondries, cette molécule fixe en son centre un atome de Fe ferreux (Fe
2+

) 

pour aboutir à l’hème. Les chaînes de globine sont synthétisées par les ribosomes et sont codées par 

des gènes de globines présents dans deux clusters, un sur le chromosome 16 et l’autre sur le 

chromosome 11. Les gènes pour les chaînes  et  se situent sur le chromosome 16 tandis que les 

gènes correspondants aux chaînes , ,  et  sont localisés sur le chromosome 11. Les chaînes  sont 

synthétisées en excès par rapport aux chaînes . Enfin, la chaîne  va alors former un dimère avec la 

chaîne . Chaque dimère de chaînes de globine incorpore une molécule hème par l’intermédiaire 

fixation sur une histidine avant de s’associer à un autre dimère pour former un tétramère d’Hb. Cette 

liaison se déroule dans le cytosol [57].  

2.5.4.  Maladies 

L’Hb totale représente un des marqueurs analysé pour le diagnostic de l’anémie [70]. Le 

nombre de variants d’Hb anormales identifié excède 700 [32]. La plus grande majorité des variants de 

l’Hb ne possède qu’un seul acide aminé substitué sur une chaîne de globine [71]. Les maladies ou 

anomalies d’Hb peuvent être dues soit à un défaut dans la production des chaînes de globine, soit à 

une mutation d’un gène. 

 Les hémoglobinopathies sont un groupe de maladies génétiques où une atteinte des gènes de 

régulation de la synthèse des globines est présente. Les thalassémies appartiennent à ce groupe et 

présentent soit une diminution de la vitesse de synthèse soit l’absence d’une ou deux chaînes de 

globine. Les défauts de synthèse de l’Hb sont le plus souvent dus à une mauvaise formation ou 

maturation des globules rouges [32]. Les thalassémies sont parmi les maladies génétiques les plus 

rencontrées dans la région méditerranéenne, dans le subcontinent indien, en Asie du Sud-Est et en 

Afrique de l’Ouest. Les patients atteints de thalassémie ne produisent plus assez d’Hb A car leurs 

cellules ne synthétisent plus de chaînes de globine  ou . Un classement des thalassémies est possible 

selon la chaîne de globine touchée : les -thalassémies (
0
 et 

+
), les -thalassémies (

0
 et 

+
), la + 

thalassémie (production de l’Hb Lepore), la Hb E thalassémie,…[72]. Les principales conséquences 

des thalassémies sont des déformations osseuses, fatigue, essoufflement, mort périnatale [73].  

 Les hémoglobinoses représentent un groupe où une atteinte des gènes de structure ou une 

mutation ponctuelle engendrent la synthèse d’une chaîne de globine contenant une anomalie 

ponctuelle. La principale maladie est la drépanocytose qui résulte d’un défaut d’un seul gène causé par 

la substitution d’une valine par l’acide glutamique en position 6 de la chaîne  de l’Hb. L’Hb résultant 

de cette mutation est nommée Hb S (S pour Sickle-cell disease, nom de la maladie en anglais). Cette 

mutation ponctuelle provoque la précipitation et la polymérisation de l’Hb S désoxygénée qui induit 

des globules rouges falciformes [32]. Les hématies falciformes bloquent les petits vaisseaux sanguins 

et peuvent causer des anémies, des asplénies fonctionnelles, des épisodes de douleur intense. La 
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drépanocytose est la maladie génétique la plus répandue dans le monde : plus de 5 millions de 

personnes atteintes [73].  

 

 Le métabolisme du Fe joue un rôle important dans l’organisme. Lors de son 

dysfonctionnement, des carences et surcharges en Fe peuvent être engendrées ce qui impacte le bon 

fonctionnement du corps humain. De plus, le Fe est présent en grande majorité sous la forme 

d’hémoprotéines, notamment en Hb qui est impliquée dans de nombreuses maladies. Un intérêt majeur 

pour le dosage du Fe et de l’Hb est donc établi afin de prévenir l’apparition de certaines maladies, de 

diagnostiquer des anomalies et d’adapter au mieux les traitements. 
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3. Les méthodes de dosages dans les fluides biologiques pour 

l’analyse du Fe et des ferroprotéines 

Le fluide biologique est un terme générique désignant tous les fluides bio-organiques produits 

par l’organisme. Il en existe plusieurs types : sang, sérum, plasma, urine, salive… Les fluides sanguins 

sont ceux qui ont le plus d’intérêt pour l’analyse du Fe et des ferroprotéines. Le sang est constitué de 

plasma (liquide aqueux) contenant des cellules (globules rouges et globules blancs) et des fragments 

cellulaires (plaquettes). Le plasma et le sérum sont séparés après centrifugation du sang coagulé ou 

non. La Figure 8 montre les différentes fractions obtenues après centrifugation. La couche 

leucocytaire est composée des leucocytes ainsi que des plaquettes sanguines. Le plasma représente 

55% du volume du sang total et est constitué principalement d’eau (91%). Il contient 7 % de protéines 

sanguines (fibrogène, albumine, globulines) et 2 % de nutriments, d’hormones et d’électrolytes. Le 

sérum est constitué des mêmes composants que le plasma mais il est libéré des facteurs de coagulation 

et du fibrogène. 

 

Figure 8 : La composition macroscopique du sang total [74]. 

3.1. Méthodes analytiques pour la mesure du Fe total 

La détermination d’éléments traces comme le Fe dans le domaine biomédical a plusieurs 

enjeux : la quantification d’oligo-éléments dans des conditions normales ou de maladies, la détection 

de métaux potentiellement toxiques et le diagnostic de maladies liées à un déficit d’oligo-éléments. 

Les matériaux biologiques comme les fluides ou les tissus sont des matrices complexes pour l’analyse 

d’éléments traces à cause de la présence en grande quantité de protéines, de sels inorganiques et de 

petites molécules organiques. Cependant beaucoup d’avancées durant ces dernières décennies ont 

permis d’améliorer la précision et la sensibilité des analyses d’éléments traces [41].  

À ce jour, il existe différentes méthodes de dosage du Fe que l’on peut classer en trois 

groupes: les méthodes colorimétriques, les méthodes par spectrométrie d’absorption atomique et les 

méthodes par spectrométrie de masse [75]. Les techniques par spectrophotométrie et par spectrométrie 
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d’absorption atomique sont utilisées en routine dans les laboratoires de biologie médicale. La 

technique d’analyse du Fe par spectrophotométrie est considéré comme la méthode de référence [20]. 

Les méthodes utilisant la spectrométrie de masse ne sont quasiment utilisées qu’au sein de laboratoires 

de référence et des NMI. Dans ce travail, nous nous sommes surtout intéressés au dosage du Fe dans le 

sérum, mais son analyse peut être réalisée dans différents tissus et fluides organiques comme l’urine, 

les cheveux, la salive, les ongles,… [76]. 

Le dosage du Fe dans le sérum est abondamment réalisée dans les laboratoires de biologie 

médicale de routine pour le diagnostic de l’anémie (5,3 millions d’analyses pour un montant 

remboursé de 7,3 millions d’euros remboursés en 2015) [77]. La fiabilité des résultats de mesure pour 

le dosage du Fe représente donc un enjeu important afin de disposer d’un diagnostic fiable et d’adapter 

au mieux les traitements. 

3.1.1.  Méthode de référence par spectrophotométrie 

La méthode de référence de mesure du Fe dans le sérum, définie par l’ICSH en 1970, est une 

méthode colorimétrique reposant sur la spectrophotométrie [78]. La spectrophotométrie permet 

l’analyse de solutions colorées en mesurant l’absorbance à une longueur d’onde prédéfinie pouvant se 

situer dans l’infrarouge (>800 nm), le visible (380 à 800 nm) ou l’ultraviolet (<380 nm). La source 

lumineuse est émise soit par une lampe à filament de tungstène utilisable pour les longueurs d’ondes 

du visible ou d’infrarouge soit par une lampe de deutérium utilisable pour les longueurs d’ondes de 

l’ultraviolet. La lumière arrive au monochromateur qui décompose la lumière blanche en radiations de 

différentes longueurs d’ondes. À la sortie du dispositif, la lumière monochromatique émet une 

intensité incidente I0 qui traverse la cuve contenant la solution étudiée. Ensuite la lumière d’intensité 

émergente I arrive au détecteur (photocellule, photodiode ou photomultiplicateur). Enfin le signal est 

amplifié puis envoyé au système de lecture. La Figure 9 schématise le principe d’un 

spectrophotomètre [79]. 

 

Figure 9 : Schéma général d'un spectrophotomètre [79]. 
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Cette technique est régi par la loi de Beer-Lambert qui permet d’exprimer la transmittance d’un 

échantillon de la manière suivante : 

𝑻 =  
𝑰

𝑰𝟎
=  𝒆−𝒌𝒍𝑪     Équation 1 

Avec : 

- 𝑇 représente la transmittance de l’échantillon 

- k est une constante 

- 𝑙 est la longueur du trajet optique plus précisément la longueur de la cuve qui est généralement de 1 

cm 

- 𝑐 correspond à la concentration de la solution exprimée en mol.m
-3

 

À partir de cette loi, la quantité absorbée, nommée l’absorbance, est définie de manière linéaire 

comme : 

𝑨 = − 𝐥𝐨𝐠 𝑻 = 𝒍𝒐𝒈 (
𝑰𝟎

𝑰
) d’où  𝑨𝝀 = 𝜺𝝀𝒍𝒄   Équation 2 

 

Avec : 

-𝐴𝜆 est l’absorbance de la solution étudiée pour une longueur d’onde donnée λ. L’absorbance est une 

valeur positive et sans unité. 

-𝜀𝜆 est le coefficient d’extinction molaire de la substance absorbante en solution dont l’unité est 

m
3
.mol

-1
.cm

-1
. Ce coefficient est caractéristique de la substance d’intérêt et défini précisément sous 

certaines conditions (longueur d’onde, solvant, température,…) [80].  

Le principe de la méthode de référence du dosage du Fe dans le sérum repose sur la formation 

d’un complexe coloré de Fe. En milieu acide, le Fe présent dans le sérum sous forme libre ou associé à 

la Tf est libéré puis sous l’action d’un agent réducteur, il est réduit sous forme de Fe
2+

. Enfin, un 

complexe coloré ferreux est formé après l’ajout d’un chromogène. 

Le réactif utilisé pour cette méthode contient deux solutions différentes: 

 Une solution permettant la précipitation des protéines composée d’une solution aqueuse contenant 

0,6 mol d’acide trichloracétique (TCA), 0,4 mol d’acide thioglycolique (TGA) et 1 mol d’acide 

chlorhydrique (HCl) par litre. Ce mélange doit être conservé dans une bouteille ambrée et sa 

stabilité est d’environ 2 mois. 

 Une solution de chromogène contenant de l’acétate de sodium à 1,5 mol.L
-1

 et du disodium-4,7–

diphényl-1,10-phénanthroline disulfonate (bathophénanthroline) à 0,5 mol.L
-1

. Au cours du temps, ce 

chromogène a été substitué par deux autres chromogènes plus sensibles et moins coûteux : le ferrozine 

(3 - (2-pyridyl) -5,6-bis- (5-phényle acide sulfonique)] -1,2,4- triazine) qui est 25% plus sensible et le 

férène (disodium 3-(2-pyridyl)-5,6-bis-[2-(5-furyle acide sulfonique)]-1,2,4-triazine) qui est 50% plus 

sensible [81]. 
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Une solution en Fe à 40 µmol.L
-1

 préparée à partir d’une solution mère de fil de Fe dissous est utilisée 

pour l’étalonnage [81]. La Figure 10 représente les différentes étapes nécessaires pour la formation du 

complexe ferreux (Fe
2+

) coloré. 

 

 

Figure 10 : Étapes permettant la formation du complexe ferreux coloré [42]. 

Le complexe coloré est ensuite mesuré par spectrophotométrie. L’absorbance des mélanges est 

mesurée par rapport à un blanc d’eau distillée par spectrophotométrie à la longueur d’onde de 535 nm, 

pour le chromogène bathophénanthroline, après avoir effectué un étalonnage [82]. Les longueurs 

d’ondes de lecture du férène et du ferrozine sont respectivement 593 nm et 562 nm. La concentration 

en Fe est calculée directement en utilisant la formule suivante, d’après la méthode définie par l’ICSH : 

𝐅𝐞 𝐬é𝐫𝐮𝐦 (µ𝐌) =  
(𝐀𝐛𝐬𝐨𝐫𝐛𝐚𝐧𝐜𝐞𝒔é𝒓𝒖𝒎 – 𝐀𝐛𝐬𝐨𝐫𝐛𝐚𝐧𝐜𝐞𝒃𝒍𝒂𝒏𝒄)

(𝐀𝐛𝐬𝐨𝐫𝐛𝐚𝐧𝐜𝐞é𝒕𝒂𝒍𝒐𝒏 – 𝐀𝐛𝐬𝐨𝐫𝐛𝐚𝐧𝐜𝐞𝒃𝒍𝒂𝒏𝒄)
 × 𝟒𝟎  Équation 3 

 

Cette formule est applicable pour l’utilisation de cuves de 1 cm et une détection du complexe coloré 

ferreux à 535 nm [20]. 

Ce type de méthode est facile à mettre en œuvre, rapide et représente un faible coût. Le 

principal inconvénient de cette méthode est le risque d’une mauvaise estimation de la concentration en 

Fe. Les sources d’erreurs sont le prétraitement initial des échantillons, notamment la dissociation 

incomplète du Fe lié aux protéines, la co-précipitation du Fe avec des protéines et la réduction 

incomplète du Fe(III) en Fe(II). De plus, la présence d’autres composés dans le sérum comme la 

bilirubine et les lipides peuvent donner des interférences spectrophotométriques [83-85]. Cependant 

grâce à la déprotonisation, la plupart des interférences sont éliminées (bilirubine, Hb, médicaments) 

[42]. Enfin, certains chromogènes utilisés, comme le ferrozine, réagissent également avec le Cu mais à 

des concentrations physiologiques cette interférence reste faible [20]. La Haute Autorité de Santé 

(HAS) a publié un rapport d’évaluation sur les choix des examens du métabolisme du Fe en cas de 

suspicion de carence en Fe en mars 2011 montrant le résultat du dosage du Fe sérique par plus de 3400 

laboratoires différents. La quasi-totalité des laboratoires utilisent une technique colorimétrique. Le 

coefficient de variation obtenu est de 8,2 % pour le sérum en concentration de Fe basse (12 μmol.L
-1

) 

et de 6 % pour les sérums plus dosés (24 μmol.L
-1

), des difficultés rencontrées avec certaines 

techniques pour le dosage des faibles concentrations pourraient expliquer cet écart de coefficient de 

variation [86].  
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3.1.2.  Méthodes par spectrométrie d’absorption atomique 

Une autre méthode proche de la spectrophotométrie est aussi utilisée pour la détermination du 

Fe dans du sérum humain : c’est la spectrométrie d’absorption atomique (AAS). La mesure du Fe dans 

le sérum nécessite soit une déprotéinisation de l’échantillon par ajout d’acide soit une simple dilution 

de l’échantillon [87-89]. L’utilisation de la déprotéinisation a notamment pour but d’éliminer les 

protéines comme l’Hb qui peuvent interférer sur l’analyse du Fe. Un risque de surévaluer la 

concentration en Fe est possible lors d’une simple dilution due à une hémolyse non visible [90]. 

Cependant, des études ont montré que les résultats obtenus après une dilution de l’échantillon étaient 

concordants avec ceux obtenus avec la méthode de référence [91]. L’échantillon est ensuite analysé 

par AAS. La mesure de la quantité de lumière absorbée permet de déterminer la concentration de 

l’élément dans l’échantillon (Beer-Lambert). La longueur d’onde utilisée pour la détection du Fe est de 

248,3 nm [92].  

Le principe de l’AAS repose sur l’absorption de lumière par l’atome libre. Ainsi cette méthode 

d’analyse élémentaire impose que l’élément à analyser soit transformé en atome libre. La solution 

contenant l’élément à doser est transformée en un aérosol grâce au nébuliseur et à la chambre de 

nébulisation. Ce brouillard pénètre ensuite dans le brûleur du spectromètre et l’échantillon est porté à 

une température de 2000 à 3000 °C dans la flamme. Le mélange air-acétylène dans la flamme est le 

mélange de gaz le plus répandu pour ce type d’analyse. L’utilisation d’un four cylindrique en graphite 

à la place d’une flamme permet l’analyse de plus petite quantité. La température de la flamme 

engendre la destruction des combinaisons chimiques dans lesquelles l’élément est engagé. L’élément 

d’intérêt se disperse ainsi dans la flamme. La source lumineuse est fournie grâce à une lampe à 

cathode creuse constituée d’un alliage contenant l’élément à doser. Le faisceau de lumière passe à 

travers la flamme et se concentre sur la fente d’entrée du monochromateur. Le rôle du 

monochromateur consiste à éliminer toute la lumière ayant une longueur d’onde différente de celle 

souhaitée. La longueur d’onde sélectionnée arrive ensuite au détecteur. La Figure 11 représente le 

schéma de principe d’un spectromètre d’absorption atomique [93]. 
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Figure 11 : Schéma du spectromètre d'absorption atomique [94]. 

Ce type de technique est sujette à différents types d’interférences pouvant perturber l’analyse : 

les spectrales ou les non spectrales. Pour les interférences spectrales, l’absorption est faussée par la 

présence d’autres espèces qui absorbent aussi la lumière. Ces interférences sont relativement peu 

nombreuses. Les interférences non spectrales sont observées lorsque le rendement d’atomisation est 

différent entre le milieu de l’échantillon et le milieu de la gamme d’étalonnage. Elles sont de plusieurs 

types : chimiques, d’ionisation, physiques et spectrales.  

L’AAS est une technique robuste, facile à mettre en œuvre et spécifique qui permet également 

l’analyse d’autres métaux. De plus, le nombre d’éléments détectables simultanément est de 1 à 10. 

Cependant, les limites de détection sont assez élevées (de l’ordre du ppb : partie par milliard) et la 

gamme de travail est limitée ce qui oblige à une dilution des échantillons de concentrations élevées 

[95]. Pour l’analyse du Fe, la limite de détection est d’environ 1 à 4 µg par litre [88, 93].  

3.1.3.  Méthodes par spectrométrie de masse 

Afin de pallier les différentes contraintes rencontrées avec les méthodes de routine, la 

spectrométrie de masse à plasma induit (ICPMS) peut être utilisée. L’ICPMS est l’une des techniques 

les plus sensibles pour le dosage de métaux traces dans les milieux biologiques [96]. Les études sur 

l’analyse du Fe dans les fluides biologiques comme le sérum par ICPMS ont émergé dans les années 

90. La préparation d’échantillon est le plus souvent une dilution avec de l’eau ultra pure ou de l’eau 

acidifiée mais une digestion acide à chaud peut également être réalisée afin d’éliminer la matrice avec 

plus d’efficacité [97-103]. 
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3.1.3.1. Principe de la spectrométrie de masse à plasma induit (ICPMS) 

Cette technique repose sur la détection d’ions élémentaires (à l’exception de C, H, O, N) en 

analysant leur rapport masse sur charge (m/z). Une torche plasma est connectée via une interface au 

spectromètre de masse. La solution à analyser est transférée dans le nébuliseur pour la convertir en un 

aérosol grâce à une pompe péristaltique. L’aérosol est transporté grâce à l’argon (Ar) jusqu’au centre 

du plasma. La température très élevée du plasma permet de vaporiser et d’ioniser l’échantillon et 

d’envoyer les ions dans le spectromètre de masse. Les éléments d’intérêts sont détectés à partir de leur 

rapport m/z [104]. La Figure 12 représente le schéma d’un ICPMS. 

 

Figure 12 : Schéma général d'un spectromètre de masse à plasma induit [105]. 

Suivant la nature des échantillons, différents types de nébuliseurs peuvent être utilisés : les 

nébuliseurs concentriques, les micronébuliseurs et les nébuliseurs ultrasoniques. Le nébuliseur 

concentrique constitué de verre borosilicate est le plus répandu pour les matrices biologiques. 

L’aérosol se forme lorsque le gaz vecteur (l’argon, Ar) passe à travers un capillaire jusqu’à la chambre 

de nébulisation. La chambre de nébulisation permet de sélectionner les gouttelettes de l’aérosol selon 

leur taille afin d’obtenir un aérosol homogène. Seulement 1 % à 3 % de l’échantillon est transmis au 

plasma.  

La torche à plasma est composée de trois tubes de quartz concentriques et d’une bobine 

d’induction qui est connectée à un générateur Radiofréquence (27,12 MHz le plus souvent). Le 

courant Radiofréquence alimentant la spire conduit à la génération d’un champ magnétique, qui induit 

à son tour un courant dans le flux d’argon. La création d’une décharge en sortie de la torche permet 

l’ionisation de l’argon et la transformation du milieu gazeux en plasma suite à un mécanisme de 

collisions en chaîne. Alors que le tube le plus extérieur permet de véhiculer, avec un débit proche de 

14 L.min
-1

, l’argon plasmagène à l’origine de la création du plasma, un débit d’argon nettement plus 

faible, compris entre 0,7 et 1 L.min
-1

, est utilisé dans le tube intermédiaire pour décoller le plasma de 



CHAPITRE 1 : Etude bibliographique   3. Méthodes de dosages dans les fluides biologiques 

 

61 

 

 

la torche et éviter sa détérioration. Le tube le plus interne, l’injecteur, permet d’amener, à un débit 

compris entre 0,6 et 1,2 L.min
-1

, l’argon de nébulisation, qui joue à ce niveau-là le rôle de vecteur de 

l’échantillon (Figure 13). 

 

Figure 13 : Schéma d'une torche à plasma [106]. 

L’échantillon introduit dans le plasma subit différentes étapes successives qui conduisent ainsi 

à l’obtention d’ions : 

– Désolvatation : le plasma élimine le solvant, c’est-à-dire la plupart du temps l’eau à la surface de 

l’analyte ; 

– Vaporisation : il s’agit de la décomposition des particules obtenues en un gaz de molécules 

individuelles ; 

– Dissociation : les molécules ainsi formées sont dissociées en atomes ; 

– Excitation et ionisation : ces deux étapes sont rendues possibles par la température du plasma et par 

les collisions entre les atomes, les ions et les électrons. 

Ensuite les ions arrivent à l’interface qui permet de baisser la température et diminuer la 

pression avant d’arriver au spectromètre de masse. Elle est constituée de deux cônes successifs en 

nickel ou platine, résistants à la chaleur et chimiquement inertes : 

 Le cône échantillonneur ayant un orifice de 0,5 mm qui extrait les ions provenant du plasma. Ce 

cône doit être refroidi de manière efficace avec de l’eau réfrigérée. Derrière cette première ouverture, 

un vide de 10
2
 mTorr est établi à l’aide d’une pompe primaire ; il se produit alors un jet supersonique 

en aval de cet orifice. 

 Le cône écrêteur est placé à seulement quelques millimètres derrière le cône échantillonneur. Il 

permet de prélever le centre de ce jet supersonique et assure le passage des ions vers une seconde 

chambre, où règne un vide plus poussé (10
-1

 mTorr). 

A la sortie du second cône, les ions divergent : il faut donc les focaliser avant l’entrée dans le 

filtre de masse. C’est le rôle de l’optique ionique, constituée d’un ensemble de lentilles 
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électrostatiques, portées à des potentiels négatifs. Des déflecteurs permettent de dévier le faisceau 

ionique de l’axe, afin d’éviter que les photons n’atteignent le détecteur et ne le détériorent. 

Enfin, le spectromètre de masse permet de détecter les molécules chargées en fonction de leur 

m/z et fonctionne sous vide extrêmement poussé (10
-4 

– 10
-5

 mTorr
1
). Il se compose, d’une source 

d’ions, d’un analyseur et d’un détecteur (Figure 12). La source d’ions, pouvant être de diverses 

natures suivant le type d’échantillon, permet la production d’ions en phase gazeuse. L’analyseur 

permet ensuite de séparer les ions produits en fonction du rapport m/z. Il existe différents types 

d’analyseurs (filtre quadripolaire, trappe ionique, temps de vol, à transformée de Fourrier, orbitrap, à 

secteur magnétique…) permettant d’obtenir des résolutions variées.  

Les deux analyseurs utilisés pendant cette thèse ont été le filtre quadripolaire et l’analyseur à secteur 

magnétique. Le filtre quadripolaire est composé de 4 électrodes parallèles de section cylindrique sur 

lesquelles sont appliquées des tensions continues et alternatives (d’amplitudes respectives U et V). Les 

barres opposées ont le même potentiel et les deux paires ont des tensions continues opposées et des 

tensions alternatives de même amplitude, mais de signe opposé. Les ions pénétrant au centre des 

barres adoptent une trajectoire stable ou instable suivant leur rapport m/z et les tensions appliquées 

(Figure 14).  

 

Figure 14 : Représentation du quadripôle qui est l’élément essentiel du filtre de masse 

quadripolaire [106]. 

L’analyseur à secteur magnétique fonctionne en faisant circuler le faisceau d’ions au travers 

d’un aimant ce qui induit un champ magnétique. Les ions sont ensuite filtrés, de par leur angle de 

mouvement, vers la fente d’entrée de l’analyseur électrostatique. Celui-ci effectue un filtre en énergie 

du faisceau d’ions en conduisant les ions de faibles écarts d’énergie vers la fente de sortie conduisant 

au détecteur. La Figure 15 montre la configuration typique d’un ICPMS à haute résolution. 
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Figure 15 : Schéma d'un ICPMS à haute résolution (à secteur magnétique et électrique) [107]. 

Après l’analyseur se trouve le détecteur, qui est un compteur et amplificateur de signaux des 

ions, et qui permet de transformer un courant ionique faible en un signal mesurable. Enfin un système 

informatique collecte toutes les données à partir de ces trois éléments pour en générer un spectre de 

masse. 

Les principales caractéristiques analytiques de cette technique sont les suivantes : 

- Très grande sensibilité (limite de détection: 0001 à 0,1 ng.L
-1

). 

- L'analyse multi-élémentaire et multi-isotopique. 

- L'analyse isotopique directe possible (rapport isotopique mesuré et dilution isotopique). 

- Une interprétation simple des spectres de masse.  

- L’analyse quantitative et/ou semi-quantitative. 

- Le système d'introduction échantillon simple et facile à coupler à d'autres techniques (la 

chromatographie liquide à haute performance, la vaporisation électrothermique, l'ablation laser, 

l'électrophorèse capillaire, l'électrophorèse sur gel ou la chromatographie en phase gazeuse). 

- Bonne précision dans la détermination des éléments traces par étalonnage externe avec des étalons 

internes (2-5%) ou par dilution isotopique (1-3%). 

Bien que l’ICPMS soit l’une des techniques d’analyse élémentaire ou de détermination de 

rapports isotopiques la plus répandue dans le domaine de la biologie clinique, les résultats obtenus 

peuvent parfois être difficiles à interpréter à cause de la présence d’interférences. 
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3.1.3.2. Interférences en spectrométrie de masse 

Un des inconvénients de l’ICPMS est l’existence d’interférences spectroscopiques qui peuvent 

affecter la mesure. En effet, du fait que le spectromètre de masse discrimine à partir du rapport masse 

sur charge,  les interférences proviennent principalement du chevauchement de masse : 

 les interférences polyatomiques sont dues à des recombinaisons ayant lieu dans la torche à 

plasma. Les recombinaisons comprennent les oxydes, les chlorures, les nitrures, les sulfures et les 

espèces composées avec de l’Ar. 

 les interférences isobariques sont présentes lorsque deux éléments possèdent un isotope de même 

masse nominale. 

 les ions doublement chargés se forment pour les éléments ayant des potentiels d’ionisation 

faibles comme le calcium (Ca), le strontium, le baryum et les lanthanides [108]. 

Pour l’analyse du Fe par ICPMS, il existe des interférences polyatomiques avec des recombinaisons 

avec l’Ar ou le Ca et des interférences isobariques comme présentées dans le Tableau 9. 

Tableau 9 : Interférences spectrales des différents isotopes du Fe [108, 109]. 

 
54

Fe 
56

Fe 
57

Fe 
58

Fe 

Interférences 

isobariques 

54

Cr (73900)   
58

Ni (28000) 

Interférences 

polytomiques 

(Ar) 

40

Ar
14

N
+

 (2090) 
38

Ar
15

NH
+

 
38

Ar
16

O
+

 (2990) 
36

Ar
18

O
+

 (1990) 

40

Ar
16

O
+

 (2500) 

40

Ar
17

O
+

 (-)
 

40

Ar
16

OH
+

 (1920) 
38

Ar
18

OH
+

 (1660) 
40

Ar
15

NH
+

 (1580) 

40

Ar
18

O
+

 (2050) 
40

Ar
17

OH
+

 (7700) 

 

Interférences 

polyatomiques 

(Ca) 

 
40

Ca
16

O
+

 (2480) 
40

Ca
16

OH
+

 (1900) 

40

Ca
18

O
+

 (2040) 
42

Ca
16

O
+

 (2860) 

La résolution nécessaire pour séparer ces interférences est indiquée entre parenthèses. 

 

Ces interférences peuvent être en partie éliminées en utilisant une cellule de collision/réaction 

(CCT), un ICPMS haute résolution ou des corrections mathématiques [109]. Le principe de la cellule 

de collision-réaction consiste à introduire un gaz efficace dans la cellule pressurisée pour interagir 

avec l’analyte ou l’interférent. Cette cellule se situe à la sortie des cônes et permet de modifier ou 

supprimer l’interférence par un mécanisme collisionnel ou réactionnel. Le choix du gaz est primordial. 

En effet, suivant le gaz utilisé, on se situera soit dans un mécanisme collisionnel (Helium, Ar, Xénon, 

N2, …) soit dans un mécanisme réactionnel (H2, O2, CO, CO2, NO, N2O, NH3, CH4, …) [106]. 

Lorsque l’on utilise le gaz de collision Hélium (He), alors les interférents entrent plus ou moins en 

collision avec l’He. Les interférents polyatomiques comme 
40

Ar
16

O ont un rayon ionique plus 

important que les analytes comme le 
56

Fe, ainsi ils subissent plus de collision avec l’He. Ceci a pour 

conséquence de baisser leur énergie cinétique et leur détection n’est plus possible (voir Figure 16). Le 
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processus de suppression est alors un processus physique et non chimique. Ainsi la réaction de 

dissociation par collision des interférents polyatomiques est la suivante : ArO
+
 + He  (Ar + O)

+
 + 

He. 

 

Figure 16 : Processus de suppression des interférences à l'aide du mode He à partir de l'exemple 

du Fe (
56

Fe interféré par 
40

Ar
16

O) [110]. 

Un autre moyen de supprimer les interférences par un processus de collision est la 

discrimination par l’énergie cinétique (KED). Les ions entrant dans la cellule pressurisée subissent des 

collisions avec les molécules de gaz et perdent une partie de leurs énergies cinétiques. La section 

efficace de collision étant plus grande pour les ions polyatomiques, l’énergie cinétique perdue sera 

plus importante que celle perdue par les ions monoatomiques. Par conséquent, les ions polyatomiques 

sortiront de la cellule de collision-réaction avec une énergie plus faible que les ions monoatomiques à 

analyser.  

Différents types de réaction peuvent avoir lieu pour permettre la suppression d’interférences. Le gaz 

de réaction comme l’hydrogène (H2) induit les réactions suivantes : 

- Transfert de charge : ArO
+
 + H2  ArO + H2

+
  

- Transfert de protons : ArH
+
 + H2  Ar + H3

+
 

- Transfert d’atome d’H2 : Ar
+
 + H2  ArH

+
 + H  [111, 112].  

La CCT permet de supprimer la majorité des interférents du Fe simultanément en ajoutant les gaz 

appropriés comme l’H2 et l’He [113]. Cependant, afin d’éliminer l’interférence 
40

Ar
14

N
+
 sur le 

54
Fe, 

l’utilisation de gaz comme Kr,  D2 et N2 peut être rencontrée [108]. Le Tableau 10 montre des 

applications de ce type de cellule pour l’analyse du Fe dans des matrices biologiques. Le Fe est 

principalement dosé dans le sérum humain en utilisant soit de l’H2 soit de l’He avec la CCT. Les 

différentes études du Tableau 10 s’intéressent généralement à deux isotopes du Fe : 56 et 57. 
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Tableau 10 : Applications de la cellule de collision/réaction pour l'analyse du Fe par ICPMS à 

filtre quadripolaire. 

Analyte Matrice Conditions ICPMS 
Préparation 

échantillon 
57

Fe [100] Sérum humain Mode standard ICP-Q-MS Dilution 

57
Fe [102] 

Sérum ou plasma 

humain 
3.0 mL.min

-1
 He 

Mélange HNO3+H2O2 

au hotblock 

56
Fe [103] 

Sérum ou sang 

humain 
KED 10% H2/He Micro-ondes 

56
Fe, 

57
Fe, 

54
Fe [109] Sérum humain CO, NH3 et N2 

Dilution avec 0,14 

mol.L
-1

 HNO3 

56
Fe, 

57
Fe, 

54
Fe [108] 

Matériaux 

biologiques 

Différents gaz de collision 

(He, Ar, Kr, H2, D2 et N2) 
- 

56
Fe, 

57
Fe [114] Sérum humain H2 - 

56
Fe, 

57
Fe [115] Hémolysat H2 Dilution 

56
Fe, 

57
Fe [116] Hémolysat H2 Dilution 

56
Fe, 

57
Fe [117] Hémolysat H2 Dilution 

 

Cependant une autre alternative peut être utilisée : la technique d’ICPMS à haute résolution. 

Cette technique est basée sur la déflection des ions en fonction de leur masse et de leur énergie par un 

champ magnétique et un champ électrique. Son principe est expliqué dans le paragraphe 3.1.3.1. La 

trajectoire des ions, longue de près de deux mètres, permet d’obtenir un pouvoir de résolution (défini 

comme étant le rapport entre la masse moyenne de l’analyte et de l’interférent, divisée par la 

différence de masse entre ces deux ions) de plus de 10000. Le pouvoir de résolution numérique requis 

pour la mesure est indiqué entre parenthèses dans le Tableau 9. Les interférents et les ions sont 

séparés physiquement par l’augmentation de la résolution et ainsi quasiment tous les interférents sont 

éliminés par l’utilisation de la moyenne résolution (R = m/m = 4500). Le Tableau 11 présente des 

exemples d’applications pour l’analyse du Fe dans des matrices biologiques en utilisant l’ICPMS à 

haute résolution pour s’affranchir des interférences. Le pouvoir de résolution utilisé est compris entre 

3000 et 6000 pour l’analyse du Fe dans du sérum humain. Ainsi les interférences polyatomiques avec 

l’Ar et le Ca sont éliminées. 
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Tableau 11 : Applications pour l'analyse du Fe dans des matrices biologiques par ICPMS à 

haute résolution. 

Analyte Matrice Conditions ICPMS Préparation échantillon 

56
Fe [97] Sérum humain 

R = 3000 

(Premier ELEMENT) 
Dilution (0,14 mol.L

-1
 HNO3) 

56
Fe [98] Sérum humain R = 3000 

Dilution (0,14 mol.L
-1

 HNO3) vs 

digestion par micro-ondes 

56
Fe [99] 

Sérum humain 

et bovin 
R = 3000 Dilution 

56
Fe [101] 

Sérum humain 

et bovin 
R = 3000 Dilution 

56
Fe, 

57
Fe, 

54
Fe [108] 

Matériaux 

biologiques 
R = 3000 - 

56
Fe, 

57
Fe, 

54
Fe [109] Sérum humain R = 3000 Dilution avec 0,14 mol.L

-1
 HNO3 

56
Fe [102] Hémolysat R = 6000 

Mélange HNO3 + H2O2 au 

hotblock 
56

Fe, 
57

Fe [118] Sérum humain R = 3000 Dilution 
56

Fe, 
54

Fe [119] Sérum humain R = 4000 Dilution 

 

L’application des corrections mathématiques peut être utilisée pour les interférences 

isobariques qui ne peuvent pas être éliminées par la CCT ou par l’ICPMS à haute résolution, il est 

donc nécessaire d’appliquer des corrections mathématiques. Le principe de ces corrections est de 

mesurer l'intensité de l'isotope interférent dans une autre masse, qui est idéalement libre de toute 

interférence. Si l’on prend l’exemple du Fe, une interférence isobarique est présente sur son isotope 58 

avec du nickel (Ni) comme inscrit dans le Tableau 9. Le pouvoir de résolution nécessaire pour séparer 

cette interférence est trop élevé donc une correction mathématique est nécessaire (s’il y a du Ni dans 

l’échantillon). Pour cela, il faut choisir un autre isotope de Ni libre d’interférence : 
60

Ni. L’intensité 

mesurée à l’isotope 58 est égale à : I
58

mesurée = I
58

Fe + I
58

Ni. Or on connaît les abondances naturelles des 

isotopes du Ni [25, 108, 109] :  

- A
58

Ni = 68,08 % 

- A
60

Ni = 26,22 % 

Alors, l’intensité finale du 
58

Fe correspond à : I
58

Fe = I
58

mesurée – (A
58

Ni/ A
60

Ni) × I
60

Ni. 

Ainsi, grâce à la mesure de 
60

Ni, une correction sur l’isotope de Fe interféré est possible. Le même 

principe peut s’effectuer sur le 
54

Fe avec le chrome (Cr) en analysant un autre isotope du Cr : 
52

Cr 

[108]. 

 

La technique ICPMS possède les avantages d’être multi élémentaire, d’avoir d’excellentes 

limites de détection (de l’ordre du ppt), de permettre la mesure de rapports isotopiques. En effet, un 

autre type d'instrumentation utilisé pour la mesure indépendante des isotopes de Fe est le multi 

collecteur (MC) ICPMS. Le principal avantage des équipements MC est la haute précision obtenue 

dans la mesure des rapports isotopiques (0,001-0,01 % selon le système isotope d'intérêt) en raison de 

la mesure simultanée de tous les ions qui compense les éventuelles fluctuations du signal. Récemment, 
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Hotz et al. ont démontré que la composition isotopique du Fe dans le sang reflète la teneur de Fe de 

l'individu et la réponse de l'organisme à cette teneur [120]. La composition isotopique peut être 

exprimée selon le rapport isotopique rapporté à un CRM, certifié en isotopie (exprimé en 
0
/00 et noté 

δ). La Figure 17 montre un exemple de mesure de la composition isotopique sur des individus sains, 

atteints d’anémie des maladies chroniques (ACD) et atteints d’hémochromatose. Ainsi, la composition 

isotopique d’un individu sain est de l’ordre de -2,5 pour 
56

δFe tandis que pour les personnes atteintes 

d’hémochromatose le 
56

δFe est compris entre -2,5 et -2,0 [121]. Ainsi, cette méthode de mesure des 

rapports isotopiques permet de différencier les personnes atteintes d’'hémochromatose héréditaire et 

les individus sains. Ce changement dans le rapport isotopique du Fe peut être dû à la différence 

d’efficacité de l'absorption du Fe alimentaire (plutôt qu’à des différences dans le métabolisme du Fe) 

[122-124].  

 

Figure 17 : Effet du niveau de Fe sur la composition isotopique du Fe dans des échantillons de 

sang. Les diamants correspondent aux échantillons de contrôle, les triangles correspondent aux 

patients atteint de l’hémochromatose et les carrés correspondent aux patients ACD [121]. 

3.1.3.3. Quantification par ICPMS 

L’ICPMS offre un choix très complet de méthodes de quantification. En plus des techniques 

conventionnelles (étalonnage externe, étalonnage interne, ajouts dosés), l’ICPMS permet de mettre en 

place une quatrième méthode, la dilution isotopique. 
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3.1.3.3.1. Étalonnages externe, interne et ajouts dosés 

Les méthodes de quantification par étalonnage externe et par ajouts dosés sont très largement 

rencontrées dans la détermination d’éléments par ICPMS (Tableau 12). L’étalonnage externe consiste 

à mesurer dans un premier temps l’intensité de l’analyte d’intérêt à l’aide de solutions de 

concentrations connues, afin de tracer une droite d’étalonnage. Puis, à partir de la mesure de l’intensité 

d’une solution de concentration inconnue, on en déduit la concentration à l’aide de la droite 

d’étalonnage précédemment déterminée. Pour mettre en place l’étalonnage externe il est important de 

disposer d’un étalon à l’état pur ou avec un pourcentage de pureté connue.  Lors d’un étalonnage 

externe, il arrive fréquemment que la réponse du détecteur ne soit pas parfaitement proportionnelle à la 

concentration de l’analyte cible, sur la gamme de concentration choisie. L’étalonnage interne peut être 

utilisé pour pallier cette mauvaise réponse. Le dosage par étalonnage interne repose sur l’ajout en 

quantité parfaitement connue et unique, dans toutes les solutions étalon et tous les échantillons, d’une 

molécule qui sert de référence durant les phases de l’analyse. Cette méthode permet de corriger cet 

écart à la linéarité. Le dosage se fait de façon relative par rapport à cette molécule de référence, 

appelée étalon interne. Une autre alternative est la méthode des ajouts dosés afin de corriger des effets 

de matrice. Elle consiste à ajouter à l’échantillon des quantités d’un étalon de concentration connue 

comportant l’élément d’intérêt. Après analyse de l’échantillon ainsi que des différents mélanges (ajout 

+ échantillon), une régression linéaire peut être tracée. La concentration de l’échantillon correspond 

alors à l’intersection de cette droite avec l’axe des abscisses.  

Pour le dosage du Fe dans le sérum humain, les étalons internes rencontrés sont le cobalt 

(
59

Co), le gallium (
69

Ga) et l’indium (
115

In). Les échantillons de sérum sont dilués avec 0,14 mol.L
-1

 

d’acide nitrique et la teneur finale de l’étalon interne dans l’échantillon est généralement de 10 µg.L
-1

 

(voir Tableau 12) [97-100]. Les échantillons peuvent aussi subir une digestion acide afin d’éliminer 

plus efficacement la matrice [98, 102, 103]. Ces méthodes montrent une bonne concordance avec les 

valeurs des matériaux de référence utilisés ainsi que sur l’analyse d’échantillons réels [98]. 

L’étalonnage externe est une méthode facile à mettre en œuvre mais longue. Dans la majorité 

des cas la matrice d’étalonnage est différente de celle de l’échantillon ce qui peut entraîner des 

différences d’ionisation par exemple. Les ajouts dosés permettent de corriger les effets de matrice mais 

cette technique est plus complexe à mettre en place surtout quand le nombre d’échantillons est 

important. En effet, dans la plupart des laboratoires, la méthode des ajouts dosés est mise en œuvre en 

utilisant une préparation d’échantillon par volumétrie. Les échantillons sont mélangés avec des 

quantités variables d’étalon dans des fioles jaugées, et toutes les solutions sont amenées à un volume 

constant. Cependant la préparation par gravimétrie est à privilégier par rapport à celle par volumétrie, 

pour une meilleure précision et fiabilité. Il est nécessaire de faire des ajouts de quantités appropriées 

afin d’éviter de diluer l’échantillon. Enfin l’utilisation d’un étalon interne en ICPMS permet de 

corriger les effets multiplicateurs de la matrice d'un échantillon. L’ajout d’étalon interne est utilisé 
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pour l’étalonnage externe ainsi que pour les ajouts dosés [125]. Un des points très important pour 

l’étalonnage interne concerne le choix de l’étalon interne. Celui-ci doit avoir une structure chimique 

proche de celle des solutés analysés et il ne doit pas être présent dans la matrice initiale. 

 Ces techniques de quantification présentent un certain nombre de limitations qui rendent 

difficile la mise en place d’une méthode primaire, ainsi une quatrième technique (la dilution 

isotopique) peut pallier à certains inconvénients. 

3.1.3.3.2. La dilution isotopique 

L'analyse isotopique par ICPMS permet la détermination quantitative et précise de la majorité 

des éléments en utilisant la méthode de l’ID. L’ID consiste à déterminer la concentration d’un élément 

dans un échantillon par ajout d’une quantité connue de ce même élément mais dont la composition 

isotopique a été modifiée artificiellement. Le spectromètre de masse permet de mesurer la composition 

isotopique de l'échantillon mélangé après avoir atteint l'équilibre isotopique. L’élément à doser doit 

avoir au minimum deux isotopes stables qui peuvent être mesurés sans interférence par ICPMS. La 

recherche fondamentale et appliquée sur l'analyse par ID avec détection par ICPMS (ID-ICPMS) a 

considérablement augmenté au cours des 20 dernières années. La disponibilité des matériaux enrichis 

isotopiques et l'amélioration des équipements ICPMS a permis l'expansion de l’ID sur des champs 

d'applications différents [126]. De plus, d’un point de vue métrologique, l’ID peut directement relier le 

résultat de mesure au SI avec des incertitudes significativement plus petites que celles obtenues par 

d’autres méthodes et ainsi être considérée comme une méthode primaire par le CCQM. 

3.1.3.3.3.  Principe de la dilution isotopique 

Le principe de l’ID est illustré avec la Figure 18 pour un élément possédant deux isotopes 

différents a et b. Comme on peut le voir, l'isotope a est le plus abondant dans l'échantillon, tandis que 

l’étalon marqué (spike) est nettement enrichi en isotope b. Les abondances isotopiques du mélange des 

deux sont intermédiaires entre ceux de l'échantillon et de l’étalon marqué, et dépendent à la fois de la 

quantité d’étalon marqué ajoutée et de la quantité initiale de l'élément dans l'échantillon. 
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Figure 18 : Illustration du principe de la dilution isotopique pour un élément bi-isotopique. 

À partir de la mesure du nouveau rapport isotopique dans le mélange, la concentration de 

l'élément dans l'échantillon d'origine peut être calculée en utilisant l'équation de l’ID dont le 

développement mathématique est décrit ci-dessous.  

Si NS représente le nombre de moles d'un élément inconnu poly-isotopes présent dans 

l'échantillon et Nsp le nombre de moles du même élément contenu dans l’étalon marqué avec une 

composition isotopique différente, alors le nombre de moles de l'élément résultant dans le mélange, 

Nm, peut s’exprimer par: 

𝑵𝒎 = 𝑵𝒔 +  𝑵𝒔𝒑   Équation 4 

 

 Si on connaît les abondances isotopiques, A, de deux isotopes, a et b, contenu dans l’échantillon et 

l’étalon marqué, alors on peut exprimer de façon similaire les bilans de masse pour les deux isotopes 

en prenant en compte les abondances isotopiques : 

 

𝑵𝒎
𝒂 𝑨𝒎

𝒂 = 𝑵𝒔
𝒂𝑨𝒔

𝒂 + 𝑵𝒔𝒑
𝒂 𝑨𝒔𝒑

𝒂   Équation 5 

 

𝑵𝒎
𝒃 𝑨𝒎

𝒃 = 𝑵𝒔
𝒃𝑨𝒔

𝒃 + 𝑵𝒔𝒑
𝒃 𝑨𝒔𝒑

𝒃   Équation 6 

 

En divisant l’équation 5 par l’équation 6, on obtient le rapport isotopique des deux isotopes (a/b) 

dans le mélange. Ce rapport (Rm) s’exprime par: 

 

𝑹𝒎  =  
𝑵𝒔

𝒂𝑨𝒔
𝒂+ 𝑵𝒔𝒑

𝒂 𝑨𝒔𝒑
𝒂

𝑵𝒔
𝒃𝑨𝒔

𝒃+ 𝑵𝒔𝒑
𝒃 𝑨𝒔𝒑

𝒃    Équation 7 

 

En réarrangeant l’équation 7, on obtient : 
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𝑵𝒔  =  𝑵𝒔𝒑 ∙
𝑹𝒎𝑨𝒔𝒑

𝒃 −𝑨𝒔𝒑
𝒂

𝑨𝒔
𝒂− 𝑹𝒎𝑨𝒔

𝒃    Équation 8 

 

L’équation 8 est la forme basique de l’équation de l’ID. Ainsi si l’on connaît le nombre de moles 

ajouté avec l’étalon marqué, Nsp, ainsi que la composition isotopique de l’échantillon et de l’étalon 

marqué, on peut facilement calculer le nombre de moles, Ns, de l’échantillon par la mesure du rapport 

isotopique du mélange.  

L’équation 8 peut s’adapter pour être exprimée avec les concentrations au lieu du nombre de moles. 

Pour cela, dans un premier temps, on considère 𝑅𝑠 =  
𝐴𝑠

𝑏

𝐴𝑠
𝑎 comme le rapport isotopique de l’échantillon 

(b/a) et 𝑅𝑠𝑝 =  
𝐴𝑠𝑝

𝑎

𝐴𝑠𝑝
𝑏  celui de l’étalon marqué (a/b), alors l’équation 8 devient : 

𝑵𝒔  =  𝑵𝒔𝒑 ∙
𝑨𝒔𝒑

𝒃

𝑨𝒔
𝒂 ∙ (

𝑹𝒎− 𝑹𝒔𝒑

𝟏− 𝑹𝒎𝑹𝒔
)   Équation 9 

 

Les nombres de moles, Ns et Nsp (mol) peuvent être convertis en fractions massiques (g.g
-1

) à travers 

les équations suivantes : 

𝑵𝒔 =  
𝑾𝒔𝒎𝒔

𝑴𝒔
       et      𝑵𝒔𝒑 =  

𝑾𝒔𝒑𝒎𝒔𝒑

𝑴𝒔𝒑
          Équations 10 

Avec : 

- Ws et Wsp représentent les fractions massiques (g.g
-1

) pour l’échantillon et l’étalon marqué, 

respectivement 

- ms et msp correspondent aux masses (g) de l’échantillon et de l’étalon marqué, respectivement 

- Ms et Msp sont les masses atomiques (g.mol
-1

) de l’échantillon et de l’étalon marqué, respectivement 

L’équation finale prend ainsi en compte les masses, ms et msp, de l’échantillon et de l’étalon marqué 

ainsi que les masses atomiques, Ms et Msp, de l’élément contenu dans l’échantillon et l’étalon marqué. 

 

𝑾𝒔  =  𝑾𝒔𝒑 ∙
𝒎𝒔𝒑

𝒎𝒔
∙

𝑴𝒔

𝑴𝒔𝒑
∙

𝑨𝒔𝒑
𝒃

𝑨𝒔
𝒂 ∙ (

𝑹𝒎− 𝑹𝒔𝒑

𝟏 − 𝑹𝒎𝑹𝒔
)  Équation 11 

 

Dans cette dernière équation, la fraction massique de l’élément dans l’échantillon, Ws, est 

déterminée par simple mesure de Rm par spectrométrie de masse puisque tous les autres paramètres 

peuvent être connus ou mesurés [127]. 

3.1.3.3.4.  Avantages et inconvénients de la dilution isotopique 

En associant l’ID à l’ICPMS, des déterminations hautement exactes et précises peuvent être 

effectuées pour les éléments qui ont au moins deux isotopes libres d'interférences spectrales. L’ID 

permet de compenser de nombreuses sources d'erreur. Un avantage majeur de l’ID par rapport aux 

procédures d'étalonnages classiques (étalonnage externe, ajouts dosés, étalon interne) est qu'elle peut 
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compenser un grand nombre d'interférences physiques et chimiques, telles que les fluctuations du 

plasma, les instabilités de l'instrument et les suppressions d'analyte par la matrice de l'échantillon 

[128]. Cette caractéristique est d'une grande importance pour la détermination de nombreux éléments 

dans des échantillons biologiques, où des effets de matrice importants sont couramment observés.  

De plus, l’incertitude de mesure de la concentration ne dépend pratiquement que de celle 

associée aux rapports isotopiques Rs, Rsp et Rm. En effet, les poids atomiques (Ms et Msp) de 

l’échantillon et de l’étalon marqué sont connus et les masses (ms et msp) peuvent être déterminées 

gravimétriquement. Enfin, l’ID permet de compenser les pertes d'analyte durant le processus de 

préparation une fois l’équilibre isotopique atteint. Tout aliquot de l'échantillon dilué contient le même 

rapport Rm (invariable) donc, il n’est pas nécessaire de connaître les facteurs de dilution ou de 

préconcentration utilisés [129]. Enfin, l’ID-ICPMS est considérée comme méthode primaire par le 

CCQM grâce notamment à sa haute précision et exactitude dans les résultats de mesure [113]. 

Cependant, l’implication des ressources doit être pris en considération, tels que : le coût des 

étalons enrichis, le coût des spectromètres de masse et la formation des opérateurs. De plus, les 

déterminations des éléments mono-isotopique (par exemple, Na et As) en utilisant l’ID sont 

impossibles. Enfin, certains facteurs affectant la précision de la mesure des rapports isotopiques (par 

exemple, le temps mort du détecteur, le biais de masse, les interférences spectrales) doivent être 

contrôlés [113]. 

3.1.3.3.5. Applications de l’ID à l’ICPMS dans des matrices biologiques 

La dilution isotopique est de plus en plus utilisée dans le domaine du biomédical pour analyser 

un grand nombre d’éléments comme le Ca, le Cu, le potassium (K) dans de nombreuses matrices 

(tissus, sang, sérum,…) [101, 130, 131]. Le Tableau 12 regroupe quelques exemples de ces 

différentes applications. Quelques études sur l’analyse du Ca et du K dans du sérum humain utilisent 

l’ID associée à l’ICPMS avec des résultats montrant une bonne concordance avec les valeurs certifiées 

des matériaux utilisés (SRM 956a, SRM 956c, SRM 909b) [130-132].De plus, Sariego et al. ont mis 

au point une méthode pour la détermination de trois éléments traces essentiels (Fe, Cu et Zn) dans le 

sérum humain par ID-ICPMS. Le rapport isotopique mesuré pour la détermination du Fe est 
57

Fe/
56

Fe. 

Les échantillons de sérum sont dilués à 1+19 avec de l'eau ultra-pure après l'addition de l’étalon 

marqué 
57

Fe. La méthode proposée a été validée par l'analyse du NIST SRM 1598 (sérum bovin) et les 

niveaux trouvés sont en accord avec les valeurs certifiées avec une incertitude inférieure à 2%. 

L’étalon marqué inorganique généralement utilisé pour l’analyse du Fe par ID est enrichi en isotope 57 

[101]. Cependant, il est possible d’obtenir des étalons marqués inorganiques métalliques ou sous 

forme d’oxyde dans les 4 isotopes stables du Fe (54, 56, 57 et 58) [133].  
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Tableau 12 : Exemples d'applications de l'analyse d'électrolytes dans les fluides biologiques par 

ICPMS et différentes méthodes de quantification. 

Élément Matrice Technique 
Préparation 

échantillon 
Quantification  

Ca [134] 
Urine 

humaine 

HR-ICPMS 

R = 4000 

Dilution avec 

0,14 mol.L
1
 HNO3 

Rapport isotopique 
42

Ca
+
/
43

Ca
+
 

44
Ca

+
/
43

Ca
+
 

 

K, Ca et 

Mg [131] 

Sérum 

humain 

HR-ICPMS 

R = 4000 

R = 10000 (pour K) 

Dilution avec solution 

contenant 0.1% 

NH4OH et 1% Triton + 

digestion par micro-

ondes 

Dilution isotopique 

(Étalon marqué 
42

Ca, 
41

K, 
26

Mg) 

 

Ca [132] 
Sérum 

humain 
ICP-Q-MS 

1) Reflux sur plaque 

chauffante avec HNO3 

2) Séparation par 

échange de cations 

Dilution isotopique 

(Étalon marqué 
42

Ca) 
 

Ca [130] 
Sérum 

humain 

HR-ICPMS 

R = 4500 

Dilution avec 1% 

HNO3 

Dilution isotopique 

(Étalon marqué 
42

Ca) 
 

Ca et Fe 

[99] 

Sérum 

humain 

HR-ICPMS 

R = 3000 vs ICP-Q-MS 

(
56

Fe) 

Dilution 

Solution d’étalon 

marqué + étalon 

interne (
69

Ga) 

 

Fe [101] 

Sérum 

humain et 

bovin 

HR-ICPMS 

R = 3000 
Dilution 

Dilution isotopique 

avec l’étalon marqué 
57

Fe (avant dilution) 

 

Fe [100] 
Sérum 

humain 

ICP-Q-MS (première 

génération) 

Dilution avec  0,14 

mol.L
-1

 HNO3 

Etalon interne 
115

In 

 
 

Fe [97] 
Sérum 

humain 

HR-ICPMS 

R = 3000 (Premières 

mesures avec 

l’ELEMENT) 

Dilution avec  0,14 

mol.L
-1

 HNO3 

Étalon interne 
59

Co 

(10ng.mL
-1

) 

 

 

Fe [98] 
Sérum 

humain 

HR-ICPMS 

R = 3000  (
56

Fe) 

Dilution vs digestion 

par micro-ondes 

Étalon interne 
59

Co 

(10µg.L
-1

) 

- Étalonnage externe 

- Simple ajouts dosés 

Excellente 

concordance entre les 

deux méthodes 

 

Fe [103] 

 

Sérum et 

sang 

humain 

ICP-Q-MS avec KED 

10% H2/He 

Digestion par micro-

ondes 

Sérum : HNO3, HCl et 

H2O2 

Sang : HNO3 + H2O2 

Étalonnage externe 

avec étalon interne 

multiélément (avant 

digestion) 

 

Fe [102] 

Plasma et 

sérum 

humain 

1) ICP-Q-MS avec 3.0 

mL/min He 

2) HR-ICPMS 

R= 6000 

Digestion au Hotblock 

1) Étalonnage externe 

avec étalon interne 

(après digestion) (Cd, 

Y) 

2) Étalonnage externe 

avec étalon interne 

(après digestion) 

(Sc,Ga,Y,In,Bi) 
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La technique ICPMS possède les avantages d’être multi élémentaire, d’avoir d’excellentes 

limites de détection (de l’ordre du ppt) et d’offrir un choix complet de techniques de quantification. 

Cette technique permet aussi une forte productivité pour une utilisation en routine. Les ICPMS utilisés 

sont majoritairement des ICPMS à haute résolution pour permettre une séparation efficace des 

interférences polyatomiques nombreuses pour le Fe [97-103]. Outre les problèmes liés aux 

interférences, la technique ICPMS présente quelques limitations, comme le coût d’investissement pour 

l’instrument. L’utilisation d’échantillons trop concentrés ou trop chargés en sels peut entrainer des 

effets mémoires ou des bouchages de cônes, nébuliseurs, … 

Les méthodes de dosage sur le Fe dans les fluides biologiques sont variées et certaines 

techniques comme l’ICPMS sont prometteuses. Le Fe est présent dans l’organisme sous différentes 

formes notamment sous la forme d’hémoprotéines comme l’Hb. Ainsi de nombreuses méthodes 

d’analyses pour la détermination de l’Hb sont développées afin d’évaluer le bon fonctionnement de 

l’organisme et prévenir d’éventuel dysfonctionnement. 

3.2. Méthodes analytiques pour la mesure de l’Hb 

L’analyse de l’Hb se fait généralement dans le sang comme paramètre permettant d’identifier 

des troubles dans le métabolisme du Fe. Mais l’Hb peut aussi être analysée dans les selles pour 

détecter des saignements intestinaux ainsi que dans l’urine pour identifier des pertes de Fe 

pathologiques [32].  

La mesure de l’Hb totale permet le diagnostic de certaines maladies comme l’anémie. Des 

maladies héréditaires, caractérisées par des anomalies de l’Hb, peuvent engendrer des conséquences 

très graves.  

Selon les statistiques de remboursement de la Sécurité Sociale, les tests de laboratoire en 

hématologie, qui incluent l'analyse d’Hb, occupent la première place en ce qui concerne le nombre de 

tests de biomarqueurs dans le sang. L’hématologie représente 32 millions de tests par an, avec un coût 

total de 237 millions d'euros [77]. 

À ce jour, il existe différentes méthodes de dosage de l’Hb que l’on peut classer en différents 

groupes: les méthodes par spectrophotométrie, les méthodes électrochimiques, les méthodes par 

électrophorèse, les méthodes par chromatographie liquide, …. Les techniques par spectrophotométrie 

sont utilisées en routine dans les laboratoires de biologie médicale. La technique d’analyse de l’Hb par 

spectrophotométrie est considérée comme la méthode de référence [58]. 

3.2.1.  Méthodes d’estimation de la teneur en Hb totale 

Plusieurs types de méthodes permettent d’estimer la concentration de l’Hb. On peut les 

distinguer en trois catégories différentes : les méthodes colorimétriques, gazométriques, et 

gravimétriques. Les méthodes colorimétriques reposent principalement sur une détermination visuelle. 
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Le principe consiste à observer une correspondance de couleur entre l’échantillon et un étalon. 

Différentes méthodes existent afin de convertir l’Hb pour la comparer à un étalon. Le Tableau 13 

présente quelques méthodes d’estimation de l’Hb par détermination visuelle. Plusieurs incertitudes 

apparaissent lors de l’utilisation de la détermination visuelle comme notamment la difficulté 

d’affirmer que la couleur observée entre l’échantillon et la solution étalon provient d’une seule forme 

d’Hb. De plus, une autre difficulté relève de la stabilité des solutions étalons. Enfin des erreurs de 

mesure ou de lecture peuvent être dues à une mauvaise préparation des solutions étalons, une 

mauvaise perception de la couleur [135, 136].  

Tableau 13 : Quelques méthodes d'estimation de l'Hb par détermination visuelle [135, 137, 138]. 

Méthode Principe Avantages Inconvénients 

Sahli 

(hématine 

acide) 

Une faible quantité d’HCl est ajouté à 

l’échantillon sanguin. Après quelques minutes, 

on ajoute petit à petit de l’HCl jusqu’à 

l’obtention d’une des deux couleurs des 

solutions étalons placées dans 

l’hémoglobinomètre Sahli de part et d’autre du 

tube de dilution. La concentration d'Hb (en 

g/100mL) est ensuite lue à partir de l'échelle 

graduée sur le tube de dilution. 

Simple 

Rapide 

Peu coûteux 

 

La couleur obtenue n’est 

pas stable 

Pas d’étalon international 

Peu juste 

Toutes les Hb ne sont pas 

converties (HbCO, MétHb, 

Sulf-Hb) 

D’autres substances dans 

le plasma peuvent jouer 

sur la couleur. 

Haldane 

 

Du monoxyde de carbone (CO) est injecté dans 

l’échantillon de sang puis il est dilué dans une 

solution d’ammonium. La couleur obtenue est 

comparée avec des étalons de CO. 

 Les étalons 

commercialisés sont peu 

fiables. 

La couleur des étalons 

s’estompe rapidement 

Tallqvist 

 

Une goutte de sang est déposée sur un papier 

buvard. Après quelques minutes, la lecture se 

fait par comparaison de la couleur à d’autres 

couleurs de solutions étalons déposées elles-

aussi sur du papier buvard. La gamme étalon est 

graduée en pourcentage d’Hb avec 10 % 

d’intervalle entre chaque étalon. 

Simple 

Rapide 

Peu coûteux 

Pas d’ajout 

de réactif 

Résultats influencés par 

l’épaisseur et la taille de la 

goutte de sang 

Changement suivant la 

température, l’humidité et 

la luminosité de 

l’environnement 

 

La méthode gazométrique repose sur la capacité de l’Hb à créer des liaisons avec le CO. Après avoir 

ajouté une quantité connue de CO suffisante pour convertir l’Hb en carboxyhémoglobine (HbCO), le 

CO est libéré et la teneur en HbCO est déterminée par mesure du CO excédentaire avec une solution 

de ferricyanure. Les principales limitations sont la complexité du processus ainsi qu’un temps 

d’analyse relativement long [139]. Enfin, la méthode dite spécifique gravimétrique est utilisée en 

amont d’un don de sang afin de vérifier que la teneur en Hb n’est pas trop faible. Le test est basé sur le 

comportement d’une goutte de sang dans une solution de sulfate de Cu ayant une densité de 1,053. La 

goutte de sang se comportera différemment par gravité selon sa concentration. L’inconvénient de cette 

méthode est qu’elle ne permet pas d’estimer la concentration de l’échantillon mais simplement de le 

comparer à une valeur seuil [140].  
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3.2.2.  Méthodes par spectrophotométrie 

3.2.2.1. Méthode de référence pour la quantification de l’Hb totale 

Les premiers travaux sur l’Hb totale remontent aux années 1930 avec Drabkin et Austin [141]. 

Comme vu précédemment, l’Hb présente dans le sang est un mélange d’Hb, HbO2, 

désoxyhémoglobine et d’autres espèces d’Hb en faible quantité. Par conséquent, pour prendre en 

compte les différentes formes d’Hb, toutes les espèces sont transformées en cyanméthémoglobine 

(HiCN), un dérivé d’Hb stable. Une mesure spectrophotométrique est effectuée à une longueur d’onde 

de 540 nm sur l’HiCN et la détermination de la concentration en Hb se fait à partir de l’absorbance 

moléculaire. En 1966, l’ICSH approuve la proposition pour laquelle les laboratoires cliniques adoptent 

la méthode HiCN pour quantifier l’Hb dans le sang. La méthode HiCN est donc établie comme 

méthode de référence internationale consensuelle [58]. D’autres méthodes de référence peuvent 

néanmoins être proposées si elles ont préalablement été comparées aux résultats obtenus avec la 

méthode de référence. 

Le sang est collecté dans des tubes contenant un anticoagulant comme de l’oxalate, du citrate, 

de l’acide éthylène diamine tétra acétique (EDTA) ou de l’héparine. Ensuite, 100 µL de sang sont 

dilués dans 25 mL de réactif de composition suivante : 

Ferricyanure de potassium, K3Fe(CN)6 (0,607 mmol/L) : 0,200 g 

Cyanure de potassium, KCN (0,768 mmol/L) : 0,050 g 

Dihydrogénophosphate de potassium, KH2PO4 (1,029 mmol/L) : 0,140 g 

Détergent non ionique (Triton X-100) : 0,5 mL à 1 mL 

Eau ultra pure : 1000 mL 

La conversion de l’Hb en HiCN se déroule en plusieurs étapes. Tout d’abord, le Fe
2+ 

de l’Hb 

est oxydé en présence de K3Fe(CN)6 pour former la MétHb. Puis, KCN réagit avec la MétHb pour 

former l’HiCN. Le KH2PO4 permet de tamponner la solution à un pH autour de 7,2. Cette réaction se 

déroule à température ambiante (18 à 25°C) et la cinétique est d’environ 5 min pour un pH compris 

entre 7,0 et 7,5. Les équations de réaction sont présentées ci-dessous [142]: 

 

Hb(Fe
2+

) + (Fe
3+

)(CN
3−

)→ Hi(Fe
3+

) + (Fe
2
 )(CN

4−
)  Équation 12 

Hi(Fe
3+

) + CN
−
 → Hi(Fe

3+
)CN    Équation 13 

 

Le réactif original, le « réactif de Drabkin », où le KH2PO4 était remplacé par du bicarbonate 

de sodium (pH du réactif à 8,6), nécessitait un temps de conversion de 15 min [141].  

La concentration en HiCN est déterminée spectrophotométriquement à 540 nm en utilisant soit 

l’étalonnage externe soit la comparaison à une solution de concentration connue. La gamme 

d’étalonnage en HiCN utilisée est comprise entre 550 et 850 mg.L
-1

. Pour effectuer cette gamme 
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d’étalonnage, un étalon HiCN ICSH peut être utilisé. Cet étalon a été préparé à partir de sang bovin 

convertit en HiCN, purifié, et certifié via une valeur consensuelle par des laboratoires internationaux 

de référence par spectrophotométrie d’absorption. La stabilité de cet étalon est de 15 ans et le lot 

actuel représente la 5
ème

 édition d’étalon ICSH d’Hb [143]. Enfin, pour calculer la correspondance 

entre la concentration en Hb à partir de la mesure de l’absorbance, l’équation suivante est appliquée : 

 

𝑪 =  
𝑨𝑯𝒊𝑪𝑵

𝟓𝟒𝟎 ∙𝑴∙𝑭

𝜺𝑯𝒊𝑪𝑵
𝟓𝟒𝟎 ∙𝒍∙𝟏𝟎𝟎𝟎

   Équation 14 

 

Avec : 

- 𝐶 représente la concentration en Hb de l’échantillon en g.L
-1

. 

- 𝐴𝐻𝑖𝐶𝑁
540  est l’absorbance mesurée de la solution HiCN à 540 nm. 

- 𝑀 correspond à la masse moléculaire relative d’un monomère d’Hb (64548/4 = 16114,5). 

- 𝐹 est le facteur de dilution utilisé (par exemple : 251 pour 100 µL de sang dans 25 mL de réactif). 

- 𝜀𝐻𝑖𝐶𝑁
540  correspond au coefficient d’absorption millimolaire qui est égal à 11 cm

-1
. 

- l correspond à la longueur du trajet lumineux en cm (1 cm). 

- 1000 facteur de conversion de mg à g [58]. 

 

D’un point de vue métrologique, la méthode HiCN présente l’inconvénient d’utiliser un étalon 

international consensuel [144] qui ne respecte pas les exigences d'un étalon primaire. Aucune 

information n’est disponible concernant les étalons utilisés et selon toute vraisemblance, les valeurs 

associées à ces étalons ne sont pas traçables aux unités SI. Par ailleurs, cette méthode possède 

l’inconvénient d’utiliser comme réactif de conversion le KCN, qui est interdit dans plusieurs pays en 

raison de sa toxicité. Enfin, il a été reporté une conversion incomplète des dérivés de l’Hb (par 

exemple : la sulfhémoglobine est convertie en cyansulfhémiglobine [142]), ce qui est susceptible 

d’entrainer un biais négatif.  

3.2.2.2. Méthodes alternatives à la méthode de référence (HiCN)  

Afin d’éviter l’utilisation de KCN et d’améliorer la conversion de l’Hb, d’autres réactifs sont 

envisagés pour la détermination de l’Hb par spectrophotométrie. 

Tout d’abord, la méthode laurylsulfate de sodium (SLS) consiste à remplacer le KCN de la 

méthode HiCN par du SLS qui est un détergent anionique. Ainsi il y a formation de la SLS-Hb au lieu 

de l’HiCN. La détection par spectrophotométrie est également réalisée à 540 nm. Le temps de 

conversion est extrêmement rapide (inférieur à 1 min). Le composé final est stable pendant plusieurs 

heures à température ambiante et plusieurs semaines à 4°C [145, 146]. Un avantage comparé à la 

méthode HiCN est l’absence de toxicité du réactif. Un des inconvénients est le manque de matériau 
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stable pour effectuer l’étalonnage. De plus, la méthode SLS convertit seulement l’HbO2, la MétHb, 

l’HbCO et la désoxyhémoglobine. 

Ensuite, la méthode « hématine alcaline détergent » (AHD) utilise un réactif composé de 25 g 

de Triton X-100 dans 1 L d’une solution à 0,1 mol.L
-1

 NaOH. Le pH du réactif est d’environ 11,8. Il 

est stable pendant 1 an, insensible à la lumière et moins toxique que le réactif utilisé pour la méthode 

HiCN. Le réactif est ajouté à l’échantillon en faisant une dilution  de 1:151 (10 µL de sang pour 15 mL 

de réactif). La conversion est totale après 2 min à température ambiante. La détection est effectuée par 

spectrophotométrie à 575 nm. La méthode AHD est d’un intérêt particulier en raison de la stabilité 

élevée du produit de réaction, de la faible toxicité du réactif et de son faible coût. De plus, la 

sulfhémoglobine est également convertie en hémine avec la méthode AHD, une variante qui n’est pas 

accessible avec la conversion par la méthode HiCN [147, 148].  

Enfin, la méthode développée par Vanzetti et al. consiste à remplacer le KCN de la méthode 

HiCN par de l’azoture de sodium (NaN3). Ainsi il y a la formation de l’azoture de méthémoglobine 

(HiN3) au lieu de l’HiCN [149]. Cette méthode a été modifiée pour l’utilisation d’instruments de 

mesures automatisés. Les globules rouges sont alors désintégrés par l’ajout de désoxycholate de 

sodium afin de libèrer l’Hb, puis, du nitrite de sodium (NaNO2) permet d’oxyder le Fe de l’Hb pour 

former la MétHb. Enfin de l’azoture est ajouté pour convertir la MétHb en HiN3 [150]. La détection 

par spectrophotométrie se réalise à 565 nm et 880 nm [137]. Les principaux inconvénients de cette 

méthode sont d’une part la présence de turbidité de la solution finale, d’où l’utilisation d’une seconde 

longueur d’onde pour l’analyse (880 nm) et d’autre part la toxicité de NaN3. 

3.2.2.3. Analyseurs utilisés dans les hôpitaux ou laboratoires de routine pour 

évaluer l’Hb totale 

Il existe un grand nombre d’analyseurs pour l’Hb totale : portatifs, compacts et de paillasse. 

L’hémoglobinomètre permet d’analyser de manière instantanée la concentration en Hb. Suivant les 

instruments, d’autres analyses peuvent être effectuées en complément comme le suivi du diabète 

(analyse de l’HbA1C), le suivi de certaines maladies (-thalassémies,…). L'échantillon est du sang 

veineux, artériel ou capillaire. Généralement, le sang est prélevé au niveau du doigt. Il est ensuite 

placé dans une cuve adaptée contenant un réactif permettant la conversion de l’Hb. Les méthodes 

utilisées pour la conversion sont soit la méthode HiCN, soit la méthode HiN3. En quelques secondes, 

la mesure photométrique du taux d'Hb est effectuée et la valeur apparaît sur l’écran d’affichage. Il 

existe aussi des instruments de mesure, comme les analyseurs d’hématologie et les analyseurs de gaz 

dans le sang, qui permettent aussi l’analyse de l’Hb totale en plus d’autres paramètres. L’Hb est 

déterminée par mesure spectrophotométrique après un traitement de conversion (HiCN, HiN3, SLS). 

Pour ce type d’analyseur, une prise de sang est généralement effectuée. Les analyseurs sont fiables et 

justes mais assez coûteux [137]. Les hémoglobinomètres ont l’avantage d’être utiles dans les situations 
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d'urgence en raison de leur simplicité d'utilisation, leur précision et la lecture de résultat rapide. 

Cependant, des erreurs de lectures pourraient se produire lors de la présence de bulles d’air dans la 

cuve [151]. 

 Plusieurs appareils commercialisés par Masimo Corporation permettent une vérification 

ponctuelle et des applications de mesure en continu de la concentration en Hb en utilisant un capteur 

non invasif. Le capteur SpHb émet plus de 7 longueurs d'onde de la lumière pour acquérir des données 

de concentration d'Hb en fonction de l'absorption de lumière à travers le doigt. Des algorithmes de 

traitement du signal et des filtres adaptés traduisent les données d'absorption pour quantifier l'Hb basés 

sur une table empirique «look-up». Les principaux avantages de cette méthode sont son caractère non 

invasif et le suivi en temps réel des niveaux d’Hb. Cela permet d’améliorer la prise de décisions 

cliniques et se traduit par des avantages supplémentaires pour les soins aux patients [152]. La 

technologie SpHb a été validée pour une gamme de concentration de 8 à 17 g/dL Hb avec une 

précision de ± 1,0 g/dL. La gamme de travail pour les hémoglobinomètres (portatif, de paillasse ou 

compact) est plus large (de 0 à 30 g/dL Hb) mais la précision de mesure est identique (±1,3 g/dL). 

3.2.3. Méthodes par électrophorèse 

Les méthodes par électrophorèse sont les plus largement utilisées pour identifier et étudier les 

Hb normales et anormales. L’électrophorèse occupe une des places les plus importantes dans l’histoire 

de la détection des Hb anormales. L’Hb S est la première Hb anormale découverte en 1949 par Pauling 

et al. par électrophorèse [153]. C’est une technique de séparation basée sur la mobilité des ions dans 

un champ électrique. Lorsqu'une différence de potentiel électrique est appliquée, les particules migrent 

soit vers la cathode soit vers l'anode en fonction de leur charge nette [154]. Différentes méthodes par 

électrophorèse sont utilisées pour l’analyse de l’Hb. 

La méthode par électrophorèse la plus utilisée pour l'analyse de l'Hb est l'électrophorèse sur 

acétate de cellulose à pH alcalin. La migration a lieu sur la couche tampon placée sur la surface de 

membrane d'acétate de cellulose. A pH 8,6, la molécule d’Hb est chargée négativement, ainsi elle 

migre vers l’anode [155]. Les positions des différentes fractions d'Hb par électrophorèse sur acétate de 

cellulose sont représentées sur la Figure 19 [154]. Cette technique est simple à mettre en œuvre mais 

elle possède un faible pouvoir de résolution rendant impossible la distinction de nombreux variants. 

Ainsi l’électrophorèse sur gel d’agar à pH acide (6,2) peut être utilisée en complément pour identifier 

d’autres variants d’Hb non séparés avec un pH alcalin comme l’Hb S [32, 156, 157]. Cependant cette 

technique est extrêmement sensible aux conditions expérimentales et donc la reproductibilité est 

difficile. 

L’électrophorèse capillaire (CE) est un outil de diagnostic émergent dans de nombreux 

laboratoires de chimie clinique pour séparer les fractions d’Hb et calculer le pourcentage de chaque 

fraction. La séparation repose sur les différences de vitesse de migration des ions. Lorsqu'une tension 
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est appliquée à travers le capillaire, les cations de la couche diffuse sont libres de migrer vers la 

cathode, transportant avec eux les différents éléments à analyser. Ces fractions sont détectées 

directement à une longueur d'onde d'absorbance de 415 nm [154]. Cette technique présente des 

performances satisfaisantes pour doser les fractions mineures Hb A2 et Hb F mais plusieurs variants 

d’Hb ont le même comportement et ne peuvent être séparés. 

 

Figure 19 : Position des variants d'Hb les plus communs obtenus par électrophorèse sur acétate 

de cellulose [154]. 

  Enfin, l’isoélectrofocalisation (IEF) sépare les protéines en fonction des points isoélectriques. 

Le pHi est le pH spécifique où la charge nette de la molécule est égale à zéro (il est de 6,81 pour l’Hb). 

Elle donne une bonne séparation avec une résolution élevée par rapport à toutes les autres méthodes 

[154]. L’IEF réussit à séparer Hb A0 et la fraction Hb Alc  bien que la différence de pHi entre les deux  

soit de seulement 0,01 unité de pH [155]. 

Les méthodes d’électrophorèse sont encore largement utilisées, quelques difficultés sont 

cependant rencontrées, notamment l’automatisation compliquée de la méthode ainsi qu’une 

imprécision dans la quantification des espèces mineures d’Hb. Ces contraintes sont en partie résolues 

par l’utilisation de gels de polyacrylamide ou d’agarose ou par l’IEF qui offrent une plus grande 

résolution [156, 157].  

3.2.4. Méthodes chromatographiques 

Grâce à ses différentes caractéristiques, l’Hb peut être caractérisée, purifiée et analysée par 

chromatographie liquide à haute performance (HPLC). L’Hb est purifiée par chromatographie 

d’échange d’ions, sa taille est analysée par la chromatographie d’exclusion stérique et la séparation des 

chaînes de globines peut être effectuée par chromatographie en phase inverse. 
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3.2.4.1. La chromatographie échangeuse d’ions 

La chromatographie échangeuse d’ions est basée sur les interactions entre un analyte chargé 

(anion ou cation) avec la charge (positive ou négative) des groupes fonctionnels de la phase 

stationnaire. Lorsque des analytes chargés positivement réagissent avec les sites négatifs de la colonne, 

la méthode de chromatographie est un échange de cation. Lorsque que les analytes chargés 

négativement interagissent avec les sites positifs, alors c’est un échange d’anions. Tous ces 

mécanismes sont fortement contrôlés par le pH des phases mobiles puisque cela affecte la dissociation 

des composés faiblement acides ou basiques. Le remplissage des colonnes est généralement constitué 

de billes en styrène réticulé et en di-vinylbenzène. Les groupes fonctionnels ioniques liés à la structure 

rigide sont principalement des groupements d’acide sulfonique et carboxylique (respectivement des 

échangeurs de cations forts et faibles) ou des groupements d’amine quaternaire ou primaire pour les 

échangeurs d’anions [158]. Les phases mobiles employées sont des solutions tampons salines et des 

gradients sont généralement utilisés afin d’augmenter la force ionique durant l’élution. Les principaux 

inconvénients de l’utilisation de gradient sont le temps d’analyse plus long (pour permettre la 

rééquilibration de la colonne avec la phase mobile initiale) et le risque de changement du bruit de fond 

et de la sensibilité durant le gradient [154].  

Grâce à la capacité de l’Hb à exister sous forme anionique ou cationique suivant les phases 

mobiles utilisées, elle peut être analysée aussi bien par chromatographie d’échange d’anions que de 

cations ou une combinaison des deux types [159]. Pour dépister et quantifier les Hb normales et 

anormales, la chromatographie échangeuse de cations est la méthode de choix. Le Tableau 14 montre 

des exemples de séparation chromatographique par colonne d’échange de cations pour l’analyse de 

l’Hb. Les différentes fractions d’Hb sont séparées par un gradient de phases mobiles augmentant la 

force ionique et à pH constant. Pour des analyses cliniques, des systèmes HPLC automatisés sont 

utilisés comme les systèmes VARIANT II et D-100™ (Bio-Rad, États-Unis) qui permettent 

d’identifier de manière rapide la présence d’Hb anormales caractéristiques. En effet, le programme -

thalassémie permet l’identification de l’Hb A2 et de l’Hb F pour des longueurs d’ondes de 415 nm et 

690 nm. La colonne PolyCat A™ est l'une des plus populaires pour la séparation des Hb. Elle est 

constituée de particules sphériques en silice enrobés d'acide aspartique (100 nm). L'élution peut être 

obtenue à 25 °C avec un débit de 1 mL.min
-1

, un gradient linéaire de 20 minutes à un pH de 6,58 est 

appliqué, avec force ionique 0,03-0,06 M de NaCl, avec une solution tampon de 50 mM de Bis-Tris et 

5 mM de KCN [160]. Ainsi à partir des différents variants de l’Hb, on peut remonter à la 

détermination de l’Hb totale. 
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Tableau 14 : Conditions analytiques pour l'analyse de sang hémolysé par colonne d’échange de 

cations. 

Analyte Colonne Phases mobiles Gradient Paramètres 

Hb A1C 

 

Mono S 

5/50 GL 

(5×50 

mm) [161] 

 

Phase A : 20 mM 

malonate de sodium, 0,2 

g/L NaN3, pH 5,7 

Phase B : Phase A + 300 

mM LiCl 

0 – 3 min: 20 à 50% B 

3 – 4,1 min: 50 à 75% B 

4,1 – 4,4 min: 75 à 100% 

B 

4,4 – 7 min: 100% B 

7,01 – 8 min: 20% B 

Volume 

d’injection : 10 µL 

Débit : 2 mL/min 

Détection : 415 nm 

Mono S 

5/50 GL 

(5×50 

mm) [162] 

Phase A : 20 mM 

malonate de sodium, 0,2 

g/L NaN3, pH 5,7 

Phase B : Phase A + 300 

mM LiCl 

0 – 3,9 min: 20 à 50% B 

3,9 – 4,26 min: 50 à 75% 

B 

4,26 – 4,58 min: 75 à 

100% B 

4,58 – 11 min: 100% B 

11 – 11,8 min: 100 à 20% 

B 

11,8 – 13 min: 20% B 

Volume 

d’injection : 10 µL 

Débit : 1 mL/min 

Détection : 415 nm 

 

 

Mono S 

HR 5/5 

(5×50 

mm) [163] 

 

Phase A : 10 mM 

malonate de sodium, 0,2 

g/L NaN3, pH 5,7 

Phase B : Phase A + 300 

mM LiCl 

0 – 1 min: 0% B 

1 – 4 min: 0 à 41% B 

4 – 5,5 min: 41% B 

5,5 – 7,5 min: 41 à 90% B 

7,5 min: 0% B 

Volume 

d’injection : 10 µL 

Débit : 1,5mL/min 

Détection : 415 nm 

 

Mono S 

HR 

4.6/100 PE 

(4,6×100 

mm) [164]  

Phase A : Malonate 

d’ammonium, 0,2 g/L 

NaN3, pH 5,7 

Phase B : Phase A + 250 

mM acétate d’ammonium 

0 – 6 min: 0 à 60% B 

6 – 10 min: 60 à 75% B 

10 – 15 min: 75 à 100% B 

 

Volume 

d’injection : 15 µL 

Débit : 1 mL/min 

Détection : 415 nm 

 

Hb A 

Mono S 

HR 5/5 

(5×50 

mm) [159] 

 

Phase A : 10 mM 

phosphate de potassium, 

pH 6,5 

Phase B : 15 mM 

phosphate de potassium, 

pH 8,5 

0 à 100% B durant 45 

volumes de colonne 

Volume 

d’injection : 25 µL 

Débit : 1 mL/min 

Détection : 540 nm 

 

Hb A2 

Hb F 

 

PolyCat A 

(5×0,4 cm) 

[160] 

Phase : 50 mM Bis-Tris, 5 

mM KCN, pH 6,58 

 

Gradient linéaire de 20 

min en augmentant la 

force ionique de 300 à 

600 mM NaCl 

Débit : 1 mL/min 

Détection : 415 nm 

 

Variants 

Hb 

 

Carboxym

éthylepoly

amide 

(50×4,1 

mm) [165] 

Phase A : 15 mM Bis-

Tris, 100 mg/L KCN, pH 

6,0 

Phase B : 22 mM Bis-

Tris, 300 mM NaCl, 100 

mg/L KCN, pH 6,0 

0 – 22 min: 12 à 45% B 

22 – 25 min: 45% B 

Volume 

d’injection : 10 µL 

Débit : 1 mL/min 

Détection : 405 nm 

 

SynChrop

ak CM 

300 

(250×4,1 

mm) [166] 

0,03 M Bis-tris, 0 à 0,15 

mM Acétate de sodium, 

1,5 mM KCN, pH 6,4 

Gradient linéaire en 

augmentant la force 

ionique de 0 à 0,15 M 

Détection : 415 nm 
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L’utilisation de la chromatographie d’échange d’anions est généralement rencontrée pour la 

purification de l’Hb par rapport à la présence d’autres protéines ou peptides. Le Tableau 15 présente 

quelques conditions analytiques pour l’analyse de l’Hb par colonne échangeuse d’anions.  

Tableau 15 : Conditions analytiques pour l'analyse de sang hémolysé par colonne d’échange 

d'anions 

Analyte Colonne Phases mobiles Gradient Paramètres 

Variants Hb 

SynChropak  

AX 300 

(100×4,1 

mm) [166] 

Phase A : 15 mM 

Tris, 1,5 mM KCN, 

pH 8,6 

Phase B : Phase A + 

50 mM acetate de 

sodium 

Gradient linéaire en 

augmentant la force 

ionique de 0 à 50 mM 

d’acétate de sodium 

 

Volume 

d’injection : 8-30 

µL 

Débit : 1 mL/min 

Détection : 415 

nm 

Purification 

Hb 

 

XK 26/40 

(400×26 

mm) [167] 

Phase A : 20 mM 

Tris-HCl, pH 8,2 

Phase B : Phase A + 

0,2 M NaCl 

Gradient linéaire de 

100% A à 75% B en 5 

volumes de colonne (100 

min) 

Volume 

d’injection : 50 

µL 

Détection : 280 

nm 

 

Hydrophase 

HP-PEI 

(100×7,8 

mm) [168] 

Phase A : 10 mM 

Tris, pH 8,03 

Phase B : Phase A + 

200 mM NaCl 

Gradient linéaire de 60 

min 

Quantité 

injectée : 25 mg 

Hb 

Débit : 1 mL/min 

Détection : 415, 

540, 570, 230, 

285 nm 

XK 16/10 

(2,6×58 mm) 

[159] 

Phase A : 50 mM 

Tris-Acétique, pH 8,5 

Phase B : 50 mM 

Tris-Acétique, pH 7 

20 à 100% B durant 8 

volumes de colonne 

Débit : 1,5 

mL/min 

Détection : 540, 

600, 630 nm 

 

En effet, l’Hb est obtenue après la lyse des globules rouges contenus dans le sang. Une fois le 

lysat centrifugé et dialysé afin d’éliminer les débris cellulaires, il est purifié en utilisant la 

chromatographie échangeuse d’anions (les colonnes usuelles sont : Q-Sepharose High Performance et 

DEAE-Sepharose Fast Flow). Les phases mobiles utilisées sont généralement constituées de Tris à 50 

mmol.L
-1

 avec un pH compris entre 7 et 8,5. La Figure 20 montre le chromatogramme d’un lysat de 

globules rouges humains obtenu par chromatographie par échange d’anions afin d’obtenir l’Hb A 

purifiée [159]. 
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Figure 20 : Chromatogramme d'un lysat de globules rouges humains par chromatographie par 

échange d'anions (colonne DEAE-Sepharose Fast Flow) à 4°C.  Phase mobile A: 50 mM Tris-Ac, 

pH 8,5; phase mobile B: 50 mM Tris-Ac, pH 7,0. Le gradient est linéaire de 0 à 100 % de phase 

mobile B. 

3.2.4.2. La chromatographie en phase inverse (RP)  

La RP consiste en une phase stationnaire non-polaire (normalement C18 ou C8) liée à un 

support généralement en gel de silice (non-polaire). Les phases mobiles sont polaires et, par 

conséquent, les analytes sont partitionnés entre les phases mobiles et stationnaires. La séparation se 

fait normalement avec des phases mobiles aqueuses contenant des solvants organiques (ex : éthanol, 

méthanol, acétonitrile, …) à différents pourcentages pour augmenter la sélectivité entre les espèces. La 

RP-HPLC est principalement utilisée afin de séparer les chaînes de globines de l’Hb [160]. De plus, 

elle peut être utilisée dans la détection de maladies touchant la formation des chaînes de globines, 

comme les thalassémies. Une colonne type C18 permet la séparation du groupe hème et de différentes 

globines en utilisant des phases mobiles composées d’acétonitrile, de méthanol (MeOH) et d’acide 

trifluoroacétique (TFA) [169]. La Figure 21 montre la séparation de l’Hb chez un individu adulte sain. 

Une séparation plus longue peut aussi être effectuée à l’aide d’une colonne C4 (Vydac C4). Le solvant 

A est de l’eau acidifiée à 0,1% avec du TFA tandis que le solvant B est de l’acétonitrile acidifié à 0,1 

% avec du TFA. Un gradient linéaire de 35 à 50 % de solvant B sur 100 min est utilisé pour l’élution 

[159]. L’ordre d’élution est identique à celui de la Figure 21. La détection s’effectue à une longueur 

d’onde de 210 nm. 
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Figure 21 : Chromatogramme d’une solution d’Hb préparée à partir de cellules d’un adulte 

normal sur colonne C18 (Jupiter) à λ = 280 nm avec un débit de 2,0 mL/min. La phase mobile A 

est un mélange d'acétonitrile-méthanol, à 90:10 (v / v). La phase mobile B est constituée de 0,5% 

de TFA dans de l'eau déminéralisée à un pH de 2,6 [169]. 

3.2.4.3. La chromatographie d’exclusion stérique (SEC)  

La SEC a pour but la séparation de molécules en solution selon leur taille effective en utilisant 

une phase stationnaire constituée de pores de dimension particulière. La molécule trop large pour 

entrer dans les pores est exclue et éluée en premier, tandis que les plus petites molécules, interagissant 

plus avec la phase stationnaire, sont éluées selon leur taille effective. Les phases mobiles utilisées pour 

la SEC sont des solutions tampons qui permettent un minimum de compétition avec le gel de la phase 

stationnaire. Un des avantages de cette chromatographie est la corrélation qui peut s’établir entre le 

temps de rétention et la masse moléculaire. Une des principales utilisations de cette chromatographie 

concerne la purification et la préparation d’un échantillon afin de s’assurer de ne récupérer que de 

l’Hb. Dans des conditions non dénaturantes, l'analyse SEC de l’Hb est un outil très utile pour établir la 

structure quaternaire et pour analyser des formes polymères de Hb. Par exemple, l’utilisation de deux 

colonnes Superose 12 HR 10/30 en série avec des conditions isocratiques (phase mobile : 50 mM Bis-

Tris/Acétique, pH 7.4) permet de vérifier que l’Hb se trouve sous la forme d’un tétramère (Figure 

22A). La dénaturation de la protéine par ajout de chlorure de magnésium (MgCl2) permet de la 

dissocier en dimère (Figure 22B) [159]. 
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Figure 22 : Chromatogramme obtenu par SEC de l'Hb A sur colonne Sepharose 12 à 

température ambiante, débit de 0,5 mL/min et détection à 540 nm. (A) La phase mobile utilisée 

est 50 mM de bis-tris/acétique, pH 7,4. (B) La phase mobile utilisée est 50 mM de bis-

tris/acétique, 0,9 M MgCl2 pH 7,4 [159]. 

De plus, la SEC est aussi utilisée afin de séparer différentes protéines dans des matrices 

biologiques pour isoler la fraction contenant la protéine d’intérêt. Par exemple, la Figure 23 montre la 

séparation obtenue par SEC pour un échantillon de sang humain traité. Les globules rouges sont 

séparés du plasma après centrifugation et subissent une hémolyse puis une solution contenant de 

l'éthanol-chloroforme est ajoutée afin de faire précipiter l’Hb. Ainsi, plusieurs espèces contenant du Fe 

sont toujours présentes après la précipitation de l'Hb (courbe noire sur la Figure 23). Le pic 

majoritaire de Fe correspond au temps de rétention de l'étalon d'Hb (≈ 27 min), ce qui révèle qu’une 

faible proportion de cette protéine est encore présente en solution même après précipitation. De plus, 

les deux VISIBLE et ICPMS révèle la présence de deux pics correspondant à l'élution de la catalase, 

CAT (20-25 min) [170]. 

 

Figure 23 : Chromatogrammes d'un échantillon d'érythrocytes humains après traitement 

obtenu par SEC et détection VISIBLE à 408 nm (courbe rouge) et ICPMS sur le 
56

Fe (courbe 

noire) [170]. 
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3.2.5. Méthodes électrochimiques pour la détermination de l’Hb 

Plusieurs essais ont été réalisés pour la détection électrochimique de l’Hb. Ces méthodes 

reposent sur les propriétés de transfert d’électrons du groupe hème de l’Hb. Un grand nombre de 

techniques électrochimiques utilisent des électrodes modifiées. De manière générale, la réaction de 

transfert direct d'électrons sur des électrodes métalliques présente une cinétique lente, hétérogène et 

irréversible. Le transfert d'électrons hétérogènes directs entre l’Hb et des électrodes d’argent et d’or 

modifiées a été étudié en utilisant la voltamétrie cyclique (CV). Des pics cathodiques et anodiques ont 

été obtenus pour l'Hb, MétHb, carbonylHb, HiCN et HbO2, ainsi que pour l’ApoHb, exclusivement au 

niveau des électrodes d'argent modifiées à des potentiels d'environ 70 à 270 mV (par rapport à une 

électrode de référence Ag / AgCl). Ces résultats démontrent que la chimie d’oxydo-réduction observée 

ne résulte pas uniquement de transfert d'électrons direct au niveau du centre redox de la 

protoporphyrine IX. Le potentiel redox global du couple Hb / MétHb a été estimée à -70 mV par 

rapport à l’électrode calomel saturée (SCE) [171]. De plus, l’Hb, comme d'autres protéines contenant 

du Fe, présente une activité peroxydase, qui peut être utilisée comme base pour une analyse 

électrochimique. Une étude de Kobos et al. a permis de développer un nouveau procédé 

électrochimique pour la détermination de l'activité peroxydase en utilisant une électrode sélective 

d'ions fluorure. Cette électrode permet de surveiller le taux de production d'ions fluorure provenant de 

l'oxydation catalysée par la peroxydase d'un composé organofluoré par le peroxyde d'H2. L'avantage 

de cette approche est la haute sélectivité et la sensibilité fournie par l'électrode de fluorure. Cette 

approche a été étendue pour la détermination de l'Hb totale, en utilisant l'activité peroxydase de la 

MétHb pour catalyser l'oxydation d'un composé organique fluoré, par l'hydroperoxyde de cumène pour 

produire des ions fluorure, comme suit: 

 

 

 

La vitesse à laquelle l'ion fluorure est produit, tel que mesurée par l'électrode sélective d'ions fluorure 

est proportionnelle à la concentration en Hb. La sélectivité est assurée par l'utilisation du cumène, qui 

réagit spécifiquement avec le groupe prosthétique de l'Hb. La méthode a été utilisée sur une gamme de 

concentration de 5,6 à 16 g/dL d’Hb, avec un coefficient de variation compris entre 7 et 11 % [172]. 

3.2.6. Méthodes de caractérisation et d’identification de l’Hb 

La séparation chromatographique peut aussi être associée à un autre détecteur qui est la 

spectrométrie de masse. La MS est une technique qui est largement utilisée dans la chimie clinique, la 

médecine, et la recherche. Le développement de techniques d'ionisation « douces » comme 

l’électrospray (ESI) et la désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI) a changé 
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radicalement la performance de la MS, notamment dans le domaine de la biologie. Ces techniques 

d’ionisation « douces » permettent d'utiliser la MS pour déterminer, notamment, les masses 

moléculaires des chaînes de globine intactes. Elles présentent l’avantage de préserver certaines liaisons 

fragiles comme les liaisons non covalentes [173]. Le système pour la technique d’ionisation MALDI 

permet de désorber des espèces moléculaires de masses moléculaires très élevées par l’utilisation d’un 

laser et d’une matrice aromatique cristallisable. Cette source d’ionisation permet d’atteindre des 

masses plus élevées que l’ESI [174]. En 1990, la première application d'ESI-MS impliquant des 

chaînes d’Hb intactes a été rapportée par Falick et al. [175]. L'utilisation de techniques de MS a 

conduit à la découverte de plus de 60 nouvelles mutations, et même le tétramère d'Hb intact peut être 

analysé en utilisant une technique nano ESI-MS [176]. Les séquences peptidiques sont déduites de la 

présence sur les spectres d’ions fragments dont les valeurs de m/z correspondent à des enchaînements 

d'acides aminés déterminés [33]. La Figure 24 montre un spectre de masse d’Hb intacte obtenu par 

nano ESI-MS dans des conditions classiques. On peut y distinguer la présence des fragments 

caractéristiques du groupe hème mais aussi les principaux monomères des chaînes  et  dans la 

Figure 24A. Lorsque l’on se trouve à pH neutre (Figure 24B), on peut apercevoir les monomères, 

dimères et tétramères des chaînes de globine.  

 

Figure 24 : Spectres de masse de 10 µmol/L Hb dans 100 mL/L de MeOH aqueux contenant 0,1 

ml/L d'acide formique (pH 4; A) et 5 mmol/L de tampon acétate d'ammonium (pH 7; B) [176]. 
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Grâce à l’analyse en ESI-MS, on peut ainsi retrouver les masses moléculaires des chaînes de globine 

de l’Hb intacte. La Figure 25A montre un spectre typique d'Hb normale analysée par ESI-MS. Les 

spectres des ions des clusters ont ensuite été déconvolués en masses moléculaires par traitement 

informatique (Figure 25B). Les chaînes de globine normale  et β ont des masses moléculaires de 

15126,4 et 15867,2 respectivement [177]. La précision des mesures est normalement autour de ± 1 Da 

pour les composants principaux et autour de 14 Da pour les pics adjacents. La mesure de la masse des 

composants mineurs présents au niveau de 1 à 2% est normalement réalisée avec une précision de 2 à 

3 Da [175]. L’avantage de cette méthode est qu'elle est simple et rapide, avec un temps d'analyse court 

par échantillon, et qu’elle peut être facilement automatisée.  

 

 

Figure 25 : Spectres de masse de l'Hb normale. Le spectre supérieur comprend les données 

brutes montrant les ions de cluster des deux chaînes de globine  et ß. Le spectre du bas est le 

spectre déconvolué sur la véritable échelle de masse après transformation à l’aide d’un logiciel. 

La structure de l’Hb peut aussi être identifiée en appliquant la MS en tandem (MS/MS). La 

MS/MS permet une analyse très rapide des séquences primaires peptidiques, et est particulièrement 

rapide lorsque seules des variations mineures existent [175]. Cependant, la MS/MS n’est applicable 

qu’à des composés de masse modérée (au maximum 3000 Da). Il faut donc recourir à une protéolyse 

initiale pour obtenir un mélange de peptides plus courts qui pourront être analysés individuellement 



CHAPITRE 1 : Etude bibliographique   3. Méthodes de dosages dans les fluides biologiques 

 

91 

 

 

par MS/MS. En 1981, Wada et al. sont les pionniers de l'analyse des peptides trypsiques d’Hb par MS 

[178]. La digestion trypsique consiste à ajouter dans un premier temps du dithiothréitol (DTT) pour 

réduire les ponts disulfures afin de faciliter la séparation en peptides. Puis, une alkylation est effectuée 

par l’ajout d’iodoacétamide (IAM) afin d’éviter la reformation de ponts disulfures et l’ajout de la 

trypsine permet de couper les peptides après la lysine et l’arginine. Ainsi la chaîne , qui possède 141 

acides aminés, est divisée en 14 peptides et la chaîne , qui a 146 acides aminés, est divisée en 15 

peptides. Grâce à ce séquençage et après analyse par MS/MS, on peut identifier la présence de la 

molécule d’Hb. 

Ce type de méthode est aussi très utilisé pour identifier les différents types d’Hb normale mais 

aussi anormale puisque dans la majorité des cas, il n’y a que quelques acides aminés de différence 

dans leur chaîne de globine [179, 180]. 

Enfin, l’utilisation de la LC/MS permet aussi d’identifier l'interaction des espèces de métaux 

lourds comme le mercure (Hg) avec des constituants de masse moléculaire élevée dans les 

érythrocytes humains comme l’Hb. Cette technique permet d'obtenir des données fiables sur les 

réactions possibles des espèces d’Hg avec des protéines. Grâce à la digestion enzymatique, le résidu 

cystéine libre dans les protéines a été identifié comme étant le site de liaison pour le méthylmercure 

(MetHg) et l’éthylmercure (EtHg). Ces analyses ont permis de mettre en évidence le rôle important de 

certaines protéines dans le transport d’Hg dans le sang [181, 182]. 

3.2.7.  Méthodes de quantification de l’Hb totale par ICPMS 

La détermination de la concentration totale d'un oligo-élément dans des échantillons 

biologiques ne permet pas d'évaluer la toxicité ou d’avoir des informations sur la biodisponibilité. Ces 

propriétés dépendent non seulement de la concentration d’exposition, mais aussi des formes physiques 

et chimiques sous lesquelles se trouve l'élément dans l'échantillon d’où l’utilisation de méthode de 

spéciation. L’Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée (IUPAC) a défini en 2000 les termes 

relatifs à la spéciation des éléments :  

- L’espèce chimique est la forme spécifique d'un élément défini en fonction de sa composition 

isotopique, son état électronique ou d’oxydation, sa présence sous forme de complexe et/ou sa 

structure moléculaire.  

- L’analyse de spéciation représente l’activité de chimie analytique visant à l'identification ou la 

mesure des quantités d'une ou plusieurs espèces chimiques dans un échantillon.  

Les espèces chimiques d'un élément sont celles qui déterminent, en fin de compte, ses effets sur 

l'environnement et / ou les organismes vivants [183]. 

La quantification de molécules comme l’Hb par ICPMS est possible lorsque que celui-ci est 

utilisé comme détecteur final. En effet, après une séparation appropriée de l’échantillon, l’hétéroatome 

(Fe) sélectionné présent dans la molécule d’intérêt peut être détecté par ICPMS. Comme les 
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informations provenant de l’ICPMS sont élémentaires, seulement les hétéroatomes peuvent être 

mesurés, alors que ce sont les molécules qui nous intéressent. Par conséquent, le détecteur élémentaire 

peut être couplé en amont à une technique permettant la séparation de la molécule (par exemple : 

l’HPLC, l’électrophorèse capillaire, …) contenant l’hétéroatome. Ces méthodes instrumentales, 

principalement le couplage HPLC-ICPMS, ont largement été développées ces dernières décennies 

dans le domaine de la spéciation des éléments traces dans les matériaux biologiques. L’ICPMS est 

largement utilisé pour la détection d’hétéroatomes en sortie d’une colonne chromatographique pour 

plusieurs raisons : 

- C’est un détecteur élémentaire spécifique. 

- Il possède une grande sensibilité sur une large gamme d’éléments. 

- Il a une bonne stabilité de sa ligne de base. 

- Sa capacité multi élémentaire apporte une information plus complète sur des échantillons complexes 

(par exemple : différents métaux liés à la même protéine). 

- Le débit d’introduction de l’échantillon est compatible avec la chromatographie liquide (≈1 mL/min) 

Comme dans d'autres domaines de chimie analytique, plusieurs approches de base peuvent 

être utilisées pour la quantification par ICPMS. La détermination quantitative des hétéroéléments 

présents dans une biomolécule peut être effectuée en utilisant la méthode de normalisation des aires de 

pics par étalonnage externe (soit avec des étalons inorganiques soit avec les espèces d'intérêt). Si les 

étalons appropriés sont disponibles, il est possible d'obtenir des courbes d'étalonnage classiques ou 

d’utiliser les ajouts dosés pour compenser les interférences dues à la matrice [184]. De plus, 

l’application de l’analyse par dilution isotopique (IDA) en spéciation élémentaire permet depuis ces 

dernières années le développement d’approches quantitatives de hautes justesses et précisions pour 

une large gamme d’espèces élémentaires. Ces applications sont réalisées suivant deux modes 

d’enrichissement isotopique : le mode spécifique et le mode non-spécifique. Cependant, seul le 

premier mode peut potentiellement être considéré comme méthode primaire [185]. 

Dans le mode non-spécifique, l'ajout de l’étalon marqué est effectué après la séparation 

chromatographique des espèces de l’échantillon (méthode post-colonne). Dans ce cas, l’étalon marqué 

est ajouté sous une forme chimique différente de celle présente dans l'échantillon (habituellement sous 

forme inorganique). Ce mode est particulièrement utile lorsque l'on ne connaît pas exactement la 

structure et la composition des espèces à analyser et lorsque l'espèce isotopiquement enrichie n’est pas 

disponible dans le commerce ou ne peut pas être synthétisée. Cependant, par cette méthode, il est 

impossible d’obtenir les avantages complets de l’ID conventionnelle. Ainsi, toute perte d'analyte ayant 

lieu avant la séparation chromatographique ne sera pas corrigée. Sariego Muniz et al. décrivent le 

potentiel de la chromatographie échangeuse d'anions couplée à l’ICPMS par l'intermédiaire d'une ID 

en mode post-colonne pour la spéciation du Fe, Cu et Zn, dans le sérum humain. Après la séparation 

des protéines, une solution mixte contenant les isotopes enrichis, 
57

Fe, 
65

Cu et 
67

Zn, a été injectée en 
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continu et mélangée avec les espèces biologiques éluées à la sortie de la colonne. Les signaux 

analytiques pour le Fe (
56

Fe / 
57

Fe), le Cu (
63

Cu / 
65

Cu) et le Zn (
64

Zn / 
67

Zn) ont été surveillés par 

ICPMS. La méthode proposée a finalement été appliquée à la spéciation des échantillons de sérum 

provenant de volontaires sains et des patients sous hémodialyse. Certaines différences de spéciation 

ont été observées entre les deux populations, en particulier pour la spéciation du Fe, ce qui indique que 

les études quantitatives de spéciation pourraient être utiles à des fins de diagnostic de la maladie [118]. 

D’autres méthodes utilisant le mode post colonne associée à l’HPLC-ICPMS (par chromatographie 

d’exclusion stérique) permettent de quantifier la Tf et l'albumine (Alb) dans le sérum humain en 

utilisant les solutions enrichies isotopiquement par 
34

S et 
54

Fe. Les résultats obtenus en utilisant cette 

méthode sont en concordance avec le matériau de référence ERM-DA470/IFCC où une incertitude 

comprise entre 5 et 10 % est observée [119]. La méthode par post colonne a aussi été développée pour 

l’analyse de l’Hb glyquée et l’Hb totale par chromatographie d’échange de cations couplée à l’ICPMS 

en utilisant une solution de Fe enrichi en isotope 57 (
57

Fe, 92,4 %). Cette méthode proposée a été 

validée en déterminant l’Hb glyquée et l’Hb totale (niveaux physiologiques environ 10 à 13 g.dL
-1

 Hb) 

dans des étalons de référence couramment utilisés pour étalonner les analyseurs cliniques et aussi dans 

un matériau de référence (RM 405). Les résultats relatifs à  l'Hb glyquée sont comparés à ceux obtenus 

pour les mêmes échantillons par un laboratoire clinique de routine. Une bonne concordance entre les 

résultats a été trouvée dans tous les cas [164].  

Le mode spécifique nécessite l'utilisation d’un étalon marqué de l’espèce d’intérêt 

isotopiquement enrichi. Par conséquent, la composition et la structure de l’espèce d'intérêt doivent être 

bien connus pour pouvoir la synthétiser (ou l’acquérir si elle est disponible dans le commerce). 

L’espèce enrichie est ajoutée à l'échantillon en début de processus d'analyse, ainsi le mode spécifique 

présente tous les avantages offerts par l’ID conventionnelle. Depuis une dizaine d’années, la synthèse 

de métalloprotéines enrichies isotopiquement s’est développée. Notamment, la synthèse de molécules 

enrichies en Cu 65 comme la 
65

Cu-Rusticyanine, la 
65

Cu-Plastocyanine et la 
65

Cu/
68

Zn-SOD [186-189] 

mais aussi des métalloprotéines contenant du Fe enrichi en isotope 57 comme la Tf ou la Ft [114, 190, 

191]. Dans le cadre du Programme Européen de Recherche en Métrologie (EMRP), le projet HTL05 – 

Métrologie pour les Métalloprotéines a eu pour objectif le développement des procédures de mesure 

de référence pour la détermination de métalloprotéines avec des résultats traçables au SI [192]. Ainsi, 

très récemment, en 2016, Brauckmann et al. ont synthétisé un étalon marqué d’Hb A0 marqué en 
57

Fe 

en remplaçant l'ensemble du groupe hème contenant du Fe naturel par le même groupe enrichi en 
57

Fe. 

Un système d’HPLC associé à un ICPMS a été utilisé afin de quantifier l’Hb à partir de sa teneur en 

Fe par ID en mode spécifique. Les valeurs obtenues d’Hb totale par les deux méthodes sur deux 

matériaux de référence (JCCRM 912 certifié en Hb totale et IRMM/IFCC 467 certifié en Hb A0) se 

sont révélées être identiques aux valeurs de références (avec une incertitude inférieure à 3%) [115]. 
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4. Métrologie appliquée à l’analyse du Fe et de l’Hb 

Les métalloprotéines, impliquées dans un large éventail de processus biologiques importants et  

trouvées également au centre de maladies graves, sont donc utilisées en tant que marqueurs pour le 

diagnostic médical. Par exemple, l’Hb totale est considérée comme un marqueur important pour le 

traitement de l'anémie et ses mesures sont utilisées pour guider les décisions cliniques.  

 

En ce sens, la traçabilité métrologique en biochimie clinique est aujourd'hui exigée pour 

améliorer la fiabilité et la comparabilité des résultats obtenus dans les laboratoires de routine. C’est 

dans ce contexte que la réforme de la biologie médicale de 2013 rend obligatoire l’accréditation par le 

Cofrac de tous les laboratoires de biologie médicale, publics comme privés, selon la norme ISO EN 

15189 d’ici 2020. Ce référentiel implique l’utilisation de procédures validées et dont les résultats 

doivent être raccordés à un étalon national ou international par le biais d’une chaîne ininterrompue de 

traçabilité métrologique. Actuellement, les résultats des analyses de biologie médicale ne sont pas 

toujours traçables à des références reconnues internationalement (comme par exemple des matériaux 

de référence certifiés ou des méthodes de référence) et les incertitudes de mesure ne sont pas 

systématiquement évaluées. Il est donc nécessaire de disposer de méthodes de référence pour le dosage 

des principaux biomarqueurs utilisés en biologie médicale.  

 Jusqu'à présent, les métalloprotéines et un grand nombre de biomarqueurs sont généralement 

déterminés par immunoanalyse ou par spectrophotométrie, méthodes qui ne sont pas considérées 

comme méthodes de référence primaire. Ainsi le développement de méthodes primaires sera basé sur 

la mise en place de la dilution isotopique pour l’analyse de métalloprotéines et d’éléments traces dans 

des matrices biologiques. Son utilisation dans ce domaine fait apparaître de nouveaux besoins.  

 

Dans le cadre de ces travaux de thèse, les objectifs principaux seront alors : 

- Le développement et la validation de procédures par ID-ICPMS pour déterminer le Fe total dans les 

liquides biologiques, tels que le sérum et le sang. En effet, le Fe sérique est un paramètre couramment 

évalué dans l'analyse de routine pour le diagnostic et le contrôle de l'anémie, de l'hémochromatose et 

des hémoglobinopathies. L’analyse du Fe sérique compromet tout le Fe lié au transport de protéines 

dans le sérum et ce paramètre exclut le Fe lié à l'Hb.  

- Le développement d'une procédure de mesure pour l’Hb en utilisant l’ID-ICPMS. La méthode HiCN 

par spectrophotométrie  pour la détermination de la concentration de l’Hb totale est considérée comme 

méthode de référence pour les laboratoires de biologie médicale. Cependant, cette méthode ne peut pas 

être considérée comme une procédure primaire de mesure de référence d'un point de vue métrologique 

en raison de plusieurs limites (conversion incomplète de toutes les formes d’Hb, traçabilité de 

l’étalon,…). Afin de remédier à ce problème, des stratégies de spéciation élémentaire seront réalisées 



CHAPITRE 1 : Etude bibliographique   4. Métrologie appliquée à l’analyse du Fe et de l’Hb 

 

95 

 

 

grâce à l'utilisation de techniques hybrides (par exemple HPLC-ICPMS), qui permettent la détection 

sensible et spécifique du Fe naturellement présent dans le groupe hème associé à la protéine (Hb). La 

détermination de l'Hb sera menée en développant différentes stratégies d’ID par détection ICPMS.  
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Comme présenté dans le Chapitre 1, le Fe est un élément essentiel pour les organismes vivants 

qui l’utilisent pour la synthèse de protéines responsables du transport de l’oxygène (Hb, Mb) ainsi que 

pour la formation des enzymes contenant du Fe. Chez l’être humain, son transport dans le sérum se 

fait principalement après fixation sur la Tf. Le Fe transporté sert à la synthèse de protéines mais aussi à 

l’approvisionnement des réserves en cet élément. Les valeurs physiologiques du Fe dans l’organisme 

sont comprises entre 10 μmol.L
-1

 et 30 μmol.L
-1

 Fe (560 à 1680 µg.L
-1

 Fe). 

Les méthodes existantes pour le dosage du Fe dans le sérum utilisent généralement la 

spectrophotométrie ou  la spectrométrie d’absorption atomique. La technique par spectrophotométrie 

est considérée comme la méthode de référence par l’ICSH et présente quelques sources d’erreurs et 

limitations comme par exemple la dissociation incomplète du Fe lié aux protéines ou la co-

précipitation du Fe avec des protéines. 

Compte-tenu de la gravité des pathologies associées aux teneurs anormales en Fe et du nombre 

important d’analyses effectuées, la fiabilité des résultats de mesure pour le dosage du Fe représente 

donc un enjeu majeur afin de disposer d’un diagnostic fiable et d’adapter au mieux les traitements. 

C’est dans cet objectif qu’une méthode utilisant l’ID associée à l’ICPMS est développée dans ce 

chapitre. Tout d’abord, la mise en place de la méthode métrologique par ID de l’analyse du Fe dans du 

sérum sera expliquée. Puis, les résultats de la validation de la méthode seront abordés. Enfin, la 

méthode développée pour l’analyse du Fe sera appliquée à des échantillons inconnus de sérum et des 

échantillons de sang. 
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1. Matériels et méthodes analytiques mis en œuvre 

1.1. Réactifs et solutions étalons 

La préparation des solutions mères de Fe est réalisée à partir d’un matériau de référence 

certifié de haute pureté pour le Fe, BNM-001 (LNE, (99,995  0,004) % (k=2)). Une masse d’environ 

50 mg est digérée sous champ de micro-ondes dans un mélange de 4 à 6 % d’acide nitrique (HNO3). 

Cette préparation est effectuée deux fois afin d’obtenir deux solutions mères de 1 000 μg·g
−1

 Fe 

chacune. L’HNO3 est de haute pureté (67-69%, 10 ppt Fe, Fisher chemical, Canada). La solution en 

étalon marqué 
57

Fe est préparée soit à partir d’un métal enrichi provenant de chez Eurisotop (Saint 

Aubin, France) où le métal est digéré avec 2 à 4 % d’HNO3 afin d’obtenir une solution d’environ 1000 

µg.g
-1

 Fe ; soit sous la forme d’une solution marquée certifiée en 
57

Fe à (10,05 ± 0,17) mg.kg
-1

 Fe 

(Certipur Reference Material Spike Solution, IRMM/Merck). La solution multiélémentaire utilisée 

pour la vérification de la sensibilité de l’HR-ICPMS provient de chez Thermo Fisher Scientific 

(Allemagne) ainsi que la solution Tune B pour l’iCAP Qc ICP-Q-MS et celle pour l’Agilent 7700x 

sont fournies par Agilent Technologies (Tuning solution for ICPMS 7500 CS). L’eau ultra pure de 

18,2 M.cm est obtenue en utilisant le système Milli-Q (Millipore SAS, France). Tous les réactifs 

sont des réactifs analytiques de haute pureté et les solutions sont préparées par gravimétrie dans une 

salle blanche classée ISO 7 à partir de la norme 14644-1.  

1.2. Échantillons et traitement des échantillons 

1.2.1. Echantillons étudiés 

Les échantillons analysés sont des sérums d’origines animale et humaine. Le premier 

échantillon (SRM 1598a) est un matériau de référence certifié provenant du laboratoire national de 

métrologie des Etats-Unis (le NIST) constitué d’un sérum congelé d’origine animale (mélange de 

sérum bovin et porcin) certifié pour différents éléments dont le Fe. Les trois autres échantillons sont 

des sérums d’origine humaine. L’échantillon « ERM
®
-DA 120a Frozen human serum – trace metals » 

du LGC (LGC Standards, Royaume-Uni) est un sérum congelé certifié en Cu, sélénium (Se) et Zn. 

L’échantillon « CRM BCR
®
-637 Human serum » est un sérum congelé certifié en Al, Se et Zn par 

l’IRMM (Institute for Reference Materials and Measurements, UE). Le dernier échantillon de sérum « 

B17 » a été fourni par l’ANSM (Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de la 

santé) à l’occasion d’un contrôle national de qualité des analyses de biologie médicale effectué en 

décembre 2012 [193]. Il se présente sous forme lyophilisée.  

Un échantillon de matrice différente, sang total, « Seronorm™ - Trace Elements Whole Blood 

L-1 » provenant de chez Sero (Norvège) est étudié. Il se présente sous forme lyophilisée. Le Tableau 

16 récapitule les informations relatives aux échantillons utilisés. Afin de comparer les différentes 
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concentrations en Fe, l’unité utilisée sera « la micromole par litre » (μmol.L
-1

) qui est généralement 

rencontrée en biochimie clinique. Si besoin, la conversion de l’unité en « microgramme par litre,  

μg.L
-1

» est faite en divisant par la masse molaire exacte du Fe (MFe = 55,845 g.mol
-1

). 

Tableau 16 : Récapitulatif des informations relatives aux échantillons étudiés. 

Échantillon Type de matrice Concentration 

(µmol.L
-1

 Fe) 

Masse volumique 

(g.mL
-1

) 

NIST SRM 1598a Sérum congelé, d’origine animale 30,1 ± 1,1 (k=2) 1,0274 ± 0,0006 

ERM
®
-DA 120a Sérum congelé, d’origine humaine 9,5 ± 0,4 (k=2,2) 1,0226 ± 0,0203 

BCR
®
-637 Sérum congelé, d’origine humaine - 1,0237 ± 0,0006 

B17 Sérum lyophilisé, d’origine animale 24,4 ± 0,8 1,0270 ± 0,0001 

Seronorm™  Sang lyophilisé, d’origine animale 5927,1 ± 590,9 (k=2) 1,0307 ± 0,0001 
k représente le facteur d’élargissement 

 

1.2.2. Matériel 

La digestion acide assistée par système micro-ondes est réalisée avec le système Discover SP-

D (CEM Corporation, Matthews, États-Unis).  

Les balances utilisées présentent les caractéristiques suivantes: 

- Balance avec une capacité maximum de 200 g et une résolution de 0,1 mg (Mettler Toledo). 

- Balance avec une capacité maximum de 30 g et une résolution de 0,001 mg (Sartorius). 

Les balances sont étalonnées périodiquement (tous les 6 mois) et vérifiées quotidiennement en 

utilisant des masses étalons. 

Les tubes de minéralisation utilisés sont d’une contenance de 10 mL en Pyrex (CEM 

Corporation, Matthews, Etats-Unis) et les tubes de préparation sont de 50 mL en polypropylène 

(115/28, gradué, stérilisé, AnaLab, France). 

1.2.3. Traitement des échantillons 

Les échantillons sont préparés à partir de sérums congelés (SRM 1598a, ERM-DA 120a, CRM 

BCR-637), de sérum lyophilisé (B17) ou de sang lyophilisé (Seronorm™). Pour les échantillons 

congelés, aucune étape de mise en solution préliminaire n’est nécessaire. Pour l’échantillon lyophilisé 

de sérum, B17, une étape de reconstitution est réalisée. Une quantité de 5 mL d’eau est ajoutée 

directement à la poudre par gravimétrie (d = 0,1 mg). Après 30 min de repos, le mélange est agité 

doucement afin d’homogénéiser la solution. Ainsi la valeur réelle de l’échantillon B17 doit être 

corrigée de la mise en solution en prenant en compte sa masse finale (4,9753 ± 0,0001 g) et la 

concentration donnée dans le Tableau 16. La concentration cible pour l’échantillon B17 est ainsi de 

24,5 ± 0,8 µmol.L
-1

 Fe.  

Une étape de reconstitution de l’échantillon de sang lyophilisé, Seronorm™, a aussi été 

effectuée. Une quantité de 3 mL d’eau est ajoutée directement à la poudre en agitant doucement et 

évaluée par gravimétrie (d = 0,1 mg). Ainsi la valeur réelle de notre échantillon doit être corrigée de la 
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mise en solution en prenant en compte sa masse finale (3,2588 ± 0,0001 g) et la concentration donnée 

dans le Tableau 16. La concentration cible pour l’échantillon de Seronorm™ est donc de 5456,4 ± 

590,9 µmol.L
-1

 Fe. 

1.3. Détection 

1.3.1. Instrumentation 

La détection s’effectue avec un ICPMS sur les isotopes 
56

Fe et 
57

Fe. Trois instruments de 

mesure différents ont été utilisés dans cette étude : Agilent 7700x ICP-Q-MS (Agilent Technologies, 

USA), iCAP Qc ICP-Q-MS (Thermo Fisher Scientific, Allemagne) et ELEMENT XR™ HR-ICPMS 

(Thermo Fisher Scientific, Allemagne). L’intérêt de travailler avec les trois instruments de mesure est 

de pouvoir comparer leurs performances suivant des approches différentes pour corriger les 

interférences (Chapitre 1, paragraphe 3.1.3.2). 

L’Agilent 7700x ICP-Q-MS est composé d’un nébuliseur de type concentrique (Nebulizer 

Conikal, Glass Expansion, Agilent technologies) et d’une chambre de nébulisation à impact (Spray 

chamber peltier quartz, Agilent technologies) refroidie à 3°C par effet Peltier. Le système est équipé 

de cônes échantillonneur et écrémeur en nickel (Ni) de chez Agilent Technologies. Le Tableau 17 

présente les conditions opératoires utilisées pour l’ICPMS. Les réglages des débits de gaz, la position 

de la torche ainsi que celle de la lentille ionique sont optimisés pour chaque analyse afin d’obtenir une 

sensibilité maximale sur une solution multiélémentaire (Li, Ce, Mg, Co, Y, Tl) à 1 µg.kg
-1

 dans 2 % 

d’HNO3. La cellule est utilisée en mode réactionnel avec un débit d’H2 de 5 mL.min
-1

 permettant 

d’obtenir un signal sur bruit suffisant et d’éliminer les interférences 
40

Ar
16

O
+
 du 

56
Fe et.

 40
Ar

16
OH

+
 du 

57
Fe. 

Tableau 17 : Conditions opératoires de l’Agilent 7700x ICP-Q-MS pour la détection du 
56

Fe et 
57

Fe. 

Agilent 7700x ICP-Q-MS 

Paramètres du plasma 

Puissance 1 550 W 

Débit gaz auxiliaire 1,0 L.min
-1

 

Débit gaz vecteur 1,0 L.min
-1

  

Débit plasmagène 15 L.min
-1

 

Paramètres d’acquisition 

Isotopes mesurés 
56

Fe, 
57

Fe 

Temps d’acquisition/point 4 s 

Nombre de points/pic 3 

Répétition 5 

Paramètres de la cellule de collision/réaction 

Débit H2 5 mL.min
-1

 

Biais CCT - 18 V 

Biais quadripôle - 15 V 

 

L’iCAP Qc ICP-Q-MS est composé d’un nébuliseur de type concentrique (Conikal 

Nebulizer, Thermo Fisher Scientific) et d’une chambre de nébulisation cyclonique (Quartz Cyclonic 
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Spray Chamber, Thermo Fisher Scientific) refroidie à 3°C par effet Peltier. Le système est équipé de 

cônes échantillonneur et écrémeur (0,5 mm avec insert) en Ni de chez Thermo Fisher Scientific. Le 

Tableau 18 présente les conditions opératoires utilisées pour l’ICPMS. Les réglages des débits de gaz, 

la position de la torche ainsi que celle de la lentille ionique sont optimisés pour chaque analyse afin 

d’obtenir une sensibilité maximale sur une solution multiélémentaire (Ba, Bi, Li, Ce, Co, In, U) à 1 

µg.kg
-1

 dans 2 % d’HNO3 et 0,5 % d’HCl. La cellule est utilisée en mode collision avec un débit d’He 

de 4 mL.min
-1

 permettant d’obtenir un signal sur bruit suffisant et d’éliminer les interférences 
40

Ar
16

O
+
 

du 
56

Fe et.
 40

Ar
16

OH
+
 du 

57
Fe. 

Tableau 18 : Conditions opératoires de l’iCAP Qc ICP-Q-MS pour la détection du 
56

Fe et 
57

Fe. 

iCAP Qc ICP-Q-MS 

Paramètres du plasma 

Puissance 1 550 W 

Débit gaz auxiliaire 0,8 L.min
-1

 

Débit gaz vecteur 1,05 L.min
-1

  

Débit plasmagène 14 L.min
-1

 

Paramètres d’acquisition pour la détermination 

par ID 

Isotopes mesurés 
56

Fe, 
57

Fe 

Temps d’acquisition 0,2 s 

Nombre de balayage 60 

Répétition 5 

Paramètres d’acquisition pour la mesure des 

abondances isotopiques 

Isotopes mesurés 
56

Fe, 
57

Fe, 
54

Fe, 
58

Fe 

Temps d’acquisition 0,2 s 

Nombre de balayage 60 

Répétition 5 

Paramètres de la cellule de collision/réaction 

Débit He 4 mL.min
-1

 

Biais CCT - 21 V 

Biais quadripôle - 18 V 

 

L’ELEMENT XR™ HR-ICPMS est composé d’un nébuliseur de type concentrique 

(Nebulizer Meinhardt, Thermo Fisher Scientific) et d’une chambre de nébulisation à impact (Spray 

chamber peltier quartz, Thermo Fisher Scientific) refroidie à 3°C par effet Peltier. Le système est 

équipé de cônes échantillonneur et écrémeur de hautes performances en Ni de chez Thermo Fisher 

Scientific. L’analyseur est à double focalisation : champ magnétique puis champ électrique. Deux 

types de détecteurs sont présent : un collecteur de Faraday et un multiplicateur d’électrons SEM 

(Multiplicateurs d’électrons secondaires). Le Tableau 19 présente les conditions opératoires utilisées 

pour l’ICPMS. Les réglages des débits de gaz, la position de la torche ainsi que celle de la lentille 

ionique sont optimisés pour chaque analyse afin d’obtenir une sensibilité maximale sur une solution 

multiélémentaire (Li, B, Na, K, Sc, Fe, Co, Ga, Y, Rh, In, Ba, Lu, Tl, U, Si) à 0,2 µg.kg
-1

 dans 2 % 

d’HNO3. 
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Tableau 19 : Conditions opératoires de l'ELEMENT XR™ HR-ICPMS pour la détection du 
56

Fe 

et 
57

Fe. 

ELEMENT XR HR-ICPMS 

Paramètres du plasma 

Puissance 1 550 W 

Débit gaz auxiliaire 0,8 L.min
-1

 

Débit gaz vecteur 1,00 – 1,10 L.min
-1

  

Débit plasmagène 16 L.min
-1

 

Paramètres d’acquisition pour la 

détermination par ID 

Mode d’acquisition Intensités 

Type d’intégration Moyenne 

Isotopes mesurés 
56

Fe, 
57

Fe 

Temps d’intégration/point 0,05 s 

Nombre de points/pic 20 

Nombre de balayage 15 

Répétition 5 

Fenêtre de masse 100 

Paramètres d’acquisition pour la mesure 

des abondances isotopiques 

Mode d’acquisition Intensités 

Type d’intégration Moyenne 

Isotopes mesurés 
56

Fe, 
57

Fe, 
54

Fe, 
58

Fe 

Temps d’intégration/point 0,05 s 
54

Fe, 
58

Fe, 
57

Fe 

0,02 s 
56

Fe 

Nombre de points/pic 20 

Nombre de balayage 15 

Répétition 5 

Fenêtre de masse 100 

Paramètres de la moyenne résolution 

Résolution Moyenne résolution 

(m/Δm = 4500) 

Masse de l’aimant 55,934 

Temps de stabilisation de 

l’aimant 

0,001 s 

 

Les réglages sont effectués pour les trois types de résolution : basse, moyenne et haute. Pour l’analyse 

du Fe, la moyenne résolution (m/Δm = 4500) est utilisée afin d’éviter les interférences polyatomiques 

(
40

Ar
16

O
+
, 

40
Ar

16
OH

+
). La séparation des interférents est vérifiée avant l’analyse comme présenté dans 

la Figure 26 avec l’exemple du 
56

Fe. De plus, malgré l’étalonnage en masse effectuée sur l’ensemble 

des éléments, des légers décalages peuvent être observés en moyenne et haute résolutions. Ainsi pour 

les isotopes du Fe un recalage en masse est effectué (nommé MassOffset) tous les jours. 
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Figure 26 : Spectre de masse pour le 
56

Fe et l'interférent 
40

Ar
16

O en moyenne résolution d’une 

solution de Fe à 0,2 µg.kg
-1

. 

1.3.2. Optimisation de la détection 

Afin d’améliorer l’exactitude et la justesse de comptage des ICPMS pour mettre en œuvre 

l’ID, des essais ont été réalisés. Le biais en masse et le temps mort sont les principaux facteurs 

perturbant la justesse de comptage. De plus, l’utilisation de l’ID nécessite la mesure d’isotopes libres 

d’interférences, donc il est indispensable de vérifier l’absence d’interférences pour les isotopes 

d’intérêt. 

1.3.2.1. Temps mort du détecteur 

Les détecteurs multiplicateurs d'électrons fonctionnant en mode «comptage d'ions» (mode le 

plus couramment utilisé en ICPMS) doivent être étalonnés avant utilisation. En effet, le temps mort, 

qui correspond à la période nécessaire au détecteur pour prendre en compte l’impulsion induite par un 

ion, doit être réglé. Durant cet instant, si un second ion frappe le détecteur tandis que l'impulsion 

induite par l’ion précédent traverse encore le système de détection, alors le signal provenant du second 

ion ne sera pas détecté. Le détecteur est aveugle pour cet ion, jusqu'à ce que l'impulsion précédente 

soit comptée.  

Le temps mort peut être déterminé en surveillant, par exemple, le rapport isotopique 
238

U/
235

U 

à différentes concentrations. Une fois les données recueillies, le rapport isotopique normalisé 

(Rmesuré/Rthéorique) est tracé en fonction du temps mort. L’intersection des différentes courbes donne la 

valeur du temps mort du détecteur [194].  

Ainsi, une conséquence du temps mort dans la mesure de rapport isotopique est l'écart entre le 

rapport mesuré et le « vrai rapport », dû aux effets de temps mort dans la mesure de l'isotope le plus 

abondant, ainsi une correction peut être nécessaire, comme le montre la Figure 27.  



CHAPITRE 2 : Fer total   1. Matériels et méthodes 

 

106 

 

 

Figure 27 : Représentation du signal théorique de l'uranium à l'isotope 238 et du signal mesuré. 

Lorsque l’on trace la réponse du détecteur par rapport à une concentration croissante d'analyte 

(par exemple, l’uranium), nous observons qu’à des concentrations élevées, le signal commence à se 

courber de telle sorte que le signal détecté soit inférieur à celui prévu pour la concentration mesurée. 

Cette perte, qui ne concerne que les données de comptage d'impulsions et non analogiques, est due au 

temps mort du détecteur. Pour corriger les pertes de taux de comptage, une équation simple (appliquée 

automatiquement dans les logiciels ICPMS) est utilisée. 

 

𝑰𝒄𝒐𝒓𝒓𝒊𝒈é𝒆 =  
𝑰𝒎𝒆𝒔𝒖𝒓é𝒆

(𝟏− 𝑰𝒎𝒆𝒔𝒖𝒓é𝒆 𝝉)
   Équation 15 

Avec 

- 𝐼𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑔é𝑒 : l’intensité corrigée,  

- 𝐼𝑚𝑒𝑠𝑢𝑟é𝑒 : l’intensité mesurée,  

- 𝜏 : le temps mort (en s) 

Les temps morts des ICPMS utilisés dans cette étude sont regroupés dans le Tableau 20. 

Tableau 20 : Temps morts utilisés pour les ICPMS de cette étude. 

 Agilent 7700x ICP-Q-MS iCAP Qc ICP-Q-MS ELEMENT XR HR-ICPMS 

Temps mort 50 ns 40 ns  9 ns 

 

1.3.2.2. Biais en masse 

Tous les spectromètres de masse présentent une polarisation de masse qui se traduit par un 

rapport isotopique mesuré qui est systématiquement différent du vrai rapport isotopique d'un élément 

dans un échantillon. Le biais en masse est normalement plus élevé pour les petites masses et plus 
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faible pour les grandes masses. Pour les ICPMS, ce biais change avec les conditions de 

fonctionnement instrumentales et de dérive avec le temps. La dérive peut être significative par rapport 

à la précision des mesures du rapport. Ainsi, pour obtenir les plus hautes précision et exactitude, il est 

nécessaire de mesurer et de corriger le biais en masse et sa dérive pendant le fonctionnement de 

l'instrument [195]. 

Pour l’analyse du Fe, les rapports mesurés, par exemple 
56

Fe/
57

Fe, ont été corrigés par le biais 

en masse en utilisant l'équation 16: 

𝒌 =  
𝑹𝒄

𝑹𝒎(𝑹𝑴)
   Équation 16 

Avec 

- k : le facteur de correction de masse pour le rapport 
56

Fe/
57

Fe,  

- Rc : la valeur certifiée par l’IUPAC du rapport isotopique 
56

Fe/
57

Fe, 

- Rm (RM) : la valeur mesurée pour le rapport 
56

Fe/
57

Fe dans le matériau de référence.  

Dans notre cas, l’étalon de Fe de haute pureté ayant les abondances naturelles de Fe est utilisé 

comme matériau de référence (Rc est donc une valeur tabulée). La concentration de cet étalon doit être 

similaire à celle du Fe dans l'échantillon. Ensuite, les rapports 
56

Fe/
57

Fe mesurés sont normalisés en 

utilisant le facteur de correction de masse dans l'équation 17: 

 

𝑹𝒏 = 𝒌 ∙ 𝑹𝒎    Équation 17 

où Rn est le rapport 
56

Fe/
57

Fe normalisé et Rm est le rapport 
56

Fe/
57

Fe mesuré. 

  

Le Tableau 21 regroupe les différents paramètres utilisés afin de calculer le biais en masse 

(
56

Fe/
57

Fe). 

Tableau 21 : Paramètres moyens afin d’évaluer le biais en masse obtenus pour les ICPMS de 

cette étude pour les rapports mesurés 
56

Fe/
57

Fe. 

 Agilent 7700x ICP-Q-MS iCAP Qc ICP-Q-MS ELEMENT XR HR-ICPMS 

Rm 1,022  0,035 0,979  0,042 1,078  0,044 

k 1,074  0,003 1,100  0,003 0,985  0,006 

Rn 1,098  0,038 1,076  0,047 1,062  0,044 

  

Ainsi, en prenant en compte le biais en masse et l’équation 11 de l’ID du Chapitre 1, on 

obtient l’équation suivante pour la détermination de la fraction massique de l’échantillon par ID : 

𝑾𝒔  =  𝑾𝒔𝒑 ∙
𝒎𝒔𝒑

𝒎𝒔
∙

𝑴𝒔

𝑴𝒔𝒑
∙ (

𝑨𝒔𝒑
𝒃  𝑹𝒎 𝒌− 𝑨𝒔𝒑

𝒂

𝑨𝒔
𝒂 − 𝒌 𝑹𝒎𝑨𝒔

𝒃 )  Équation 18 
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1.3.2.3. Vérification de l’absence d’interférences 

Afin de vérifier qu’il n’y a pas d’interférence sur les isotopes utilisés pour l’ID, des essais ont 

été réalisés avec l’utilisation de l’écart normalisé (EN). Cet outil statistique permet de comparer deux 

valeurs au regard de leur incertitude afin de déterminer si elles sont significativement différentes 

[196]. Le calcul de EN s’effectue grâce à l’équation suivante : 

 

𝑬𝑵 =  |
𝑹é𝒄𝒉− 𝑹𝒔𝒕𝒅

√𝒖²𝑹é𝒄𝒉
+ 𝒖²𝑹𝒔𝒕𝒅

+ 𝒖²𝒏𝒂𝒕 
|   Équation 19 

Avec:  

− 𝑅é𝑐ℎ correspond au rapport isotopique mesuré de l’échantillon 

− 𝑅𝑠𝑡𝑑 correspond au rapport isotopique issu de la mesure faite sur une solution étalon 

− 𝑢𝑅é𝑐ℎ
 et 𝑢𝑅𝑠𝑡𝑑

 correspondent aux incertitudes-types de Réch et Rstd respectivement  

− 𝑢𝑛𝑎𝑡 correspond à la variabilité naturelle sur le rapport théorique [24, 25]. L’introduction de ce 

dernier terme est la modification apportée à la formule originelle. 

Le test est satisfaisant si EN est inférieur à 2 (pour un intervalle de confiance de 95 %). L’EN 

est déterminé sur les différents échantillons avant la mise en place de l’ID. 

 

Le Tableau 22 montre un exemple de vérification d’absence d’interférences sur les isotopes 

54, 56, 57 et 58 du Fe dans le SRM 1598a en moyenne résolution (R = 4500). 

Tableau 22 : Ecart normalisé pour la vérification d'absence d'interférences sur les isotopes 54, 

56, 57 et 58 du Fe dans le matériau de référence SRM 1598a par HR-ICPMS. 

 
54

Fe/
56

Fe 
56

Fe/
57

Fe 
58

Fe/
56

Fe 

Réch 0,061  0,001 43,621  0,745 0,003  0,001 

Rstd  0,060  0,001 43,925  0,464 0,003  0,001 

EN 0,79 < 2 0,32 < 2 0,88 < 2 

 

Les EN étant tous inférieurs à 2, il n’y a pas d’interférence sur les quatre isotopes stables du Fe 

dans l’échantillon SRM 1598a. Ceci est aussi vérifié sur tous les autres échantillons. 

1.4. Mise en place du protocole de la double ID-ICPMS 

Afin d’assurer le caractère primaire de la méthode, une approche métrologique de l’ID est par 

ailleurs nécessaire où les isotopes considérés seront le 
56

Fe et le 
57

Fe. Le protocole fait intervenir 

plusieurs étapes qui sont synthétisées dans la Figure 28. 
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Figure 28 : Les différentes étapes nécessaires pour appliquer la double ID comme méthode 

primaire. 

A/ Les abondances isotopiques de l’étalon de haute pureté (𝐴𝑒𝑡𝑎
𝑎 , 𝐴𝑒𝑡𝑎

𝑏 ), de l’étalon marqué (𝐴𝑠𝑝
𝑎 , 𝐴𝑠𝑝

𝑏 )  

et de l’échantillon (𝐴𝑠
𝑎  , 𝐴𝑠

𝑏) doivent être déterminées.  

B/ Cette étape correspond à l’ID directe. La fraction massique, Ws, de l’élément à doser (Fe) contenu 

dans l’échantillon est déterminée à partir de la mesure du rapport des isotopes A et B (respectivement 

56
Fe et 

57
Fe) dans le mélange « échantillon-étalon marqué » (𝑅𝑑𝑖𝑟

𝑎 𝑏⁄
). Ainsi l’équation 18 devient : 

 

𝑾𝒔  =  𝑾𝒔𝒑 ∙
𝒎𝒔𝒑𝒅

𝒎𝒔
∙

𝑴𝒔

𝑴𝒔𝒑
∙ (

𝑹𝒅𝒊𝒓

𝒂
𝒃⁄

𝑨𝒔𝒑
𝒃  𝒌𝒅𝒊𝒓− 𝑨𝒔𝒑

𝒂

𝑨𝒔
𝒂 − 𝑨𝒔

𝒃 𝒌𝒅𝒊𝒓 𝑹𝒅𝒊𝒓

𝒂
𝒃⁄

 
)   Équation 20 

 

C/ Lors de l’application de la double ID, la fraction massique de l’étalon marqué (Wsp) doit être 

évaluée lors de chaque utilisation si l’étalon marqué n’est pas certifié en concentration. Cette étape 

correspond à l’ID inverse. 

Ainsi l’équation 20 correspondante au calcul de la fraction massique de l’échantillon est 

adaptée pour la détermination de la fraction massique de l’étalon marqué. Un mélange « étalon-étalon 

marqué » est mesuré par ICPMS où l’étalon est de haute pureté. L’équation 20 est donc adaptée en 

remplaçant, la fraction massique de l’étalon marqué, Wsp, comme valeur à déterminer et où la fraction 

massique de l’étalon, Weta, est calculée par gravimétrie. L’équation de l’ID inverse peut s’écrire de la 

manière suivante : 
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𝑾𝒔𝒑  =  𝑾𝒆𝒕𝒂 ∙
𝒎𝒆𝒕𝒂

𝒎𝒔𝒑𝒊

∙
𝑴𝒔𝒑

𝑴𝒆𝒕𝒂
∙ (

𝑨𝒆𝒕𝒂
𝒃 − 𝒌𝒊𝒏𝒗 𝑹𝒊𝒏𝒗

𝒂/𝒃
 𝑨𝒆𝒕𝒂 

𝒂

𝒌𝒊𝒏𝒗 𝑨𝒔𝒑
𝒂 𝑹𝒊𝒏𝒗

𝒂/𝒃
− 𝑨𝒔𝒑

𝒃
)    Équation 21 

 

Ci-dessous sont indiquées les équations utilisées pour calculer la concentration du Fe dans le 

sérum. La fraction massique dans le mélange « échantillon-étalon marqué » (Ws, g.g
-1

 Fe) est calculée 

en utilisant l'équation 20 de l’ID directe où Wsp est calculé selon l’équation 21. Enfin, en tenant 

compte des dilutions initiales et de la densité du sérum, on peut calculer la concentration en Fe dans le 

sérum (Cserum, g.L
-1

 Fe) en appliquant l'équation 23: 

 

𝑾𝒔 =  𝑾𝒔𝒑 ∙
𝒎𝒆𝒕𝒂

𝒎𝒔𝒑𝒊

∙
𝒎𝒔𝒑𝒅

𝒎𝒔
∙

(𝑨𝒆𝒕𝒂
𝒂 − 𝑹𝒊𝒏𝒗

𝒂/𝒃
 𝒌𝒊𝒏𝒗 𝑨𝒆𝒕𝒂

𝒃 )

(𝑹𝒊𝒏𝒗
𝒂/𝒃

 𝒌𝒊𝒏𝒗 𝑨𝒔𝒑
𝒃 − 𝑨𝒔𝒑

𝒂 )
∙

(𝑹𝒅𝒊𝒓
𝒂/𝒃

 𝒌𝒅𝒊𝒓 𝑨𝒔𝒑
𝒃 − 𝑨𝒔𝒑

𝒂 )

(𝑨𝒔
𝒂− 𝑹𝒅𝒊𝒓

𝒂/𝒃
 𝒌𝒅𝒊𝒓 𝑨𝒔

𝒃)
   Équation 22 

𝑪𝒔𝒆𝒓𝒖𝒎 =  𝑾𝒔 ∙ 𝑭𝒅𝒊𝒍𝒖𝒕𝒊𝒐𝒏 ∙ 𝝆𝒔𝒆𝒓𝒖𝒎       Équation 23 

 

Avec: 

- 𝑊𝑠𝑝 : fraction massique de l’étalon marqué dans le mélange « étalon-étalon marqué »  (g.g
-1

 Fe) 

- 𝑚𝑒𝑡𝑎 : masse de l’étalon dans le mélange « étalon-étalon marqué » (g)  

- 𝑚𝑠𝑝𝑖
 : masse de l’étalon marqué dans le mélange « étalon-étalon marqué » (g) 

- 𝐴𝑒𝑡𝑎
𝑎  : abondance naturelle de l’isotope A (

56
Fe) dans l’étalon (valeur IUPAC) 

- 𝐴𝑒𝑡𝑎
𝑏  : abondance naturelle de l’isotope B (

57
Fe) dans l’étalon (valeur IUPAC) 

- 𝑅𝑖𝑛𝑣
𝑎/𝑏

 : rapport isotopique 
56

Fe/
57

Fe dans le mélange « étalon-étalon marqué » 

- 𝑘𝑖𝑛𝑣 : facteur de correction de biais en masse pour l’IDMS inverse 

- 𝐴𝑠𝑝
𝑎  : abondance de l’isotope A (

56
Fe) dans l’étalon marqué 

- 𝐴𝑠𝑝
𝑏  : abondance de l’isotope B (

57
Fe) dans l’étalon marqué 

- 𝑚𝑠𝑝𝑑
 : masse de l’étalon marqué dans le mélange « échantillon-étalon marqué » (g) 

- 𝑚𝑠 : masse de l’échantillon dans le mélange « échantillon-étalon marqué » (g) 

- 𝑅𝑑𝑖𝑟
𝑎/𝑏

 : rapport isotopique 
56

Fe/
57

Fe dans le mélange « échantillon-étalon marqué » 

- 𝑘𝑑𝑖𝑟 : facteur de correction de biais en masse pour l’IDMS directe 

- 𝐴𝑠
𝑎 : abondance de l’isotope A (

56
Fe) dans l’échantillon 

- 𝐴𝑠
𝑏 : abondance de l’isotope B (

57
Fe) dans l’échantillon 

- 𝐹𝑑𝑖𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 : facteur de dilution du sérum 

- 𝜌𝑠𝑒𝑟𝑢𝑚 : masse volumique du sérum (g.mL
-1

) 

 

En combinant les équations 22 et 23, on obtient l’équation finale suivante qui permet de 

déterminer la concentration de l’échantillon (g.L
-1

 Fe) : 
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𝑪𝒔 =  𝑾𝒔𝒑 ∙
𝒎𝒆𝒕𝒂

𝒎𝒔𝒑𝒊

∙
𝒎𝒔𝒑𝒅

𝒎𝒔
∙

(𝑨𝒆𝒕𝒂
𝒂 − 𝑹𝒊𝒏𝒗

𝒂/𝒃
 𝒌𝒊𝒏𝒗 𝑨𝒆𝒕𝒂

𝒃 )

(𝑹𝒊𝒏𝒗
𝒂/𝒃

 𝒌𝒊𝒏𝒗 𝑨𝒔𝒑
𝒃 − 𝑨𝒔𝒑

𝒂 )
∙

(𝑹𝒅𝒊𝒓
𝒂/𝒃

 𝒌𝒅𝒊𝒓 𝑨𝒔𝒑
𝒃 − 𝑨𝒔𝒑

𝒂 )

(𝑨𝒔
𝒂− 𝑹𝒅𝒊𝒓

𝒂/𝒃
 𝒌𝒅𝒊𝒓 𝑨𝒔

𝒃)
∙ 𝑭𝒅𝒊𝒍𝒖𝒕𝒊𝒐𝒏 ∙ 𝝆𝒔𝒆𝒓𝒖𝒎 Équation 24 

 

La procédure analytique pour la mise en place de la double ID-ICPMS peut donc être décrite. 

Tout d’abord, afin d’évaluer la gamme de concentrations dans laquelle se situent les échantillons et 

d’adapter, en conséquence, la double ID aux échantillons, une estimation préliminaire de la 

concentration des échantillons en Fe est effectuée à l’aide d’un étalonnage externe puis en réalisant des 

ajouts dosés sur l’échantillon afin de vérifier si les résultats sont comparables lorsque les matrices des 

échantillons sont plus complexes.  

Le principe de la double ID-ICPMS est représenté par la Figure 29. Toutes les étapes de 

préparation sont réalisées par gravimétrie jusqu’à l’ajout de l’étalon marqué (
57

Fe). Dans chaque cas, 

l’étalon marqué doit être ajouté à l’échantillon le plus tôt possible lors du traitement.  

Pour l’ID directe, une quantité d’étalon marqué (
57

Fe) est ajoutée à l’échantillon afin d’obtenir 

un rapport isotopique égal à 1 (
56

Fe/
57

Fe) puis l’ensemble (0,15 g à 0,30 g) est digéré sous champ de 

micro-ondes par 2 mL d’HNO3. La température du système est programmée pour augmenter à 185 °C 

en 4 min. Cette température est maintenue durant 2 min puis le système refroidit en environ 4 min. La 

pression maximum est de 27 bars et la puissance maximum est de 300 W. Les résidus de 

minéralisation sont ensuite repris dans 50 mL d’eau Milli-Q afin d’obtenir une concentration finale 

en Fe comprise entre 5 et 15 µg.kg
-1

 Fe (0,1 à 0,3 µmol.L
-1

 Fe). Au moins quatre mélanges 

«échantillon-étalon marqué» ont été préparés par gravimétrie (balance d = 0,1 mg).  Les échantillons 

obtenus sont analysés par ICPMS.  
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Figure 29 : Principe de la double ID appliquée pour l'analyse du Fe dans du sérum par ID-

ICPMS. 

Afin de mettre en place la double ID-ICPMS pour assurer le caractère primaire de la méthode, 

il est nécessaire de réaliser simultanément une caractérisation de l’étalon marqué en 
57

Fe par ID 

inverse. La préparation des mélanges « échantillon-étalon marqué » pour l’ID directe et « étalon-étalon 

marqué » pour l’ID inverse a été réalisée de telle sorte que les rapports isotopiques soient égaux entre 

eux (à 5 % près). Pour l’ID inverse, une quantité identique d’étalon marqué ainsi que d’un étalon de 

haute pureté (BNM-001) en Fe est mise en solution acidifiée (2 % HNO3) afin d’obtenir un rapport 

isotopique égal à 1 (
56

Fe/
57

Fe). L’étape de digestion acide par micro-ondes n’est pas nécessaire dans ce 

cas-là. La concentration finale des solutions est comprise entre 5 et 15 µg.kg
-1

 Fe (0,1 à 0,3 µmol.L
-1

 

Fe). Au moins quatre mélanges « étalon-étalon marqué » ont été préparés par gravimétrie (balance d = 

0,1 mg) où deux solutions mères indépendantes de 1 000 mg.kg
−1

 Fe de haute pureté sont utilisées 

pour préparer les mélanges. Par conséquent les mélanges « étalon-étalon marqué » sont indépendants 

deux à deux. Les échantillons obtenus sont analysés par ICPMS en même temps que ceux de l’ID 

directe. 

Enfin, le biais en masse est calculé à partir de l’analyse d’une solution d’étalon de haute pureté 

en Fe à 2 % d’HNO3. Cette solution est préparée afin d’obtenir une concentration finale du même 
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ordre de grandeur que les différents mélanges analysés c’est-à-dire entre 5 et 15 µg.kg
-1

 Fe (0,1 à 0,3 

µmol.L
-1

 Fe). 

Parallèlement, une évaluation préliminaire de la teneur en Fe des flacons en Pyrex® utilisés 

pour la minéralisation est réalisée par ICPMS. Pour cela, avant chaque analyse, une série de dix 

blancs, contenant 2 % d’HNO3 dans 50 mL d’eau, est préparée selon le même protocole que pour les 

échantillons. Les tubes de minéralisation ayant une concentration en Fe supérieure 10 µg.kg
-1

 Fe sont 

écartés. 

La quantification du Fe a été réalisée sur des jours différents pour chaque échantillon et au 

moins 3 réplicats (n=3) ont été analysés. Une séquence typique de double ID-ICPMS est donnée ci-

dessous: 

- Biais en masse : étalon de Fe (≈ 5-15 µg.kg
-1

 Fe) 

- Mélange direct ID-ICPMS (« échantillon-étalon marqué ») 

- Mélange inverse ID-ICPMS (« étalon-étalon marqué ») 

- Biais en masse : étalon de Fe (≈ 5-15 µg.kg
-1

 Fe) 

- Mélange direct ID-ICPMS (« échantillon-étalon marqué ») 

- etc. 

1.5. Évaluation des incertitudes 

La comparabilité des résultats de mesure ne peut pas être assurée si une incertitude ne leur est 

pas associée. La démarche élaborée pour calculer les incertitudes dans le cas de l’analyse par double 

ID-ICPMS repose sur la méthode analytique préconisée par le GUM [15]. Il est possible de découper 

le calcul de l’incertitude en quatre étapes : 

A/ Définition du mesurande avec l’écriture du modèle mathématique le représentant : 

Dans le cadre de l’ID, le mesurande est la concentration de l’échantillon à déterminer (Cs), son 

modèle mathématique est l’équation générale de la double ID (équation 24) à laquelle se rajoutent les 

différentes corrections des données (biais en masse, masse volumique, …). Les différents paramètres 

pris en compte dans le calcul de Cs et de u(Cs) sont représentés dans le diagramme de causes et effets 

de la Figure 30. 
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Figure 30 : Diagramme de causes et effets permettant de visualiser les facteurs pris en compte 

dans le calcul de l'incertitude de Cs. 

B/ Evaluation de l’incertitude-type de chaque grandeur d’entrée : 

A chaque paramètre de l’équation de Cs (équation 24) sont associés son type de variable (type 

A pour des valeurs expérimentales ou type B pour des valeurs tabulées ou certifiées), son incertitude-

type et une loi de distribution (qui représente la répartition des valeurs selon leur probabilité de 

présence dans l’intervalle donné). Le Tableau 23 récapitule l’estimation des incertitudes-types pour 

chaque catégorie de facteurs. 
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Tableau 23 : Estimation des incertitudes-types pour chaque catégorie de paramètre pris en 

compte dans le calcul de l'incertitude finale sur la concentration de l'échantillon déterminée par 

ID. 

Source 

d'incertitude 

Type 

d'évaluation 
Loi Incertitude-type 

Pureté de l’étalon 

(P = X  a1) 
B  

(uniforme) 3

a
 

Masse volumique () B  
(uniforme) 3

a
 

Pesées pour préparation de la 

solution étalon primaire, 

dilutions successives 

(mmetal , m1, m2, …) 

/ k=1 
L’incertitude-type est estimée en 

fonction de l’écart maximum toléré, 

de l’incertitude liée à la masse étalon 

utilisée, de celle liée à l’excentration 

et de celle liée à la variation de la 

masse étalon 

Pesées pour préparation des 

mélanges ID 

(meta, mspi, mspd, ms) 

/ k=1 

Abondances isotopiques 

issues des tables IUPAC ou 

des certificats 

B  
3

a
 

Mesures de rapports 

isotopiques 

(s : écart-type de répétabilité 

de p mesures) 

 

A 
/ 

 
s

 

Répétabilité de la méthode 

(s : écart-type des n 

déterminations de Wsp ou Cs) 

A / 

n

s

 

 

C/ Détermination de l’incertitude-type composée du résultat grâce à la loi de propagation des 

incertitudes : 

Le logiciel Wincert (Version V.3.11.2002.0115, Implex, France, logiciel développé au LNE) 

permet de réaliser ce calcul de propagation. 

D/ Expression du résultat accompagné de son incertitude élargie : 

Cette valeur représente un intervalle dont il est attendu qu’il comprenne une fraction élevée de 

la distribution des valeurs qui pourraient être raisonnablement attribuées au mesurande. 

L’incertitude élargie est déterminée selon la formule : 

𝑼 = 𝒌 ∙ 𝒖 (𝑪é𝒄𝒉)   Équation 25 

Avec : 

− 𝑈  est l’incertitude élargie de Céch 

− 𝑢𝐶é𝑐ℎ
 est l’incertitude-type composée de Céch  

− 𝑘 est le facteur d’élargissement (généralement, k = 2) 

Ainsi la concentration peut être accompagnée de son incertitude élargie, U. 
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2. Résultats 

L’objectif est de développer et de valider une méthode primaire pour le dosage du Fe dans 

du sérum. Cette méthode doit permettre un dosage fiable pour des concentrations physiologiques 

comprises entre 10 à 30 µmol.L
-1

 Fe [27]. Cette méthode de référence permettra d’assigner des valeurs 

de référence traçables aux matériaux d’étalonnage et aux échantillons de contrôle de qualité, et aussi 

d’évaluer la justesse des méthodes de routine.  

Un protocole métrologique de l’ID associée à l’ICPMS (double ID-ICPMS) a été mis en place 

pour atteindre cet objectif en caractérisant tout d’abord l’étalon marqué en 
57

Fe utilisé puis en validant 

la méthode par l’analyse d’un CRM (NIST 1598a) et par la participation à une comparaison clé dans le 

cadre du CCQM. 

2.1. Caractérisation de l’étalon marqué en 
57

Fe 

Pour s’assurer de la traçabilité des résultats de mesure, des étalons certifiés en isotopie et en 

teneur ont été utilisés. L’étalon marqué 
57

Fe d’Eurisotop (laboratoire non NMI) n’ayant pas été certifié 

selon un protocole métrologique reconnu, a été caractérisé. L’isotopie de l’étalon marqué 
57

Fe est 

étudiée pour les quatre isotopes stables du Fe : 54, 56, 57 et 58. Pour cela, des solutions d’étalon de Fe 

naturel de haute pureté (BNM-001) et d’étalon marqué en 
57

Fe sont préparées, afin d’obtenir une 

concentration finale d’environ 10 µg.g
-1

 Fe. Les abondances isotopiques sont déterminées par calculs 

après mesures par ICPMS (iCAP Qc ICP-Q-MS et ELEMENT XR™ HR-ICPMS) des rapports 

isotopiques 
54

Fe/
57

Fe, 
56

Fe/
57

Fe, 
58

Fe/
57

Fe. Les conditions expérimentales des deux ICPMS sont 

présentées dans les Tableau 18 et Tableau 19. Le biais en masse du spectromètre de masse a été 

déterminé par rapport aux mesures isotopiques de ces mêmes rapports dans l’étalon de haute pureté en 

Fe à isotopie naturelle. Sur une période de six mois, 8 déterminations (p=8) sur différents jours, de 3 

réplicats (n=3) chacune dans la même journée ont été réalisées pour caractériser la composition 

isotopique de l’étalon marqué enrichi en 
57

Fe. Un test statistique (Cochran) est réalisé afin d’éliminer 

les éventuelles valeurs aberrantes. Le Tableau 24 résume les abondances isotopiques obtenues en 

comparaison avec celles indiquées par le fournisseur. Les incertitudes élargies mentionnées sont celles 

correspondant à deux fois l’incertitude-type composée (k = 2). 

Tableau 24 : Abondances isotopiques de l’étalon marqué en 
57

Fe d’Eurisotop déterminées par 

ICPMS sur une période de six mois. 

 

Abondance 
54

Fe 

(% atomique) 

Abondance 
56

Fe 

(% atomique) 

Abondance 
57

Fe 

(% atomique) 

Abondance 
58

Fe 

(% atomique) 

Abondances évaluées 0,01 ± 0,03 1,39 ± 0,36 96,63 ± 0,40 1,97 ±  0,24 

Valeurs fournies par 

Eurisotop 
0,03 1,65 96,28 2,04 
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Les valeurs obtenues sont compatibles avec celles données par le producteur du métal enrichi. 

Ceci indique que l’isotopie de ce matériau est stable. L’étalon marqué en 
57

Fe présente donc une 

abondance isotopique majoritaire de (96,63 ± 0,40) % pour l’isotope 57. 

La solution d’étalon marqué en 
57

Fe provenant de l’IRMM à 10 mg.kg
-1

 
57

Fe est certifiée en 

abondances isotopiques par ionisation thermique associée à la spectrométrie de masse. Le Tableau 25 

présente les abondances isotopiques certifiées. 

Tableau 25 : Les abondances isotopiques de l'étalon marqué en 
57

Fe de l'IRMM. 

 
Abondance 

54
Fe 

(% atomique) 

Abondance 
56

Fe 

(% atomique) 

Abondance 
57

Fe 

(% atomique) 

Abondance 
58

Fe 

(% atomique) 

Abondances certifiées 0,03 ± 0,66 0,80 ± 0,10 96,06 ± 0,20 3,11 ±  0,16 

 

2.2. Validation de la méthode 

La validation de la méthode (justesse et incertitude) a été réalisée par l’analyse de l’échantillon 

SRM 1598a et en participant à une comparaison interlaboratoire.  

Une série de quatre réplicats (n=4) du matériau SRM 1598a est préparée et analysée sur les 

trois instruments de mesure. Les approches pour corriger les interférences sont différentes pour chaque 

instrument. En effet, l’ELEMENT XR utilise la moyenne résolution pour s’affranchir des interférences 

tandis que les ICP-Q-MS utilisent la CCT en mode collision avec un débit d’He pour l’iCAP Qc et en 

mode réactionnel avec un débit d’H2 pour l’Agilent 7700x. 

La teneur en Fe certifiée par le NIST est de (30,1 ± 1,1) μmol.L
−1

 (k = 2) avec une masse 

volumique d’échantillon de (1,0274 ± 0,0006) g.mL
−1

. Les résultats reportés dans le Tableau 26 sont 

les valeurs moyennes des quatre réplicats pour chaque instrument de mesure avec leurs incertitudes 

élargies de répétabilité (k = 2). Pour l’instrument HR-ICPMS, quatre réplicats (n=4) sur deux jours 

différents (p=2) ont été effectués. Les valeurs mesurées peuvent être comparées à la valeur certifiée en 

utilisant EN [196]. 

Tableau 26 : Concentrations en Fe de l'échantillon de sérum NIST SRM 1598a obtenues par 

double ID-ICPMS avec différents instruments. 

 
(H2) ICP-Q-MS 

(n=4) 

HR-ICPMS 

(n×p=8) 

(He) ICP-Q-MS 

(n=4) 

Concentration 

(µmol.L
-1

 Fe, k=2) 
29,6 ± 0,7 29,7 ± 1,1 29,2 ± 0,7 

Erreur relative (%) - 2 - 1 - 3 

EN 0,8 0,5 1,3 

 

L’EN est calculé pour chaque concentration déterminée avec les trois ICPMS. L’équation 26 

permet de calculer EN. 
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𝑬𝑵 =  |
𝑪é𝒄𝒉− 𝑪𝒄𝒆𝒓𝒕

√𝒖²𝑪é𝒄𝒉
+ 𝒖²𝑪𝒄𝒆𝒓𝒕

|  Équation 26 

Avec:  

− 𝐶é𝑐ℎ correspond à la concentration mesurée de l’échantillon 

− 𝐶𝑐𝑒𝑟𝑡 correspond à la valeur certifiée de l’échantillon 

− 𝑢𝐶é𝑐ℎ
 est l’incertitude-type composée de Céch  

− 𝑢𝐶𝑐𝑒𝑟𝑡
 est l’incertitude-type de Ccert 

Les EN obtenus avec les trois instruments sont inférieurs à 2, ce qui signifie que les valeurs 

mesurées ne sont pas statistiquement significativement différentes de la valeur de référence. La 

méthode développée est donc validée par l’analyse de ce matériau de référence certifié. De plus, 

il n’y a pas de différence significative entre les valeurs des trois instruments donc il n’y a pas d’impact 

du mode de correction des interférents. 

Une deuxième validation a été effectuée lors de la participation du LNE à la comparaison clé 

organisée dans le cadre du CCQM (comparaison CCQM-K107) pilotée en 2013 par le laboratoire de 

métrologie au Royaume-Uni (LGC) sur l’échantillon « ERM-DA 120a » [197]. La méthode de 

quantification retenue par tous les laboratoires, à l’exception du laboratoire numéro 1 (aucune 

information n’est disponible sur la méthode analytique utilisée), est l’ID-ICPMS : six ont utilisé 

l’ICPMS à secteur magnétique et deux, l’ICPMS quadripôle avec une CCT. L’étape de préparation 

d’échantillon choisie par la majorité des participants est une digestion acide par champ de micro-

ondes. Seulement deux laboratoires (numéros 2 et 3) ont réalisé une simple dilution du sérum. Les 

laboratoires ont tous utilisés un étalon marqué en 
57

Fe pour l’application de l’ID-ICPMS. La Figure 

31 montre les résultats obtenus par tous les laboratoires participants. Le laboratoire 1 obtient le résultat 

le plus éloigné de la valeur médiane. Ceci peut s’expliquer par la méthode utilisée différente de celles 

des autres laboratoires qui ont choisi l’ID-ICPMS. 
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Figure 31 : Résultats de l’analyse du Fe total (µg.kg
-1

) dans l’échantillon de sérum ERM-DA 

120a. Les barres d’erreurs représentent les incertitudes-types. La ligne solide correspond à la 

valeur KCRV de 515.63 μg.kg
-1

 Fe tandis que les lignes en pointillées représentent son 

incertitude-type associée pour un k=1. La valeur entourée en rouge correspond à la valeur 

déterminée par le LNE. 

Les résultats obtenus sur l’échantillon ERM-DA 120a par le LNE sont représentés dans le 

Tableau 27. La méthode utilisée est la double ID-ICPMS avec l’étalon marqué 
57

Fe et minéralisation 

des échantillons. 

Tableau 27 : Résultats de la comparaison CCQM-K107 (échantillon ERM®-DA-120a). 

 Valeur de référence mesurée Valeur KCRV* EN 

Concentration (µg.kg
-1

 Fe, k=2) 529 ± 20 516 ± 22 0,87 < 2 

*Valeur médiane obtenue lors de la comparaison 

 

L’échantillon ayant une masse volumique de (1,0226 ± 0,0203) g.mL
-1

, la concentration est 

donc de 9,9 ± 0,4 µmol.L
-1

 Fe avec un facteur d’élargissement de 2. La comparaison des moyennes 

entre les résultats du LNE et la valeur de référence KCRV conduit à un EN inférieur à 2, ce qui montre 

la justesse de la méthode développée et l’absence de biais. On peut noter que la concentration en Fe du 

sérum ERM-DA 120a est environ trois fois moins élevée que celle du sérum SRM 1598a. 

L’incertitude relative obtenue est de l’ordre de 4 %, ce qui est inférieur à l’incertitude cible de la 

comparaison (5 %).  

La méthode développée a été ainsi validée pour un domaine de concentrations en Fe 

comprises entre 9 μmol.L
−1

 et 30 μmol.L
−1

 avec une incertitude élargie (k = 2) inférieure à 5 % 

sur l’ensemble du domaine. 
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2.3. Évaluation de l’incertitude de mesure 

Une évaluation des principales sources d’incertitude est effectuée. La Figure 32 montre un 

exemple de la répartition des composantes d’incertitude pour une mesure individuelle lors de l’analyse 

du SRM 1598a avec les trois ICPMS. 

Les principales sources d’incertitude sont les rapports isotopiques inverses (Rinv) et directs 

(Rdir). La tendance reste sensiblement la même suivant le type d’ICPMS utilisé. L’effet sur 

l’incertitude finale des rapports isotopiques directs a tendance à être plus élevé que celui des rapports 

isotopiques inverses. En effet, le type d’échantillon est différent puisque pour l’ID directe, 

l’échantillon est le sérum donc une matrice complexe, tandis que pour l’ID inverse, l’échantillon est 

une solution d’un étalon de haute pureté.  

 

 

Figure 32 : Répartition des composantes d'incertitude sur la détermination de la concentration 

en Fe par ID-ICPMS en prenant en compte les trois instruments différents. 

D’autres facteurs ont un effet mineur sur l’incertitude finale notamment les facteurs de 

correction de biais en masse (kdir et kinv) ainsi que les différentes prises d’essai (ms, mspd, mspi, meta). 

Tous ces facteurs correspondent au calcul de l’incertitude pour une mesure.  

Cependant, lorsque la valeur finale est calculée sur la base de plusieurs réplicats (ici n=4), la 

fidélité doit être prise en compte. La fidélité est l’étroitesse de l’accord entre les valeurs mesurées 

obtenues par des mesurages répétés [1]. Ce facteur se calcule en divisant l’écart type par la racine 

carrée du nombre de réplicats. Plus la dispersion des résultats est élevée, plus la fidélité sera 

importante. Ainsi la fidélité pour l’ID directe (fdir) et la fidélité pour l’ID inverse (finv) sont prises en 
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compte dans le calcul de la concentration finale. L’équation 27 est donc une adaptation de l’équation 

24.  

 

𝑪𝒔 =  𝑾𝒔𝒑 ∙
𝒎𝒆𝒕𝒂

𝒎𝒔𝒑𝒊
∙

𝒎𝒔𝒑𝒅

𝒎𝒔
∙

(𝑨𝒆𝒕𝒂
𝒂 − 𝑹𝒊𝒏𝒗

𝒂/𝒃
 𝒌𝒊𝒏𝒗 𝑨𝒆𝒕𝒂

𝒃 )

(𝑹𝒊𝒏𝒗
𝒂/𝒃

 𝒌𝒊𝒏𝒗 𝑨𝒔𝒑
𝒃 − 𝑨𝒔𝒑

𝒂 )
∙

(𝑹𝒅𝒊𝒓
𝒂/𝒃

 𝒌𝒅𝒊𝒓 𝑨𝒔𝒑
𝒃 − 𝑨𝒔𝒑

𝒂 )

(𝑨𝒔
𝒂− 𝑹𝒅𝒊𝒓

𝒂/𝒃
 𝒌𝒅𝒊𝒓 𝑨𝒔

𝒃)
∙ 𝑭𝒅𝒊𝒍𝒖𝒕𝒊𝒐𝒏 ∙ 𝝆𝒔𝒆𝒓𝒖𝒎 + 𝒇𝒊𝒏𝒗 + 𝒇𝒅𝒊𝒓  

Équation 27 

 

La Figure 33 montre un exemple de la répartition des composantes d’incertitude pour 

plusieurs mesures individuelles lors de l’analyse du SRM 1598a avec les trois ICPMS. 

 

 

Figure 33 : Répartition des composantes d'incertitude sur plusieurs déterminations de la 

concentration en Fe par ID-ICPMS en prenant en compte les trois instruments différents. 

Dans ce cas, les facteurs de fidélité directe et indirecte sont largement prépondérants par 

rapport aux autres données sur l’incertitude finale. 
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3. Application de la méthode à des échantillons inconnus de sérum 

et à d’autres matrices 

Une fois la validité de la méthode démontrée dans l’intervalle de concentrations et aux 

incertitudes cibles, elle a été appliquée à la caractérisation d’échantillons inconnus afin d’assurer la 

mise en œuvre de programmes d’assurance qualité ou de contrôle qualité pour les laboratoires 

d’analyse biomédicale. La méthode est ici appliquée à deux échantillons de sérum dont la teneur en Fe 

est inconnue : le BCR
®
-637, un matériau de référence certifié mais pas pour le Fe, et à un échantillon 

fourni par l’ANSM lors d’un contrôle national de qualité (CNQ) effectué en 2012 (échantillon B17). 

De plus, cette méthode a été appliquée sur un matériau de contrôle de sang total contenant une valeur 

indicative en Fe, Seronorm™ – Trace Elements Whole Blood, afin d’élargir le domaine d’application 

de la méthode. 

3.1. Échantillon BCR
®
-637 

L’échantillon BCR
®
-637 a été analysé par l’ELEMENT XR™ HR-ICPMS (n=4). Afin de 

contrôler la justesse de l’analyse, l’échantillon SRM 1598a a été utilisé comme point de contrôle. Cet 

échantillon est inséré dans la séquence d’analyse après chaque échantillon du BCR. Le Tableau 28 

présente les résultats obtenus. Il faut noter qu’il n’y a pas eu de biais de mesure lors de l’analyse, au 

regard du résultat obtenu pour le SRM. En effet, l’EN est largement inférieur à 2, ce qui indique la 

justesse de la mesure. La fraction massique obtenue est de 1097 ± 42 µg.kg
-1

 Fe soit une concentration 

égale à 20,1 ± 0,8 µmol.L
-1

 Fe avec une masse volumique de 1,0237 ± 0,0006 g.mL
-1

. Cette valeur est 

comprise dans la gamme des valeurs physiologiques. De plus, l’incertitude finale est acceptable 

puisqu’elle est de l’ordre de 4%. 

Tableau 28 : Concentration en Fe du BCR
®
-637 par ID-ICPMS en utilisant le SRM 1598a 

comme point de contrôle. 

 BCR
®
-637 (n=4) 

Point de contrôle : SRM 1598a 

(30,1 ± 1,1) µmol.L
-1

 Fe 

Concentration 

(µmol.L
-1

 Fe, k=2) 
20,1 ± 0,8 29,9 ± 1,3 

EN - 0,2 < 2 

 

3.2. Échantillon B17 

Pour le dosage du Fe dans cet échantillon, 1472 laboratoires ont participé au CNQ organisé 

par l’ANSM en 2012 [193]. Tous les laboratoires participants ont utilisé une méthode colorimétrique. 

Environ 90 % d’entre eux ont associé la méthode colorimétrique à une détection 
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spectrophotométrique. Le chromogène le plus représenté était le ferrozine, utilisé par la moitié des 

laboratoires (Figure 34).  

 

Figure 34 : Répartition des méthodes de routine utilisées lors du CNQ ANSM 2012 pour la 

mesure du Fe. 

La valeur consensuelle, moyenne de l’ensemble des résultats des laboratoires après 

élimination des valeurs aberrantes est de 24,4 ± 0,8 μmol.L
−1

 Fe. La valeur déterminée par la méthode 

développée (ID-ICPMS) est de 26,3 ± 1,0 μmol.L
−1

 Fe (k = 2), la masse volumique est de (1,0270 ± 

0,0001 g.mL
-1

). Le résultat obtenu est une moyenne des valeurs déterminées à l’aide de l’instrument 

ELEMENT XR (n=4) ainsi que de l’instrument iCAP Qc (n=4). Cette valeur est comparée aux 

concentrations déterminées par les autres laboratoires (Figure 35).  

 

Figure 35 : Résultats du CNQ de 2012 (sur l'échantillon B17). Les valeurs sont représentées avec 

les écart-types associés. Les limites acceptables de la valeur consensuelle (ligne pleine rouge) sont 

délimitées en pointillés. 

La valeur obtenue par la méthode primaire développée est comprise entre les limites 

acceptables définies par l’ANSM. Cependant cette valeur déterminée par ID-ICPMS est plus élevée 

(entre 5 % et 8 %) que les valeurs déterminées par les méthodes utilisées par les différents 

laboratoires. En effet, les méthodes de dosage utilisées sont différentes étant donné que les laboratoires 

ont effectué des dosages colorimétriques. La colorimétrie présente comme principal inconvénient de 
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nécessiter une étape de pré-traitement des échantillons pour les analyser par spectrophotométrie 

(Chapitre 1 paragraphe 3.1.1). Durant cette étape il y a le risque d’une dissociation incomplète du Fe 

lié aux protéines, d’une co-précipitation du Fe avec des protéines ainsi que de la réduction incomplète 

du Fe(III) en Fe(II) qui pourrait expliquer ce biais. Or, dans la méthode développée, le Fe, quelle que 

soit sa forme chimique, est dissocié des protéines par la digestion acide assistée par champs micro-

ondes. Le biais observé peut non seulement provenir des performances des méthodes, mais d’un effet 

de matrice susceptible de varier d’une méthode à une autre, sachant que ce dernier est minimisé par 

l’utilisation de l’ID associée à l’ICPMS. 

3.3. Seronorm™ 

Ce matériau de sang total est certifié pour 20 éléments comme l’aluminium, le plomb ou le 

mercure. Une valeur indicative en Fe est évaluée par ICPMS et correspond à 5927 ± 590 µmol.L
-1

 Fe 

avec une masse volumique de 1,0307 ± 0,0001 g.mL
-1

. Après reconstitution de l’échantillon 

(paragraphe 1.2.1.3), la méthode de la double ID-ICPMS développée est appliquée pour cet 

échantillon. Une dilution supplémentaire est effectuée à la fin du protocole afin d’obtenir une 

concentration finale des mélanges comprise entre 5 et 15 µg.kg
-1

 Fe. Le Tableau 29 présente les 

résultats obtenus pour une détermination sur un jour avec quatre réplicats indépendants. 

Tableau 29 : Résultat de l'analyse du Seronorm™ par double ID-ICPMS. 

 Valeur de référence 
Valeur corrigée 

après reconstitution 
Valeur mesurée (n=4) 

Concentration 

(µmol.L
-1

 Fe, k=2) 
5927 ± 590 5462 ± 590 5354 ± 36 

EN - - 0,5 < 2 

 

Ces analyses montrent une bonne concordance entre la valeur corrigée et la valeur mesurée. 

En effet, l’EN est inférieur à 2, ce qui indique la justesse des résultats. L’utilisation de ce matériau pour 

l’analyse du Fe par ID-ICPMS montre que la méthode peut être appliquée pour d’autres types de 

matrice comme le sang. 
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4. Conclusion 

Le développement d’une méthode de référence primaire basée sur la mise en œuvre de la 

double ID associée à l’ICPMS pour la détermination du Fe total dans du sérum s’est montré concluant. 

En effet, le protocole analytique a été validé par l’analyse d’un matériau de référence certifié (SRM 

1598a) ainsi que par la participation à la comparaison clé CCQM-K107. La traçabilité au SI des 

résultats obtenus a été établie à travers l’utilisation d’un étalon primaire certifié en Fe (BNM-001), par 

la mise en œuvre de protocoles métrologiques durant toutes les étapes de la préparation des 

échantillons et par l’établissement d’un bilan complet de l’incertitude de mesure. L’application de 

cette méthode à d’autres échantillons de sérum (BCR-637 et échantillon du CNQ de l’ANSM B17) a 

démontré la validité de la méthode sur la mesure du Fe pour des concentrations dans la gamme des 

valeurs physiologiques avec des incertitudes relatives inférieures à 5 % ainsi que la faisabilité de 

l’application de la méthode pour l’assignation de valeurs de référence lors de programmes de contrôle 

qualité. Le Tableau 30 résume les résultats sur la détermination du Fe par double ID-ICPMS dans 

différents échantillons de sérum. 

Tableau 30 : Résultats obtenus sur les différents échantillons de sérum exprimés en µmol.L
-1

 Fe 

avec leurs incertitudes élargies en %. 

 
Concentration (µmol.L

-1
 Fe) 

Incertitudes élargies (%) 

Valeurs physiologiques 

(µmol.L
-1

 Fe) 

NIST SRM 1598a 30 (3,7) 

10 – 30 
ERM

®
-DA-120a 9,9 (3,8) 

BCR
®
-637 20 (4,0) 

B17 26 (3,8) 

 

De plus, l’application de la méthode pour la détermination du Fe dans une autre matrice 

comme le sang avec l’analyse de l’échantillon Seronorm™ s’est montrée satisfaisante. 

Suite aux résultats positifs obtenus par le LNE lors de la comparaison clé CCQM-K107, le 

département Biomédical et Chimie inorganique du LNE a obtenu en 2015 l’accréditation Cofrac selon 

les référentiels ISO EN 17025 et ISO EN 15195 pour le dosage du Fe par ID-ICPMS. La méthode 

développée pourra ainsi être transférée sur d’autres éléments essentiels comme par exemple des 

éléments d’importance en biologie médicale tels que Cl, Mg et K. 

Ce travail a fait l’objet d’un article publié dans la Revue Française de Métrologie (voir 

Annexe 1). 
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A l’heure actuelle, aucune méthode de référence primaire n’existe pour la détermination de 

l'Hb. Pour compenser ce manque, l’ICSH a établi la méthode HiCN comme méthode de référence 

internationale consensuelle [58]. D’autres méthodes de référence peuvent néanmoins être proposées si 

elles ont préalablement été comparées aux résultats obtenus avec la méthode de référence. Mais d’un 

point de vue métrologique, la méthode HiCN présente le principal inconvénient d’utiliser un étalon 

international consensuel [143] qui ne respecte pas les exigences d'un étalon primaire (Chapitre 1 

Paragraphe 3.2.2.1).  

 

 L’objectif principal de cette étude est le développement d’une méthode primaire pour la 

détermination de l’Hb totale. En vue d’assurer la traçabilité métrologique, l’ID-ICPMS est idéale 

car elle est reconnue par le CCQM comme méthode potentiellement primaire (Figure 36). La 

validation de la méthode est effectuée à travers l’analyse du CRM JCCRM 912 et le calcul des 

incertitudes. Dans un premier temps, le développement d’une méthode basée sur la détermination de 

l’Hb par (Fe)-ID-ICPMS à partir de la teneur en Fe en prenant en compte la stœchiométrie de la 

molécule de l’Hb (4Fe(Hb)) après minéralisation de l’échantillon est présenté. Puis, une méthode 

d’analyse de spéciation élémentaire couplant séparation par chromatographie liquide et ICPMS est 

mise en place selon deux modes de ID : le mode non-spécifique et le mode spécifique. En raison de 

l’absence d’étalon enrichi d’Hb disponible commercialement, la première étape du mode spécifique 

sera la synthèse d’un étalon d’Hb marqué en isotope 57 du Fe. L’étalon synthétisé sera ensuite 

caractérisé, en terme de composition isotopique et de stabilité, afin d’appliquer l’ID. Puis, la 

caractérisation d’un étalon naturel d’Hb (notre étalon secondaire) sera effectuée pour établir la 

traçabilité métrologique des résultats. 
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Figure 36 : Evaluation de différentes applications de l'ID associée à l'ICPMS pour l'analyse de l'Hb totale 

dans de l’hémolysat. 
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1. Détermination de l’Hb par double (Fe)-ID-ICPMS 

La méthode pour la détermination de l’Hb totale dans de l’hémolysat par double (Fe)-ID-

ICPMS est une adaptation de la méthode développée dans le Chapitre 2 pour l’analyse du Fe dans du 

sérum. Le principe général de cette méthode pour la quantification de l’Hb est présenté par la Figure 

37. 

 

Figure 37 : Workflow expliquant l'approche de la double (Fe)-ID-ICPMS pour la détermination 

de l'Hb dans de l'hémolysat. 

Grâce à la connaissance de la stœchiométrie de l’Hb, la fraction massique en Fe déterminée par ID-

ICPMS peut être convertie en fraction massique en Hb en tenant compte du rapport : une molécule 

d’Hb correspond à 4 atomes de Fe. 
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1.1. Réactifs et matériels 

Le matériau de référence certifié en Hb totale, servant pour la validation de la méthode, est 

fourni par Reference Material Institute for Clinical Chemistry Standards (ReCCS) à trois niveaux de 

concentrations (CRM JCCRM 912-1 et 2 ; Low, Medium, High; Japon). Sa masse volumique est égale 

à 1,039 g.mL
-1

. C’est un hémolysat de sang d’origine humaine ce qui signifie que c’est le produit 

résultant de l’hémolyse des globules rouges. La préparation des étalons est réalisée à partir d’un 

matériau de référence certifié de haute pureté pour le Fe, BNM-001 (LNE, (99,995  0,004) % (k=2)). 

La préparation de la solution en étalon marqué 
57

Fe est réalisée à partir d’un métal enrichi provenant 

de chez Eurisotop (Saint Aubin, France). Ce métal est digéré dans un mélange à 2-4 % d’HNO3 pour 

obtenir une solution d’environ 1000 µg.g
-1

 Fe. L’HNO3 est de haute pureté (67-69%, 10 ppt Fe, Fisher 

chemical, Canada). La solution tampon est préparée avec du Tris(hydroxyméthyle)aminométhane 

(Tris) (99.9%, Sigma Aldrich, Etats-Unis). La solution multiélémentaire pour le tune provient de chez 

Thermo Fisher. L’eau ultra pure de 18,2 M.cm est obtenue en utilisant le système Milli-Q 

(Millipore SAS, France). Tous les réactifs sont des réactifs analytiques de haute pureté et les solutions 

sont préparées par gravimétrie dans une salle blanche classée ISO 7 à partir de la norme 14644-1. 

L’ultrafiltration est réalisée dans des tubes: Amicon Ultra-0,5mL 3K, Ultracel – 3K Membrane, 

cellulose 3,000 MWCO (Sigma Aldrich, Etats-Unis). Les tubes de minéralisation utilisés sont d’une 

contenance de 10 mL en Pyrex (CEM Corporation, Matthews, Etats-Unis) et les tubes de préparation 

sont de 50 mL en polypropylène (115/28, gradué, AnaLab, France). 

1.2.  Instrumentation 

Les isotopes 
56

Fe et 
57

Fe sont mesurés avec un ICPMS à secteur magnétique : l’ELEMENT 

XR HR-ICPMS. Les conditions analytiques utilisées sont identiques à celles présentées dans le 

Tableau 19 du Chapitre 2. Pour l’analyse du Fe, la moyenne résolution (m/Δm = 4500) est utilisée 

afin d’éviter les interférences polyatomiques (pour le 
56

Fe :
40

Ar
16

O
+
, pour le 

57
Fe : 

40
Ar

16
OH

+
). 

La digestion acide assistée par système micro-ondes est réalisée avec le système Discover SP-

D (CEM Corporation, Matthews, États-Unis). La centrifugeuse Ultracentrifugate Sigma 2-16PK 

(Fisher Scientific Bioblock, France) est utilisée pour réaliser l’ultrafiltration. Le pHmètre provient de 

chez Mettler Toledo (Five easy).  

Les balances utilisées présentes les caractéristiques suivantes: 

- Balance avec une capacité maximum de 200 g et une résolution de 0,1 mg (Mettler Toledo). 

- Balance avec une capacité maximum de 30 g et une résolution de 0,001 mg (Sartorius). 

Les balances sont étalonnées périodiquement (tous les 6 mois) et vérifiées quotidiennement en 

utilisant des masses étalons. 
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1.3. Procédures 

1.3.1. Mise en place du protocole de la double (Fe)-ID-ICPMS 

L’approche métrologique de la double (Fe)-ID-ICPMS est identique à celle présentée dans le 

Chapitre 2 (paragraphe 1.4). Ainsi la concentration en Fe dans l’échantillon est déterminée à partir de 

l’équation 28 qui prend en compte la fraction massique en Fe obtenue par ID, les dilutions (Fdilution) et 

la masse volumique de l’hémolysat (ρhémolysat). Pour convertir cette concentration en Fe en Hb, il faut 

prendre en compte la stœchiométrie de la molécule ((4Fe)Hb) : 4 atomes de Fe pour une molécule 

d’Hb ainsi que la masse moléculaire des éléments (MFe et MHb). L’équation 29 présente cette 

conversion. 

 

𝑪𝒔 =  𝑾𝒔𝒑 ∙
𝒎𝒆𝒕𝒂

𝒎𝒔𝒑𝒊
∙

𝒎𝒔𝒑𝒅

𝒎𝒔
∙

(𝑨𝒆𝒕𝒂
𝒂 − 𝑹𝒊𝒏𝒗

𝒂/𝒃
 𝒌𝒊𝒏𝒗 𝑨𝒆𝒕𝒂

𝒃 )

(𝑹𝒊𝒏𝒗
𝒂/𝒃

 𝒌𝒊𝒏𝒗 𝑨𝒔𝒑
𝒃 − 𝑨𝒔𝒑

𝒂 )
∙

(𝑹𝒅𝒊𝒓
𝒂/𝒃

 𝒌𝒅𝒊𝒓 𝑨𝒔𝒑
𝒃 − 𝑨𝒔𝒑

𝒂 )

(𝑨𝒔
𝒂− 𝑹𝒅𝒊𝒓

𝒂/𝒃
 𝒌𝒅𝒊𝒓 𝑨𝒔

𝒃)
∙ 𝑭𝒅𝒊𝒍𝒖𝒕𝒊𝒐𝒏 ∙ 𝝆𝒉é𝒎𝒐𝒍𝒚𝒔𝒂𝒕  Équation 28 

 

𝑯𝒃𝒄𝒂𝒍𝒄𝒖𝒍é𝒆 =  
𝑪𝒔∙𝑴𝑯𝒃

𝟒∙𝑴𝑭𝒆
         Équation 29 

 

Avec : 

− 𝐹𝑑𝑖𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 est le facteur de dilution correspondant à la dilution de l’échantillon. 

− 𝜌ℎé𝑚𝑜𝑙𝑦𝑠𝑎𝑡 est la masse volumique de l’échantillon exprimée en g.mL
-1

. 

− 𝐻𝑏𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙é𝑒 est la concentration en Hb en g.L
-1

 obtenue après conversion. 

− 𝐶𝑠 est la concentration obtenue après analyses par (Fe)-ID-ICPMS en g.L
-1

 Fe.  

− 𝑀𝐻𝑏 correspond à la masse moléculaire de l’Hb qui est égale à 64458 Da. 

− 𝑀𝐹𝑒 correspond à la masse atomique du Fe qui est de 55,845 g.mol
-1

. 

 

Le protocole analytique expliqué en détail dans le Chapitre 2 est appliqué pour la 

détermination de l’Hb par la double (Fe)-ID-ICPMS.  

Pour la mise en place de l’ID directe, les échantillons d’hémolysats du CRM JCCRM 912-1 et 

912-2 étant disponibles à différentes concentrations (de 78,0 à 185,7 g.L
-1

 Hb) et en faible quantité 

(flacon de 500 µL pour chaque niveau de concentration), une dilution dans une solution tampon (10 

mmol.L
-1

 Tris, pH 7,5 - 8,0) est nécessaire afin d’obtenir une concentration moyenne de 1,2 µg.kg
-1

 

Hb (≈ 4,0 ng(Fe).kg
-1

). Les mélanges « échantillon-étalon marqué » sont préparés en utilisant la 

solution d’étalon marqué en 
57

Fe. 

Pour préparer les mélanges « étalon-étalon marqué » de l’ID inverse, deux solutions mères 

indépendantes de 1 000 mg.kg
−1

 Fe de haute pureté sont utilisées. Par conséquent les mélanges 

« étalon-étalon marqué » sont indépendants deux à deux. 
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Le biais en masse est calculé à partir de l’analyse d’une solution d’étalon en Fe de haute pureté 

(BNM-001) préparée dans 2 % d’HNO3. 

Les mélanges « échantillon-étalon marqué » et « étalon-étalon marqué » sont préparés en au 

moins quatre réplicats chacun. Les mélanges ainsi que la solution pour évaluer le biais en masse ont 

tous une concentration finale comprise entre 5 et 15 µg.kg
-1

 Fe. Ces solutions sont analysées par 

ICPMS. 

1.3.2. Ultrafiltration à 3 kDa 

Etant donné que la méthode utilisée repose sur l’analyse du Fe contenu dans la molécule d’Hb, 

pour vérifier la présence ou l’absence d’espèces ferriques de faibles masses moléculaires (par 

exemple : Fe libre) dans notre échantillon, une étape d’ultrafiltration avec un filtre à 3 kDa est réalisée. 

Une quantité de 0,5 g d’échantillon dilué à 1,2 µg.kg
-1

 Hb (≈ 4,0 ng(Fe).kg
-1

) est pesée avec précision 

dans les tubes d’ultrafiltration et centrifugée à 14000 g, 4°C pendant 30 min. Après la centrifugation, 

chaque partie du filtre (fraction < 3kDa et fraction > 3kDa) est pesée avec précision. Les cycles de 

centrifugation sont répétés jusqu’à ce que les pesées soient constantes pour chaque fraction. Ensuite, 

afin de récupérer la fraction > 3 kDa présente sur le filtre, une autre centrifugation est nécessaire à 

5000 g, 4 °C pendant 10 min. Les différentes fractions sont analysées par double (Fe)-ID-ICP-MS 

selon le protocole décrit préalablement (1.3.1). La Figure 38 présente le schéma représentant les 

différentes étapes de l’ultrafiltration. 

 

Figure 38 : Schéma de la procédure de l'ultrafiltration. 
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1.4. Evaluation des incertitudes 

La démarche élaborée pour calculer les incertitudes dans le cas de l’analyse par double (Fe)-

ID-ICPMS repose sur la méthode analytique préconisée par le GUM et expliquée dans le Chapitre 2 

(paragraphe 1.5) [15]. Après avoir défini l’écriture du modèle mathématique correspondant à la 

détermination de l’Hb totale par double (Fe)-ID-ICPMS ainsi qu’évaluer les incertitudes-types de 

chaque grandeur d’entrée, l’incertitude-type composée du résultat, uCs, est calculée à partir du  logiciel 

Wincert. L’équation finale utilisée pour évaluer les incertitudes en prenant en compte la fidélité (fdir, 

finv) est représentée ci-dessous : 

 

𝑪𝒔 =  𝑾𝒔𝒑 ∙
𝒎𝒆𝒕𝒂

𝒎𝒔𝒑𝒊
∙

𝒎𝒔𝒑𝒅

𝒎𝒔
∙

(𝑨𝒆𝒕𝒂
𝒂 − 𝑹𝒊𝒏𝒗

𝒂/𝒃
 𝒌𝒊𝒏𝒗 𝑨𝒆𝒕𝒂

𝒃 )

(𝑹𝒊𝒏𝒗
𝒂/𝒃

 𝒌𝒊𝒏𝒗 𝑨𝒔𝒑
𝒃 − 𝑨𝒔𝒑

𝒂 )
∙

(𝑹𝒅𝒊𝒓
𝒂/𝒃

 𝒌𝒅𝒊𝒓 𝑨𝒔𝒑
𝒃 − 𝑨𝒔𝒑

𝒂 )

(𝑨𝒔
𝒂− 𝑹𝒅𝒊𝒓

𝒂/𝒃
 𝒌𝒅𝒊𝒓 𝑨𝒔

𝒃)
∙ 𝑭𝒅𝒊𝒍𝒖𝒕𝒊𝒐𝒏 ∙ 𝝆𝒔𝒆𝒓𝒖𝒎 ∙

𝟏∙ 𝑴𝑯𝒃

𝟒∙𝑴𝑭𝒆
+ 𝒇𝒊𝒏𝒗 + 𝒇𝒅𝒊𝒓  

 

Équation 30 

 

Le résultat est accompagné de son incertitude élargie, U, calculée avec un facteur 

d’élargissement, k, égal à 2. 

1.5. Résultats 

Afin de valider la méthode développée sur le dosage de l’Hb dans de l’hémolysat à partir de sa 

teneur en Fe par double (Fe)-ID-ICPMS, deux lots de CRM JCCRM 912 (lot 1 et lot 2) ont été 

analysés. L’hypothèse que tout le Fe mesuré provienne de l’Hb est émise si au préalable une 

vérification de l’absence d’espèces ferriques de faible masse moléculaire (par exemple : Fe libre, 

hème, …) a été effectuée. La double ID est appliquée pour l’analyse des CRM JCCRM 912 1et 2. 

1.5.1. Validation de la méthode par double (Fe)-ID-ICPMS 

La validation de la méthode développée a été réalisée par l’utilisation du CRM JCCRM 912-1 

et 2 (ReCCS) certifié en Hb totale dans de l’hémolysat par la méthode de référence HiCN (sur trois 

niveaux de concentrations : L, M et H).  

Dans un premier temps, la méthode développée est utilisée sur le CRM JCCRM 912-1. Pour 

chaque niveau de concentration, quatre réplicats (n=4) ont été effectués par une détermination. Les 

valeurs obtenues sont en accord avec les valeurs certifiées (voir le Tableau 31). 

Tableau 31 : Détermination de l’Hb dans le CRM JCCRM 912-1 par double (Fe)-ID-ICPMS. 

 
Fe, mg.L

-1
 

(k=2) 

Hb, g.L
-1

 

(k=2) 

Hb 

(certifiée) 

g.L
-1

 (k=2) 

EN 

Erreur  

relative 

(%) 

JCCRM 912-1L (n=4) 287,2  ± 6,8 82,9 ± 2,0 80,7 ± 1,0 1,97 < 2 + 2,7 

JCCRM 912-1M (n=4) 474,4  ± 13,6 136,9 ± 3,9 136,7 ± 1,6 0,10 < 2 + 0,2 

JCCRM 912-1H (n=4) 628,6 ± 18,9 181,3 ± 5,4 185,7 ± 2,2 1,50 < 2 - 2,4 
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Les EN, calculés à partir de l’équation 26 du Chapitre 2, sont inférieurs à 2, ce qui signifie que 

les valeurs mesurées ne sont pas statistiquement significativement différentes de la valeur de 

référence. De plus, l’erreur relative obtenue est satisfaisante, car elle est inférieure à 3 %. La méthode 

développée est donc validée par l’analyse de ce matériau de référence certifié (912-1). 

De plus, afin de vérifier la présence ou l’absence d’espèces ferriques de faibles masses 

moléculaires dans le CRM, la solution non traitée ainsi que les deux fractions obtenues après 

ultrafiltration (Figure 38) sont analysées par double ID-ICP-MS. Les résultats sont présentés dans le 

Tableau 32. 

Tableau 32 : Détermination de l’Hb dans les différentes fractions du CRM JCCRM 912-1 par 

double (Fe)-ID-ICPMS 

JCCRM 912-1L (n=4) Fe, mg.L
-1

 (k=2) Hb, g.L
-1

 (k=2) 
Hb (certifiée) 

g.L
-1

  (k=2) 

Non traitée 287,2 ± 6,8 82,9 ± 2,0 

80,7 ± 1,0 Fraction > 3kDa 297,0 ± 15,1 85,7 ± 4,3 

Fraction < 3kDa < 1,0 < 0,2 

 

La valeur déterminée pour la fraction > 3kDa est en bonne concordance avec la valeur 

déterminée pour la solution non traitée ainsi que la valeur certifiée. Dans la fraction < 3 kDa, la valeur 

de Fe mesurée est inférieure à 1,0 mg.L
-1

. Au regard de ces résultats, il n’y a pas d’espèces contenant 

du Fe de masse inférieure à 3 kDa dans le CRM JCCRM 912-1 ce qui renforce l’hypothèse effectuée 

au préalable. D’autre part le traitement par ultrafiltration à 3 kDa permet de récupérer la quasi-totalité 

de l’échantillon après le traitement. En effet, le Tableau 33 récapitule les pourcentages de 

récupération obtenus après chaque étape de centrifugation et un recouvrement total de 98,5 % est 

observé. 

Tableau 33 : Bilan de récupération du CRM après l’ultrafiltration à 3 kDa. 

CRM JCCRM 912-1L 

Masse de CRM (g) 0,4909 ± 0,0001 

Fraction < 3 kDa (%) 

Centrifugation 1 85,35 ± 0,01 

Centrifugation 2 5,36 ± 0,01 

Centrifugation 3 1,91 ± 0,01 

Centrifugation 4 0,65 ± 0,01 

Recouvrement < 3 kDa 93,27 ± 0,01 % 

Fraction > 3 kDa (%) 

Centrifugation 1 5,27 ± 0,01 

Recouvrement > 3 kDa 5,27 ± 0,01 % 

Recouvrement total : 98,54 ± 0,01 % 

 

La méthode (Fe)-ID-ICPMS a ensuite été utilisée sur un nouveau lot de CRM (JCCRM 912-

2). Pour chaque niveau de concentration, trois et quatre réplicats ont été effectués pour deux 
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déterminations (p=2) pour les niveaux M et H et trois déterminations (p=3) pour le niveau L. Les 

valeurs obtenues sont en accord avec les valeurs certifiées (voir Tableau 34). 

Tableau 34: Détermination de l’Hb dans le CRM JCCRM 912-2 par double (Fe)-ID-ICPMS. 

 
Fe, mg.L

-1
 

(k=2) 

Hb, g.L
-1

 

(k=2) 

Hb 

(certifiée) 

g.L
-1

 (k=2) 

EN 

Erreur 

relative 

(%) 

JCCRM 912-2L (n×p=9) 276,8 ± 11,1 79,9 ± 3,2 78,0 ± 0,9 1,13 < 2 + 2,4 

JCCRM 912-2M (n×p=6) 489,5 ± 14,9 141,2 ± 4,3 137,2 ± 1,5 1,78 < 2 + 2,9 

JCCRM 912-2H (n×p=7) 626,1 ± 21,5 180,7 ± 6,2 179,5 ± 2,1 0,36 < 2 + 0,7 

 

Ainsi, les EN obtenus sont inférieurs à 2, ce qui signifie que les valeurs mesurées ne sont pas 

statistiquement significativement différentes de la valeur de référence. De plus, l’erreur relative 

obtenue est satisfaisante car elle est inférieure ou égale à 3 %. La méthode développée est donc validée 

par l’analyse du CRM JCCRM 912-2. 

Ensuite, pour le CRM de niveau bas (2L), une détermination supplémentaire par rapport aux 

deux autres niveaux a été effectuée. Cette détermination est réalisée pour observer l’impact de la 

dilution initiale de l’échantillon lors de la mise en place de l’ID. Dans l’idéal, l’étalon marqué doit être 

ajouté le plus tôt possible afin de compenser des pertes pendant l’étape de préparation. En revanche, 

comme la quantité d’échantillon est très faible (500 µL) et les concentrations initiales assez élevées, le 

choix a été fait de diluer l’échantillon initial avant l’ajout de l’étalon marqué. Le Tableau 35 regroupe 

les valeurs obtenues avec ou sans dilution du CRM de niveau de concentration le plus bas. 

Tableau 35 : Résultats obtenus par double (Fe)-ID-ICPMS pour l'analyse du JCCRM 912-2L 

avec ou sans dilution initiale. 

JCCRM 912-2L 
Fe, mg.L

-1
 

(k=2) 

Hb, g.L
-1

 

(k=2) 

Hb 

(certifiée) 

g.L
-1

 (k=2) 

EN 
Erreur relative 

(%) 

Avec dilution (n×p=6) 279,9 ± 9,4 80,8 ± 2,7 
78,0 ± 0,9 

1,94 < 2 + 3,5 

Sans dilution (n=3) 270,7 ± 11,2 78,1 ± 3.2 0,06 < 2 + 0,1 

 

Les résultats montrent une amélioration de l’erreur relative pour les valeurs obtenues sans 

dilution, cependant, cette différence n’est pas significative car suivant le nombre de détermination, la 

variation de l’erreur relative peut être comprise entre – 5 % et 5 %. En effet, la Figure 39 montre les 

différents résultats obtenus pour chaque réplicat avec ou sans dilution et une dispersion des mesures 

est observée pour les échantillons n’ayant pas subi de dilution initiale. Aucune influence n’a donc été 

observée que l’échantillon subisse une étape de dilution ou non. 
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Figure 39 : Représentation graphique des valeurs individuelles obtenues par double (Fe)-ID-

ICPMS pour l'analyse du JCCRM 912-2L avec ou sans dilution initiale. La ligne en rouge 

représente la valeur moyenne obtenue associée à son incertitude en pointillé (78,0 ± 0,9 g.L
-1

 Hb). 

Par ailleurs, le JCCRM 912-2H, comme le CRM JCCRM 912-1, subit une étape 

d’ultrafiltration à 3 kDa (Figure 38). La solution non traitée ainsi que les deux fractions obtenues 

après ultrafiltration sont analysées par double ID-ICPMS. Les résultats sont présentés dans le Tableau 

36.  

Tableau 36 : Détermination de l’Hb dans les différentes fractions du CRM JCCRM 912-2 par 

double (Fe)-ID-ICPMS. 

JCCRM 912-2H (n=4) Fe, mg.L
-1

 (k=2) Hb, g.L
-1

 (k=2) 
Hb (certifiée) 

g.L
-1

  (k=2) 

Non traitée 626,1 ± 21,5 180,7 ± 6,2 

179,5 ± 2,1 Fraction > 3kDa 611,1 ± 16,2 176,4 ± 4,7 

Fraction < 3kDa < 1,0 < 0,2 

 

La valeur déterminée pour la fraction > 3kDa est aussi en bonne concordance avec la valeur 

déterminée pour la solution non traitée ainsi que la valeur certifiée. Dans la fraction < 3 kDa, la valeur 

de Fe mesurée est inférieure à 1,0 mg.L
-1

. Au regard de ces résultats, il n’y a pas d’espèces contenant 

du Fe inférieures à 3 kDa dans le CRM JCCRM 912-2. 

La méthode développée par double (Fe)-ID-ICPMS a été validée par l’analyse des 

matériaux de référence certifiés en Hb, JCCRM 912-1 et 2, sur trois niveaux de concentration 

compris entre 78,0 et 185,7 g.L
-1

 Hb avec la vérification de l’absence d’espèces ferriques de 

faible masse moléculaire. 
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1.5.2. Comparaisons interlaboratoires 

Dans le cadre du projet EMRP HLT05 – Metallomics, deux comparaisons interlaboratoires 

différentes sur ces matériaux de référence, ont été conduites entre le LNE et la PTB Berlin et 

Braunschweig (NMI allemand). Des mesures par les méthodes spectrophotométriques et par 

spectrométrie de masse sont réalisées pour analyser le CRM JCCRM 912-1 et 2. 

 

A/ Une première comparaison a été effectuée sur le CRM JCCRM 912-1 sur les trois niveaux 

de concentration par détermination avec la méthode (Fe)-ID-ICPMS et par mesure 

spectrophotométrique. Les mesures d’absorbance par les méthodes HiCN et AHD ont été réalisées par 

la PTB Berlin [147]. Pour ces trois méthodes, la même molécule cible est analysée, l’Hb, mais les 

méthodes de mesure sont sensibles à différentes sous-unités, à savoir le groupe chromophore Fe-

porphyrine pour la détection par spectrophotométrie et le Fe lié à l'hème pour la détection par ICPMS. 

Le Tableau 37 regroupe les différents résultats obtenus pour l’analyse du CRM 912-1. 

Tableau 37 : Concentrations d’Hb totale déterminées par (Fe)-ID-ICPMS et par mesure 

d’absorbance par spectrophotométrie sur le CRM 912-1. 

 
(Fe)-ID-ICPMS 

Hb, g.L-1 (k=2) 

HiCN-VISIBLE 

Hb, g.L
-1

 (k=2) 

AHD-VISIBLE 

Hb g.L
-1

(k=2) 

Hb (certifiée) 

g.L
-1

  (k=2) 

JCCRM 912-1L 82,9 ± 2,0 79,9 ± 1,4 81,1 ± 0,9 80,7 ± 1,0 

JCCRM 912-1M 136,9 ± 3,9 134,9 ± 3,6 136,4 ± 1,2 136,7 ± 1,6 

JCCRM 912-1H 181,3 ± 5,4 182,7 ± 2,5 185,6 ± 2,3 185,7 ± 2,2 

 

Les données expérimentales figurant dans le Tableau 37 et représentées sur la Figure 40 indiquent 

qu'un bon accord a été obtenu entre les mesures d’absorbance (HiCN et AHD) et les mesures par (Fe)-

ID-ICPMS. Les EN obtenues pour les méthodes par HiCN et AHD sont inférieurs à 2. Ainsi, les 

valeurs obtenues sont également en bon accord avec la valeur certifiée par le ReCCS au Japon qui 

utilise le protocole par HiCN. 
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Figure 40 : Comparaison des valeurs d’Hb totale du CRM sur les trois niveaux de concentration 

en appliquant les méthodes HiCN, AHD et (Fe)-ID-ICPMS. 

B/ Une deuxième comparaison a été effectuée en comparant six méthodes de quantification 

d’Hb totale par l’analyse du matériau de référence JCCRM 912-2M, dont la concentration en Hb totale 

est certifiée [198]. Des procédures de mesures d’absorbance (méthodes HiCN et AHD) ont été 

comparées avec celles qui emploient l’ID associée à une détection par MS ou Raman afin d’obtenir 

des résultats traçables au SI. Les différentes méthodes sont basées sur des procédures 

complémentaires, mais elles visent toutes à quantifier le même mesurande (l’Hb dans l’hémolysat). 

Tandis que les mesures d'absorbance détectent le groupe chromophore, ID-MS inorganique détecte le 

composant métallique de la protéine après séparation par chromatographie (double et triple ID-SS-

ICPMS [115]) ou après minéralisation ((Fe)-ID-ICPMS - LNE), l’ID-MS organique répond à la 

composante globine et la spectrométrie Raman (ID-Raman) est sensible à la protéine dans son 
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ensemble. Les résultats obtenus sont représenté dans la Figure 41 et les données expérimentales sont 

récapitulées dans le Tableau 38. 

 

Figure 41 : Fractions massiques de l’Hb et leurs incertitudes élargies correspondantes (k = 2) 

obtenues avec les différentes méthodes pour JCCRM 912-2M. La valeur certifiée est représentée 

en orange et est égale à 132,1 ± 1,5 g.kg
-1

 Hb [198]. 

Les résultats pour la quantification de l’Hb totale de toutes les méthodes sont en bon accord 

avec la valeur certifiée du JCCRM 912-2M (132,1 ± 1,5 g.kg
-1

 Hb) ainsi que la moyenne pondérée de 

toutes les méthodes (131,5 ± 3,0 g.kg
-1

 Hb).  

Tableau 38 : Valeur certifiée, fractions massiques d’Hb, concentration massique d’Hb et les 

incertitudes correspondantes élargies (k = 2) à partir des différentes méthodes appliquées sur le 

JCCRM 912-2M [198]. 

Méthode Fraction massique (g.kg
-1

 Hb) Concentration (g.L
-1

 Hb) 

Valeur certifiée 132,1 ± 1,5 137,2 ± 1,5 

HiCN 130,5 ± 0,9 136,6 ± 0,9 

AHD 131,2 ± 1,5 136,3 ± 1,5 

Double (Fe)-ID-ICPMS 136,0 ± 3,9 141,3 ± 4,0 

Triple ID-SS-ICPMS 135,4 ± 2,1 140,4 ± 2,2 

Double ID-SS-ICPMS 133,1 ± 2,9 138,3 ± 3,0 

ID-MS 131,5 ± 5,6 136,6 ± 5,8 

ID-Raman 136,0 ± 8,5 141,3 ± 8,8 
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Par conséquent, l'excellent accord trouvé dans cette étude peut être considéré comme 

une validation croisée réussie entre différentes méthodes appliquées. Les différentes approches 

en ID constituent un outil pour établir des mesures traçables au SI. De plus, en comparant les 

méthodes spectrophotométriques avec les procédures de mesures primaires qui sont basées sur 

l’ID, la justesse des méthodes spectrophotométriques pour Hb totale est démontrée.  

La deuxième comparaison interlaboratoire a donné lieu à une publication soumise dans 

le journal Analytical and Bioanalytical Chemistry (voir Annexe 2). 

1.5.3. Incertitudes 

L’incertitude finale obtenue pour la détermination de l’Hb totale du CRM JCCRM 912 (lots 1 

et 2) par double (Fe)-ID-ICPMS est faible, elle représente moins de 4 % du résultat final pour toutes 

les analyses. La Figure 42 montre la répartition moyenne des composantes de l’incertitude finale sur 

la détermination de l’Hb totale. Les principales sources d’incertitude sont liées à la fidélité des 

mesures sur les rapports isotopiques direct (Rdir) et inverse (Rinv). L’effet sur l’incertitude finale de la 

fidélité directe (fdir) a tendance à être plus élevé (46 %) que celui de la fidélité inverse, finv (23 %). En 

effet, le type d’échantillon est différent puisque pour l’ID directe, l’échantillon est de l’hémolysat donc 

une matrice complexe qui doit subir une minéralisation, tandis que pour l’ID inverse, l’échantillon est 

une solution d’un étalon de Fe de haute pureté (qui ne subit pas de minéralisation). 

 

 

Figure 42 : Répartition des composantes de l'incertitude finale de Céch. 

Enfin, intéressons-nous aux incertitudes obtenues par les autres méthodes présentées dans la 

comparaison interlaboratoires. Les contributions majeures sur les incertitudes finales obtenues pour les 

différentes méthodes sont présentées dans le Tableau 39. Les incertitudes des méthodes 

spectrophotométriques dépendent, entre autres, du coefficient d'extinction molaire du complexe 

obtenus avec la méthode AHD et HiCN. Ces facteurs sont des valeurs tabulées [199, 200]. Les 

incertitudes liées aux méthodes utilisant d’ID dépendent principalement des rapports isotopiques 
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mesurés et de la pureté de l’étalon. Les incertitudes obtenues par les méthodes utilisant l'ICPMS sont 

très faibles par rapport aux autres techniques de détection (ID-MS organique et ID-Raman).  

Tableau 39 : Contributions principales sur les incertitudes élargies (k=2) des différentes 

méthodes interlaboratoires. 

Méthodes Quantités 
Contribution 

sur l’incertitude 

HiCN 
Coefficient d’extinction molaire 

Absorbance mesurée à 540 nm 

44 % 

14 % 

AHD 
Coefficient d’extinction molaire 

Absorbance mesurée à 574 nm 

56 % 

20 % 

Triple ID-SS-

ICPMS 

Rapport isotopique mesuré dans le mélange « étalon-

étalon marqué », Rinv 

Rapport isotopique mesuré dans le mélange 

« échantillon-étalon marqué », Rdir 

55 % 

 

34 % 

 

Double ID-SS-

ICPMS 

Rapport isotopique mesuré dans le mélange « étalon-

étalon marqué », Rinv 

Pureté de l’étalon 

63 % 

 

27 % 

ID-MS 

Pureté de l’étalon déterminé par analyse d’acide aminé 

(IDMS) 

Fraction massique de l’Hb dans l’échantillon 

77 % 

 

23 % 

ID-Raman 

Quantité de la fraction d’Hb dans le mélange 

« échantillon-étalon marqué » 

Quantité de la fraction d’Hb dans le mélange « étalon-

étalon marqué » 

56 % 

 

20 % 

 

 

1.6. Conclusions 

Le développement d’une méthode associant la double ID à l’ICPMS pour la détermination de 

l’Hb à partir de sa teneur en Fe a été validé par l’analyse du matériau certifié en Hb (JCCRM 912-1 et 

912-2). Cette méthode est une approche prometteuse (erreur relative inférieure à 3 %) pour assurer une 

justesse des résultats avec de faibles incertitudes (inférieures à 4 %). De plus, les comparaisons des 

résultats obtenus pour les deux lots de JCCRM avec d’autres méthodes comme les mesures 

spectrophotométriques ou d’autres techniques d’ID associées à l’ICPMS, la MS ou la spectroscopie 

Raman, ont permis de confirmer la validation de la méthode. 

Cependant, cette méthode est seulement applicable s’il n’y a pas de présence de Fe libre ou 

d’espèces contenant du Fe autre que l’Hb dans notre échantillon. C’est pour cette raison qu’il est 

nécessaire de développer une méthode d’analyse de spéciation permettant la quantification spécifique 

de l’Hb. 
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2. Détermination de l’Hb par HPLC-ICPMS 

L’objectif est de mettre en place une méthode primaire en spéciation élémentaire pour 

l’analyse de l’Hb totale dans de l’hémolysat par couplage HPLC (colonne échangeuse d’ions) et 

ICPMS. Tout d’abord, une optimisation des conditions de séparation chromatographique est effectuée 

sur les colonnes d’échange de cations et d’anions. La mise en place du couplage HPLC-ICPMS est 

réalisée, avec quantification par étalonnage externe et ajouts dosés. Ensuite, le développement de la 

dilution isotopique d’abord en mode non-spécifique par l’utilisation d’un étalon marqué en 
57

Fe 

inorganique puis spécifique grâce à la synthèse et la caractérisation d’un étalon marqué d’Hb enrichi 

en 
57

Fe est effectué. 

2.1. Réactifs 

Tous les réactifs utilisés pour la détermination de l’Hb par HPLC-ICPMS sont regroupés ci-

dessous. 

L’eau ultra pure est obtenue avec un système Milli-Q (Millipore, Etats-Unis) et permettant 

d’avoir une résistivité de 18,2 M cm
-1

.  

Des réactifs sont obtenus chez Sigma Aldrich (France) : 

- Acétone Chromasolv®, pour HPLC, ≥ 99,8 % (34850-1L-D) 

- Acide 2-(N-morpholino)-éthanosulfonique monohydraté (MES), BioUltra, pour molécules 

biologiques, ≥ 99.5% 

- Acide citrique anhydre (ultra  99,5%) 

- Acide formique (AF) 

- Acide malonique - ReagentPlus ≥ 99.5%  

- Acide trifluoroacétique (TFA), éluant pour LC-MS (40967-10X1mL-F) 

- Acide trifluoroacétique (TFA), pour les analyses de séquence de protéines, ≥ 99,5 % (91699-

25mL) 

- Anhydrase carbonique I (CA I), provenant d’érythrocytes humains – C4396 

- Azoture de sodium (NaN3) - ReagentPlus ≥ 99.5% 

- Acétate d’ammonium pour molécules biologiques, ≥ 98% 

- C18, gel de silice, 200 – 400 mesh, haute pureté 

- Catalase (CAT), provenant de foie bovin – 2000-5000 unités.mg
-1

 de protéines – C1345 

- Dithiothreitol (DTT) 

- Hémine, d’origine bovine, ≥ 90 % (H9039-1G) 

- Hémoglobine A0 d’origine humaine, stabilisée en Fe – poudre lyophilisée – H0267 

- Hémoglobine d’origine humaine – poudre lyophilisée – H7379 

- Hydrogénophosphate disodium (Na2HPO4), NIST SRM 2186II 
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- Hydroxyde de sodium, pastilles, 99,998 % 

- Iodoacétamide (IAA) 

- Protoporphyrine IX, ≥ 95% (P8293-1G) 

- Tris(hydroxyméthyle)aminométhane (Tris), 99.9% 

 

Des réactifs proviennent de chez Merck Millipore (Allemagne) : l’acide acétique (glacial), 100 

%, anhydre pour analyse ; la solution d’ammonium à 25 % pour analyse et le peroxyde d’H2 Suprapur 

(30%). 

Les autres réactifs utilisés sont : 

- Acétate de sodium trihydraté, min. 98%, GPR RECTAPUR (VWR Chemicals) 

- Acétonitrile, pour HPLC (AC Scharlau)  

- Acide hydrochlorique Ultrapur (30%, 500 ppt Fe, Fischer Chemicals, Canada) 

- Acide nitrique (HNO3), de haute qualité (67-69%, 10 ppt Fe, Fisher chemical, Canada) 

- Citrate de sodium (Biology grade, Calbiochem, France) 

- Hydrogénophosphate de disodium (186 II, NIST) 

- Trypsine, Trypsin sequence grade modified, provient de Roche (France). 

 

Le kit utilisé pour l’analyse de l’Hb par spectrophotomètre est Haemodirect®, Kit for the 

Quantitative Determination of Blood Haemoglobin Levels (Medisynthana Diagnostics). La résine 

chélatante Chelex® 100, 200 – 400 mesh, forme sodium, de grade analytique est fournie par BioRad 

(France).  

 

Le matériau de référence certifié en Hb totale, servant pour la validation de la méthode, est 

fourni par ReCCS dans trois niveaux de concentrations (CRM JCCRM 912-1 ; Low, Medium, High; 

Japon). La préparation d’étalons en Fe est préparée à partir d’un matériau de référence certifié de haute 

pureté pour le Fe, BNM-001 (LNE, (99,995  0,004) % (k=2)). Les solutions en étalon marqué 
57

Fe et 

54
Fe sont préparées à partir d’un métal enrichi soit en 

57
Fe soit en 

54
Fe provenant de chez Eurisotop 

(Saint Aubin, France) où le métal est digéré avec 2 à 4 % d’HNO3 afin d’obtenir des solutions 

d’environ 1000 µg.g
-1

 Fe. 

2.2. Préparation des étalons et échantillons 

Les solutions étalons sont préparées à partir d’une solution mère d’Hb (H7379) de 

concentration comprise entre 1 et 2 g.L
-1

 Hb. L’étalon d’Hb utilisé se présente sous forme lyophilisée, 

ainsi une dilution dans un tampon (10 mM Tris, pH 7,5-8,0) est nécessaire. La concentration est 

déterminée par gravimétrie (d = 0,001 mg). Cette solution mère est préparée pour chaque utilisation. 

La préparation de l’étalon en Hb A0 (H0267) est aussi réalisée dans un tampon (10 mM Tris, 

pH 7,5-8,0) par gravimétrie (d = 0,001 mg). 



CHAPITRE 3 : Hémoglobine totale   2. Analyse par HPLC-ICPMS   

 

146 

 

Le matériau de référence CRM JCCRM 912 certifié en Hb se présente sous la forme d’un 

flacon d’une contenance de 500 µL stocké à - 80°C pour chaque niveau de concentration. Afin de 

limiter les contaminations, cet échantillon est divisé en 12 aliquots d’environ 40 µL chacun dans des 

tubes Eppendorf LoBind.  

Les blancs sont préparés avec la solution tampon utilisée pour toutes les préparations des 

étalons et des échantillons. 

2.3. Matériels 

La colonne Mono S™ 5/50 GL Tricorn (5x50 mm, 10µm, GE Healthcare), est une colonne 

échangeuse de cations de haute performance adaptée pour la séparation des protéines, peptides, poly 

nucléotides et autres biomolécules. Ses principales caractéristiques sont représentées dans le Tableau 

40. 

Tableau 40 : Caractéristiques de la colonne Mono S™ 

Matrice Copolymères réticulés : Polystyrène/divinylbenzène 

Forme des particules Rigide, sphérique, monodisperse poreuse 

Dimensions de la colonne 5 × 50 mm 

Volume de remplissage 1 mL 

Capacité moyenne « d’absorption » 50 mg 

Gamme de pH 
2-12 pour une utilisation régulière 

1-14 pour un nettoyage 

Température 4 à 40 °C 

Débit 
0,5 à 3,0 mL/min 

(maximum 3,0 mL/min) 

Pression maximale de la colonne 4 MPa, 40 bar, 580 psi 

Type d’échange Échange fort de cations 

Groupement chargé -CH2-SO3
-
 (sulfonique) 

Capacité ionique 
0,12 – 0,15 mmol 

Milieu H
+
/mL 

 

La colonne utilisée est une colonne échangeuse d’anions Source 15Q 4,6/100 PE (4,6100 

mm, 15µm, GE Healthcare, Suède) de haute performance pour les protéines, peptides, poly 

nucléotides et autres biomolécules. Ses principales caractéristiques sont présentées dans le Tableau 

41. 
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Tableau 41 : Caractéristiques de la colonne Source 15Q 

Matrice Copolymères réticulés : Polystyrène/divinylbenzène 

Forme des particules Rigide, sphérique, monodisperse poreuse 

Taille des particules 15 µm 

Dimensions de la colonne 4.6 × 100 mm 

Volume de remplissage 1,7 mL 

Capacité moyenne « d’absorption » 40 mg 

Gamme de pH 
2-12 pour une utilisation régulière 

1-14 pour un nettoyage 

Température 4 à 40 °C 

Débit 
0,5 à 2,5 mL/min 

(maximum 5,0 mL/min) 

Pression maximale de la colonne 4 MPa, 40 bar, 580 psi 

Type d’échange Échange fort d’anions 

Groupement chargé -CH2-N
+
(CH3)3 (amine quaternaire) 

Capacité ionique 
0,09 – 0,15 mmol 

Gel Cl
-
/mL 

 

Le matériel nécessaire pour la synthèse organique (ballon, réfrigérant, béchers) provient de 

chez VWR (France). Les tubes à centrifuger de 50 mL en polypropylène ainsi que les tubes à dialyse, 

Dialyseur Spectra/Por
®
 Float-A-Lyser

®
 G2 (5 mL, 3,5-5 kDa) sont achetés chez Fisher Scientific. Pour 

l’ultrafiltration, les tubes Amicon® Ultra – 0.5 mL, centrifugal filters, Ultracel
®
 – 30 K (Merck 

Millipore) sont utilisés. La plaque chauffante avec agitation magnétique est le modèle HC1202 de la 

marque Bibby (Merck). 

2.4. Couplage HPLC-ICPMS 

D’un point de vue technique, le couplage HPLC-ICPMS consiste à unir la sortie de la colonne 

analytique au nébuliseur de l’ICPMS à l’aide d’un tube en PEEK (plastique inerte, diamètre interne de 

0,010 mm) de longueur réduite pour éviter des volumes morts et les élargissements des pics 

chromatographiques. Les limitations de ce couplage proviennent des caractéristiques des phases 

mobiles. Elles ne doivent pas contenir de solvants organiques (tels que le méthanol ou l’acétonitrile) 

en trop grande proportion pour ne pas obstruer les cônes par un dépôt de matières organiques qui 

pourrait entrainer une déstabilisation du plasma ou une dérive du signal. De plus, les concentrations en 

sels pour les solutions tampons sont également à limiter pour les mêmes raisons (< à 1 g.L
-1

). Pour 

cela, l’utilisation de tampons volatils est recommandée, comme l’acétate d’ammonium. Les phases 

mobiles sont filtrées à 0,22 µm avec un système de trompe à eau. Le débit utilisé est de 1 mL.min
-1

. 

La séparation chromatographique est réalisée avec un chromatographe HPLC PDA Surveyor 

(Thermo Fisher Scientific, Etats-Unis) constituée d’un détecteur UV-VIS à barrette diodes (PDA 

Surveyor), d’une pompe quaternaire. La boucle d’injection est de 50 µL (en PEEK, Poly-éther-éther-
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cétone) et la vanne d’injection est une Rheodyne. La détection est effectuée aux longueurs d’ondes 

415 nm (caractéristique du groupe hème), 540 nm et 577 nm (caractéristiques de l’oxy-Hb). 

Une deuxième chaîne chromatographique est utilisée, l’HPLC Dionex ICS 5000
+
 (Thermo 

Fisher Scientific, Etats-Unis) qui a la propriété d’être chimiquement inerte (notamment en métaux). 

Elle est composée d’une pompe haute pression à double piston et d’un détecteur UV-VIS (Dionex 

Ultimate 3000, RS Variable Wavelength Detector). La boucle d’injection est de 50 µL (en PEEK) et la 

vanne d’injection est une Rheodyne (en PEEK). Enfin, elle possède un système thermostaté pour le 

compartiment des colonnes (5–85 °C) ainsi qu’un passeur d’échantillons avec un système de 

refroidissement (Dionex AS-AP).  

L’ICPMS utilisé pour effectuer les analyses est un ICPMS haute résolution ELEMENT XR 

(Thermo Fisher Scientific, Allemagne) dont les caractéristiques ont été présentées dans le paragraphe 

1.2. Le Tableau 42 récapitule les conditions opératoires de l’ICPMS spécifiques au couplage avec 

l’HPLC. Le mode d’acquisition « chromatographie » correspond à une acquisition de l’intensité (cps) 

versus le temps (min). 

Tableau 42 : Caractéristiques opératoires de l'ICPMS haute résolution. 

ICPMS ELEMENT XR HR ICPMS 

Puissance 1 550 W 

Débit gaz auxiliaire 0,8 L.min
-1

 

Débit gaz vecteur 1,00 – 1,10 L.min
-1

  

Résolution Moyenne résolution (m/Δm = 4500) 

Mode d’acquisition Chromatographie 

Type d’intégration Haut du pic 

Isotopes mesurés 
56

Fe, 
57

Fe 

Temps d’intégration/point 0,05 s 

Nombre de points/pic 20 

Nombre de balayage 15 

Répétition 5 

 

Les pompes péristaltiques utilisées sont la Minipuls (Gilson, Etats-Unis) et la Perimax
®
 (Spetec, 

Allemagne). 
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2.5. Optimisation de la séparation de l’Hb 

 Dans ce travail, deux types de mécanismes ont été utilisés pour séparer l’Hb totale dans de 

l’hémolysat : échange de cations et échange d’anions. En effet, une attention extrême doit être requise 

pour préserver la structure de composition et de coordination de la protéine native contenant le métal 

durant toute la procédure d'analyse. Ces types de mécanismes d’échange d’ions permettent de 

s’assurer de la conservation de la liaison métal-protéine contrairement à l’utilisation de la 

chromatographie de phase inverse. De plus, la molécule d’Hb possède la caractéristique d’être sous 

forme cationique ou anionique selon le pH. 

L’objectif est d’optimiser la méthode de séparation par colonne d’échange de cations et 

par colonne d’échange d’anions pour l’analyse de l’Hb. Pour cela, trois axes majeurs seront 

considérés : 

- la minimisation de la quantité de Fe dans les phases mobiles, 

- la minimisation du bruit de fond,  

- l’évaluation de l’influence d’autres espèces (catalase, anhydrase carbonique) que l’Hb sur la 

séparation. 

2.5.1.  Mécanisme d’échange de cations 

Le principe de séparation de la colonne échangeuse de cations se déroule en 4 phases. La 

première étape consiste à équilibrer la phase stationnaire avec la phase mobile (Phase A). Lorsque 

l'équilibre est atteint, la phase stationnaire chargée négativement est associée à des contre-ions chargés 

positivement contenus dans la phase mobile. La deuxième étape consiste à introduire l’échantillon. Le 

but est de permettre à la molécule cible de se lier à la phase stationnaire et d’éliminer tout ce qui n’est 

pas lié. Le tampon utilisé pour diluer l’échantillon doit avoir le même pH et la même force ionique que 

la phase mobile initiale afin de lier les protéines chargées de manière appropriée. La troisième étape 

correspond à celle de l’élution. Les espèces retenues par la colonne sont éluées grâce à un changement 

de phase mobile (Phase B). La principale différence entre les phases mobiles A et B est l’augmentation 

de la concentration en sel dans la phase mobile B afin d’élever la force ionique. Les protéines sont 

éluées en fonction de leur nombre de charges. Enfin, la quatrième et dernière étape consiste à 

régénérer la colonne afin d’éliminer toutes les molécules qui peuvent être encore liées à la phase 

stationnaire. 

2.5.1.1. Optimisation de la méthode de séparation par colonne d’échange de 

cations 

Le choix de la phase mobile est dépendant du type de colonne, des espèces à séparer, du pH du 

milieu et des contraintes de détection.  Les phases mobiles pour ce type d’application possèdent une 
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forte teneur en sels (Na
+
). A partir des exemples de séparation chromatographique par colonne 

d’échange de cations présentés dans le Tableau 14 (Chapitre 1), on observe que la colonne Mono S 

est, dans la grande majorité, utilisée avec des phases mobiles constituées de malonate de sodium afin 

de déterminer l’Hb A1C. Cependant d’autres phases mobiles contenant du phosphate de potassium ou 

du Bis-Tris peuvent être utilisées. La séparation de la protéine se fait en utilisant un gradient (soit la 

force ionique est augmentée, soit le pH est modifié) qui permet d’éluer la protéine d’intérêt dans un 

temps minimum. Pour la détection dans le domaine visible la longueur d’onde généralement utilisée 

est celle de 415 nm, caractéristique du groupement hème. Manjula et al. mentionnent une autre 

longueur d’onde pour la détection de l’Hb A de 540 nm qui est caractéristique de l’oxy-Hb [201]. 

Dans ce travail, plusieurs phases mobiles ont été testées (acide malonique, Tris, phosphate, 

MES) afin de choisir la plus adaptée pour la séparation de l’Hb totale. Étant donné que l’objectif est de 

coupler la séparation chromatographique avec une détection du Fe par ICPMS, il est important de 

s’assurer que la quantité de Fe contenue dans chaque phase mobile soit la plus faible possible. Pour 

cela, une gamme d’étalonnage en Fe inorganique de haute pureté (BNM-001) de 0,2 à 15 µg.L
-1

 Fe est 

réalisée. Les phases mobiles sont toutes préparées à une  concentration de 20 mmol.L
-1

. Tous les 

échantillons sont analysés par ICPMS (en mode classique). Le Tableau 43 regroupe les teneurs en Fe 

obtenues pour les quatre phases mobiles choisies. 

Tableau 43 : Résultats de l'évaluation de la teneur en Fe de phases mobiles par étalonnage 

externe. 

Phase mobile Concentration en Fe (µg.L
-1

) 

Acide malonique 5 

Phosphate 5 

Tris < 0,2 

MES < 0,2 

 

À la vue de ces résultats, dans un premier temps les phases mobiles contenant du Tris et du 

MES ont été retenues car la quantité de Fe initialement présente est la plus faible. Deux couples de 

phases mobiles ont ainsi été réalisés : 

- Phase A : 20 mM Tris, pH 6,0 (pH ajusté avec NH3) 

- Phase B : Phase A + 300 mM d’acétate d’ammonium, pH 6,0 (pH ajusté avec HAc) 

- Phase A : 20 mM MES, pH 6,0 (ajusté avec NH3) 

- Phase B : Phase A + 300 mM d’acétate d’ammonium, pH 6,0 (pH ajusté avec HAc) 

Il est également important que la concentration en sels dissous soit inférieure à 1 % afin 

d’éviter des dépressions ou augmentations du signal de l’ICPMS, ainsi que des obstructions de 

nébuliseur et/ou du cône échantillonneur [202]. Des phases mobiles alternatives doivent donc être 

utilisées comme par exemple les sels d’ammonium qui sont volatils à faible pression [203]. Ainsi, le 

NaCl ou le LiCl, généralement utilisés dans la préparation des phases mobiles, ont été remplacés par 
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l’utilisation d’acétate d’ammonium. Un pH de 6,0 a été choisi pour que la molécule se trouve 

principalement sous forme cationique étant donné que le pHi de l’Hb est de 6,81. 

Pour chaque couple de phases mobiles, une optimisation du gradient a été effectuée en 

utilisant une solution d’étalon d’Hb (H7379) à 1 mg.mL
-1

. Le débit est de 1 mL.min
-1

 et la détection 

est réalisée à 415nm. Les gradients optimisés sont identiques pour les deux couples de phases 

mobiles : 

- 0 min : 10% B 

- 0 à 1,5 min : 10 à 75% B 

- 1,5 à 3 min : 75 à 100% B 

- 3 à 10 min : 100 à 0% B 

Les chromatogrammes obtenus avec les différentes phases mobiles et les gradients optimisés 

sont représentés dans la Figure 43. Ces deux profils chromatographiques sont très similaires et les pics 

d’intensité maximum sont élués à 5,26 min pour la phase mobile contenant le Tris et à 5,54 min pour 

la phase mobile contenant le MES. 

 

Figure 43 : Chromatogrammes d'une solution étalon d'Hb à 1 mg.mL
-1

 avec une colonne Mono 

S, deux phases mobiles différentes et une détection à 415 nm. 

Après optimisation de la séparation en utilisant la détection par spectrophotométrie à 415nm, il 

convient de s’assurer de la faisabilité du couplage avec l’ICPMS. Des essais sont ainsi réalisés en 

analysant des blancs de réactifs (constitués de solution tampon) ainsi que des échantillons de solution 

étalon d’Hb de concentration comprise entre 0,1 et 0,5 g.L
-1

 Hb en utilisant le gradient optimisé et les 

conditions instrumentales du Tableau 42. Grâce à ces essais, un problème dans l’analyse de blanc est 
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observé. En effet, quelles que soient les phases mobiles utilisées, la teneur du blanc en Fe représente 

plus de 50% de l’échantillon malgré plusieurs rinçages de la colonne (voir Figure 44). Les phases 

mobiles contenant du Tris et du MES ne seront donc pas retenues. 

 

Figure 44 : Chromatogrammes d'une solution étalon d'Hb à 0,1 mg.mL
-1

 et d'un blanc par Mono 

S – ICPMS et une phase mobile constituée de TRIS. 

Les deux autres phases mobiles généralement utilisées pour la séparation sont constituées 

d’acide malonique ou de phosphate. Cependant, la teneur en Fe dans la solution phosphate étant 

supérieure à celle obtenue pour la solution d’acide malonique, ce dernier semble le plus adapté pour 

notre séparation. Après différents tests de concentration, les phases mobiles retenues sont composées 

de : 

- Phase A : 10 mM acide malonique, pH 5,7 (pH ajusté avec NH3) 

- Phase B : Phase A + 300 mM d’acétate d’ammonium 

Le gradient obtenu après optimisation est: 

- 0 min : 0% B 

- 0 à 4 min : 0 à 60% B 

- 4 à 8 min : 60 à 75% B 

- 8 à 13 min : 75 à 100% B 

- 13.01 à 18 min : 100 à 0% B 

L’optimisation est effectuée avec une solution étalon d’Hb à 0,5 mg.mL
-1

 et un débit de 

1mL.min
-1

, toujours à 415 nm. Le chromatogramme obtenu avec les phases mobiles d’acide 

malonique et le gradient optimisé est représenté dans la Figure 45. Le profil chromatographique est 

0 2 4 6 8 10

0

1x10
5

2x10
5

3x10
5

4x10
5

5x10
5

6x10
5

7x10
5

8x10
5

9x10
5

1x10
6

In
te

n
s
it
é

, 
5

6
F

e
 (

c
p
s
)

Temps (min)

 Etalon Hb

 Blanc



CHAPITRE 3 / 2. Analyse par HPLC-ICPMS   Optimisation de la séparation 

 

153 

 

différent de celui obtenu avec les deux autres phases mobiles car le gradient est plus long (18 min 

contre 10 min) ainsi les espèces sont éluées plus lentement. Le pic d’intensité maximum est élué à 

10,6 min. 

 

 

Figure 45 : Chromatogramme d'une solution étalon d'Hb à 0,5 mg.mL
-1

 obtenu avec une colonne 

Mono S à 415 nm. 

Pour s’assurer également que la détection par ICPMS est correcte, une solution étalon d’Hb à 

0,5 mg/mL ainsi que des solutions de blanc sont analysées. La Figure 46 représente les 

chromatogrammes obtenus après séparation par colonne Mono S et détection du 
56

Fe par ICPMS. Les 

profils chromatographiques sont identiques avec une détection VIS à 415 nm et par ICPMS sur 
56

Fe. 

Ceci permet de confirmer que toutes les espèces présentes dans l’étalon d’Hb correspondent à 

différents variants d’Hb. D’autre part, la présence d’un bruit de fond dû à la phase mobile est observée 

dans l’échantillon et le blanc, cependant il n’y a pas de présence de pic résiduel comme avec les autres 

phases mobiles.  
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Figure 46 : Chromatogrammes d'une solution étalon d'Hb à 0,5 mg.mL
-1

 et d’un blanc (eau ultra 

pure) obtenus après séparation par colonne Mono S en détectant le 
56

Fe par ICPMS. 

Il est apparu nécessaire de trouver une méthode permettant de diminuer au maximum le bruit 

de fond par conséquent la quantité de Fe présente dans la phase mobile. La résine Chelex est choisie 

pour retenir la grande majorité du Fe contenu dans les phases mobiles [204]. En effet, c’est une résine 

chélatante échangeuse d'ions ayant une forte préférence pour le Cu, le Fe et autres métaux lourds ainsi 

que des cations monovalents tels que le Na et le K. Elle est composée de copolymères de styrène et de 

divinylbenzène contenant des ions iminodiacétate qui agissent comme des groupes chélateurs pour lier 

les ions métalliques. De plus, autour de pH 5,0, la résine Chelex a une forte sélectivité pour le Fe
2+

. 

Avant l’utilisation de cette résine Chelex, une étape de purification est nécessaire [205] (voir Annexe 

3).  

Un premier essai en batch est effectué en ajoutant directement la résine dans la phase mobile. 

Environ 5 g de Chelex sont ajoutés pour 100 mL de phase mobile puis le mélange est mis sous 

agitation pendant 2h et filtré sur filtre de nitrocellulose de taille de pore de 0,22 µm. Cependant, il n’y 

a eu aucun impact positif sur la teneur en Fe de la phase mobile. 

Un deuxième essai sur colonne (4 × 250 mm) de résine Chelex est également conduit en 

faisant percoler la phase mobile A et en collectant différentes fractions. Ces fractions sont analysées 

par ICPMS sont afin de déterminer leur teneur en Fe. La Figure 47 présente les résultats obtenus pour 

les fractions de phase mobile. 
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Figure 47 : Teneur en fer des différentes fractions de phase mobile A purifiée après élution dans 

la colonne Chelex. 

Ces résultats montrent que la colonne Chelex permet de diminuer la concentration en Fe dans 

la phase mobile A de plus de 90 %. La concentration initiale d’environ 6,5 µg.L
-1

 Fe diminue à ≈ 0,5 

µg.L
-1

 Fe durant les 200 premiers millilitres élués. Un deuxième plateau est observé pour des volumes 

compris entre 200 et 420 mL où la teneur en Fe est d’environ 1,5 µg.L
-1

 Fe. La colonne Chelex montre 

une efficacité de rétention du Fe pour des volumes importants. Cependant, pour régénérer la colonne 

Chelex, il est nécessaire de la rincer avec une solution à 1 mol.L
-1

 d’HNO3 pendant 3h à un débit de 1 

mL.min
-1

. Cette colonne est installée en amont de la colonne Mono S pour effectuer la filtration de la 

phase mobile avant l’injection de l’échantillon. Cependant, le temps de rétention n’est pas stable et il 

diminue au fur et à mesure de la séquence d’analyse. Ceci s’explique par la modification du pH des 

phases mobiles après leur passage dans la colonne Chelex. En effet, le pH initial est de 5,7 et une perte 

de deux unités pH pour la phase A et d’une unité pH pour la phase B est observée après le passage 

dans la colonne Chelex.  

Un troisième essai est réalisé en remplissant une nouvelle colonne de même dimension que 

celle précédemment utilisée mais un remplissage constitué d’un mélange de résine Chelex et de gel de 

silice greffée avec des groupements C18. L’efficacité de cette colonne mixte est la même que celle 

obtenue avec la colonne remplie uniquement de résine Chelex. La Figure 48 représente les profils 

chromatographiques obtenus avec l’utilisation de la colonne Chelex/C18 en amont de la colonne 

Mono S après une détection par ICPMS. L’objectif de diminuer la ligne de base est atteint grâce à 

cette colonne préparée avec de la résine Chelex et de la silice C18. 
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Figure 48 : Chromatogrammes d'une solution étalon d'Hb à 0,5 mg.mL
-1

 et d’un blanc (eau ultra 

pure) obtenus après filtration des phases mobiles en amont de la séparation par colonne Mono S 

et détection du 
56

Fe par ICPMS. 

Un dernier essai consiste à filtrer au préalable et non plus en ligne les deux phases mobiles sur 

la colonne Chelex/C18 avant les analyses et d’en ajuster le pH. Cette méthode permet de s’assurer que 

le pH est stable ainsi que de contrôler la concentration en Fe des phases mobiles. La teneur en Fe dans 

le bruit de fond reste identique à celle observée en couplant la colonne Chelex/C18 couplée à la 

colonne Mono S. 

 

L’optimisation de la méthode de séparation par colonne échangeuse de cations (Mono S) 

permet d’obtenir les conditions finales présentées dans le Tableau 44. Les phases mobiles 

contiennent de l’acide malonique et de l’acétate d’ammonium et le gradient utilisé est de 18 min. 

Une filtration des phases mobiles avec la colonne composée de Chelex et de C18 est effectuée au 

préalable et le pH est ajusté à 5,7. La méthode peut ainsi être évaluée en étudiant ses 

performances analytiques. 

Tableau 44 : Conditions analytiques de la séparation chromatographique 

Phases mobiles 
Phase A : 10 mM acide malonique, pH 5,7 (pH ajusté avec NH3) 

Phase B : Phase A + 300 mM d’acétate d’ammonium 

Colonne de filtration 50 % Chelex - 50 % C18 

Gradient 

0 min : 0% B 

0 à 4 min : 0 à 60% B 

4 à 8 min : 60 à 75% B 

8 à 13 min : 75 à 100% B 

13.01 à 18 min : 100 à 0% B 
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2.5.1.2. Performances analytiques de la méthode par colonne d’échange de 

cations 

Une fois la méthode de séparation optimisée, ses performances analytiques sont étudiées. Pour 

cela, des gammes d’étalonnage en étalon d’Hb (H7379) sont analysées et répétées sur trois jours 

différents (p=3) avec trois injections de chaque étalon par jour. La gamme d’étalonnage est préparée 

pour chaque jour d’analyse. La gamme de travail a été validée de 0,1 à 0,5 g.L
-1

 Hb. La linéarité ainsi 

que les limites de détection (LD) et les limites de quantification (LQ) sont évaluées par analyse sur 

l’isotope 56 du Fe par détection ICPMS et à 415 nm par détection VISIBLE.  

La détermination des LD peut s’effectuer par diverses méthodes de calcul. Ces méthodes se 

basent sur l’écart-type de la réponse et sur la pente [206]. Différents écarts-types peuvent être pris en 

compte pour le calcul :   

- l’écart-type de la réponse de blancs,  

- l’écart-type résiduel de la régression linéaire,  

- l'écart-type de l'ordonnée à l'origine de la régression linéaire. 

Dans ce travail, l’écart-type de l’ordonnée à l’origine a été choisi pour calculer la LD dont 

l’équation de calcul est indiquée ci-dessous [206]: 

𝑳𝑫 =  
𝒕 𝒔(𝒃𝟎)

𝒃𝟏
   Équation 31 

Avec : 

- 𝑡 : le coefficient de Student, pris pour un intervalle de confiance de 95 % 

- 𝑠(𝑏0) : l’écart type de l’ordonnée à l’origine obtenu sur n mesures 

- 𝑏1 : la pente obtenue par l’analyse d’une gamme d’étalonnage en utilisant les aires de pics 

Les LD obtenues par ICPMS et VISIBLE sont respectivement de 18 mg.L
-1

 Hb et 22 mg.L
-1

 

Hb. Chaque LD a été validée par l’analyse d’un étalon à une concentration égale à sa valeur et la 

vérification de l’obtention des aires de pic significativement différentes de la ligne de base. 

La LQ est basée sur le même principe de calcul que la LD ainsi les différents écarts-types 

peuvent être pris en compte. Comme pour la LD, l’écart-type de l’ordonnée à l’origine est utilisé 

[206]. L’équation 32 montre le calcul effectué. 

𝑳𝑸 =  
𝟏𝟎 𝒔(𝒃𝟎)

𝒃𝟏
   Équation 32 

 

Les LQ obtenues par ICPMS et VISIBLE sont respectivement de 59 mg.L
-1

 Hb et 75 mg.L
-1

 

Hb. 

Le Tableau 45 regroupe les différents paramètres étudiés pour l’évaluation des performances 

analytiques de la séparation pour 50 µL d’échantillon injecté. La linéarité est évaluée en calculant le 

coefficient de détermination (R²). Ce coefficient est supérieur à 0,99 pour les types de détection ce qui 

est satisfaisant. La précision de mesure sur les temps de rétention est inférieure à 1 % intra et inter 
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jours quel que soit le mode de détection. En effet, sur une même journée (intra-journalière) la 

précision du temps de rétention est de 0,5 % en ICPMS tandis que sur différents jours (inter-

journalière), elle est égale à 0,7 %. Une différence de l’ordre de 1 % est observée pour la précision des 

aires de pics par détection ICPMS (≈ 2,6 %) et VISIBLE (≈ 3,5 %) mais, les résultats restent inférieurs 

à 4 % ce qui est satisfaisant. 

Tableau 45 : Performances analytiques pour la séparation avec échange de cations par détection 

ICPMS (
56

Fe) et VISIBLE (415nm). 

 ICPMS, 
56

Fe VISIBLE, 415 nm  

Gamme de travail 0,1 à 0,5 g.L
-1

 Hb 

Linéarité R² = 0,9912 R² = 0,9910 

LD (mg.L
-1

 Hb)  18 22 

LQ (mg.L
-1

 Hb) 59 75 

Précision (intra jour) 

- Temps de rétention 

- Aire des pics 

 

0,5 % 

2,4 % 

 

0,4 % 

3,4 % 

Précision (inter jour) 

- Temps de rétention 

- Aire des pics 

 

0,7 % 

2,7 % 

 

0,6 % 

3,5 % 

 

La Figure 49 représente des exemples d’applications de la méthode développée sur des 

échantillons d’hémolysat (le CRM JCCRM 912-1L) et d’étalon en Hb A0 (H0267) pour des 

concentrations de l’ordre 0,1 g.L
-1

 d’Hb et en utilisant les deux modes de détection (ICPMS et 

VISIBLE). 

 

Figure 49 : Chromatogrammes obtenus par chromatographie d'échange de cations d'un 

matériau d'hémolysat certifié en Hb et d'un étalon d'Hb A0. 
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 La méthode chromatographique par échange de cations montre des performances 

analytiques intéressantes et sensiblement plus satisfaisantes pour la détection par ICPMS 

(meilleures LD et LQ). Cependant, la nécessité de filtrer les phases mobiles avant la séparation 

chromatographique implique des sources d’erreurs potentielles.  

2.5.2.  Mécanisme d’échange d’anions 

L’Hb étant une protéine, elle a donc la capacité à former des résidus chargés positivement ou 

négativement. Cette particularité nous permet de pouvoir utiliser les deux mécanismes de 

chromatographie à échange d’ions (d’anions et de cations). Ainsi, la chromatographie échangeuse 

d’anions est aussi développée pour la détermination de l’Hb totale. 

Le principe de séparation est identique à celui de la colonne échangeuse de cations présenté 

dans le paragraphe 2.5.1. La seule différence se trouve dans la première étape où lorsque l'équilibre est 

atteint, la phase stationnaire chargée positivement est associée à des contre-ions chargés négativement 

contenus dans la phase mobile. 

2.5.2.1. Optimisation de la méthode de séparation par colonne d’échange 

d’anions 

Les phases mobiles généralement utilisées pour l’analyse de l’Hb par colonne échangeuse 

d’anions sont constituées de TRIS comme le montre le Tableau 15 du Chapitre 1. Les concentrations 

varient de 10 à 50 mmol.L
-1

 et le pH est compris entre 7,0 et 8,6. La séparation s’effectue en utilisant 

des gradients où soit la force ionique augmente soit le pH évolue. La détection par VISIBLE utilise un 

plus grand nombre de longueurs d’ondes lorsqu’on utilise la chromatographie pour purifier un 

échantillon. Cependant, la longueur d’ondes de 415 nm reste toujours présente dans ce type d’analyse 

mais d’autres longueurs d’ondes sont utilisées car l’objectif est de purifier l’Hb donc de détecter toutes 

les espèces pouvant présentes dans l’échantillon. 

La colonne utilisée pour la chromatographie d’échange d’anions afin de séparer l’Hb est la 

Source™ 15Q 4.6/100 PE. Dans un premier temps, différents essais de concentrations et de pH de 

phases mobiles ont été réalisés. Dans chaque cas, le composé TRIS est utilisé pour préparer les phases 

mobiles ainsi que l’acétate d’ammonium comme contre-ion. Le pH est testé sur une gamme de 7,0 à 

8,5 qui est optimale pour l’utilisation du TRIS. Le pH de 8,0 est retenu pour une bonne élution de la 

molécule cible, l’Hb car son pHi est inférieur à 8,0 (6,81). La concentration en TRIS est ajustée de 10 

à 50 mmol.L
-1

 ainsi que la teneur en sel d’ammonium (de 200 à 500 mmol.L
-1

). Les phases mobiles 

utilisées sont : 

- Phase A : 10 mM Tris, 0,2 g/L NaN3, pH 8,0 (pH ajusté avec HAc) 

- Phase B : Phase A + 500 mM d’acétate d’ammonium 

L’utilisation d’acétate d’ammonium comme contre-ion à la place du NaCl est choisie afin de  

limiter l’apport en sels dissous dans l’ICPMS. L’azoture de sodium (NaN3) est un biocide permettant, 
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notamment, d’éviter le développement bactérien dans des solutions. Dans un second temps, le gradient 

est optimisé pour une séparation optimale de la molécule d’Hb. Le gradient obtenu après optimisation 

est: 

- 0 à 2 min : 0% B 

- 2 à 9 min : 0 à 100% B 

- 9 à 16 min : 100% B 

- 16.01 à 21 min : 100 à 0% B 

 

La Figure 50 montre le profil chromatographique d’une solution étalon d’Hb à 0,2 mg.mL
-1

 

obtenue à partir des conditions optimisées ci-dessus. La détection par VISIBLE intervient à une 

longueur d’onde de 415 nm et la détection élémentaire est réalisée par ICPMS (
56

Fe). Le débit utilisé 

est de 1 mL.min
-1

. 
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Figure 50 : Chromatogramme d'une solution étalon d'Hb à 0,2 mg.mL
-1

 obtenu avec une colonne 

Source 15 Q par détection VISIBLE à 415 nm (A) et par détection ICPMS pour le 
56

Fe (B). 

Le profil chromatographique de l’étalon d’Hb montre un large pic avec un léger décollement 

signifiant la présence d’un autre variant d’Hb. Malgré ce petit épaulement de pic, ce profil est 

cependant plus adapté que celui obtenu avec la colonne échangeuse de cations puisque l’objectif est 

d’analyser et de quantifier l’Hb totale (donc tous les variants de l’Hb). Le profil est identique quel que 

soit le mode de détection utilisé (VISIBLE ou ICPMS). Le temps de rétention du pic d’intérêt est 

compris entre 5,2 et 5,3 min. 

 

L’optimisation de la méthode de séparation par colonne échangeuse d’anions (Source 

15Q) conduit aux conditions finales présentées dans le Tableau 46. Les phases mobiles 

contiennent du TRIS et de l’acétate d’ammonium pour un pH de 8,0 et le gradient utilisé est de 

21 min. Cette séparation présente l’avantage de ne pas utiliser de colonne de filtration pour les 

phases mobiles. De plus, les blancs obtenus ont une ligne de base faible en Fe (inférieure à 500 

mAU et à 10000 cps). La méthode peut ainsi être évaluée en étudiant ses performances 

analytiques. 

Tableau 46 : Conditions analytiques de la séparation chromatographique. 

Phases mobiles 
Phase A : 10 mM Tris, 0,2 g/L NaN3, pH 8,0 (pH ajusté avec NH3) 

Phase B : Phase A + 500 mM d’acétate d’ammonium 

Gradient 

0 à 2 min : 0% B 

2 à 9 min : 0 à 100% B 

9 à 16 min : 100% B 

16,01 à 21 min : 100 à 0% B 
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2.5.2.2. Performances analytiques de la méthode par colonne d’échange 

d’anions 

La méthode de séparation optimisée, ses performances analytiques sont étudiées, à partir de 

l’analyse de solutions d’étalon d’Hb par ICPMS (
56

Fe) et par détection VISIBLE (415 nm). Pour cela, 

des gammes d’étalonnage en Hb sont analysées et répétées sur trois jours différents et chaque étalon 

est injecté trois fois durant la même journée. La LD et la LQ sont calculées de manière identique au 

paragraphe 2.5.1.2 qui correspond aux performances analytiques pour la colonne par échange de 

cations. Les LD obtenues par ICPMS et VISIBLE sont respectivement de 9 mg.L
-1

 Hb et 8 mg.L
-1

 Hb. 

Chaque LD a été validée par l’analyse d’un étalon à une concentration égale à sa valeur et la 

vérification de l’obtention des aires de pic significativement différentes de la ligne de base. Les LQ 

obtenues par ICPMS et VISIBLE sont respectivement de 30 mg.L
-1

 Hb et 25 mg.L
-1

 Hb. 

Le Tableau 47 regroupe les différents paramètres étudiés pour l’évaluation des performances 

analytiques de la séparation pour 50 µL d’échantillon injecté. Le coefficient de détermination est 

supérieur à 0,99 pour les types de détection ce qui est satisfaisant. La précision de mesures sur les 

temps de rétention est inférieure à 1 % intra et inter jours quel que soit le mode de détection. Pour la 

détection par ICPMS, la précision sur le temps de rétention sur une même journée est de 0,2 % et sur 

des jours différents, elle est égale à 0,9 %. Les résultats restent inférieurs à 5 % ce qui est correct pour 

la précision des aires de pics par détection ICPMS et VISIBLE. 

Tableau 47 : Performances analytiques pour la séparation avec échange d’anions par détection 

ICPMS (
56

Fe) et VISIBLE (415nm). 

 ICPMS, 
56

Fe VISIBLE, 415 nm  

Gamme de travail 0,05 à 0,5 g.L
-1

 Hb 

Linéarité R² = 0,9942 R² = 0,9970 

LD (mg.L
-1

 Hb)  9 8 

LQ (mg.L
-1

 Hb) 30 25 

Précision (intra jour) 

- Temps de rétention 

- Aire des pics 

 

0,2 % 

3,7 % 

 

0,1 % 

2,4 % 

Précision (inter jour) 

- Temps de rétention 

- Aire des pics 

 

0,9 % 

4,0 % 

 

0,9 % 

4,5 % 

 

La méthode chromatographique par échange d’anions montre des performances 

analytiques intéressantes et identiques pour les deux types de détection. Ces performances sont 

plus satisfaisantes (LQ et LD plus faibles) que celles obtenues avec la chromatographie 

d’échange de cations. Cela peut s’expliquer notamment par la diminution du bruit de fond en Fe 

et l’élution de la protéine sous un seul pic. 
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2.5.3.  Spécificité 

Lors du développement d'une méthode de chromatographie destinée à la détermination de l’Hb 

totale, il est nécessaire d'évaluer l'influence d'autres espèces qui peuvent affecter la précision des 

mesures de l’Hb. 

La seconde protéine la plus abondante des globules rouges après l’Hb est l'anhydrase 

carbonique (CA), que l'on trouve chez les humains, tous les animaux et les organismes 

photosynthétiques. Il existe cinq familles : α, β, γ, δ et ε, mais seulement la famille -CA est présente 

chez les mammifères. Cette catégorie est aussi divisée en plusieurs isoformes de CA mais l’anhydrase 

carbonique I (CA I) est la forme majoritaire présente dans les globules rouges et dont la masse 

moléculaire moyenne est de 28870 Da (UniProt – P00915, CAH1-Human). Son point isoélectrique est 

égal à 6,59 [207]. La CA I est une métalloprotéine contenant du Zn activant l'hydratation du CO2 en 

acide carbonique [181, 208]. Afin d’assurer l’absence de substances interférentes dans la fenêtre 

d’observation du pic de l’Hb, l’analyse de CA I a été effectuée en utilisant les conditions analytiques 

développées dans le paragraphe précédent (Tableau 47). Une solution contenant 0,4 g.L
-1

 de CA I et 

0,5 g.L
-1

 d’Hb est analysée par HPLC-ICPMS. Ces analyses montrent que la CA I n’interfère pas sur 

la séparation de l’Hb dans les conditions analytiques développées. En effet, aucun pic significatif n’est 

présent par détection VISIBLE à 415 nm et par détection ICPMS du 
56

Fe comme représenté dans la 

Figure 51. 

 

Figure 51 : Chromatogrammes représentant l'analyse de la CA I par colonne d'échange d'anions 

associée à une détection VISIBLE à 415 nm et une détection ICPMS à 
56

Fe en comparaison avec 

l'étalon d'Hb et un blanc. 
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Le sang contient également différentes enzymes dont la catalase CAT) qui est composée de 

quatre sous-unités identiques de 59756 Da (UniProt – P04040 – CATA-Human) chacune contenant 

quatre groupement hème [209]. Sa masse moléculaire est d'environ 240 kDa et son point isoélectrique 

est égal à 6,90. Cette enzyme est largement distribuée dans le corps, avec une concentration élevée 

dans le foie, les reins et les globules rouges (plus de 98% de la CAT dans le sang est présente dans le 

cytosol des globules rouges) [170]. Dans les globules rouges, la catalase et la glutathion peroxydase 

protègent conjointement l’Hb contre l’oxydation. La CAT catalyse la décomposition du peroxyde d'H2 

par deux types de réactions. La gamme normale de CAT est d’environ 0,84 ± 0,10 MU.g
-1

 Hb ce qui 

signifie que pour 1 g d’Hb il y a entre 0,2 et 0,4 g de CAT [210, 211]. L’étude d’une potentielle 

interférence de la catalase sur le dosage de Hb a été effectuée en utilisant les conditions analytiques 

développées dans le paragraphe précédent (Tableau 47). Une solution contenant 0,5 g.L
-1

 d’Hb et 0,9 

g.L
-1

 de CAT est analysée par HPLC-ICPMS (voir Figure 52). Cette analyse montre l’élution d’un pic 

correspondant à la CAT à 6,4 min alors que l’Hb est éluée à 5,3 min. Cependant, le pic de l’Hb étant 

très large, la CAT est coéluée dans ce pic. Dans ces conditions, la CAT représente 4 % de l’étalon 

d’Hb ce qui est négligeable car cela n’est significativement pas différent des incertitudes de mesures et 

la concentration utilisée en CAT est deux fois plus élevée que la valeur physiologique. 

 

Figure 52 : Chromatogrammes représentant l'analyse de la CAT par colonne d'échange d'anions 

associée à une détection VISIBLE à 415 nm et une détection ICPMS à 
56

Fe en comparaison avec 

l'étalon d'Hb et un blanc. 

Ces essais mettent en évidence l’absence d’interférents (CAT ou CA I) significatifs dans 

l’analyse de l’Hb dans de l’hémolysat par HPLC-ICPMS. 
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2.6. Quantification en HPLC-ICPMS et HPLC-VISIBLE 

Afin de quantifier la teneur en Hb dans nos échantillons, différentes méthodes ont été 

utilisées : l’étalonnage externe, les ajouts dosés et la dilution isotopique (en mode non-spécifique 

et spécifique). Ces méthodes sont effectuées en couplant une HPLC avec une détection ICPMS (
56

Fe) 

et VISIBLE (415 nm).  

2.6.1.  Quantification par étalonnage externe 

L’étalonnage consiste à préparer, à partir d’une solution étalon dont la pureté est connue, une 

gamme d’étalonnage qui va couvrir la plage de travail. Les dilutions des solutions sont réalisées par 

volumétrie ou par gravimétrie. Dans cette étude, la gravimétrie, considérée comme une méthode 

primaire, est utilisée. Ainsi la balance doit être contrôlée régulièrement afin de garantir la justesse des 

pesées. L’étalonnage externe est testé avec les deux séparations optimisées précédemment (échange de 

cations et échange d’anions). 

2.6.1.1. Préparation des échantillons 

La gamme d’étalonnage en étalon d’Hb est comprise entre 0,05 et 0,5 g.L
-1

 Hb. 

Le CRM utilisé est le JCCRM 912-1 de niveau bas (L). Sa teneur étant très élevée (80,7 g.L
-1

 

Hb) pour une analyse directe, des dilutions sont nécessaires afin de couvrir la gamme de l’étalonnage. 

Deux dilutions successives dans un tampon (10 mM Tris, pH 7,5-8,0) sont réalisées pour obtenir une 

teneur finale comprise entre 0,05 et 0, 25 g.L
-1

 Hb. 

2.6.1.2. Calcul des incertitudes 

Afin d’assurer la traçabilité des résultats obtenues par étalonnage externe, un budget 

d’incertitude sur la concentration de l’échantillon mesurée a été calculé en prenant en compte les 

incertitudes-types relatives à la préparation des solutions étalons, à la linéarité ainsi qu’à la répétabilité 

analytique. 

Incertitude type relative à la préparation des solutions d’étalonnage 

L’incertitude-type absolue sur les concentrations des solutions d’étalonnage est une 

combinaison des incertitudes-types liées aux masses pesées lorsque la méthode gravimétrique est 

utilisée pour la préparation des solutions ainsi qu’à la pureté de l’étalon . Le calcul de l’incertitude-

type absolue sur les différents paramètres se fait selon la méthode du GUM grâce au logiciel Wincert 

permettant la propagation des incertitudes-types. Pour chaque paramètre influant est associé son type 

de variable, son incertitude type et une loi de distribution. Ces données sont entrées dans le logiciel 

ainsi que les différentes fonctions permettant d’aboutir au résultat final. L’étape suivante, consistant à 
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la propagation des incertitudes-types, est réalisée par Wincert. La Figure 53 montre un exemple de 

calcul d’incertitude-type sur les différentes concentrations des solutions étalons. 

 

Figure 53 : Exemple de calcul d'incertitude-type sous Wincert pour la préparation des étalons. 

Incertitude type relative à la linéarité 

La régression linéaire est établie par la méthode des moindres carrés. L’incertitude-type sur 

l’ordonnée à l’origine, b0, est calculée avec le logiciel « Forsythe » développé par le LNE. 

L’incertitude-type relative, ulinéarité, correspond à : 

 

𝒖𝒍𝒊𝒏é𝒂𝒓𝒊𝒕é =  
𝒔(𝒃𝟏)

𝒃𝟏
   Équation 33 

 

Où   𝒃𝟏 =  
∑(𝑿𝒊− �̅�)(𝒀𝒊−�̅�)

∑(𝑿𝒊− �̅�)²
               𝒔(𝒃𝟏) =  √

𝒔(𝒆)²

∑(𝑿𝒊− �̅�)²
 

Avec : 

- 𝑏1 : la pente de la droite d’étalonnage 

- 𝑋𝑖 : les concentrations des différents étalons utilisés 

- �̅� : la valeur moyenne des concentrations de la gamme d’étalonnage 

- 𝑌𝑖 : les aires de pics obtenues pour chaque étalon 

- �̅� : la valeur moyenne des aires de pics 

- 𝑠(𝑏1) : l’écart type sur la pente de la droite d’étalonnage 

- 𝑠(𝑒) : l’écart type résiduel 
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Incertitude type relative à la répétabilité analytique 

Si (n) régressions linéaires sont établies, on considère que les (n) concentrations de 

l’échantillon sont des variables indépendantes. Alors l’incertitude-type relative de répétabilité 

analytique, urépétabilité, est donnée par l’équation suivante : 

 

𝒖𝒓é𝒑é𝒕𝒂𝒃𝒊𝒍𝒊𝒕é =  
𝒔(𝒀𝒊)

√𝒏
       Équation 34 

 

Avec :  

- 𝑠(𝑌𝑖) : l’écart-type de répétabilité des mesures du CRM 

-  𝑛 : le nombre de résultats de 𝑌𝑖 obtenu avec chaque réplicat indépendant de la méthode 

Estimation de l’incertitude composée 

Ainsi l’incertitude-type relative à la concentration mesurée du CRM se calcule de la manière 

suivante : 

 

𝒖(𝑪é𝒄𝒉𝒂𝒏𝒕𝒊𝒍𝒍𝒐𝒏) = √(𝒖é𝒕𝒂𝒍𝒐𝒏
𝟐 + 𝒖𝒍𝒊𝒏é𝒂𝒓𝒊𝒕é

𝟐 + 𝒖𝒓é𝒑é𝒕𝒂𝒃𝒊𝒍𝒊𝒕é
𝟐 )   Équation 35 

 

Avec : 

- uétalon : l’incertitude-type relative à la préparation des solutions étalons 

- ulinéarité : l’incertitude-type relative à la linéarité 

- urépétabilité : l’incertitude-type relative à la répétabilité analytique 

Enfin l’expression du résultat final est accompagnée par l’incertitude élargie. Cette valeur 

représente un intervalle dont il est attendu qu’il comprenne une fraction élevée de la distribution des 

valeurs qui pourraient être raisonnablement attribuées au mesurande (définition du GUM) [15]. 

 

𝑼 = 𝒌 ∙ 𝒖(𝑪é𝒄𝒉𝒂𝒏𝒕𝒊𝒍𝒍𝒐𝒏)       Équation 36 

 

Avec : 

- 𝑈 : l’incertitude élargie 

- 𝑘 : le facteur d’élargissement ; généralement k = 2 pour un intervalle de confiance proche de 95 

% si le mesurande tend vers une loi de distribution normale 

- 𝑢(𝐶é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛): l’incertitude-type relative à la concentration mesurée du CRM 

La contribution de la dilution des échantillons et ainsi que celle de la densité étant très faibles, 

elles ne sont pas prises en compte pour le calcul de l’incertitude finale. 
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2.6.1.3. Résultats 

Pour l’étalonnage externe, 3 réplicats en 3 points étalons sur 3 jours différents ont été réalisés. 

La validité de la méthode est obtenue par l’analyse du CRM JCCRM 912-1L, certifié en Hb totale 

(80,7 ± 1,0 g.L
-1

 Hb, valeur de référence). Les séquences d’analyse sont effectuées en alternant 

échantillon-blanc ou étalon-blanc.  

2.6.1.3.1. Etalonnage externe pour la méthode de séparation par colonne 

d’échange de cations 

 La Figure 54 montre les chromatogrammes d’une gamme d’étalonnage en Hb totale (3 

niveaux de concentration) et du CRM JCCRM 912-1 à une concentration de 0,06 g.L
-1 

Hb (courbe 

noire) obtenus par spectrophotométrie visible à 415 nm (A) et par détection ICP MS pour le 
56

Fe (B). 

Pour les deux modes de détection, le profil chromatographique du CRM se situe au milieu de la 

gamme d’étalonnage. De plus, les étalons étant injectés trois fois durant la même séquence d’analyse, 

la précision des analyses peut être évaluée. Le coefficient de variation (RSD) obtenus sur l’aire des 

pics par essai est inférieur à 6 % tandis que le RSD relatif au temps de rétention d’environ 12,6 min est 

inférieur à 1 % pour les deux types de détection. 
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Figure 54 : Chromatogrammes (éch. cations) du CRM JCCRM 912-1L et d’une gamme 

d’étalonnage en Hb totale par absorption visible à 415 nm (Figure A) et par détection ICP MS 

pour le 
56

Fe (Figure B). 

Les valeurs moyennes obtenues pour le CRM JCCRM 912-1L pour chaque gamme 

d’étalonnage par détection ICPMS (
56

Fe) et VISIBLE (415nm) sont représentées dans le Tableau 48.  

Tableau 48 : Résultats obtenus pour le CRM JCCM 912-1L sur 3 jours distincts par étalonnage 

externe avec la colonne par échange de cations par HPLC-ICPMS et par détection ICPMS (
56

Fe) 

et VISIBLE (415 nm). 

 
ICPMS (

56
Fe) 

Concentration (k=2, g.L
-1

 Hb) 

VISIBLE (415 nm) 

Concentration (k=2, g.L
-1

 Hb) 

Essai 1 (n=3) 170,7 ± 28,8 184,2 ± 32,0 

Essai 2 (n=3) 123,4 ± 27,8 137,0 ± 32,7 

Essai 3 (n=3) 109,3 ± 30,9 125,7 ± 38,3 

Moyenne (n×p=9) 134,5 ± 30,9 149,0 ± 38,3 

Valeur de référence 80,7 ± 1,0 g.L
-1

 Hb (k=2) 

 

La concentration moyenne sur ces trois jours par détection ICPMS est de 134,5  30,9 g.L
-1 

Hb 

ce qui représente une erreur relative de 67 % par rapport à la valeur indiquée dans le certificat. Cette 

valeur est plus élevée pour la détection à 415 nm avec une concentration de 149,0  38,3 g.L
-1 

Hb donc 

une erreur relative de 85 %.  L’écart type inter essais est similaire pour les deux modes de détection, 

égal à 32 g.L
-1

 Hb sur un total de 9 mesures, ce qui implique que le coefficient de variation (RSD) 
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moyen est de 23 % soit une dispersion des valeurs assez élevée. L’écart type intra essai est de 22 g.L
-1

 

Hb par ICPMS et 25 g.L
-1

 Hb par VISIBLE ainsi le RSD est légèrement plus faible (≈18 %). 

La précision des mesures et des profils chromatographiques est similaire quel que soit le mode 

de détection, cependant l’erreur relative sur le résultat de mesure est plus faible par détection ICPMS. 

Enfin, ces concentrations élevées d'Hb pourrait être due à la teneur initiale en Fe de la phase mobile en 

dépit de l'étape de filtration et aux écarts types élevés obtenus lors des mesures. 

 

Enfin, l’incertitude globale représente 25 % du résultat final pour les deux modes de détection. 

Le Tableau 49 montre la valeur moyenne des différentes contributions sur l’incertitude finale. Parmi 

les trois contributions de l’incertitude, la préparation des solutions d’étalonnage, la linéarité et la 

répétabilité analytique, celle qui a le plus de poids est la répétabilité analytique avec 65 % donc la 

dispersion des mesures. La linéarité représente 23 % de l’incertitude finale et la préparation des 

solutions d’étalonnage représente 12 %. Les valeurs des contributions sont similaires en détection 

ICPMS et VISIBLE. 

Tableau 49 : Récapitulatif des valeurs des différentes contributions de l'incertitude sur 

l'étalonnage externe par colonne d'échange de cations. 

 ICPMS (
56

Fe) VISIBLE (415 nm) 

uétalon (%) 2,0 

ulinéarité (%) 3,3 3,8 

urépétabilité (%) 10,4 12,4 

uéchantillon (%) 11,3 11,7 

Résultats (k=2, g.L
-1

 Hb) 134,5 ± 30,9 149,0 ± 38,3 

 

2.6.1.3.2. Etalonnage externe pour la méthode de séparation par colonne 

d’échange d’anions 

 La Figure 55 montre les chromatogrammes d’une gamme d’étalonnage en Hb totale et du 

CRM JCCRM 912-1 à une concentration de 0,09 g.L
-1

 Hb (courbe noire) obtenus par 

spectrophotométrie visible à 415 nm (A) et par détection ICP MS pour le 
56

Fe (B). Pour les deux 

modes de détection, le pic d’intérêt du CRM se situe se situe au milieu de la gamme d’étalonnage. De 

plus, les étalons étant injectés trois fois durant la même séquence d’analyse, la précision des analyses 

peut être évaluée. Le RSD obtenus sur l’aire des pics par essai est inférieur à 1 % tandis que le RSD 

relatif au temps de rétention d’environ 5,3 min est inférieur à 1 % pour les deux types de détection.  
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Figure 55 : Chromatogrammes (éch. d’anions) du CRM JCCRM 912-1L et d’une gamme 

d’étalonnage en Hb totale par absorption visible à 415 nm (Figure A) et par détection ICP MS 

pour le 
56

Fe (Figure B). 
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Les séquences d’analyse utilisées par HPLC-ICPMS alternent un blanc entre chaque 

échantillon ou étalon afin de s’assurer que rien ne reste retenu sur la colonne. La Figure 56 montre un 

blanc associée à un étalon d’Hb de 0,2 g.L
-1

 Hb avec une détection par ICPMS. 

 

 

Figure 56 : Chromatogrammes d'un blanc et d'un échantillon d'étalon d'Hb analysés par 

HPLC-ICPMS avec colonne par échange d'anions et une détection par ICPMS (
56

Fe). 

La teneur en Hb du blanc par détection ICPMS ou VISIBLE représente environ 1 % de 

l’échantillon ce qui donne une teneur approximative de 2 mg.L
-1

 Hb. Cette valeur est négligeable par 

rapport aux teneurs étudiées. 

Les valeurs moyennes obtenues pour le CRM JCCRM 912-1L pour chaque gamme 

d’étalonnage par détection ICPMS (
56

Fe) et VISIBLE (415 nm) sont présentées dans le Tableau 50. 

La concentration moyenne sur ces trois jours par détection ICPMS est de 117,7  16,0 g.L
-1 

Hb ce qui 

représente une erreur relative de 46 % par rapport à la valeur indiquée dans le certificat. Cette valeur 

est plus élevée pour la détection à 415 nm avec une concentration de 134,4  14,3 g.L
-1 

Hb donc une 

erreur relative de 67 %. L’écart type inter essais est similaire pour les deux modes de détection, égal à 

19 g.L
-1

 Hb sur un total de 9 mesures, ce qui implique que le coefficient de variation (RSD) moyen est 

de 15 % soit une dispersion des valeurs plus faible que celle obtenue avec la colonne par échange de 

cations. L’écart type intra essai est de 3 g.L
-1

 Hb par ICPMS et 6 g.L
-1

 Hb par VISIBLE ainsi le RSD 

intra essai (≈ 3 %) est plus faible que celui inter essais. 
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Tableau 50: Résultats obtenus pour le CRM JCCM 912-1L sur 3 jours distincts par étalonnage 

externe avec la colonne par échange d'anions par HPLC-ICPMS et par détection ICPMS (
56

Fe) 

et VISIBLE (415 nm). 

 
ICPMS (

56
Fe) 

Concentration (k=2, g.L
-1

 Hb) 

VISIBLE (415 nm) 

Concentration (k=2, g.L
-1

 Hb) 

Essai 1 (n=3) 125,0 ± 16,0 146,2 ± 14,3 

Essai 2 (n=3) 97,3 ± 9,8 112,7 ± 12,4 

Essai 3 (n=3) 130,7 ± 8,7 144,3 ± 10,5 

Moyenne (n=9) 117,7 ± 16,0 134,4 ± 14,3 

Valeur de référence 80,7 ± 1,0 g.L
-1

 Hb (k=2) 

 

La précision des mesures et des profils chromatographiques est similaire quel que soit le mode 

de détection, cependant l’erreur relative sur le résultat de mesure est plus faible par détection ICPMS 

comme pour la chromatographie par échange de cations.  

 

L’incertitude globale représente 12 % du résultat final pour les deux modes de détection. Le 

Tableau 51 montre la valeur moyenne des différentes contributions sur l’incertitude finale. Parmi les 

trois contributions de l’incertitude, la répétabilité analytique avec un poids de 50 % ainsi que la 

linéarité avec un poids de 40 % représentent les contributions majeures sur l’incertitude finale. La 

proportion entre ces deux contributions est plus homogène qu’avec la chromatographie d’échange de 

cations. Quant à la contribution de la préparation des solutions d’étalonnage, elle est de 10 %. Les 

valeurs des contributions sont similaires en détection ICPMS et VISIBLE. 

Tableau 51 : Récapitulatif des valeurs des différentes contributions de l'incertitude sur 

l'étalonnage externe par colonne d'échange d’anions. 

 ICPMS (
56

Fe) VISIBLE (415 nm) 

uétalon (%) 2,5 

ulinéarité (%) 3,1 2,3 

urépétabilité (%) 1,9 2,9 

uéchantillon (%) 4,9 4,7 

Résultats (k=2, g.L
-1

 Hb) 117,7 ± 16,0 134,4 ± 14,3 

 

2.6.1.4. Conclusion de l’étalonnage externe 

 Un bilan des résultats sur la quantification du CRM JCCRM 912-1L par étalonnage externe 

en HPLC-ICPMS par échange de cations et échange d’anions peut être effectué. La comparaison entre 

les deux types de détection (ICPMS et VISIBLE) met en évidence que l’erreur relative obtenue sur le 

résultat final est 20 % plus élevée pour la détection à 415 nm. Les autres paramètres sont identiques 

quel que soit le type de détection. De manière générale, les résultats obtenus avec la colonne 

d’échange d’anions sont plus satisfaisants que ceux obtenus avec la colonne d’échange de cations. Le 

récapitulatif des résultats est indiqué dans le Tableau 52. En effet, l’erreur relative obtenue sur 
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l’analyse du CRM est de 46 % au lieu de 67 % pour la colonne Mono S. Une diminution du RSD (24 

% à 17 %) ainsi qu’une diminution de l’incertitude (23 % à 13 %) sont aussi observées. De plus, les 

profils chromatographiques sont différents puisque plusieurs pics sont séparés en échange de cation 

contre un seul pic en échange d’anions. La méthode développée par colonne échangeuse d’anions 

est donc plus prometteuse. Cependant l’écart par rapport à la valeur certifiée est encore trop élevé ce 

qui peut peut-être s’expliquer par la différence de matrice entre les étalons et le CRM.  

Tableau 52 : Récapitulatif des résultats obtenus par étalonnage externe de l'analyse du JCCRM 

912-1L par détection ICPMS (
56

Fe) et par colonne d'échange d'anions et de cations. 

 Échange de cations Échange d’anions 

Valeur moyenne CRM 134,5 ± 30,9 g.L
-1

 Hb 117,7 ± 16,0 g.L
-1

 Hb 

Erreur relative 67 % 46 % 

Incertitude relative 23 % 13 % 

Précision intra essai (n=3) 

- SD 

- RSD 

 

22 g.L
-1

 Hb 

18 % 

 

3 g.L
-1

 Hb 

3 % 

Précision inter essai (n=9) 

- SD 

- RSD 

 

32 g.L
-1

 Hb 

23 % 

 

19 g.L
-1

 Hb 

15 % 

Précision séparation 

- Temps de rétention 

- Aire des pics 

 

< 1 % 

< 6 % 

 

< 1 % 

< 1 % 

 

La méthode des ajouts dosés est donc mise en place pour essayer de compenser cette 

différence. Etant donné que les performances analytiques obtenues en échange d’anions sont 

meilleures que celles obtenues en échange de cations, la quantification par ajouts dosés sera 

effectuée seulement en échange d’anions. 
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2.6.2. Ajouts dosés par colonne d’échange d’anions 

Cette méthode est utilisée lorsque les effets de matrice sont importants et dans le cas où la 

substance d’intérêt peut difficilement être extraite de la matrice. Dans ce cas, la matrice va être 

analysée seule puis avec des ajouts connus en substance à doser. La droite de la concentration en 

fonction de la réponse du détecteur est représentée sur la Figure 57.  

 

Figure 57 : Principe général de la méthode des ajouts dosés. 

Par extrapolation, l’ordonnée à l’origine, b0, correspond à la concentration de la solution sans 

ajout. Ainsi la concentration de l’élément dans l’échantillon est exprimée par la formule suivante : 

𝑪é𝒄𝒉𝒂𝒏𝒕𝒊𝒍𝒍𝒐𝒏 =  |𝒃𝟎
̅̅ ̅|    Équation 37 

 

Où |𝑏0
̅̅ ̅| correspond à la moyenne des ordonnées à l’origine obtenues pour n réplicats. 

2.6.2.1. Préparation des échantillons 

La gamme des ajouts est comprise entre 0,025 et 0,110 g.L
-1

 Hb. La solution mère d’Hb 

préparée à une concentration comprise entre 0,5 et 1 g.L
-1

 Hb. Les ajouts sont réalisés en suivant la 

Figure 57. Le premier ajout correspond à une demi-fois la concentration de l’élément d’intérêt estimée 

par étalonnage externe. Le deuxième ajout correspond à une fois la concentration et le troisième ajout 

correspond à deux fois la concentration de l’élément d’intérêt estimée. 

Le CRM JCCRM 912-1L est dilué dans la solution tampon à deux reprises afin d’obtenir une 

teneur finale de 0,05 g.L
-1

 Hb. Une quantité suffisante de solution est réalisée, environ 5 mL, afin de 

pouvoir effectuer les ajouts dosés sur plusieurs gammes de concentration. 
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2.6.2.2. Calcul des incertitudes 

Un budget d’incertitude a été calculé pour assurer la traçabilité des résultats obtenus par ajouts 

dosés. 

Trois composantes de l’incertitude finale ont été identifiées : 

- L’incertitude-type relative à la préparation des solutions d’ajouts, uajout 

- L’incertitude-type relative à la détermination de l’ordonnée à l’origine, ulinéarité 

- L’incertitude-type relative à la fidélité de la méthode après (n) réplicats, urépétabilité 

Incertitude-type sur les ajouts, uajout 

La concentration d’un ajout de la solution étalon dans la solution de l’échantillon s’exprime : 

𝐶𝑎𝑗𝑜𝑢𝑡 =  
𝑚𝑎𝑗𝑜𝑢𝑡∙𝐶é𝑡𝑎𝑙𝑜𝑛

𝑚é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛
     Équation 38 

 
Avec : 

- 𝐶𝑎𝑗𝑜𝑢𝑡 : la concentration d’un ajout de solution étalon 

- 𝑚𝑎𝑗𝑜𝑢𝑡 : la masse de la solution étalon ajoutée 

- 𝐶é𝑡𝑎𝑙𝑜𝑛 : la concentration de la solution étalon  

- 𝑚é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛 : la masse de l’échantillon 

Les masses de la solution étalon et de l’échantillon sont calculées par différence de masses de pesées.  

L’incertitude type, uajout, est établie à partir de la loi de propagation des incertitudes. 

Incertitude-type relative à la détermination de l’ordonnée à l’origine, uordon 

La régression linéaire est établie par la méthode des moindres carrés. L’incertitude-type sur 

l’ordonnée à l’origine, b0, est calculée avec le logiciel « Forsythe » développé par le LNE. 

L’incertitude-type relative, 𝑢𝑙𝑖𝑛é𝑎𝑟𝑖𝑡é , correspond à : 

 

𝒖𝒍𝒊𝒏é𝒂𝒓𝒊𝒕é =  
𝒔(𝒃𝟎)

𝒃𝟎
      Équation 39 

Où   𝒃𝟎 = �̅� +  𝒃𝟏 × �̅�                   𝒔(𝒃𝟎) =  
√

𝒔(𝒆)²

𝒑+ 𝑿²̅̅̅̅
∑(𝑿𝒊− �̅�)²

⁄
 

Avec : 

- 𝑏1 : la pente de la droite d’étalonnage 

- 𝑏0 : l’ordonnée à l’origine de la droite d’étalonnage 

- 𝑋𝑖 : les concentrations des différents étalons utilisés 

- �̅� : la valeur moyenne des concentrations de la gamme d’étalonnage 

- �̅� : la valeur moyenne des aires de pics 
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- 𝑝 : le nombre de mesures effectuées 

- 𝑠(𝑏0) : l’écart type sur l’ordonnée à l’origine de la droite d’étalonnage 

- 𝑠(𝑒) : l’écart type résiduel 

Incertitude type relative à la répétabilité analytique 

L’incertitude-type relative à la fidélité de la méthode, urépétabilité, se calcule de la même façon 

que pour l’étalonnage externe (voir 2.6.1.2). 

Estimation de l’incertitude composée 

Ainsi l’incertitude-type relative à la concentration mesurée du CRM se calcule de la manière 

suivante : 

𝒖(𝑪é𝒄𝒉𝒂𝒏𝒕𝒊𝒍𝒍𝒐𝒏) = √(𝒖𝒂𝒋𝒐𝒖𝒕
𝟐 + 𝒖𝒍𝒊𝒏é𝒂𝒓𝒊𝒕é

𝟐 + 𝒖𝒓é𝒑é𝒕𝒂𝒃𝒊𝒍𝒊𝒕é
𝟐 )   Équation 40 

 

L’incertitude globale élargie est calculée de la même manière que pour l’étalonnage externe 

(voir 2.6.1.2) en prenant en compte un facteur d’élargissement, k, égal à 2. La contribution de la 

dilution des échantillons ainsi que de la densité étant très faible, elles ne sont pas prises en compte 

pour le calcul de l’incertitude finale. 

2.6.2.3. Résultats 

Pour les ajouts dosés, 3 réplicats en 3 points étalons sur 3 jours différents ont été réalisés. La 

validité de la méthode est donc estimée par l’analyse du CRM JCCRM 912-1L, certifié en Hb totale.  

 La Figure 58 montre les chromatogrammes d’une gamme d’ajouts dosés en Hb totale et du 

CRM JCCRM 912-1 à une concentration de 0,05 g.L
-1

 Hb (courbe noire) obtenus par 

spectrophotométrie visible à 415 nm (A) et par détection ICP MS pour le 
56

Fe (B). Pour les deux 

modes de détection, les ajouts sont espacés proportionnellement. Les ajouts étant injectés trois fois 

durant la même séquence d’analyse, la précision des analyses peut être évaluée. Le coefficient de 

variation obtenu sur l’aire des pics par essai est inférieur à 4 % tandis que le RSD relatif au temps de 

rétention d’environ 5,5 min est inférieur à 0,4 % pour les deux modes de détection. 
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Figure 58 : Chromatogrammes par colonne SOURCE 15Q du CRM JCCRM 912-1L et de la 

gamme d’ajouts dosés en Hb totale par absorption visible à 415 nm (Figure A) et par détection 

ICPMS pour le 
56

Fe (Figure B). 
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Les valeurs moyennes obtenues pour le CRM JCCRM 912-1L pour chaque gamme 

d’étalonnage par détection ICPMS (
56

Fe) et VISIBLE (415 nm) sont présentées dans le Tableau 53. 

La concentration moyenne sur ces trois jours par détection ICPMS  est de 93,7  12,6 g.L
-1

 Hb ce qui 

représente une erreur relative de 16 % par rapport à la valeur indiquée dans le certificat. Cette valeur 

est plus élevée pour la détection à 415 nm avec une concentration de 106,6  9,1 g.L
-1

 Hb donc une 

erreur relative de 32 %. L’écart type inter essais est similaire pour les deux modes de détection, égal à 

10 g.L
-1

 Hb sur un total de 9 mesures, ce qui implique que le coefficient de variation (RSD) moyen est 

de 10 % soit une dispersion des valeurs plus faible que celle obtenue avec l’étalonnage externe. 

L’écart type intra essai est de 3 g.L
-1

 Hb par ICPMS et par VISIBLE ainsi le RSD intra essai (≈ 2,5 %) 

est plus faible que celui inter essais. 

Tableau 53 : Résultats obtenus pour le CRM JCCM 912-1L sur 3 jours distincts par ajouts dosés 

avec la colonne d’échange d'anions par HPLC-ICPMS et par détection ICPMS (
56

Fe) et 

VISIBLE (415 nm). 

 ICPMS (
56

Fe) 

Concentration (k=2, g.L
-1

 Hb) 

VISIBLE (415 nm) 

Concentration (k=2, g.L
-1

 Hb) 

Essai 1 (n=3) 96,2 ± 11,9 115,8 ± 8,1 

Essai 2 (n=3) 87,7 ± 12,8 107,3 ± 9,1 

Essai 3 (n=3) 97,3 ± 5,5 96,8 ± 5,3 

Moyenne (n=9) 93,7 ± 12,8 106,6 ± 9,1 

Valeur de référence 80,7 ± 1,0 g.L
-1

 Hb (k=2) 

 

 

La précision des mesures et des profils chromatographiques est similaire quel que soit le mode 

de détection, cependant l’erreur relative sur le résultat de mesure est plus faible par détection ICPMS. 

De plus, cette erreur relative a été améliorée avec l’utilisation des ajouts dosés puisqu’elle a diminué à 

18 % au lieu de 41 %. 

 

L’incertitude globale représente 11 % du résultat final pour les deux modes de détection. Le 

Tableau 54 montre la valeur moyenne des différentes contributions sur l’incertitude finale. Parmi les 

trois contributions de l’incertitude, celle qui a le plus de poids est la linéarité avec un impact de 50 %. 

La répétabilité analytique représente 30 % de l’incertitude finale et la préparation des solutions 

d’étalonnage représente 20 %. Les valeurs des contributions sont similaires en détection ICPMS et 

VISIBLE. 
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Tableau 54 : Récapitulatif des valeurs des différentes contributions de l'incertitude sur les ajouts 

dosés par colonne d'échange d’anions. 

 ICPMS (
56

Fe) VISIBLE (415 nm) 

uétalon (%) 1,8 

ulinéarité (%) 4,9 2,4 

urépétabilité (%) 1,5 1,6 

uéchantillon (%) 5,5 3,5 

Résultats (k=2, g.L
-1

 Hb) 93,7 ± 12,8 106,6 ± 9,1 

2.6.2.4. Conclusion pour les ajouts dosés 

La comparaison entre les deux types de détection (ICPMS et VISIBLE) met aussi en évidence 

que l’erreur relative obtenue sur le résultat final est 15 % plus élevée pour la détection à 415 nm. Les 

autres paramètres sont identiques quel que soit le type de détection. Les résultats sur la quantification 

du CRM JCCRM 912-1L par ajouts dosés en HPLC-ICPMS en échange d’anions sont satisfaisants par 

rapport à ceux obtenus par étalonnage externe. Le Tableau 55 récapitule les résultats obtenus par 

étalonnage externe et par ajouts dosés en échange d’anions. En effet, l’erreur relative obtenue sur 

l’analyse du CRM est de 16 % au lieu de 46 % en étalonnage externe. Une amélioration du RSD 

est observée diminuant de 15 % à 10 %. Enfin les incertitudes finales pour l’étalonnage externe et pour 

les ajouts dosés sont identiques. Cependant les écarts par rapport à la valeur certifiée sont encore 

élevés. 

Tableau 55 : Récapitulatif des résultats obtenus sur l'analyse du JCCRM 912-1L par étalonnage 

externe et par ajouts dosés en utilisant une séparation par colonne d'échange d'anions et une 

détection par ICPMS (
56

Fe). 

 Étalonnage externe Ajouts dosés 

Valeur moyenne CRM 117,7 ± 16,0 g.L
-1

 Hb 93,7 ± 12,8 g.L
-1

 Hb 

Erreur relative 46 % 16 % 

Incertitude relative 13 % 13 % 

Précision intra essai (n=3) 

- SD 

- RSD 

 

3 g.L
-1

 Hb 

3 % 

 

3 g.L
-1

 Hb 

3 % 

Précision inter essai (n=9) 

- SD 

- RSD 

 

19 g.L
-1

 Hb 

15 % 

 

10 g.L
-1

 Hb 

10 % 

Précision séparation 

- Temps de rétention 

- Aire des pics 

 

< 1 % 

< 1 % 

 

< 1 % 

< 4 % 
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2.6.3. La dilution isotopique en spéciation élémentaire 

Les méthodes de quantification présentées antérieurement donnent des résultats peu 

satisfaisants pour l’étalonnage externe et corrects pour les ajouts dosés ce qui montre un effet de 

matrice important. Cependant, ces méthodes n’étant pas considérées comme des méthodes primaires, 

l’ID a été envisagée grâce à ses caractéristiques précédemment évoquées dans le Chapitre 1 

(paragraphe 3.1.3.3.2) comme la compensation des suppressions d’analyte par la matrice de 

l’échantillon. 

L’analyse par ID en spéciation élémentaire a acquis une grande spécificité au cours des 

dernières années permettant de quantifier précisément les métalloprotéines endogènes dans des 

échantillons biologiques. A cet effet, plusieurs travaux ont rapporté la synthèse de métalloprotéines 

isotopiquement enrichies visant à développer des approches de l’ID en mode spécifique. Toutefois, 

plusieurs éléments doivent être soigneusement examinés pour de telles applications, puisque 

contrairement à l'espèce organométallique le métal est lié de manière non covalente à la protéine. 

Selon les travaux publiés à ce jour sur le sujet, toutes les stratégies adoptées quantifient le métal 

contenu dans la protéine [186-191]. En outre, il y a plusieurs points importants que l'on doit prendre en 

compte avant de développer de nouvelles applications: 

1. Il est nécessaire de connaître la stœchiométrie de la métalloprotéine (par exemple : 4 atomes de Fe 

par molécule d’Hb) afin de convertir la fraction massique du métal en fraction massique de la protéine. 

2. Il est nécessaire de s’assurer que le métal ajouté est lié à la protéine. 

3. Les métaux sont normalement liés à des protéines par des liaisons de coordination qui peuvent être 

instables sous certaines conditions expérimentales (pH, …). La dissociation du métal doit être évaluée.  

4. Les protéines sont plus susceptibles de se lier de manière irréversible au matériau de la colonne 

chromatographique ce qui peut entraver la précision des méthodes par ID en mode post-colonne. Dans 

ce cas, l’ID en mode spécifique devrait être libre de ces erreurs. 

5. Il est nécessaire d’étudier la stabilité des métalloprotéines isotopiquement enrichies utilisées pour 

l’ID en mode spécifique en présence des espèces non enrichies [185]. 

 L’objectif de cette partie est de développer des stratégies d’ID en spéciation élémentaire 

(ID-HPLC-ICPMS) pour l’analyse de l’Hb totale dans de l’hémolysat. La molécule d’Hb ayant 

une stœchiométrie connue depuis de nombreuses années, il est possible de mettre en place les deux 

modes d’analyse par ID : le mode post-colonne (non-spécifique) et le mode spécifique. La Figure 59 

présente ces deux approches de quantification. Ainsi le mode non-spécifique utilise un étalon marqué 

inorganique applicable à n’importe quel type de molécule alors que le mode spécifique utilise un 

étalon marqué spécifique à la molécule d’Hb. 
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Figure 59 : Application de l'ID en spéciation élémentaire pour l'analyse de l'Hb totale dans de 

l'hémolysat. 
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2.6.3.1. Mode non-spécifique 

Tout d’abord, l’ID en mode post-colonne est développée. La méthode consiste à ajouter un 

étalon marqué à la sortie de la séparation chromatographique dans une forme chimique inorganique 

qui peut être différente de celle présente dans l’échantillon. 

2.6.3.1.1. Mise en place de la méthode d’ID en mode post-colonne 

L’application de l’ID en mode post-colonne nécessite une adaptation de l’équation initiale de 

la simple ID (Equation 9, Chapitre 1), représentée ci-dessous, puisque l’apport de l’élément dans 

l’échantillon change en fonction du temps à cause de la séparation chromatographique. De plus, 

comme l’apport de l’étalon marqué est constant dans le temps, le rapport isotopique mesuré (Rm) dans 

le mélange dépendra uniquement de l’apport de l’élément dans l’échantillon. 

𝑵𝒔  =  𝑵𝒔𝒑 ∙
𝑨𝒔𝒑

𝒃

𝑨𝒔
𝒂 ∙ (

𝑹𝒎− 𝑹𝒔𝒑

𝟏− 𝑹𝒎𝑹𝒔
)    Équation 41 

 

 Après la séparation chromatographique, l’éluat de la colonne qui contient Ns moles d’élément 

par gramme de dissolution avec une masse volumique, s (g.mL
-1

), et un débit, fs (mL.min
-1

), sont 

mélangés avec un flux additionnel, fsp (mL.min
-1

), qui contient Nsp moles d’élément par gramme de 

dissolution et une masse volumique, sp (g.mL
-1

). 

Le débit massique total (mol.min
-1

) dans le mélange peut s’exprimer selon l’équation ci-

dessous : 

 

𝑵𝒎 𝝆𝒎 𝒇𝒎 =  𝑵𝒔 𝝆𝒔 𝒇𝒔  +  𝑵𝒔𝒑 𝝆𝒔𝒑 𝒇𝒔𝒑    Équation 42 

 

Avec : 

- 𝑁𝑚 : nombre de moles du mélange par gramme de dissolution (g.mol
-1

) 

- 𝜌𝑚 : masse volumique du mélange (g.mL
-1

) 

- 𝑓𝑚 : débit du mélange (mL.min
-1

) 

 En suivant la même procédure mathématique qui permet d’obtenir l’équation 9 du Chapitre 1, 

on peut obtenir l’équation suivante : 

 

𝑵𝒔 𝝆𝒔 𝒇𝒔   =  𝑵𝒔𝒑 𝝆𝒔𝒑 𝒇𝒔𝒑 ∙
𝑨𝒔𝒑

𝒃

𝑨𝒔
𝒂 ∙ (

𝑹𝒎− 𝑹𝒔𝒑

𝟏− 𝑹𝒎𝑹𝒔
)   Équation 43 

 

 Par ailleurs, les nombres de moles Ns et Nsp peuvent s’exprimer comme 𝑁𝑠 =  
𝑊𝑠

𝑀𝑠
 et 𝑁𝑠𝑝 =  

𝑊𝑠𝑝

𝑀𝑠𝑝
 

où Ms et Msp correspondent aux masses atomiques (g.mol
-1

) de l’échantillon et de l’étalon marqué, 



CHAPITRE 3 / 2. Analyse par HPLC-ICPMS   Quantification par dilution isotopique – Mode non-spécifique 

 

184 

 

respectivement et Ws et Wsp représentent les fractions massiques (g.g
-1

) pour l’échantillon et l’étalon 

marqué, respectivement. 

 On obtient alors l’équation 44 en remplaçant les nombres de moles dans l’équation 43 : 

𝑾𝒔 𝝆𝒔 𝒇𝒔   =  𝑾𝒔𝒑 𝝆𝒔𝒑 𝒇𝒔𝒑 ∙
𝑴𝒔

𝑴𝒔𝒑
∙

𝑨𝒔𝒑
𝒃

𝑨𝒔
𝒂 ∙ (

𝑹𝒎− 𝑹𝒔𝒑

𝟏− 𝑹𝒎𝑹𝒔
)  Équation 44 

 

L’expression 𝑊𝑠 𝜌𝑠 𝑓𝑠  (exprimé en ng.min
-1

) correspond au débit massique de l’élément élué, 

MFs. Ainsi le débit massique peut être calculé selon l’équation suivante en prenant en compte le biais 

en masse (k) : 

𝑴𝑭𝒔 =  𝑾𝒔𝒑 𝝆𝒔𝒑 𝒇𝒔𝒑 ∙
𝑴𝒔

𝑴𝒔𝒑
∙ (

𝒌 𝑨𝒔𝒑
𝒃  𝑹𝒎− 𝑨𝒔𝒑

𝒂

𝑨𝒔
𝒂− 𝑹𝒎 𝒌 𝑨𝒔

𝒃 )   Équation 45 

 

La séparation chromatographique est effectuée avec la colonne d’échange d’anions (Source 

15Q 4.6/100 PE) (conditions analytiques Tableau 46). La détection de l’Hb est réalisée par 

spectrophotométrie VISIBLE à 415 nm et par ICP MS en mesurant les isotopes 54, 56 et 57 du Fe. Les 

conditions analytiques de l’ICPMS sont identiques à celles présentées dans le paragraphe 2.4. 

 

La configuration instrumentale utilisée pour mettre en place l’ID en mode post-colonne pour la 

quantification de l’Hb totale est schématisée dans la Figure 60. Ainsi, cette configuration nécessite 

l’optimisation de plusieurs paramètres en dehors de la séparation chromatographique (développée dans 

le paragraphe 2.5.2) pour s’assurer de la traçabilité des résutats. 

 

Figure 60 : Configuration instrumentale pour la quantification de l'Hb par ID en mode post-

colonne [212]. 
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Les différents paramètres évalués et déterminés concernent : 

- la préparation de l’échantillon en optimisant la concentration injectée (Ws). 

- la masse exacte injectée par gravimétrie (minj). 

- la pompe péristaltique en optimisant le choix de la pompe et en mesurant le débit par gravimétrie 

pour chaque essai (fsp). 

- la solution d’étalon marqué inorganique en Fe où l’optimisation de l’isotope, de la préparation de la 

solution et de la concentration est effectuée. Cette solution est caractérisée par ID inverse – ICPMS en 

Fe (Wsp, sp). 

- le biais en masse est évalué en choissisant la solution la plus appropriée (k). 

 

Pour la préparation de l’échantillon, il est nécessaire d’optimiser la concentration de 

l’échantillon (Ws) afin d’avoir une sensibilité suffisante, de ne pas saturer la colonne 

chromatographique et de ne pas passer en mode « analogue » pour la détection ICPMS mais de rester 

en mode « comptage d’ions » (limite autour d’1 millions de coups). La teneur optimale pour l’analyse 

du JCCRM 912 est comprise entre 40 et 60 mg.kg
-1

 Hb (150 – 200 µg.kg
-1

 Fe).  

Afin de déterminer avec exactitude la masse injectée (minj) avec la boucle d’injection de 

50µL de l’HPLC, différentes injections de l’échantillon sont effectuées sur deux jours différents et la 

masse injectée moyenne est obtenue par pesée des échantillons avant et après injection (balance d = 

0,1 mg). Le Tableau 56 regroupe les résultats obtenus pour la détermination de la masse injectée. 

Ainsi, pour une boucle d’injection de 50 µL, la masse moyenne injectée est de 0,0498 ± 0,0008 g. 

Tableau 56 : Détermination de la masse injectée avec une boucle d'injection de 50 µL par 

gravimétrie. 

 Masse injectée, minj 

Essai 1 (n=6) 0,0502 ± 0,0008 g ; RSD 1,7 % 

Essai 2 (n=9) 0,0495 ± 0,0006 g ; RSD 1,3 % 

Moyenne (n=15) 0,0498 ± 0,0008 g ; RSD 1,5 % 

 

Ensuite, le débit continu d’étalon marqué (fsp) est fixé par la pompe péristaltique. Cette 

pompe est choisie afin d’obtenir un signal stable et continu. Le choix entre deux pompes péristaltiques 

s’est imposé et celle qui a été retenue est la pompe de chez Gilson. En effet, le signal obtenu avec 

l’autre pompe n’était pas stable et diminuait au cours du temps. De plus, il est nécessaire d’évaluer le 

débit exact fourni avec la pompe péristaltique. Pour cela, avant et après chaque séquence d’analyse, 

des volumes sont collectés et pesés sur des durées différentes (par exemple : 3, 5, 7 et 10 min) avec la 

pompe péristaltique réglée pour un débit autour de 0,1 mL.min
-1

. Sur tous les essais effectués, une 

valeur moyenne de 0,1044 ± 0,0016 g.min
-1

 est obtenue. Le coefficient de variation du débit sur un 

essai est de l’ordre de 1 %.  
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Un autre paramètre concerne la nature de la solution d’étalon marqué injectée en continu. 

Tout d’abord, étant donné que nous avons à notre disposition plusieurs matériaux enrichis en Fe, un 

choix a été effectué pour l’isotope majoritaire de l’étalon marqué : soit 57 soit 54. Après avoir réalisé 

quatre réplicats d’analyse avec un étalon marqué en 
54

Fe et quatre autres réplicats d’analyse avec un 

étalon marqué en 
57

Fe, une différence de biais d’environ 10 % est observée entre ces deux essais. 

L’utilisation de l’étalon marqué en 
57

Fe donnant le biais le moins élevé a donc été choisi.  

Différents milieux de dilution de l’étalon marqué ont également été évalués. Les dilutions des 

solutions mères d’étalon marqué effectuées dans un tampon citrate de sodium à 25 mM à pH 4,0 

plutôt que dans une solution d’eau acidifiée à 2 % d’HNO3, donnent un signal plus stable au cours du 

temps. Dans ce cas la masse volumique de l’étalon marqué est environ égale à 1.  

Enfin, la concentration de la solution de l’étalon marqué (Wsp) a été déterminée afin que le 

rapport isotopique Rm soit d’environ 1. La Figure 61 montre les différents signaux obtenus suivant la 

concentration de l’étalon marqué injectée comprise entre 800 et 50 µg.kg
-1

 Fe. La concentration de 50 

µg.kg
-1

 Fe pour la solution de l’étalon marqué est retenue (Rm ≈ 1 Figure 63). 

 

 

Figure 61 : Chromatogrammes représentant les intensités obtenues suivant les différentes 

concentrations de l’étalon marqué injectées en comparaison avec le CRM à 50 µg.kg
-1

 Hb. 

Pour finir, une correction du biais en masse (k) est effectuée afin de corriger les éventuelles 

dérives de l’appareil tout au long des analyses. Pour cela, une comparaison entre une solution de 
56

Fe 

de haute pureté (BNM-001) et une solution d’étalon d’Hb d’abondance isotopique naturelle, est 

effectuée. La solution de 
56

Fe est choisie car les rapports isotopiques 
56

Fe/
57

Fe sont plus stables et cela 
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permet d’éviter de contaminer la colonne d’échange d’anions par Hb. La valeur moyenne obtenue pour 

k sur une journée est de 1,039 ± 0,039. 

Les conditions de la méthode développée par ID en mode post-colonne pour l’analyse de l’Hb 

totale dans l’hémolysat sont les suivantes : une solution d’étalon marqué en 
57

Fe (50 µg.kg
-1

 Fe dans 

25 mM citrate de sodium/acide citrique, pH 4,0) est ajoutée en continu (débit 0,1 mL.min
-1

) avec une 

pompe péristaltique après la séparation chromatographique, afin d’obtenir un signal stable (voir 

Tableau 57). Pour la quantification de la solution d’étalon marqué en 
57

Fe, une ID inverse est 

effectuée en utilisant un étalon de haute pureté en Fe naturel (BNM-001) comme expliqué dans le 

Chapitre 2 (paragraphe 1.4). 

Tableau 57 : Récapitulatif des différents paramètres utilisés pour la mise en place de l’ID en 

mode post-colonne pour l’analyse de l’Hb totale. 

Paramètre de détection 
56

Fe/
57

Fe 

Injection directe 
Dilution de l’échantillon dans tampon Tris (10 mM Tris, pH 7,5 – 8,0) 

Concentration injectée 40 – 60 mg.kg
-1

 Hb (150 – 200 µg.kg
-1

 Fe) 

Boucle d’injection 50 µL (0,0498  0,0008 g) 

Pompe péristaltique 

Pompe Multipuls 

Débit 0,10 mL.min
-1

  

Caractérisation pour chaque essai 

Moyenne de (0,1044 ± 0,0016) mL.min
-1

, RSD 1% 

Etalon marqué 

inorganique 

Solution en
 57

Fe préparée dans un tampon (25 mM citrate de sodium, pH 

4,0) 

Concentration 50 µg.kg
-1

 Fe (caractérisée par ID inverse – ICPMS) 

Wmoyenne = (49,6 ± 2,7) µg.kg
-1

 Fe 

Biais en masse Solution de 
56

Fe à 50 µg.kg
-1

 Fe (BNM-001) 

 

Par ailleurs, il est nécessaire d’effectuer un traitement des données afin d’arriver à déterminer 

la concentration finale de l’échantillon en appliquant l’ID en mode post-colonne. Par exemple, la 

Figure 62 représente le chromatogramme correspondant à la séparation de l’Hb totale dans de 

l’hémolysat humain (JCCRM 912-1L). Le pic apparait pour un rapport m/z de 56 correspondant au Fe 

lié à l’Hb séparée en échange d’anions et le rapport m/z de 57 correspond au signal de la solution de 

Fe enrichie en 
57

Fe ajoutée en continu à la sortie de la colonne chromatographique.  
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Figure 62 : Chromatogramme d’intensités du JCCRM 912-1L à 50 mg.kg
-1

 Hb par analyse post-

colonne ID-HPLC-ICP-MS. 

Comme nous l'avons vu à l’aide des équations 41 à 45, pour effectuer la quantification du Fe 

présent dans le pic chromatographique, le chromatogramme d’intensités (en cps) doit être converti en 

un chromatogramme de débit massique (ng.min
-1

) à travers une série d'opérations appliquée à chaque 

point du chromatogramme. Expérimentalement, le chromatogramme d’intensités présenté dans la 

Figure 62 a été converti, d'abord, en un chromatogramme de rapports isotopiques (Figure 63), en 

utilisant les étapes suivantes: 

1/ Correction du temps mort du détecteur 

Dans les mesures chromatographiques d’intensités variables, il est possible que les effets du temps 

mort du détecteur affectent différemment les zones proches de la ligne de base (de faible intensité) par 

rapport aux zones où le maximum du pic chromatographique est atteint. Il est donc nécessaire de faire 

une correction mathématique pour tous les points du chromatogramme. Cette correction est réalisée 

automatiquement par les logiciels des ICPMS (Chapitre 2, paragraphe 1.3.2.1). 

2/ Filtrage des données du chromatogramme 

Afin de minimiser le bruit de fond du chromatogramme, les données ont été soumises à un filtre de 

type « moyenne mobile » (valeur moyenne pour n = 5). 

3/ Calcul du rapport isotopique initial 

Pour appliquer l'équation de l’ID (Equation 45), nous calculons à chaque point du chromatogramme 

le rapport Rm (
56

Fe/
57

Fe). 
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4/ Correction du biais en masse 

Cette étape consiste à corriger le rapport isotopique 
56

Fe/
57

Fe, en tenant compte du biais en masse à 

chaque point du chromatogramme. La moyenne du biais en masse obtenue est de (1,039 ± 0,039) par 

unité de masse (pour une durée de 8h d’analyse) en utilisant un étalon de Fe naturel. 

Ainsi, le « chromatogramme de rapport isotopique » obtenu à l'issue de cette série d'opérations 

mathématiques appliquées à chaque point du chromatogramme est représenté par la Figure 63. 

 

 

Figure 63 : Chromatogramme du rapport isotopique 
56

Fe/
57

Fe du JCCRM 912-1L à 50 mg.kg
-1

 

Hb par analyse post-colonne ID-HPLC-ICPMS. 

Enfin, pour chaque point de ce chromatogramme, est appliquée l’équation de la dilution 

isotopique (Equation 45), pour obtenir le chromatogramme de débit massique (Figure 64) dans lequel 

l'intégration du pic chromatographique permet de quantifier la teneur en Fe dans l’Hb.  
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Figure 64 : Chromatogramme de débit massique du JCCRM 912-1L à 50 mg.kg
-1

 Hb. 

La fraction massique en Fe dans l’échantillon est obtenue par intégration de l’aire du pic, à 

l’aide du logiciel Origin 7.5 (Microcal Software Inc. Northampton, MA, USA), divisée par la masse 

injectée dans le système chromatographique (𝑚𝑖𝑛𝑗 en g). Finalement, la concentration en Hb (𝐶𝑠 en 

g.L
-1

 Hb) dans l’échantillon est calculée à partir de l’équation 46 qui prend en compte le facteur de 

dilution (𝐹), la masse volumique (𝜌𝑠 égale à 1,039 g.mL
-1

) ainsi que la stœchiométrie de la molécule 

d’intérêt ((4Fe)Hb). 

 

𝑪𝒔 =  
𝑨𝒊𝒓𝒆

𝒎𝒊𝒏𝒋
∙ 𝑭 ∙ 𝝆𝒔 ∙

𝟏∙𝑴𝑯𝒃

𝟒∙𝑴𝑭𝒆
      Équation 46 

 

Comme l’aire correspond à l’intégration du pic obtenu pour l’application de l’équation 45 du 

débit massique, alors l’équation finale en prenant en compte l’équation 46 devient : 

 

𝑪𝒔 =  
𝑾𝒔𝒑 𝝆𝒔𝒑 𝒇𝒔𝒑∙

𝑴𝒔
𝑴𝒔𝒑

∙(
𝒌 𝑨𝒔𝒑

𝒃  𝑹𝒎− 𝑨𝒔𝒑
𝒂

𝑨𝒔
𝒂− 𝑹𝒎 𝒌 𝑨𝒔

𝒃 )

𝒎𝒊𝒏𝒋
∙ 𝑭 ∙ 𝝆𝒔 ∙

𝟏∙𝑴𝑯𝒃

𝟒∙𝑴𝑭𝒆
  Équation 47 

 

2.6.3.1.2. Evaluation des incertitudes 

Comme pour les autres méthodes de quantification, le calcul de l’incertitude sur les mesures 

est effectué. La démarche adoptée est similaire à celle réalisée pour la double ID classique, expliquée 
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dans le Chapitre 2 (paragraphe 1.7). Après avoir défini l’écriture du modèle mathématique 

correspondant à la détermination de l’Hb totale par ID en mode post-colonne (Equation 47) ainsi 

qu’évaluer les incertitudes-types de chaque grandeur d’entrée, l’incertitude-type composée du résultat, 

uCs, est calculée à partir du  logiciel Wincert. Le résultat est accompagné de son incertitude élargie, U, 

calculée avec un facteur d’élargissement, k, égal à 2. 

2.6.3.1.3. Résultat  

Les analyses ont été effectuées sur les trois niveaux de concentration d’Hb du matériau 

d’hémolysat certifié (JCCRM 912-1). Pour chaque niveau 3 déterminations ont été réalisées avec à 

chaque fois plusieurs réplicats. Les résultats sont répertoriés dans le Tableau 58. 

Tableau 58 : Résultats de l'analyse du CRM JCCRM 912-1 par ID-HPLC-ICPMS en mode post-

colonne. 

 Fe, mg.L
-1

(k=2) Hb, g.L
-1

(k=2) 
Hb (certifiée) 

g.L
-1

 (k=2) 

Erreur 

relative 

(%) 

JCCRM 

912-1L 

Essai 1 (n=3) 246,4 ± 30,8 71,1 ± 8,9 

80,7 ± 1,0 

- 12 

Essai 2 (n=3) 254,7 ± 24,6 73,5 ± 7,1 - 9 

Essai 3 (n=4) 236,3 ± 24,3 68,2 ± 6,0 - 16 

Moyenne (n=10) 245,8 ± 30,8 70,9 ± 8,9 - 12 ± 4 

JCCRM 

912-1M 

Essai 1 (n=3) 432,5 ± 58,6 124,8 ± 16,9 

136,7 ± 1,6 

- 9 

Essai 2 (n=4) 396,8 ± 26,7 114,5 ± 7,7 - 16 

Essai 3 (n=3) 391,9 ± 48,2 113,1 ± 13,9 - 17 

Moyenne (n=10) 406,2 ± 58,6 117,2 ± 16,9 - 14 ± 5 

JCCRM 

912-1H 

Essai 1 (n=4) 536,8 ± 48,5 154,9 ± 14,0 

185,7 ± 2,2 

- 17 

Essai 2 (n=4) 559,7 ± 13,6 161,5 ± 14,9 - 13 

Essai 3 (n=4) 591,6 ± 39,9 170,7 ± 11,5 - 8 

Moyenne (n=12) 564,5 ± 51,6 162,3 ± 14,9 - 13 ± 4 

 

Une erreur relative négative moyenne de 13 % est observée ce qui est acceptable. La présence 

d’une erreur relative négative peut s’expliquer par un recouvrement incomplet de la molécule 

((4Fe)Hb). La précision des mesures est satisfaisante. En effet, le RSD inter essai est égale à 5 % et le 

RSD intra essai est de 2 % quel que soit le niveau de concentration. Le Tableau 59 récapitule les 

résultats sur la précision des mesures en prenant en compte les paramètres inter et intra essais. 
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Tableau 59 : Précisions inter et intra essais des mesures effectuées par ID en mode post-colonne 

sur le CRM JCCRM 912-1. 

 
JCCRM 

912-1L 

JCCRM 

912-1M 

JCCRM 

912-1H 
Moyenne 

Précision intra essai (n=3-4) 

- SD 

- RSD 

 

1,1 g.L
-1

 Hb 

2 % 

 

1,6 g.L
-1

 Hb 

1 % 

 

3,1 g.L
-1

 Hb 

2 % 

 

1,9 g.L
-1

 Hb 

2 % 

Précision inter essai (n=10-12) 

- SD 

- RSD 

 

2,7 g.L
-1

 Hb 

4 % 

 

5,5 g.L
-1

 Hb 

5 % 

 

7,5 g.L
-1

 Hb 

5 % 

 

5,2 g.L
-1

 Hb 

5 % 

 

L’incertitude finale obtenue pour la détermination de l’Hb par ID en mode post-colonne dans 

le CRM JCCRM 912-1 représente 12 % du résultat final, ce qui est convenable au vu des nombreux 

paramètres impliqués pour ce type de mesure. La Figure 65 représente la répartition des différentes 

composantes utilisées dans le calcul de l’incertitude sur une mesure. La contribution la plus importante 

sur l’incertitude (≈ 61 %) correspond à la fraction massique de l’étalon marqué. En effet, cette 

concentration est déterminée en amont par ID inverse d’où une incertitude liée à ce résultat qui est 

ajoutée à celle du résultat final. 

 

 

Figure 65 : Répartition du poids des différents paramètres de l'incertitude finale sur une 

détermination. 

Cependant, lorsque la valeur finale est calculée sur la base de plusieurs réplicats (ici n=4), la 

fidélité (fdir) doit être prise en compte. Ainsi cette variable est prise en compte dans le calcul de la 

concentration finale. L’équation 48 est donc une adaptation de l’équation 47.  

𝑪𝒔 =  
𝑾𝒔𝒑 𝝆𝒔𝒑 𝒇𝒔𝒑∙

𝑴𝒔
𝑴𝒔𝒑

∙(
𝒌 𝑨𝒔𝒑

𝒃  𝑹𝒎− 𝑨𝒔𝒑
𝒂

𝑨𝒔
𝒂− 𝑹𝒎 𝒌 𝑨𝒔

𝒃 )

𝒎𝒊𝒏𝒋
∙ 𝑭 ∙ 𝝆𝒔 ∙

𝟏∙𝑴𝑯𝒃

𝟒∙𝑴𝑭𝒆
+ 𝒇𝒅𝒊𝒓   Équation 48 
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La Figure 66 représente la répartition des différentes contributions sur l’incertitude finale lors 

de plusieurs déterminations. Dans ce cas, la contribution la plus importante sur l’incertitude 

correspond aussi à la fraction massique de l’étalon marqué mais de l’ordre de 38 %. La fidélité des 

mesures du rapport isotopique 
56

Fe/
57

Fe ainsi que le biais en masse sont des facteurs aussi influents sur 

l’incertitude finale avec un poids d’environ 20 % chacun. 

 

 

Figure 66 : Répartition du poids des différents paramètres de l'incertitude finale sur plusieurs 

déterminations. 

2.6.3.1.4. Conclusion  

Les résultats sur la quantification du CRM JCCRM 912-1 par ID en mode post-colonne 

ICPMS par colonne d’échange d’anions effectués sont améliorés par rapport à ceux obtenus par ajouts 

dosés. Le Tableau 60 récapitule les résultats obtenus par ajouts dosés et par ID pour l’échantillon 

JCCRM 912-1L. En effet, l’erreur relative obtenue sur l’analyse du CRM est de - 12 % au lieu de 

+ 16 % par ajouts dosés. Une amélioration du RSD inter essai est observée diminuant de 10 % à 4 %. 

Enfin les incertitudes finales par ID en mode post-colonne et par ajouts dosés sont comparables.  
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Tableau 60 : Récapitulatif des résultats obtenus sur l'analyse du JCCRM 912-1L par ajouts 

dosés et par ID en mode post-colonne en utilisant une séparation par échange d'anions et une 

détection par ICPMS (
56

Fe, 
57

Fe). 

 Ajouts dosés  Post-colonne 

Valeur moyenne CRM 93,7 ± 12,6 g.L
-1

 Hb  70,9 ± 8,9 g.L
-1

 Hb 

Erreur relative + 16 %  - 12 % 

Incertitude 13 %  13 % 

Précision intra essai (n=3-4) 

- SD 

- RSD 

 

3 g.L
-1

 Hb 

3 % 

  

1 g.L
-1

 Hb 

2 % 

Précision inter essai (n=9-12) 

- SD 

- RSD 

 

10 g.L
-1

 Hb 

10 % 

  

3 g.L
-1

 Hb 

4 % 

 

Ces résultats mettent en avant la nécessité de développer une méthode de dilution 

isotopique spécifique en HPLC-ICPMS permettant de compenser et de corriger les pertes ou 

transformations durant la séparation chromatographique. 
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2.6.3.2. Mode spécifique 

Cette méthode consiste à quantifier l’Hb en utilisant un étalon marqué en 
57

Fe d’Hb. Etant la 

méthode ayant potentiellement les plus hautes performances métrologiques, elle est la seule à répondre 

à la définition de méthode primaire. Cependant, plusieurs conditions doivent être réunies afin 

d’assurer la traçabilité des résultats : 

- Utilisation d’un étalon marqué de l’analyte d’intérêt, caractérisé en isotopie et en fraction 

massique 

- Utilisation d’un étalon naturel (considéré comme étalon primaire), pour quantifier l’étalon 

marqué, parfaitement caractérisé en pureté (Figure 67A). 

Or, il n’existe pas d’étalon marqué en 
57

Fe d’Hb. Il est donc nécessaire de le synthétiser et de 

le caractériser en abondance isotopique, en concentration et en stabilité (Figure 67B). En plus, l’étalon 

marqué synthétisé doit être quantifié en utilisant un étalon de la même espèce (Fe-Hb). Si dans la 

double ID classique on utilise des métaux de haute pureté comme étalon primaire (par exemple : Fe 

BNM-001), dans l’ID en mode spécifique, on doit utiliser des étalons « spécifiques » de l’espèce à 

doser (l’Hb).  

 

 

Figure 67 : Caractérisations de l’étalon et étalon marqué d'Hb utilisé pour l'application de l'ID 

en mode spécifique. 

2.6.3.2.1. Caractérisation de l’étalon d’Hb 

Dans un premier temps il est nécessaire de caractériser l’étalon d’Hb qui sera utilisé pour la 

synthèse de l’étalon marqué et la mise en place de l’ID en mode spécifique. Afin de synthétiser le 

composé le plus spécifique possible, il est donc nécessaire de connaître la pureté de l’étalon utilisé 

avec précision. Ainsi différentes caractérisation sont effectuées : 

- Détermination de la fraction massique d’eau 

- Détermination de la concentration en Hb par spectrophotométrie en utilisant la méthode AHD et 

par double (Fe)-ID-ICPMS en s’intéressant à la teneur en Fe de l’étalon 

- Détermination de la présence d’espèces autre que l’Hb par LC-MS/MS et par HPLC-ICPMS 
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Détermination de la fraction massique d’eau 

La détermination de l’eau dans l’échantillon est effectuée par titrage coulométrique par le 

système Karl Fisher à différentes températures ou par séchage au dessiccateur par Na2SO4. Les 

protocoles utilisés sont donnés en Annexe 4. 

En ce qui concerne le titrage coulométrique, deux réplicats indépendants ont été analysés dont 

les résultats sont présentés dans le Tableau 61.  Les fractions massiques sont comparables pour les 3 

températures évaluées. La teneur moyenne d’eau dans notre étalon est de (0,080  0,002) µg.mg
-1

. 

Ainsi la pureté de notre étalon en prenant en compte la fraction massique d’eau est de (92,00  0,20) 

% (k=1).  

Tableau 61 : Résultats de la fraction massique d’eau contenue dans l’étalon d’Hb (H7379) par 

un titrage coulométrique. 

Températures 
Fraction massique en 

eau, µg.mg
-1

 (k=1) 

Valeur moyenne en 

eau, µg.mg
-1

 (k=1) 

Teneur en 

Hb, % 

Valeur 

moyenne, % 

100°C 0,082  0,001 

0,080  0,002 

91,79  0,01 

92,00  0,20 120°C 0,081  0,001 91,95  0,14 

150°C 0,077  0,003 92,27  0,26 

 

 Dans un second temps, la fraction massique d’eau est calculée par séchage de l’échantillon 

solide au dessiccateur avec Na2SO4. Les résultats obtenus avec différentes prises d’essais de l’étalon 

d’Hb (H7379) sont présentés dans le Tableau 62. La teneur moyenne de masse sèche d’Hb est de 

(92,26  0,17) %. Cette valeur est comparable avec celle obtenue par titrage coulométrique. Le RSD 

obtenu étant égal à 1,8 %, il n’y a pas de différence significative entre chaque prise d’essais. De plus, 

ces essais ont été réalisés sur une période de 6 mois ainsi ces résultats montrent que la teneur en eau 

dans l’étalon est stable sur plusieurs mois. 

Tableau 62 : Résultats de la fraction massique d'eau contenue dans l'étalon d'Hb (H7379) par 

séchage au dessiccateur (Na2SO4). 

Prises d’essai Teneur en Hb, % Incertitudes type, % Valeur moyenne, % 

19 mg 93,40 0,26 

92,26  0,17 
25 mg 91,12 0,01 

19 mg 90,61 0,07 

20 mg 93,93 0,21 

 

La valeur moyenne de fraction sèche d’étalon d’Hb obtenue avec les deux méthodes est 

de (92,1  0,2) % (k=1), ce qui signifie qu’il y a 8 % d’eau dans cet étalon. La teneur en eau 

indiquée dans le certificat d’analyse de l’étalon fourni par Sigma indique une teneur inférieure à 15 % 

en eau dans l’échantillon. Nos résultats sont donc cohérents avec ce certificat. 
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Détermination de la concentration en Hb par spectrophotométrie et par (Fe)-ID-ICPMS 

Cette partie sert à évaluer la concentration en Hb de l’étalon par deux méthodes différentes : la 

méthode AHD par spectrophotométrie et la méthode développée précédemment par analyse de la 

teneur en Fe par ID-ICPMS de l’échantillon en prenant en compte la stœchiométrie de la molécule 

d’intérêt (4Fe)Hb (méthode développée dans le paragraphe 1). 

 

- Détermination de l’Hb totale par spectrophotométrie 

Protocole 

Le spectromètre utilisé est le Lambda 25, UV/VIS Spectrometer (Perkin Elmer, Etats-Unis). 

Cette méthode AHD est une alternative à la méthode de référence HiCN. En effet, le réactif AHD 

permet de convertir les espèces d’Hb en hématine alcaline (AH). La détection de l’absorbance se fait à 

574 nm et la concentration en Hb est calculée à partir de l’équation ci-dessous : 

 

𝑪𝑯𝒃 =  
𝑨𝑨𝑯𝑫

𝟓𝟕𝟒 ∙𝑴∙𝑭

𝜺𝑨𝑯𝑫
𝟓𝟕𝟒 ∙𝒍∙𝟏𝟎𝟎𝟎

  Équation 49 

 

Avec : 

- 𝐶𝐻𝑏 représente la concentration en Hb de l’échantillon en g.L
-1

 

- 𝐴𝐴𝐻𝐷
574  est l’absorbance mesurée de la solution à 574 nm 

- 𝑀 correspond à la masse moléculaire relative d’un monomère d’Hb (64458/4=16114,5) 

- 𝐹 est le facteur de dilution utilisé 

- 𝜀𝐴𝐻𝐷
574  correspond au coefficient d’extinction molaire qui est égal à 6,945 L.mol

-1
.cm

-1
 

- 𝑙 correspond à la longueur du trajet lumineux en cm (1cm) 

- 1000 facteur de conversion de mg à g [147] 

 

La méthode AHD a été mise en place. Le spectromètre est étalonné avec deux points de 

contrôle correspondant à une valeur en Hb de 60 g.L
-1

 Hb et de 150 g.L
-1

 Hb (Kit Haemodirect®). 

Pour cela, 10 µL de solution de point de contrôle sont mélangés à 1,5 mL de réactif AHD pendant 1 

minute et la lecture UV est réalisée immédiatement à 574 nm. Chaque point de contrôle est analysé 

trois fois. Une erreur de 6 % est tolérée pour chaque point de contrôle. 

Un CRM en Hb totale est également analysé afin de vérifier le biais de la méthode. Le CRM 

JCCRM 912-1 de niveau moyen (136,7 g.L
-1

 Hb) est utilisé avec un protocole identique à celui utilisé 

pour les points de contrôle. Quatre réplicats sont effectués. 

Enfin, la solution étalon d’Hb est analysée en trois réplicats (n=3). Deux solutions étalons 

d’Hb différentes ont été étudiées :  

- 1 mg.L
-1

 Hb : 25 mg d’Hb dans 25 mL de tampon (10 mM Tris, pH 7,5-8,0) 
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- 1 mg.L
-1

 Hb : 50 mg d’Hb dans 50 mL de tampon (10 mM Tris, pH 7,5-8,0) 

Ces solutions ayant une concentration plus faible que les points de contrôle, la préparation 

d’échantillon pour l’analyse est adaptée (240 µL de solution pour 600 µL de réactif). 

Résultats 

 Le Tableau 63 montre la valeur moyenne obtenue pour l’analyse du CRM. 

Tableau 63 : Résultat de l'analyse de l'échantillon JCCRM 912-1M par spectrophotométrie avec 

la méthode AHD. 

Absorbance Concentration (g.L
-1

 Hb) Valeur certifiée (g.L
-1

 Hb) Erreur relative 

0,352  0,005 123,2  1,6 136,7 ± 1,6 -10% 

 

Ces analyses mettent en évidence qu’il y a une erreur de 10 % due à la méthode. Ensuite 

différentes solutions étalons d’Hb à 1 mg.g
-1

 Hb sont analysées, où, deux réplicats (n=2) sont effectués 

pour chaque solution. Les résultats sont présentés dans le Tableau 64. 

Tableau 64 : Résultats des analyses de solutions étalons d'Hb par spectrophotométrie - AHD. 

Échantillons Absorbance 

Fraction 

massique 

(mg.g
-1

 Hb) 

Fraction 

massique  

(µg Fe / g Hb) 

Fraction massique 

théorique  

(µg Fe / g Hb) 

Erreur 

relative 

(%) 

Réplicat 1 0,117  0,001 0,679  0,009 2226  30 

3466 

- 36 

Réplicat 2 0,121  0,001 0,708  0,009 2406  31 - 31 

Moyenne 0,119  0,002 0,694  0,015 2316  90 - 33  3 

 

Une valeur moyenne de (2316  90) µg Fe / g Hb (k=1) est évaluée ce qui représente une erreur 

relative négative de 33% par rapport à la valeur calculée par gravimétrie. 

 

- Détermination de l’Hb totale par double (Fe)-ID-ICPMS 

L’objectif de cette détermination est de s’assurer que la correspondance entre la teneur en Fe et 

la concentration en Hb est respectée dans cet étalon d’Hb. 

Protocole 

Afin de déterminer la teneur en Hb dans l’étalon à partir de sa teneur en Fe, la méthode 

développée par double (Fe)-ID-ICPMS dans le paragraphe 1 de ce chapitre est utilisée. Différentes 

solutions d’étalon d’Hb sont préparées à partir de plusieurs prises d’essai d’étalon d’Hb diluées dans 

une solution tampon (10 mM Tris, pH 7,5-8,0) afin d’obtenir une concentration comprise entre 0,5 et 1 

g.kg
-1

 Hb (1,5 – 3,5 mg.kg
-1

 Fe). L’application de l’ID met en œuvre la préparation des mélanges 

« échantillon (représenté par l’étalon d’Hb)-étalon marqué 
57

Fe » et « étalon Fe-étalon marqué 
57

Fe ». 

Les mélanges « échantillon-étalon marqué » subissent une digestion acide sous champ micro-ondes. 

Ces différents mélanges sont analysés par détection ICPMS aux isotopes 56 et 57 du Fe dont les 
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conditions instrumentales sont présentées dans le Chapitre 2 (Tableau 19). La mise en œuvre de la 

méthode est effectuée sur au moins quatre réplicats (n=4) sur une ou plusieurs journées (p) différentes 

d’analyses (p compris entre 1 et 5). 

Par ailleurs, pour déterminer la présence d’espèces contenant du Fe inférieure à 3 kDa dans 

l’étalon d’Hb, une ultrafiltration est réalisée sur une solution d’Hb à 1 g.kg
-1

 Hb préparée avec une 

prise d’essai de 50 mg d’étalon d’Hb dissous dans 50 mL de solution tampon (10 mM Tris, pH 7,5-

8,0). La procédure d’ultrafiltration est identique à celle décrite dans le paragraphe 1.3.2 et utilise les 

centrifugeuses : Centrifugate Eppendorf 5418 (Eppendorf) et l’Ultracentrifugate Sigma 2-16 PK 

(Fisher Bioblock). Les différentes fractions sont analysées par (Fe)-ID-ICPMS comme expliqué 

précédemment. 

 Résultats 

Les résultats sont regroupés dans le Tableau 65. Afin de normaliser et de comparer les 

différentes valeurs puisque les concentrations et les prises d’essais de l’échantillon sont diverses, les 

résultats sont exprimés en µg Fe / g Hb. Les résultats sont divisés en quatre groupes distincts (A, B, C 

et D) en prenant en compte le critère de la prise d’essai d’étalon d’Hb. Le groupe A correspond aux 

résultats de l’analyse de solutions d’étalon d’Hb préparées en utilisant une prise d’essai d’1 mg d’Hb. 

La valeur moyenne obtenue pour ce groupe est de (3493 ± 82) µg Fe / g Hb. Une dispersion des 

résultats très importante est observée avec un RSD de 12 % cela peut s’expliquer par la faible teneur 

de la prise d’essai. Le groupe B correspond à des analyses effectuées sans mise en solution au 

préalable. L’ID est réalisée directement sur la poudre d’étalon d’Hb. La valeur moyenne obtenue est 

plus faible, elle est de (2956 ± 85) µg Fe / g Hb. Les deux autres groupes restants (C et D) 

correspondent à l’analyse d’une solution d’Hb préparée avec une prise d’essai plus importante (25 mg 

pour le groupe C et 50 mg pour le groupe D) et un volume aussi plus important (25 ml pour le groupe 

C et 50 mL pour le groupe D). Les valeurs obtenues sont du même ordre de grandeur que celle 

obtenue pour le groupe B. De plus, la dispersion des résultats est beaucoup plus satisfaisante (RSD ≤ 5 

%) par rapport au groupe A où la prise d’essai était plus faible. Ainsi la valeur moyenne obtenue pour 

tous ces essais est de (3061 ± 86) µg Fe / g Hb avec un RSD de 7 %. Or théoriquement, la valeur en Fe 

pour 1 g d’Hb est de 3466 µg de Fe. Une erreur relative de – 12 % est donc observée entre la 

valeur obtenue par analyse (Fe)-ID-ICPMS et la valeur théorique. 
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Tableau 65 : Résultats de l'analyse de la solution étalon d'Hb par (Fe)-ID-ICPMS selon 

différentes préparations d'échantillons. 

Préparation de la solution étalon d’Hb Analyse par (Fe)-ID-ICPMS 

Groupe Prise d’essai 

Fraction 

massique de la 

solution 

Nombre de mesures 

Valeur 

moyenne  

(µg Fe / g Hb, 

k=2) 

RSD inter  

essai 

A 1 mg Hb 1 g.kg
-1

 Hb (n×p = 12) 3493 ± 82 12 % 

B 

20 mg / 50 

mg sans mise 

en solution 

0,5 g.kg
-1

 Hb (n×p = 4) 2956 ± 85 - 

C 25 mg Hb 1 g.kg
-1

 Hb (n×p = 20) 2933 ± 112 5 % 

D 50 mg Hb 1 g.kg
-1

 Hb (n×p = 12) 2862 ± 64 2 % 

Moyenne    3061 ± 86 7 % 

 

 Une étude de stabilité a été réalisée sur les solutions des groupes C et D. Les solutions 

réalisées ont été stockées sous différents aliquots à -20°C et analysées sur une durée de 6 mois. La 

Figure 68 regroupe les résultats obtenus pour les stabilités des solutions des deux groupes. On 

constate qu’il y a peu de dispersion entre les différents essais même après plusieurs mois. Cependant, 

une tendance légèrement à la baisse est observée sur la valeur obtenue au bout de 6 mois pour la 

solution du groupe C. 
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Figure 68 : Stabilité de solutions d'étalon d'Hb à 1 mg.g
-1

 Hb utilisés pour les analyses par (Fe)-

ID-ICPMS des groupes C et D sur une durée de 6 mois. 

Enfin, la détermination de la présence d’espèces contenant du Fe inférieure à 3 kDa est 

effectuée en réalisant un traitement par ultrafiltration à 3 kDa sur une solution étalon d’Hb à 1 g.kg
-1

 

Hb. Les différentes fractions obtenues en étalon d’Hb sont analysées par la méthode (Fe)-ID-ICPMS. 

Dans le Tableau 66 est résumé les concentrations massiques de Fe obtenues pour la solution d’Hb non 

traitée et pour les différentes fractions. 

Tableau 66 : Détermination du Fe dans l'étalon d'Hb par (Fe)-ID-ICPMS avec traitement par 

ultrafiltration à 3 kDa. 

Etalon Hb H7379 Concentration (µg Fe / g Hb (k=2)) 

Non traitée 3009 ± 109 

Fraction > 3kDa 3032 ± 89 

Fraction < 3kDa 75 

 

Les résultats montrent que la concentration en Fe déterminée dans la solution étalon d’Hb non traitée 

(3009 ± 109 µg Fe / g Hb) est comparable à la valeur obtenue pour la fraction > 3kDa (3032 ± 89 µg 

Fe / g Hb). De plus, la teneur en Fe dans la fraction inférieure à 3 kDa est négligeable par rapport à 

l’incertitude de mesure obtenue sur la fraction supérieure à 3 kDa.  

 

Ces analyses montrent que les solutions préparées avec l’étalon d’Hb diluées dans une 

solution tampon sont stables sur 6 mois en stockant les solutions à -20°C. De plus, la dispersion 

des résultats est plus faible pour des solutions préparées avec des prises d’essai supérieures à 20 
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mg d’Hb. Enfin, l’erreur relative obtenue en analysant les solutions étalon d’Hb avec la méthode 

(Fe)-ID-ICPMS est de -12 % par rapport à la valeur attendue théorique. Par ailleurs, l’absence 

d’espèces contenant du Fe inférieures à 3 kDa dans la solution étalon d’Hb est prouvée. 

Détermination de la présence d’espèces autre que l’Hb 

Afin de déterminer la présence d’autres espèces dans l’étalon d’Hb, deux caractérisations 

différentes ont été réalisées : une analyse protéique par LC-MS/MS et une analyse par colonne 

d’exclusion stérique afin d’évaluer la présence éventuelle d’autres protéines. 

 

- Identification d’autres protéines par LC-MS/MS 

Protocole 

Les analyses pour l’identification des protéines dans l’étalon d’Hb ont été effectuées en 

collaboration avec l’Ecole Supérieure de Physique et de Chimie Industrielles (ESPCI).  

Dans un premier temps une analyse d’une solution étalon d’Hb par nano ESI FTMS de la 

protéine entière est effectuée. La solution d’Hb à 1 mg.g
-1

 Hb est diluée 10 fois dans un mélange de 

solvants H2O/ACN, 1 % d’AF. Un volume de 10 µL est injecté à partir d’une aiguille d’infusion. L’Hb 

est un hétérotétramère composé de deux sous unités alpha et deux sous unités bêta. Chaque globine de 

l'Hb contient un hème b, de formule brute C34H32FeN4O4 et de masse monoisotopique 616,177 Da. 

La chaine bêta [59] a pour séquence :  

10      20          30      40         50  

MVHLTPEEKS AVTALWGKVN VDEVGGEALG RLLVVYPWTQ RFFESFGDLS  

        60         70         80         90        100  

TPDAVMGNPK VKAHGKKVLG AFSDGLAHLD NLKGTFATLS ELHCDKLHVD  

       110        120        130        140  

PENFRLLGNV LVCVLAHHFG KEFTPPVQAA YQKVVAGVAN ALAHKYH  

ce qui donne une masse monoisotopique de 15857.25 Da et une masse moyenne de 15867,02 Da après 

excision de la méthionine d’initiation. L’isotope le plus abondant est à 15866,25 Da.  

La chaine alpha [213] a pour séquence : 

        10         20         30         40         50  

MVLSPADKTN VKAAWGKVGA HAGEYGAEAL ERMFLSFPTT KTYFPHFDLS  

        60         70         80         90        100  

HGSAQVKGHG KKVADALTNA VAHVDDMPNA LSALSDLHAH KLRVDPVNFK  

       110        120        130        140  

LLSHCLLVTL AAHLPAEFTP AVHASLDKFL ASVSTVLTSK YR  

ce qui donne une masse monoisotopique de 15116,88 Da et une masse moyenne de 15126,17 Da après 

excision de la méthionine d’initiation. L’isotope le plus abondant est à 15125,88 Da. 

 

Dans un second temps, l’analyse de l’étalon d’Hb après digestion est réalisée par nano LC-

MS/MS. Pour cette analyse, une digestion en solution par la trypsine est effectuée pour la 

caractérisation protéique de l’étalon d’Hb. Le protocole est présenté dans le Tableau 67. 



CHAPITRE 3 / 2. Analyse par HPLC-ICPMS   Quantification par dilution isotopique – Mode spécifique 

 

203 

 

Tableau 67 : Protocole de la digestion en solution de l'étalon d'Hb. 

50 µL de solution étalon d’Hb à 1 mg.g
-1

 Hb + 50 µL de bicarbonate d’ammonium 

+ 100 µL de DTT                                  → Mettre sous agitation pendant 30 min à 56 °C 

+ 20 µL d’IAA                                      → Laisser reposer pendant 20 min dans l’obscurité 

+ 10 µL de trypsine                               → Mettre à 37 °C sous agitation pendant 16h 

 

L’ajout de DTT permet de réduire les ponts disulfures des protéines qui pourraient être 

présents dans l’échantillon et de prévenir la formation de ponts disulfures intramoléculaires et 

intermoléculaires. Puis l’ajout d’IAA permet d’obtenir une alkylation des cystéines et la digestion est 

effectuée avec l’ajout de la trypsine. Le mélange peptidique est analysé directement en solution. La 

séparation est réalisée sur une colonne C18 (15cm  75µm id) avec une chaîne nano-

chromatographique Ultimate 3000 (Thermo scientific / Dionex). La détection est effectuée à l’aide 

d’un spectromètre de masse Q Exactive Hybrid Quadrupole-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, 

Allemagne). Les acquisitions se font en mode automatique dynamique avec une alternance de cycles 

comprenant une acquisition en mode MS Full scan survey et en mode 10 HCD MS/MS pour le 

séquençage à haute sensibilité. L’acquisition se fait sur une gamme m/z de 400 à 2000. Les recherches 

de protéines ont été réalisées comme suit:  

-Seuil de significativité : 0.01% 

-Score d’ion : 10 

-Aire : calculée 3 aires maximums 

-Fiabilité d’identification des protéines : calculé par Mascot (emPAI) 

Le mode d’identification a été réalisé avec des critères de stringence élevés. Deux modes de 

quantification relative ont été réalisés afin de donner une idée grossière de l’abondance des protéines 

contaminants dans l’échantillon. 

Résultats 

Dans un premier temps, l’analyse de la protéine d’Hb intacte par nano ESI FTMS donne le 

spectre de la Figure 69. Le pic rouge correspond au groupement hème avec un pic de base à 616.178 

Da. Des espèces monochargées non peptidiques a priori sont détectées à 683,5, 711,6, 739,6, 866,4, 

946,4, 974,5, 1231,3 et 1277,3 Da. La distinction nette de plusieurs séries d’ions multichargés dont les 

deux plus intenses correspondent au sous unité de l’Hb est présentée dans la Figure 70. Ces séries 

d’ions multichargés peuvent être déconvoluées ce qui permet d’obtenir le spectre déconvolué de la 

Figure 71 qui montre la présence de deux espèces majeures dont les masses correspondent aux deux 

chaînes de globines alpha (espèce A) et bêta (espèce B). De plus, ce spectre déconvolué souligne aussi 

que d’autres formes protéiques coexistent dans cette gamme de masse à 15,2 kDa et à 15,9 kDa. 
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Figure 69 : Spectre nano ESI FTMS de la solution étalon d'Hb sur la protéine intacte. 

 

 

Figure 70 : Identification de la série de pics multichargés correspondant aux deux globines alpha 

(espèce A) et bêta (espèce B). 
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Figure 71 : Spectre nano ESI FTMS déconvolué des espèces protéiques détectées sur la gamme 

14 kDa - 17 kDa. 

Dans un second temps, l’analyse de la solution étalon d’Hb après digestion par trypsine par 

nano LC-MS/MS a permis de faire une caractérisation protéique. Le Tableau 68 montre une 

estimation des pourcentages des différentes espèces protéiques déterminées par LC-MS/MS. 

Tableau 68 : Résultats de la caractérisation protéique de l'étalon d'Hb après une digestion par 

trypsine et analyse par LC-MS/MS. 

Protéines Aire (%) Moyenne en % 

Chaîne de globine  (Hb) 34,20 
98,5 

Chaîne de globine  (Hb) 64,29 

Anhydrase carbonique I (CAI) 0,98 

1,50 

Anhydrase carbonique II (CAII) 0,23 

Peroxyrédoxine-2 0,10 

Aspergillus 0,08 

Peroxyrédoxine-6 0,05 

NADPH 0,05 

 

La CA I est présente à 1 %, ce qui est l’impureté protéique majoritaire. Ces différentes 

impuretés représentent environ 2 % de l’échantillon, l’étalon d’Hb est donc contaminé de façon 

mineure par des protéines d’origine humaine. 
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- Identification par séparation chromatographique par HPLC-ICPMS 

Protocole 

La présence d’anhydrase carbonique (CA I) et de catalase (CAT) a été évaluée par couplage en 

associant la chaîne chromatographique Dionex™ ICS 5000
+
 avec l’ICPMS. La détection ICPMS est 

effectuée en mesurant l’isotope 56 du Fe (Tableau 42) et la détection VISIBLE  est réalisée à la 

longueur d’onde de 280 nm, caractéristique pour la détection des protéines. La méthode par 

chromatographie d’exclusion stérique (Sepharose 6, avec une limite d’exclusion en masse de 4 × 10
7
 

Da, 10 ×300 à 310 mm, GE Healthcare) utilise une phase mobile contenant 10 mmol.L
-1

 Tris. Le 

gradient utilisé est de 60 min. Le Tableau 69 récapitule les conditions analytiques.  

Tableau 69 : Conditions analytiques de la séparation chromatographique avec la colonne 

d'exclusion stérique (Sepharose 6). 

Phases mobiles 10 mM Tris, 0,2 g/L NaN3, pH 8,0 (pH ajusté avec NH3) 

Débit 0,5 mL.min
-1

 

Gradient 60 min 

Détection VISIBLE 280 nm, 210 nm, 540 nm et 254 nm 

Détection ICPMS 
56

Fe, 
57

Fe 

 

La préparation des échantillons est différente selon la nature de l’échantillon mais toutes les 

étapes sont effectuées par gravimétrie. La solution d’étalon d’Hb ainsi que celle de la CA I sont 

préparées dans une solution tampon (10 mM Tris, pH 7,5-8,0) à une concentration comprise entre 0,5 

et 1 g.L
-1

 de protéines. La préparation de la CAT est effectuée dans un tampon de 50 mM de phosphate 

de potassium afin d’obtenir une concentration autour d’1 g.L
-1

 CAT. 

Résultats 

La Figure 72 montre les chromatogrammes obtenus pour l’analyse d’une solution étalon d’Hb 

à 0,7 g.L
-1

 Hb ainsi qu’une solution de CAT et de CA I par détection ICPMS (
56

Fe) et VISIBLE (280 

nm). 
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Figure 72 : Chromatogrammes de l'étalon d'Hb, la catalase ainsi que l'anhydrase carbonique 

par colonne d'exclusion stérique et détection VISIBLE à 280 nm et ICPMS à 
56

Fe. 

Ces analyses mettent en évidence que l’étalon d’Hb ne contient ni de CA, ni de CAT, en 

quantité suffisante pour être prises en compte. Cependant la présence d’une molécule contenant du Fe 

de masse moléculaire supérieure à 240 kDa est observée avec un temps de rétention de 14 min dans 

l’étalon d’Hb. Cette impureté représente environ 1 % de l’Hb totale. 
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Conclusion 

En conclusion, l’étalon d’Hb (H7379) présente 8 % d’eau et 2 % d’autres protéines, ce qui 

implique une impureté globale de 10 %. L’absence d’espèces ferriques inférieure à 3 kDa est vérifiée. 

Cette teneur en impureté est appuyée par l’analyse de l’Hb totale par la méthode (Fe)-ID-ICPMS par 

laquelle une erreur relative de - 12 % avait été déterminée correspondant à 10 % d’erreur liée à 

l’impureté et 2 % dus à l’erreur de la méthode analytique. En ce qui concerne l’analyse de l’étalon par 

spectrophotométrie, l’erreur relative obtenue est plus élevée (- 33%). Si on admet 10 % liés aux 

impuretés, le biais restant de - 23 % est également dû à la méthode spectrophotométrique. Ainsi 

l’étalon d’Hb présente une pureté de (90 ± 2) %. 

 

Afin d’assurer la traçabilité des résultats au SI, l’étalon d’Hb, considéré dans un premier temps 

comme notre étalon primaire, sera utilisé comme étalon secondaire pour la mise en place de l’ID en 

mode spécifique. Il sera caractérisé à partir de sa teneur en Fe par la méthode (Fe)-ID-ICPMS avant 

chaque analyse en utilisant un étalon primaire en Fe de haute pureté (BNM-001). De plus, l’étalon 

marqué en 
57

Fe d’Hb sera caractérisé en isotopie à travers l’utilisation de ce même étalon primaire en 

Fe. La Figure 73 présente la traçabilité des étalons. 

 

 

Figure 73 : Traçabilité des différents étalons 

2.6.3.2.2. Synthèse de l’étalon marqué d’Hb 

L’étalon d’Hb (H7379) préalablement caractérisé, ainsi que l’étalon sous forme inorganique 

marqué en 
57

Fe (Eurisotop) sont utilisés pour effectuer la synthèse de l’étalon marqué en 
57

Fe d’Hb. 

État de l’art 

Le principe général de la synthèse est décrit par la Figure 74 et se compose de trois étapes. La 

première étape (Étape A : synthèse de l’Apo-Hb) consiste à éliminer les groupes hèmes de l’Hb afin de 

conserver les chaînes de globines. La deuxième étape (Étape B : synthèse du groupe M-hème) permet 

d’enrichir une molécule de protoporphyrine avec un métal (M) afin de forme un groupe M-hème. La 

dernière étape (Étape C : reconstitution de l’Hb) permet de reconstituer la molécule d’Hb.  
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Figure 74 : Principe général de la synthèse d'Hb enrichie avec un métal. 

Le protocole pour la précipitation des chaînes de globines utilise un mélange d’acétone et 

d’HCl (610
-3

 mol.L
-1

 d’HCl). Pour un volume de solution d’Hb (de concentration comprise entre 10 

et 25 g.L
-1

 Hb), une quantité comprise entre 10 et 30 volumes de mélange acétone-HCl à -20 °C sont 

ajoutés sous agitation. La solution est ensuite laissée au repos pendant 20 à 30 minutes. Le surnageant, 

contenant le groupe hème, est éliminé par centrifugation. Le précipité est alors redilué pour réitérer 

l’ajout du mélange acétone-HCl. Cette étape peut être répétée entre une et trois fois. Puis, une fois tous 

les groupes hèmes éliminés, la solution de chaînes de globines subit plusieurs dialyses avec de l’eau et 

différents tampons (bicarbonate de sodium, phosphate de sodium). Suivant les protocoles, entre 60 et 

90 % de la protéine initiale sont récupérés [214-217]. 

La synthèse d’un groupe hème enrichi avec un métal a été effectuée en insérant le métal dans 

une molécule de protoporphyrine (par exemple : Indium-Protoporphyrine [215]). Le protocole consiste 
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à chauffer à  reflux entre 4,5 et 6,5 h, un mélange composé de protoporphyrine IX, de chlorure 

d’indium, d’acétate de sodium dissous dans de l’acide acétique (entre 10 et 160 mL). Une étape 

d’évaporation est ensuite réalisée, suivie de l’ajout goutte à goutte d’eau froide, jusqu’à la formation 

d’un précipité rouge. Ce précipité est ensuite rincé avec de l’eau et séché [215, 218]. 

Pour la reconstitution de la molécule d’Hb avec un groupe modifié de protoporphyrine, 

Marshall et al. proposent de dissoudre le composé In-protoporphyrine dans de l’hydroxyde de sodium 

à 1 mol.L
-1

 puis dans plusieurs volumes de tampon phosphate afin d’obtenir un pH final de 11,5. Cette 

solution, qui doit être en excès, est ajoutée à la solution d’Apo-Hb sous agitation et à 0 °C. Ce mélange 

est laissé toute la nuit  au repos et le léger précipité formé est éliminé par centrifugation [214, 215]. 

Protocole 

Le protocole de synthèse que nous avons développé sur la base de cette étude bibliographique 

se décompose donc en 3 étapes : 

- Étape A : Synthèse de l’Apo-Hb consistant à éliminer les groupes hèmes (contenant du 
56

Fe) présents 

dans l’étalon d’Hb afin de conserver les chaînes de globines. 

- Étape B : Synthèse du groupe hème enrichi en 
57

Fe à partir d’une molécule de protoporphyrine. 

- Étape C : Synthèse de l’étalon marqué enrichie en 
57

Fe d’Hb en additionnant les deux composés 

synthétisés lors des étapes A et B. 

 Synthèse de l’Apo-Hb (étape A) 

Dans un milieu très acide (pH < 2), le groupe hème se dissocie des chaînes de globines de 

l’Hb. Après cette dissociation, les chaînes de globines précipitent en présence d’acétone. Ainsi 

l’utilisation d’un mélange HCl – acétone permet d’obtenir les groupes hèmes en solution et les chaînes 

de globines sous la forme d’un précipité. Le protocole de synthèse est représenté par la Figure 75. 
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Figure 75 : Protocole de la synthèse de l'Apo-Hb à partir de l'étalon d'Hb (H7379). 

Une solution de 50 mL contenant un mélange d’HCl et d’acétone est ajoutée, petit à petit, sous 

agitation à 5 mL de solution étalon d’Hb de 20 g.L
-1

 Hb. La proportion d’un volume de solution étalon 

pour dix volumes de solution HCl-acétone est respectée (1:10). La formation d’un précipité est visible 

à partir de 7 à 8 volumes de solution HCl-acétone ajoutés. Ensuite, le précipité formé est récupéré 

après centrifugation et redissous afin d’effectuer de nouveau un rinçage avec la solution HCl-acétone. 

Cette étape est répétée cinq fois afin d’éliminer la totalité des groupes hèmes. Pour finir, une dialyse 

de 12h dans un tampon (10 mM Tris, pH 7,5-8,0) est effectuée afin d’éliminer le reste de mélange 

HCl-acétone dans la solution de chaînes de globines, l’Apo-Hb. Cette solution d’Apo-Hb est 

conservée à 4°C. 

Avant la mise en place de ce protocole, différents essais, regroupés dans le Tableau 70, ont 

été effectués en modifiant la concentration initiale (10-20 g.L
-1

 Hb) et le volume initial (1-5 mL) de 

la solution d’Hb, le nombre de rinçage avec le mélange HCl-acétone (2-5) qui est augmenté au fur 

et à mesure afin d’éliminer avec efficacité le groupe hème. 
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Tableau 70 : Essais d’optimisation des paramètres de la synthèse d'Apo-Hb  

 Solution initiale d’Hb Volume de solution d’Hb Nombre de rinçages 

Essai 1 10 g.L
-1

 Hb 1 mL 2 

Essai 2 10 g.L
-1

 Hb 1 mL 3 

Essai 3 10 g.L
-1

 Hb 5 mL 3 

Essai 4 20 g.L
-1

 Hb 5 mL 4 

Essai 5 20 g.L
-1

 Hb 5 mL 5 

 

Afin de déterminer si les différents essais permettent d’obtenir une solution d’Apo-Hb, la 

solution finale est analysée par HPLC avec la colonne Luna C8 (250 × 4,60 mm, Phenomenex). La 

séparation chromatographique en phase inverse utilise des phases mobiles d’eau et d’acétonitrile 

contenant 0,1 % de TFA. Le gradient utilisé est de 100 min. Le Tableau 71 récapitule les conditions 

analytiques.  

Tableau 71 : Conditions analytiques de la séparation chromatographique par colonne en phase 

inverse (C8). 

Phases mobiles 
Phase A : 0,1 % TFA, eau 

Phase B : 0, 1 % TFA, acétonitrile 

Gradient 

0 à 1 min : 35 % B 

1 à 90 min : 35 % B à 50 % B 

90 min : 35 % B 

100 min : 90 % B 

Détection 

VISIBLE 

210 nm permet d’observer le groupe hème (26 – 27 min) et les chaînes de 

globines (33,9 – 36,6 min) 

415 nm est caractéristique du groupe hème 

280 nm est caractéristique pour les protéines 

 

La Figure 76 montre quelques exemples de chromatogrammes obtenus pour différents essais 

d’Apo-Hb. D’après la Figure 76A, on observe que le volume de la solution d’Hb a eu un impact sur 

l’intensité des pics correspondant aux chaînes de globines. De plus, sur le chromatogramme B, à la 

longueur d’onde caractéristique du groupe hème (415 nm), on observe que plus le nombre de rinçages 

est élevé plus l’intensité du pic hème diminue. 

Les conditions finales optimisées correspondent à l’essai 5 (chromatogramme de couleur bleue 

sur la Figure 76) où une solution de 5 mL à 50 g.L
-1

 Hb est rincée à cinq reprises avec le mélange 

HCl-acétone. 
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Figure 76 : Chromatogrammes de différentes solutions d'Apo-Hb obtenus par analyse HPLC 

avec la colonne C8 à 210 nm (A) et 415 nm (B). 

 Synthèse du groupe 
57

Fe-hème (étape B) 

Cette synthèse a été la plus complexe à mettre en œuvre et a nécessité un grand nombre 

d’essais et d’optimisations. En effet, pour effectuer cette synthèse, la bibliographie montre l’utilisation 

de chlorure d’indium. Notre objectif est de synthétiser un groupe hème enrichi en isotope 57 du Fe. 

Pour cela, l’enrichissement d’un noyau de protoporphyrine sera d’abord effectué avec du 
56

Fe 

(solution de Fe de haute pureté, solution de FeCl3 ou FeCl3 sous forme solide) puis transposé avec du 

57
Fe. 
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Afin de déterminer si les différents essais permettent d’obtenir le composé Fe-Hème, la 

solution finale est analysée par HPLC avec la colonne C8 dans les conditions analytiques vues plus 

haut. Le Tableau 72 récapitule tous les essais effectués afin de trouver le bon réactif pour réussir à 

former un groupe hème enrichi en 
57

Fe. Les essais 1, 3, 4 et 7 ont été réalisés avec du Fe 56 (BNM-

001) et les autres essais avec du Fe 57 (Eurisotop).  

Tableau 72 : Essais et résultats de synthèse du 
57

Fe-hème (p représente le nombre de jour). 

Essais 

Volume 

du 

mélange 

Quantité en Fe 
Préparation de la solution 

en Fe 
Résultats 

Essai 1 

(p=1) 
100 mL 

Solution de 
56

Fe 

à 1500 ppm 

20 mL 

Minéralisation : 65 mg 
56

Fes 

+ 2 mL HNO3 + 50 mL H2O 

 

Présence d’une infime 

quantité de groupe hème 

Synthèse d’une autre 

molécule 

Présence d’un résidu de 

protoporphyrine 

Essai 2 

(p=3) 
10 mL 

Solution de 
57

Fe 

à 500 ppm 

3 – 4 mL 

Minéralisation : 50 mg 
57

Fes 

+ 2 mL HNO3 

Solution : 5 mL de 
57

Fe + 5 

mL Tampon acétate de 

sodium 

Synthèse d’une molécule 

mais pas le groupe hème 

Quantité de produit très 

faible (< à 5 mg) 

Essai 3 

(p=3) 

80 – 40 

mL 

56
FeCl3 

commercial 

(solide) 

110 – 55 – 15 

mg 

- 

Formation du groupe hème 

Quantité du produit entre 

100 et 50 mg 

Essai 4 

(p=2) 
40 mL 

Solution de 
56

FeCl à 2500 – 

3500 ppm 

2 mL 

Minéralisation : 20-25 mg 
56

Fes + 1 mL HCl-H2O2 + 6-

4 mL Tampon acétate de 

sodium 

Formation du groupe hème 

mais en très faible teneur 

Quantité du produit ≈ 15 mg 

Essai 5 

(p=2) 
40 mL 

Solution de 
57

FeCl à 4700 

ppm 

2 – 3 mL 

46 mg de 
57

Fe + 1 mL HCl + 

1 mL H2O2 + 7 mL tampon 

Présence du groupe hème en 

très faible teneur 

Quantité du produit  ≈ 15 mg 

Essai 6 

(p=2) 
40 mL 

Solution de 
57

Fe2O3 à 1000 

ppm 

10 – 15 mL 

Minéralisation : 50 mg Fe2O3 

+ 8 mL HCl – 3 mL HNO3 + 

40 mL H2O 

Formation du groupe hème 

mais en faible teneur et 

présence de protoporphyrine 

majoritaire 

Quantité du produit ≈ 20 mg 

Essai 7 

(p=1) 
40 mL 

56
FeCl3 

synthétisé 

20 mg 

Minéralisation au Hot 

block : 47 mg Fe(s) + 2 mL 

HCl 

Evaporation à sec : 20 min à 

100°C 

Formation du groupe hème 
en très forte teneur 

Quantité du produit ≈ 20 mg 

Essai 8 

(p=1) 
40 mL 

57
FeCl3 

synthétisé 

20 mg 

Minéralisation : 46 mg de 
57

Fe + 1 mL HCl + 1 mL 

H2O2 + 7 mL tampon 

Evaporation à sec : 30 min 

à 100°C 

Formation du groupe hème 

en très forte teneur 

Quantité du produit  

(≈ 20 mg) 
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Dans un premier temps, la synthèse a été effectuée en utilisant une solution en 
56

Fe (Essai 1) 

pour l’enrichissement du noyau de protoporphyrine. Cette synthèse donne la formation du groupe 

hème en infime quantité en comparaison avec la synthèse réalisée avec du 
56

FeCl3 commercial (Essai 

3) où la formation du groupe hème est nettement visible sur la Figure 77. L’utilisation d’une solution 

en 
57

Fe (Essai 2) engendre le même comportement que celui obtenu avec le 
56

Fe. 

 

Figure 77 : Chromatogrammes des essais de synthèse du Fe-hème utilisant des solutions de Fe en 

comparaison avec l’utilisation du 
56

FeCl3 commercial analysés par HPLC avec la colonne C8 à 

415 nm. 

Dans un deuxième temps, l’utilisation du 
56

FeCl3 en solution (Essai 4) est effectuée pour 

l’enrichissement, afin de diminuer la consommation en réactif. Cependant, la formation du groupe 

hème est présente en très faible teneur en comparaison avec l’utilisation du 
56

FeCl3 commercial en 

poudre (voir Figure 78). L’utilisation d’une solution en 
57

FeCl3 (Essai 5) engendre le même 

comportement que celui obtenu avec le 
56

Fe. 
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Figure 78 : Chromatogrammes des essais de synthèse du Fe-hème utilisant une solution de FeCl3 

en comparaison avec l’utilisation du 
56

FeCl3 commercial analysés par HPLC avec la colonne C8 

à 415 nm. 

Enfin, la synthèse de FeCl3 sous forme solide a été réalisée avec du 
56

Fe (Essai 7) et du 
57

Fe 

(Essai 8) puisque les résultats précédents ont montré que la mise en solution impactait sur la quantité 

de produit formé. La synthèse du 
57

FeCl3 est réalisée à partir de l’évaporation à sec d’une solution en 

57
Fe de 4700 µg.g

-1
 Fe (46 mg de 

57
Fe + 1 mL HCl + 1 mL H2O2 + 7 mL tampon), le résidu étant 

ensuite séché au dessiccateur pendant 12h. La Figure 79 présente les différents chromatogrammes 

obtenus pour les essais effectués avec du FeCl3 solide. La formation du groupe hème en forte teneur 

est réussie pour les deux essais utilisant du FeCl3 synthétisé (Essais 7 et 8). 
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Figure 79 : Chromatogrammes des essais effectués avec le FeCl3 aux isotopes 56 et 57. Les 

analyses sont réalisées par colonne C8-HPLC à 415 nm. 

L’essai 8 est donc retenu pour la synthèse du groupe hème enrichi en 
57

Fe. Le protocole 

final est indiqué dans la Figure 80. La synthèse du groupe hème enrichi en 
57

Fe est effectuée en 

chauffant à reflux pendant 4,5 h le mélange réactionnel indiqué dans la Figure 80. Après évaporation 

d’environ 90 % du solvant, la solution finale est filtrée afin de rincer abondamment à l’eau le résidu 

obtenu. Le composé 
57

Fe-hème est ensuite séché au dessiccateur pendant 12h. Le stockage de cette 

poudre se fait à 4°C, comme pour le composé hème commercial. 
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Figure 80 : Protocole pour la synthèse du groupe hème enrichi en 
57

Fe à partir d'une molécule de 

protoporphyrine. 

 Synthèse de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb (étape C) 

Cette dernière étape a pour objectif de reconstituer la molécule d’Hb à partir des composés 

synthétisés lors des deux étapes précédentes : le groupe 
57

Fe-hème et la solution d’Apo-Hb. Cette 

étape de reconstitution est réalisée directement après la synthèse de l’Apo-Hb afin d’éviter la 

dégradation des chaînes de globines. Différentes optimisations ont été effectuées concernant le volume 

de solution étalon d’Hb ainsi que la concentration de la solution 
57

Fe-hème afin d’obtenir la bonne 

proportion entre chaque réactif. Afin de déterminer si les différents essais permettent la reconstitution 

de la molécule d’Hb, la solution finale est analysée par HPLC avec les colonnes C8 (Tableau 71) et 

Source 15Q (Tableau 46).  

Dans un premier temps, la reconstitution de l’Hb est effectuée en utilisant un groupe hème 

commercial afin d’appréhender au mieux cette dernière étape de synthèse. Cet essai a été réalisé avec 

des concentrations variables en groupe hème comprises entre 40 et 100 mg.kg
-1

 et une quantité de 
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solution d’Hb comprise entre 1 et 5 mL. La Figure 81 présente les chromatogrammes obtenus avec la 

colonne d’échange d’anions et celle en phase inverse.  

 

 

Figure 81 : Chromatogrammes obtenus pour la reconstitution de l'Hb avec le groupe hème 

commercial en échange d'anions (A) et en phase inverse (B). 
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Le pic caractéristique de l’Hb  n’est pas observé à 415nm en  échange d’anions (Figure 81A) 

alors que les pics du groupe hème et des globines sont observés en phase inverse (210 nm) (Figure 

81B). La proportion entre le groupe hème et les chaînes de globines est de 42/58. La problématique de 

la proportion entre le groupe hème et les chaînes de globines pour obtenir une synthèse favorable de 

l’hémoglobine est donc mise en évidence. 

En effet, la proportion entre le groupe hème et les globines obtenues après analyse de 

différentes solutions étalons d’Hb sont : 

- Hème : 1 à 8 % 

- Globines : 92 à 99 % 

La synthèse devra être effectuée de telle sorte à conserver cette gamme de proportions 

pour une reconstitution de l’Hb satisfaisante.  

Différents essais ont donc été effectués avant d’obtenir les conditions permettant la synthèse 

de l’étalon d’Hb marqué en 
57

Fe. Le Tableau 73 récapitule les essais.  

Tableau 73 : Récapitulatif des différents essais effectués pour reconstituer la molécule d’Hb avec 

du 
56

Fe et du 
57

Fe afin de déterminer les conditions idéales. 

Essais 
Caractéristiques du 

groupe hème 

Caractéristiques 

solution Hb pour 

synthèse Apo-Hb 

Résultat 

A (p=1) 

Hème reconstitué avec 
56

FeCl3 commercial  

(Essai 3 – Tableau 72) 

110 mg.kg
-1

 

5 mL  

20 g.L
-1

 Hb 
Reconstitution de l’Hb en 

56
Fe 

B (p=3) 

Hème reconstitué avec 

solution de 
56

FeCl  

(Essai 4 – Tableau 72) 

110 à 160 mg.kg
-1

 

5 mL 

10 à 20 g.L
-1

 Hb 

Reconstitution de l’Hb en 
56

Fe 

mais présence d’une autre 

espèce – Teneurs faibles par 

rapport aux deux reconstitutions 

A et B 

C (p=1) 

Hème reconstitué avec 

solution de 
57

FeCl  

(Essai 5 – Tableau 72) 

200 mg.kg
-1

 

5 mL  

10 g.L
-1

 Hb 

Reconstitution de l’Hb en 
57

Fe 

mais présence d’une autre 

espèce majoritaire (éluée après 

l’Hb et contenant du 
57

Fe) – 

Teneurs très faibles 

D (p=1) 

Hème reconstitué avec 

solution de 
57

Fe2O3  

(Essai 6 – Tableau 72) 

190 mg.kg
-1

 

5 mL 

10 g.L
-1

 Hb 
Pas de présence de l’Hb 

E (p=1) 

Hème reconstitué avec 
56

FeCl3 synthétisé  

(Essai 7 – Tableau 72) 

50 mg.kg
-1

 

5 mL 

20 g.L
-1

 Hb 
Reconstitution de l’Hb en 

56
Fe 

F (p=3) 

Hème reconstitué 

avec 
57

FeCl3 

synthétisé  

(Essai 8 – Tableau 72) 

50 mg.kg
-1

 

5 mL 

20 g.L
-1

 Hb 
Reconstitution de l’Hb en 

57
Fe 
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Les essais B, C, et D n’ont pas été concluants puisque le groupe hème était présent en trop 

faible quantité pour respecter les proportions entre l’hème et les globines. Les essais utilisant le groupe 

hème synthétisé à partir de FeCl3 sous forme solide (Essai A : 
56

FeCl3 commercial, Essai E ; 
56

FeCl3 

synthétisé et Essai F : 
57

FeCl3 synthétisé) permettent la reconstitution de la molécule d’Hb. La Figure 

82 présente les chromatogrammes des essais pour lesquels la reconstitution de l’Hb a fonctionné à 

partir d’un groupe hème synthétisé. La molécule d’Hb reconstituée présente un profil 

chromatographique identique à celui obtenu avec l’étalon d’Hb. Le temps de rétention est d’environ 5 

min. 

 

Figure 82 : Chromatogrammes des différentes solutions d'Hb synthétisées avec du 
56

Fe et du 
57

Fe 

comparés à l'étalon d'Hb. Les analyses sont effectuées par colonne échangeuse d'anions (Source 

Q) par détection VISIBLE à 415 nm. 

Les conditions de reconstitution finales retenues correspondent donc à celles de l’essai F. 

Le protocole pour la reconstitution de l’Hb enrichie en Fe 57 est donc finalisé. La Figure 83 présente 

le protocole final pour la reconstitution de l’Hb. Une solution de 50 mg.kg
-1

 de 
57

Fe-hème synthétisé à 

un pH de 7,5 est ajoutée goutte à goutte dans les 5 mL de la solution d’Apo-Hb synthétisée. La 

coloration rouge caractéristique de la molécule d’Hb se fait petit à petit. Après une nuit à 4°C, une 

centrifugation de la solution est effectuée afin d’éliminer l’excès de chaines de globines. 
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Figure 83 : Protocole pour la reconstitution de la molécule d'Hb enrichie en 
57

Fe. 

La Figure 84 représente le protocole complet de synthèse de l’étalon marqué en 
57

Fe d’Hb. 

Cette synthèse a été répétée afin de réaliser trois étalons marqués indépendants.
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Figure 84 : Protocole final de synthèse de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb. 

Solution étalon d’Hb
C = 20 g.L-1 Hb

V = 5 mL

+ solution acétone-HCl (2 M HCl)
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Formation d’un précipité

Conservation du précipité
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Centrifugation 

(12 min, 2000 rpm)
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+ Dialyse avec Tampon (12h)

Dissolution du précipité

Agitation

Solution Apo-Hb
V = 5 mL

Stockage à 4 °C

+ Solution Tampon
V = 5 mL

SYNTHÈSE Apo-Hb

Optimisations:
- Volume de la solution étalon d’Hb
- Concentration de la solution étalon d’Hb
- Nombre de rinçages avec le mélange HCl-acétone

Mélange réactionnel : 
40 mL acide acétique
+ 190 mg d’acétate de sodium (20 mM)
+ 20 mg 57FeCl3 synthétisé (3 mM)
+ 50 mg protoporphyrine (2 mM)

Reflux pendant 4,5 h (T = 120 °C)Obscurité

Solution noir/violet

Solution finale
V = 5 mL

Filtration sur Büchner avec eau
Dessiccateur pendant 12h

57Fe-Hème
m = 20 mg

Stockage à 4 °C

Evaporation pendant 2 h (T = 200 °C)

SYNTHÈSE 57Fe-HÈME

Optimisations:
- Volume d’acide acétique
- Réactif  de 56Fe: solution en 56Fe,

56FeCl3 commercial, 56FeCl3 synthétisé
- Réactif  de 57Fe: solution en 57Fe, 

57FeCl3 synthétisé

+ 105 µL solution 57Fe-Hème (8 mg 57Fe-Hème dissous dans 
700 µL NaOH 1 M) diluée dans 25 mL Tampon

Ajout petit à petit
Agitation

Solution Hb reconstituée

Agitation 4h dans bain de glace
Repos toute une nuit à 4 °C

Centrifugation (20 min, 6000 rpm)

Solution de spike 57Fe-Hb
V = 30 mL

Solution Apo-Hb
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Optimisations:
- Volume de la solution d’apo-Hb
- Concentration en 57Fe-hème
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2.6.3.2.3. Caractérisation de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb 

L’objectif de cette partie est de caractériser l’étalon marqué 
57

Fe d’Hb qui sera utilisé pour la 

mise en place de l’ID en mode spécifique. Différentes caractérisations vont être effectuées : 

- Détermination de l’abondance isotopique 

- Détermination de la présence d’espèces autre que l’Hb 

Détermination de l’abondance isotopique  

Afin de mettre en place l’ID en mode spécifique, il est nécessaire de caractériser l’étalon 

marqué synthétisé de 
57

Fe-Hb en isotopie. Il est caractérisé pour les quatre isotopes stables du Fe : 54, 

56, 57 et 58. Pour cela, différentes méthodes sont testées afin d’utiliser la plus adaptée et la plus juste. 

En effet, étant donné que c’est l’isotopie du Fe lié à l’Hb qui nous intéresse, l’échantillon peut subir 

une minéralisation afin d’éliminer toute la matrice et faciliter l’analyse de l’isotopie. La méthode de 

minéralisation effectuée est la même que celle présentée dans le paragraphe 1.3.1. La comparaison des 

résultats avec ou sans minéralisation est effectuée.  

De plus, la présence d’espèces ferriques autres que l’Hb ou de Fe libre pouvant modifier 

l’isotopie réelle de l’étalon marqué, la comparaison avec ou sans ultrafiltration à 30 kDa est réalisée.  

Enfin, le biais en masse du MS peut être déterminé par rapport aux mesures isotopiques des 

rapports isotopiques 
54

Fe/
57

Fe, 
56

Fe/
57

Fe, 
58

Fe/
57

Fe d’un étalon de haute pureté en Fe (BNM-001) à 

isotopie naturelle ou d’un étalon d’Hb (H7379). Le Tableau 74 regroupe les différents tests sur la 

méthode pour caractériser l’isotopie de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb. 

Tableau 74 : Caractérisation isotopique de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb selon différents modes de 

préparation de l’échantillon  

Isotopes Abondances isotopiques  

(% atomique) 

Sans minéralisation 

(n=4) 

Abondances isotopiques  

(% atomique) 

Avec minéralisation 

(n=4) 

Abondances isotopiques  

(% atomique) 

Avec minéralisation 

Avec ultrafiltration à 30 kDa 

(n=4) 
54

Fe 0,28 ± 0,09 0,36 ± 0,03 0,14 ± 0,03 
56

Fe 5,35 ± 1,46 6,58 ± 0,30 3,17 ± 0,33 
57

Fe 92,47 ± 1,31 91,44 ± 0,30 94,63 ± 0,42 
58

Fe 1,90 ± 0,36 1,63 ± 0,03 2,05 ± 0,08 

 

Pour tous les isotopes du Fe, il n’y a pas de différence caractéristique selon les méthodes 

utilisées. Cependant, la dispersion des résultats est plus importante lorsque l’échantillon n’est pas 

minéralisé et l’isotopie déterminée avec le traitement d’échantillon utilisant la minéralisation associée 

à l’ultrafiltration est plus proche de celle déterminée pour l’étalon marqué inorganique 
57

Fe utilisé pour 

la synthèse de cet étalon marqué 
57

Fe-Hb (voir Tableau 24).  
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Ainsi la méthode retenue pour caractériser isotopiquement l’étalon marqué 
57

Fe-Hb consiste à 

effectuer une ultrafiltration à 30 kDa de l’échantillon avant de le minéraliser. Les solutions d’étalon de 

Fe naturel (BNM-001, haute pureté) et d’étalon marqué en 
57

Fe-Hb sont alors préparées afin d’obtenir 

une concentration finale d’environ 10 µg.g
-1

 Fe. Les abondances isotopiques sont déterminées par 

calculs après mesures par ICPMS des rapports isotopiques 
54

Fe/
57

Fe, 
56

Fe/
57

Fe, 
58

Fe/
57

Fe. Ainsi, deux 

déterminations (p=2) sur différents mois, de 3 réplicats (n=3) chacune dans la même journée ont été 

réalisées pour caractériser la composition isotopique des étalons marqués d’Hb enrichi en 
57

Fe. Le 

Tableau 75 résume les abondances isotopiques obtenues pour les trois étalons marqués synthétisés. 

Tableau 75 : Abondances isotopiques obtenues pour les différents étalons marqués de 
57

Fe-Hb 

synthétisés. 

Etalon marqué 

(n×p=6) 

Abondance 
54

Fe 

(% atomique) 

Abondance 
56

Fe 

(% atomique) 

Abondance 
57

Fe 

(% atomique) 

Abondance 
58

Fe 

(% atomique) 

1  0,14 ± 0,03 3,17 ± 0,33 94,63 ± 0,42 2,05 ± 0,08 

2 0,28 ± 0,17 4,79 ± 2,57 90,02 ± 5,68 4,91 ± 3,40 

3 0,30 ± 0,21 6,44 ± 4,30 90,51 ± 3,86 2,75 ± 0,64 

Moyenne (k=1) 0,24 ± 0,15 4,80 ± 2,80 91,72 ± 4,38 3,00 ± 2,55 

 

L’étalon marqué en 
57

Fe-Hb présente donc une abondance isotopique majoritaire 

d’environ (91,72 ± 4,38) % pour l’isotope 57 et la stabilité a été mesurée sur une période d’un 

mois. 

Détermination de la présence d’impuretés 

 La solution d’étalon marqué d’Hb est également analysée par chromatographie d’exclusion 

stérique (conditions expérimentales du Tableau 69) afin d’évaluer la présence d’impuretés provenant 

d’autres espèces que l’Hb. La Figure 85 présente les chromatogrammes obtenus en exclusion stérique 

couplée à une détection VISIBLE à 280 nm et une détection ICPMS à 
56

Fe et 
57

Fe. 
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Figure 85 : Chromatogrammes de l'étalon d'Hb et de l’étalon marqué d’Hb obtenus par 

exclusion stérique et détection VISIBLE à 280 nm et ICPMS à 
56

Fe et 
57

Fe. 

L’impureté contenant du Fe observée à 14 min pour l’étalon d’Hb n’est plus significativement 

présente dans l’étalon marqué (Figure 85A). Cependant, lors de l’analyse avec détection à 280 nm 

(Figure 85B), une impureté à 42 min (inférieure à 30 kDa) est observée. Cette espèce ne contient pas 
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de Fe puisqu’elle n’est pas détectée en ICPMS à 
56

Fe et 
57

Fe. Toutefois cette impureté est éliminée 

après ultrafiltration à 30 kDa de l’étalon marqué d’Hb. L’étalon marqué ne contient donc pas 

d’impureté. 

 

L’étalon marqué en 
57

Fe d’Hb présente donc une isotopie en 
57

Fe acceptable de 92 ± 4 %. 

L’analyse par chromatographie d’exclusion stérique ne montre pas la présence d’impureté. 

Nous disposons donc d’un étalon d’Hb enrichi en 
57

Fe permettant la mise en place de la dilution 

inverse en mode spécifique.  

2.6.3.2.4. Mise en place du protocole métrologique de l’ID en mode spécifique 

Le protocole métrologique de l’ID en mode spécifique est représenté par la Figure 86. Ce 

protocole met en évidence l’utilisation d’étalon primaire en Fe traçables au SI afin d’étalonner les 

étalons secondaires en Hb utilisés pour l’ID en mode spécifique. 

 

 

Figure 86 : Workflow expliquant l'approche quantitative de l'Hb par ID en mode spécifique. 
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La mise en place de la double ID en mode spécifique repose sur le même principe que pour la 

double ID-ICPMS. L’ID directe consiste à déterminer la concentration en Hb contenue dans un 

échantillon d’hémolysat en utilisant l’étalon marqué 
57

Fe-Hb synthétisé et caractérisé en abondance 

isotopique à partir de l’étalon primaire en Fe de haute pureté. Par ailleurs, l’ID inverse permet de 

caractériser l’étalon marqué 
57

Fe-Hb synthétisé en concentration à partir de l’utilisation d’un étalon 

secondaire d’Hb. Cet étalon secondaire est lui-même caractérisé par l’évaluation de sa concentration à 

travers sa teneur en Fe en utilisant l’étalon primaire en Fe de haute pureté.  

L’équation obtenue afin de déterminer la concentration en Hb (𝐶𝑠 en g.L
-1

 Hb) dans de 

l’hémolysat est la suivante : 

 

𝑪𝒔 =  𝑾𝒔𝒑 ∙
𝒎𝒆𝒕𝒂

𝒎𝒔𝒑𝒊
∙

𝒎𝒔𝒑𝒅

𝒎𝒔
∙

(𝑨𝒆𝒕𝒂
𝒂 − 𝑹𝒊𝒏𝒗

𝒂/𝒃
 𝒌𝒊𝒏𝒗 𝑨𝒆𝒕𝒂

𝒃 )

(𝑹𝒊𝒏𝒗
𝒂/𝒃

 𝒌𝒊𝒏𝒗 𝑨𝒔𝒑
𝒃 − 𝑨𝒔𝒑

𝒂 )
∙

(𝑹𝒅𝒊𝒓
𝒂/𝒃

 𝒌𝒅𝒊𝒓 𝑨𝒔𝒑
𝒃 − 𝑨𝒔𝒑

𝒂 )

(𝑨𝒔
𝒂− 𝑹

𝒅𝒊𝒓
𝒂/𝒃

 𝒌𝒅𝒊𝒓 𝑨𝒔
𝒃)

∙ 𝑭𝒅𝒊𝒍𝒖𝒕𝒊𝒐𝒏 ∙ 𝝆𝒉é𝒎𝒐𝒍𝒚𝒔𝒂𝒕 ∙
𝟏∙𝑴𝑯𝒃

𝟒∙𝑴𝑭𝒆
 

  

Équation 50 

 

Avec: 

- 𝑊𝑠𝑝 : fraction massique de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb dans le mélange « étalon-étalon marqué »  (g.g
-1

 

Fe) 

- 𝑚𝑒𝑡𝑎 : masse de l’étalon d’Hb dans le mélange « étalon-étalon marqué » (mg)  

- 𝑚𝑠𝑝𝑖 : masse de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb dans le mélange « étalon-étalon marqué » (mg) 

- 𝐴𝑒𝑡𝑎
𝑎  : abondance naturelle de l’isotope A (

56
Fe) dans l’étalon d’Hb (valeur IUPAC) 

- 𝐴𝑒𝑡𝑎
𝑏  : abondance naturelle de l’isotope B (

57
Fe) dans l’étalon d’Hb (valeur IUPAC) 

- 𝑅𝑖𝑛𝑣
𝑎/𝑏

 : rapport isotopique 
56

Fe/
57

Fe dans le mélange « étalon-étalon marqué » 

- 𝑘𝑖𝑛𝑣  : facteur de correction de biais en masse pour l’ID inverse 

- 𝐴𝑠𝑝
𝑎  : abondance de l’isotope A (

56
Fe) dans l’étalon marqué 

57
Fe-Hb 

- 𝐴𝑠𝑝
𝑏  : abondance de l’isotope B (

57
Fe) dans l’étalon marqué 

57
Fe-Hb 

- 𝑚𝑠𝑝𝑑 : masse de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb dans le mélange « échantillon-étalon marqué » (mg) 

- 𝑚𝑠 : masse de l’échantillon dans le mélange « échantillon-étalon marqué » (mg) 

- 𝑅𝑑𝑖𝑟
𝑎/𝑏

 : rapport isotopique 
56

Fe/
57

Fe dans le mélange « échantillon-étalon marqué » 

- 𝑘𝑑𝑖𝑟 : facteur de correction de biais en masse pour l’ID directe 

- 𝐴𝑠
𝑎 : abondance de l’isotope A (

56
Fe) dans l’échantillon 

- 𝐴𝑠
𝑏 : abondance de l’isotope B (

57
Fe) dans l’échantillon 

- 𝐹𝑑𝑖𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 : facteur de dilution de l’hémolysat 

- 𝜌ℎé𝑚𝑜𝑙𝑦𝑠𝑎𝑡 : masse volumique de l’hémolysat (g.mL
-1

) 

- 𝑀𝐻𝑏 : masse moléculaire de l’Hb (64458 Da)  

- 𝑀𝐹𝑒 : masse atomique du Fe (55,845 g.mol
-1

) 
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Les rapports isotopiques 
56

Fe/
57

Fe des différents mélanges sont déterminés après intégration des profils 

chromatographiques obtenus pour le 
56

Fe et 
57

Fe avec le logiciel Origin. 

 

Le protocole analytique pour l’ID en mode spécifique est effectué selon la même trame que 

celui expliqué dans le Chapitre 2 pour la double ID (Fe)-ICPMS (paragraphe 1.5). Un rapport 

isotopique autour de 1 entre 
56

Fe (isotope A) et 
57

Fe (isotope B) a été choisi pour la préparation des 

échantillons. Toutes les dilutions ont été effectuées par gravimétrie (balances d=0,1 mg et d=0,001 

mg) et dans une solution tampon à 10 mM Tris (pH 7,5-8,0). 

Pour la mise en place de l’ID directe, les échantillons d’hémolysats du CRM JCCRM 912-2 

subissent une dilution dans la solution tampon afin d’obtenir une concentration moyenne de  1,2 

µg.kg
-1

 Hb (≈ 4,0 ng.kg
-1

 Fe). Les mélanges « échantillon-étalon marqué » sont préparés en ajoutant 45 

à 200 mg de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb et 20 à 120 mg de CRM. 

Pour l’ID inverse, une solution mère d’étalon d’Hb (H7379) de 1 g.kg
-1

 Hb est préparée de 

façon journalière et caractérisée par la méthode de la double (Fe)-ID-ICPMS développée au Chapitre 2 

pour assurer la traçabilité au SI. Les mélanges « étalon-étalon marqué » sont préparés en ajoutant 60 à 

200 mg de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb et 50 à 160 mg d’étalon d’Hb. 

Pour la correction du biais en masse, une solution journalière d’étalon d’Hb d’environ 70 

mg.kg
-1

 Hb contenant les abondances naturelles du Fe est préparée et analysée. 

Les mélanges « échantillon-étalon marqué » et « étalon-étalon marqué » sont préparés en au 

moins quatre réplicats chacun et possèdent une concentration finale comprise entre 60 et 80 mg.kg
-1

 

Hb (200 et 280 µg.kg
-1

 Fe). Ces solutions sont analysées par HPLC-ICPMS en échange d’anions. Les 

conditions analytiques des instruments HPLC et ICPMS sont présentées au paragraphe 2.4 de ce 

chapitre. 

 

Une séquence typique d’ID en mode spécifique est présentée ci-dessous: 

- Blanc réactif (solution tampon) 

- Biais en masse : étalon d’Hb (≈ 70 mg.kg
-1

 Hb) 

- Mélange ID directe (« échantillon-étalon marqué ») 

- Mélange ID inverse (« étalon-étalon marqué ») 

- Blanc réactif (solution tampon) 

- Biais en masse : étalon d’Hb (≈ 70 mg.kg
-1

 Hb) 

- Mélange ID directe (« échantillon-étalon marqué ») 

- etc. 

2.6.3.2.5. Calcul des incertitudes 

La démarche adoptée pour évaluer les incertitudes est similaire à celle décrite pour la double 

ID classique, expliquée dans le Chapitre 2 (paragraphe 1.5). Après avoir défini l’écriture du modèle 
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mathématique correspondant à la détermination de l’Hb totale par ID en mode spécifique (Equation 

50) ainsi qu’évaluer les incertitudes-types de chaque grandeur d’entrée, l’incertitude-type composée 

du résultat, uCs, est calculée à partir du  logiciel Wincert. Le résultat est accompagné de son incertitude 

élargie, U, calculée avec un facteur d’élargissement, k, égal à 2. 

2.6.3.2.6. Résultats 

Cette partie présente les résultats obtenus pour la détermination de la stabilité de l’étalon 

marqué 
57

Fe-Hb synthétisé et pour l’analyse du matériau certifié en Hb, JCCRM 912-2, par ID en 

mode spécifique. 

Détermination de la stabilité de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb 

Afin de déterminer la stabilité de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb synthétisé, la concentration en Hb 

de différents étalons marqués est déterminée par analyse en ID inverse lors de la mise en place du 

protocole d’ID en mode spécifique. Ces analyses ont été effectuées seulement pour deux des trois 

étalons marqués synthétisés et sur plusieurs jours différents. Les résultats sont présentés dans la 

Figure 87. 
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Figure 87 : Evaluation de la concentration en Hb dans deux étalons marqués synthétisés d'Hb 

différents (1 et 2). Les valeurs correspondent à celles évaluées par ID inverse en mode spécifique. 

La ligne continue de couleur rouge représente la valeur moyenne obtenue et les lignes 

discontinues représentent l’incertitude associée à cette valeur moyenne. 

Ces analyses mettent en évidence que la concentration de l’étalon marqué est stable sur 

une durée de 15 jours et a tendance à diminuer lorsque cette période est dépassée. 

Première détermination de la teneur en Hb dans le CRM JCCRM 912 par ID en mode 

spécifique 

L’analyse par ID en mode spécifique du JCCRM 912-2L a été réalisée en préparant quatre 

réplicats (n=4) indépendants et analysés sur une même journée. L’étalon marqué 
57

Fe-Hb utilisé est le 

deuxième étalon marqué synthétisé. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 76. 

Tableau 76 : Résultats de l'analyse du JCCRM 912-2L par ID en mode spécifique lors d'une 

première détermination. 

Concentration JCCRM 912-2L 

(g.L
-1

 Hb, k=2) 

ID directe 

Valeur de référence 

(g.L
-1

 Hb, k=2) 
Erreur relative (%) 

120,8 ± 6,6 78,0 ± 0,9 + 55 % 

 

L’erreur relative par rapport à la valeur de référence est donc de 55 %. Les profils 

chromatographiques sont très similaires entre l’étalon marqué d’Hb et l’étalon primaire d’Hb pour 

l’ID inverse comme le montre la Figure 88. Pour l’ID directe, les profils sont plus éloignés ce qui 

engendre une différence importante dans le rapport isotopique mesuré 
56

Fe/
57

Fe et celui calculé (Rcalculé 

≈ 1). 
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Figure 88 : Profils chromatographiques obtenus par ID en mode spécifique. La courbe rouge 

représente l’intensité relative à l’isotope 57 du Fe et la courbe noire représente l’intensité 

relative à l’isotope 56 du Fe. 
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Causes de l’erreur relative élevée 

Nous avons donc recherché les causes pouvant expliquer l’obtention d’une erreur relative 

supérieure à 50 % lors de l’analyse du CRM en Hb par ID en mode spécifique en utilisant l’étalon 

marqué 
57

Fe-Hb synthétisé. Pour cela différents tests sont effectués : 

1/   Évaluation d’une dégradation éventuelle du CRM (JCCRM 912-2) utilisé pour l’analyse 

2/   Évaluation d’une mauvaise synthèse de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb 

3/ Évaluation d’une différence d’espèce d’Hb entre l’étalon marqué 
57

Fe-Hb et l’échantillon 

d’hémolysat (JCCRM 912-2) 

 

1/ Dégradation éventuelle du CRM JCCRM 912-2 

Afin de s’assurer que notre échantillon n’a pas subi de dégradation au cours du temps, il est 

analysé par la méthode (Fe)-ID-ICPMS, précédemment développée, et les résultats sont comparés à 

ceux obtenus antérieurement (Tableau 34) par l’approche n’utilisant pas le couplage HPLC-ICPMS. 

A partir de la solution du CRM utilisée pour l’analyse par ID en mode spécifique, quatre réplicats 

(n=4) sont préparés pour être analysé par double (Fe)-ID-ICPMS en ajoutant l’étalon marqué 
57

Fe 

inorganique. Les résultats sont présentés dans le Tableau 77. 

Tableau 77 : Résultats de l'analyse de la solution de JCCRM 912-2L par double (Fe)-ID-ICPMS 

comparés à ceux obtenus lors de la validation de la méthode dans le paragraphe 1. 

 Fe, mg.L
-1

 

(k=2) 

Hb, g.L
-1

 

(k=2) 

Hb (certifiée) 

g.L
-1

  (k=2) 

Erreur 

relative 

(%) 

JCCRM 912-2L (n×p=9) 

(Tableau 34) 
276,8 ± 11,1 79,9 ± 3,2 

78,0 ± 0,9 

+ 2,4 

JCCRM 912-2L (n=4) 

Etalon marqué 
57

Fe inorganique 
297,0 ± 18,4 85,7 ± 5,3 + 9,9 

 

L’erreur relative observée par rapport à la valeur de référence est plus élevée car l’ID a été 

préparée à partir de l’échantillon utilisé pour l’ID en mode spécifique. Cependant, la valeur est 

compatible avec la valeur moyenne déterminée lors de la validation de la méthode dans le paragraphe 

1.5.2 puisque l’écart normalisé est inférieur à 2 (EN = 1,97). Ainsi une pollution due à la préparation 

d’échantillon est envisagée. 

L’hypothèse de la dégradation du CRM qui pourrait expliquer l’erreur relative de 55 % 

obtenue par ID en mode spécifique n’est pas fondée. 

 

2/ Mauvaise synthèse de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb 

Afin de s’assurer que la synthèse de l’étalon marqué a été bien effectuée, celui-ci est utilisé pour 

analyser de nouveau la solution de CRM par (Fe)-ID-ICPMS : l’étalon marqué utilisé est un étalon 

marqué en 
57

Fe inorganique ainsi il sera remplacé par l’étalon marqué 
57

Fe-Hb organique. Ainsi le 
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nouveau protocole analytique de la méthode (Fe)-ID-ICPMS est présenté par la Figure 89.

 

Figure 89 : Protocole de la double (Fe)-ID-ICPMS adapté pour l'utilisation de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb. 

Les mélanges « échantillon-étalon marqué » et « étalon-étalon marqué » subissent une 

extraction acide par micro-ondes. A partir de la solution du CRM utilisée pour l’analyse par ID en 

mode spécifique, quatre réplicats (n=4) sont préparés pour être analysé par double (Fe)-ID-ICPMS 

avec l’étalon marqué 
57

Fe-Hb. Les résultats sont présentés dans le Tableau 78. 

Tableau 78 : Résultats de l'analyse de la solution de JCCRM 912-2L par double (Fe)-ID-ICPMS 

en utilisant l’étalon marqué 
57

Fe-Hb comparés à ceux obtenus lors de la validation de la méthode 

(Tableau 34). 

 
Fe, mg.L

-1
 

(k=2) 

Hb, g.L
-1

 

(k=2) 

Hb (certifiée) 

g.L
-1

 (k=2) 

Erreur 

relative 

(%) 

JCCRM 912-2L (n×p=9)  

(Tableau 34) 
276,8 ± 11,1 79,9 ± 3,2 

78,0 ± 0,9 

+ 2,4 

JCCRM 912-2L (n=4) 

Etalon marqué 
57

Fe-Hb organique 
289,3 ± 18,3 83,5 ± 5,3 + 7,1 

 

L’erreur relative observée par rapport à la valeur de référence est un peu plus élevée mais elle 

reste compatible avec les résultats précédents. La valeur est aussi compatible avec la valeur moyenne 

déterminée lors de la validation de la méthode (Fe)-ID-ICPMS puisque l’écart normalisé est inférieur à 

2 (EN = 1,38) mais aussi avec la valeur obtenue sur le même échantillon mais avec l’étalon marqué 

57
Fe inorganique (85,7 ± 5,3 g.L

-1
 Hb, Tableau 77).  

L’hypothèse de la mauvaise synthèse de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb qui pourrait expliquer 

l’erreur relative de 55 % obtenue par ID en mode spécifique n’est pas fondée. 
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3/ Différentes espèces d’Hb entre l’étalon marqué et l’échantillon 

L’objectif de cette évaluation est de déterminer sous quelle forme d’Hb se trouve les 

échantillons mis en jeu lors de l’application de l’ID en mode spécifique : l’étalon marqué 
57

Fe-Hb, 

l’étalon d’Hb et l’échantillon (CRM JCCRM 912). 

Les différentes solutions utilisées pour la préparation de l’ID en mode spécifique ; la solution 

de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb, la solution d’étalon d’Hb et la solution de CRM JCCRM 912-2, sont 

analysées par spectrophotométrie mètre en mode « scan » permettant un balayage de longueurs 

d’ondes comprises entre 300 et 700 nm. La Figure 90 montre les profils d’absorption obtenus pour 

chaque solution. 

 

Figure 90 : Profils d'absorption pour les solutions de CRM, d'étalon d'Hb et de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb par analyse par spectrophotométrie. 

Le Tableau 79 regroupe les longueurs d’ondes caractéristiques de ces espèces d’Hb 

identifiées dans la Figure 90. 

Tableau 79 : Longueurs d'ondes caractéristiques des espèces d'Hb étudiées. 

Type d’espèce d’Hb Longueur d’onde caractéristique 

HbO2 415 mn – 540 / 575 nm 

MétHb 405 nm – 500/540/575/630 nm 
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Ces analyses permettent de mettre en évidence une différence d’espèces d’Hb entre le CRM 

(pic caractéristique à 415 nm) et l’étalon d’Hb et l’étalon marqué (pic caractéristique à 405 nm). Ceci 

signifie que le CRM est sous forme d’HbO2 qui représente l’espèce d’Hb où les liaisons entre les 

chaînes de globines laissent entrer facilement l’oxygène. Cette forme signifie que le Fe est au degré 

d’oxydation II (Fe
2+

). C’est sous cette forme majoritaire que Hb est présente dans l’organisme. 

L’étalon ainsi que l’étalon marqué sont eux sous  forme de MétHb où le Fe ferreux (Fe
2+

) est oxydé en 

Fe ferrique (Fe
3+

). Cela se traduit par une perte de la capacité à créer une liaison avec l’oxygène. 

L’erreur relative obtenue lors de l’analyse du CRM par ID en mode spécifique pourrait 

provenir de cette différence entre les espèces. En effet en observant les profils chromatographiques 

obtenus lors de la première détermination (Figure 88) pour l’ID inverse, on remarque que le rapport 

isotopique entre l’étalon d’Hb et l’étalon marqué 
57

Fe-Hb, qui sont sous forme de MétHb, est proche 

de 1 (rapport attendu est de 1) contrairement à l’ID directe. Ceci conforte l’hypothèse que l’erreur 

relative peut être liée à la différence entre les espèces d’Hb. Il est donc nécessaire de convertir les 

différents échantillons afin d’obtenir la même espèce d’Hb, l’ID en mode spécifique nécessitant en 

effet que l’étalon marqué et l’échantillon soient d’espèces identiques pour avoir un comportement 

similaire. 

Conversion des espèces d’Hb 

 Plusieurs méthodes peuvent être utilisées afin de convertir les espèces d’Hb sous la même 

forme : 

- Conversion HbO2 en MétHb : oxydation de Fe
2+

 en Fe
3+ 

avec par exemple du nitrite de sodium 

(NaNO2) ou le K3Fe(CN)6 [219, 220]. 

- Conversion MétHb en HbO2 : le bleu de méthylène peut être utilisé pour réduire le Fe
3+

 en Fe
2+

 

contenu dans l’Hb [221, 222]. 

- Conversion en une autre espèce : les espèces d’Hb étudiées peuvent être converties en une 

espèce commune comme l’alcaline hématine (AH) ou l’HiCN [142, 147, 148]. 

Pour vérifier si les conversions sont effectuées ou non, les différents échantillons sont analysés 

par spectrophotométrie car chaque espèce d’Hb possède des longueurs d’onde d’absorption 

caractéristiques comme présenté dans le Tableau 80. 

Tableau 80 : Longueurs d'ondes caractéristiques des principales espèces d'Hb étudiées. 

Type d’espèce d’Hb Longueur d’onde caractéristique 

HbO2 415 mn – 540 / 575 nm 

MétHb 405 nm – 500/540/575/630 nm 

AHD 400 nm – 574 nm 

HiCN 420 nm – 540 nm 
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Le Tableau 81 regroupe tous les types de conversion réalisés dans cette étude sur le CRM, 

l’étalon d’Hb et l’étalon marqué 
57

Fe-Hb. L’oxydation du Fe contenu dans le CRM est satisfaisante 

soit par ajout de NaNO2 soit par ajout de K3Fe(CN)6. La réduction de Fe
3+

 dans l’étalon d’Hb et 

l’étalon marqué 
57

Fe-Hb avec le bleu de méthylène par contre, n’a pas donné de résultat concluant. 

Enfin, la conversion de tous les échantillons en une même espèce d’Hb comme HiCN ou AH est 

concluante avec l’utilisation des réactifs commerciaux (AHD, Drabkin’s reagent) ou avec le mélange 

NaNO2+KCN. 
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Tableau 81 : Récapitulatif de tous les modes de conversion effectués sur le CRM, l'étalon d'Hb et 

l’étalon marqué 
57

Fe-Hb. 

Type de conversion Réactif Conditions analytiques testées Résultat 

HbO2  MétHb 

NaNO2 Concentration réactif : 0,15 à 2,5 mmol.L
-1

 

Concentration CRM : 0,5 à 2 g.L
-1

 Hb 

Préparation CRM : dilué ou non dilué 

Temps de conversion : 1h à 10 jours 

Conversion 

correcte quelles 

que soient les 

conditions 

utilisées 

K3Fe(CN)6 Concentration réactif : 0,2 à 0,6 mmol.L
-1

 

Concentration CRM : 1,5 g.L
-1

 Hb 

Préparation CRM : dilué 

Temps de conversion : 1 à 30 min 

MétHb  HbO2 

Bleu de 

méthylène 

Concentration réactif : 3 à 300 mg.L
-1

 

Concentration échantillon : 0,7 g.L
-1

 Hb 

Temps de conversion : 2h à 1 jour 

Conversion non 

effectuée 

MétHb, HbO2  AH 

AHD Dilution réactif : 1:2 pour étalon et étalon 

marqué et 1:151 pour CRM 

Concentration échantillon : 0,5 g.L
-1

 Hb 

Concentration CRM : 78 g.L
-1

 Hb ou 0,2 g.L
-1

 

Hb 

Préparation CRM : dilué ou non dilué 

Temps de conversion : 1 min à 4h 

Conversion 

correcte quelles 

que soient les 

conditions 

utilisées 

4 g NaOH, 25 

g Triton, 1 L 

H2O 

Dilution réactif : 1:2 et 1:4 

Concentration échantillon : 0,5 à 1 g.L
-1

 Hb 

Préparation échantillon : dilué 

Temps de conversion : 20 min 

Conversion 

effectuée quelles 

que soient les 

conditions 

utilisées mais pas 

en AHD 

MétHb, HbO2  HiCN 

Drabkin’s 

reagent 

Dilution réactif : 1:2 pour tous les échantillons 

et 1:340 pour le CRM 

Concentration échantillon : 0,5 g.L
-1

 Hb 

Concentration CRM : 137 g.L
-1

 Hb ou 0,4 g.L
-1

 

Hb 

Préparation CRM : dilué ou non dilué 

Temps de conversion : 15 min à 2h30 

Conversion 

correcte quelles 

que soient les 

conditions 

utilisées 

KCN Concentration réactif : 2 à 10 mmol.L
-1

 

Concentration échantillon : 0,5 à 1 g.L
-1

 Hb 

Concentration CRM : 78 g.L
-1

 Hb ou 0,5 g.L
-1

 

Hb 

Préparation CRM : dilué ou non dilué 

Temps de conversion : 25 min à 3h 

Conversion : à température ambiante ou à 56°C 

Conversion 

correcte quelles 

que soient les 

conditions 

utilisées pour 

MétHb mais 

conversion non 

effectuée pour 

HbO2 

NaNO2 + 

KCN 

Concentration réactif : 0,15 à 0,25 mmol.L
-1

 

NaNO2 et 10 à 20 mmol.L
-1

 KCN 

Concentration échantillon : 1,5 g.L
-1

 Hb 

Préparation échantillon : dilué 

Temps de conversion : 3h à 10 jours 

Conversion 

correcte quelles 

que soient les 

conditions 

utilisées 

 

La Figure 91 représente les profils d’absorption du CRM converti dans les différentes espèces 

d’intérêt obtenus par spectrophotométrie. Les profils sont bien caractéristiques de chaque espèce 

(HbO2, HiCN, AH et MétHb). 
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Figure 91 : Profils d'absorptions du CRM (HbO2 convertie en  HiCN, AH et MétHb. par 

spectrophotométrie  

Application de l’ID en mode spécifique sur les échantillons convertis par les différentes 

méthodes 

L’application de l’ID en mode spécifique est effectuée sur les échantillons (CRM, étalon d’Hb 

et étalon marqué 
57

Fe-Hb) convertis par les différentes méthodes. Le Tableau 82 résume les résultats 

obtenus selon les différentes méthodes de conversion de l’hémolysat JCCRM 912-2. 

Tableau 82 : Résultats de l'analyse du CRM JCCRM 912-2, convertis en MétHb, AH ou HiCN, 

par ID en mode spécifique. 

Type de conversion Préparation des 

échantillons 

Valeur de référence 

(g.L
-1

 Hb,  k=2) 

Valeur mesurée 

(g.L
-1

 Hb,  k=2) 

Erreur 

relative 

Conversion 1 

HbO2  MétHb 

0,15 mmol.L
-1

 NaNO2 

1h d’oxydation (n=2) 

10 jours d’oxydation (n=3) 

Cref = 78,0 ± 0,9  

Cm = 122,5 ± 5,0 

Cm = 114,9 ± 9,0 

 

+ 57 % 

+ 47 % 

K3Fe(CN)6 

1h d’oxydation (n=2) 

Cref = 78,0 ± 0,9 Cm = 128,7 ± 6,5 + 65 % 

Conversion 2 

MétHb, HbO2  AH 

Kit Haemodirect Pas de séparation concluante donc pas d’exploitation  

Conversion 3 

MétHb, HbO2  HiCN 

Drabkin’s reagent 

1h (n=2) 

Cref = 137,2 ± 1,5 Cm = 219,7 ± 15,0 + 60 % 

NaNO2 + KCN 

3h d’oxydation (n=2) 

3 jours d’oxydation (n=3) 

7 jours d’oxydation (n=4) 

 

Cref = 179,5 ± 2,1 

Cref = 78,0 ± 0,9 

Cref = 78,0 ± 0,9 

 

Cm = 266,1 ± 50,0 

Cm = 108,5 ± 8,2 

Cm = 105,5 ± 12,6 

 

+ 48 % 

+ 39 % 

+ 35 % 
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Ces résultats mettent en évidence que la valeur de l’erreur relative entre la concentration 

mesurée par ID en mode spécifique et la concentration de référence du CRM n’est pas améliorée après 

la conversion de l’HbO2 en MétHb ou en AH (erreur relative comprise entre 47 et 65 %). Par ailleurs, 

pour les échantillons convertis en HiCN avec le mélange NaNO2 + KCN on observe une légère 

amélioration sur la valeur de l’erreur relative pour un temps d’oxydation supérieur à 3 jours par 

rapport à l’erreur relative initiale sans conversion de + 55 %. L’erreur relative passe de 48 % à 35 % 

selon le temps d’oxydation de l’échantillon (entre 3h et 7 jours). Ce paramètre est donc important pour 

ce type de conversion. Les profils chromatographiques obtenus pour les mélanges « échantillon-étalon 

marqué » et « étalon Hb-étalon marqué » sur le niveau 2L du CRM avec une durée d’oxydation de 7 

jours sont représentés dans la Figure 92. 
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Figure 92 : Profils chromatographiques obtenus par ID en mode spécifique après conversion des 

échantillons en HiCN. La courbe rouge représente l’intensité relative à l’isotope 57 du Fe et la 

courbe noire représente l’intensité relative à l’isotope 56 du Fe. 

Le profil chromatographique de l’ID inverse montre une proportion entre les isotopes 56 et 57 

du Fe respectée (Rattendu ≈ 1), identique à celle du premier essai (Figure 88) sans conversion des 

échantillons. Cependant, une différence est observée pour les profils de l’ID directe puisque l’écart 

entre le profil de l’isotope 56 du Fe et celui de l’isotope 57 du Fe a diminué par rapport à la Figure 88. 

Cela signifie que le rapport isotopique pour l’ID directe se rapproche un peu plus de 1 par rapport à 

celui obtenu lors de la première détermination.  

Cependant, un écart important entre la valeur de référence du CRM JCCRM 912 et la valeur 

mesurée est observé. D’autres méthodes de conversion peuvent aussi être élaborées comme 

l’utilisation de l’azoture de sodium afin d’oxyder l’échantillon. Cet écart peut peut-être s’expliquer par 

la différence de matrice entre l’étalon marqué et le CRM. Afin d’être plus juste, il serait nécessaire de 

synthétiser l’étalon marqué 
57

Fe-Hb à partir du CRM. Dans ce cas, il n’y aurait pas de différence 

d’espèce entre l’échantillon et l’étalon marqué. Enfin, la conversion effectuée peut ne pas être totale. 

En effet, il peut y avoir une conversion partielle lors de l’étape de l’oxydation de l’échantillon. Cela 

pourrait engendrer la présence des deux espèces, MétHb et HbO2, simultanément. Une analyse par 

électrochimie pourrait peut-être nous indiquer la présence des deux formes d’oxydation du Fe (Fe
2+

 et 

Fe
3+

). 

Les incertitudes finales sur ces résultats sont comprises entre 8 et 12 % où la contribution 

majeure est due à la concentration en étalon d’Hb déterminée au préalable par double (Fe)-ID-ICPMS. 
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3. Conclusion 

La détermination de l’Hb dans des matrices sanguines par ID associée à l’ICPMS a été 

développé soit en minéralisant l’échantillon soit en appliquant la spéciation élémentaire selon deux 

modes : non-spécifique et spécifique. La validation a été réalisée par l’analyse du CRM en Hb totale 

(JCCRM 912-1 et JCCRM 912-2). La traçabilité des résultats est assurée par l’utilisation de l’étalon 

primaire en Fe de haute pureté (BNM-001) ainsi que par le calcul des incertitudes. 

 

i) La méthode double (Fe)-ID-ICPMS est une approche simple à mettre en place et juste afin 

d’assurer une justesse des résultats (erreur relative inférieure à 3 %) avec de faibles incertitudes 

(inférieures à 4 %). Cependant, cette méthode est seulement applicable s’il n’y a pas de présence de Fe 

libre ou d’espèces contenant du Fe autre que l’Hb dans notre échantillon.  

 

ii) Le mode non-spécifique, utilisant le 
57

Fe inorganique comme étalon secondaire, a permis 

d’obtenir une erreur relative raisonnable de – 13 % sur l’analyse du CRM. Les incertitudes relatives 

obtenues pour cette méthode sont comprises entre 9 et 14 % où la contribution la plus importante est 

due à la fraction massique en Fe de l’étalon marqué 
57

Fe. 

 

iii) Pour le mode spécifique, la synthèse de l’étalon marqué 
57

Fe-Hb a été effectuée avec 

succès. Une caractérisation complète a été réalisée en terme d’isotopie (
57

Fe, (92 ± 4) %) et de stabilité 

(1 mois) en utilisant l’étalon d’Hb comme étalon secondaire et le Fe métallique de haute pureté 

comme étalon primaire. Cependant, c’est la forme oxydée de l’Hb (Fe
3+

-MétHb) qui a été synthétisée 

alors que notre CRM se présente sous la forme non oxydée de l’Hb (Fe
2+

-HbO2), une conversion des 

différents échantillons est donc nécessaire afin d’obtenir une seule et même espèce d’Hb. Dans cette 

étude, la conversion en HiCN avec une oxydation de l’échantillon en MétHb par ajout de NaNO2 puis 

la conversion en HiCN après ajout de KCN présente les résultats les plus concluants (erreur relative 

comprise entre 35 et 39 %). 
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Le but des recherches entreprises au cours de cette thèse reposait sur la mise en œuvre de 

protocoles métrologiques permettant d’assurer la traçabilité au Système International des unités (SI) des 

analyses en biochimie clinique. Le LNE, laboratoire national de métrologie pour la France, se propose de 

disposer de telles techniques pour répondre aux besoins en qualité des analyses engendrées par les 

évolutions de la législation. Ainsi, en collaboration avec le LCABIE (UMR CNRS de l’Université de Pau 

et des Pays de l’Adour), il a été décidé de développer des méthodes d’analyse par Dilution Isotopique 

(ID) associée à la Spectrométrie de Masse à Plasma Induit (ICPMS) tout en assurant leur traçabilité au SI. 

Les techniques analytiques utilisées ont reposé sur l’utilisation de l’ICPMS soit pour effectuer des 

analyses en concentration totale, soit en y associant une méthode de séparation en amont, la 

Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC). Ces techniques ont été utilisées avec la mise en 

œuvre de l’ID comme méthode de dosage. L’ID, menée sous certaines conditions, est reconnue comme 

une méthode primaire par le BIPM, et son application permet la traçabilité des mesures au SI. 

Les applications choisies reposaient sur l’étude du fer (Fe) et de ferroprotéines comme 

l’hémoglobine (Hb) présents dans les fluides biologiques humains (sérum, sang, etc.) puisque ceux sont 

des marqueurs d’importance en biologie médicale notamment pour le diagnostic de l’anémie.  

 

La première partie du travail (Chapitre 2) a été consacrée à la mise en place d’une méthode 

primaire par l’ID associée à l’ICPMS afin de déterminer la concentration totale en Fe dans des fluides 

biologiques par minéralisation des échantillons. Le développement d’une méthode primaire de référence 

basée sur la mise en œuvre de l’ID-ICPMS pour la détermination du Fe total dans du sérum s’est montrée 

concluante. La validation du protocole analytique a été effectuée par l’analyse d’un matériau de référence 

certifié (SRM 1598a) ainsi que par la participation à la comparaison CCQM-K107 entre NMI. La 

traçabilité au SI des résultats obtenus a été établie à travers l’utilisation d’un étalon primaire certifié en Fe 

(BNM-001), par la mise en œuvre de protocoles métrologiques durant toutes les étapes de la préparation 

des échantillons et par l’établissement d’un bilan complet de l’incertitude de mesure.  

L’application de cette méthode à d’autres échantillons de sérum (BCR-637 et échantillon du CNQ 

de l’ANSM B17)  ainsi que dans une autre matrice comme le sang (Seronorm™) a démontré la validité 

de la méthode sur la mesure du Fe avec des incertitudes élargies relatives inférieures à 5 % ainsi que la 

faisabilité de l’application de la méthode pour l’assignation de valeurs de référence lors de programmes 

de contrôle qualité ainsi que pour la certification de matériaux de références.  

Suite aux résultats positifs obtenus par le LNE lors de la comparaison clé CCQM-K107, le 

département Biomédical et Chimie inorganique du LNE a obtenu en 2015 l’accréditation Cofrac selon les 

référentiels ISO EN 17025 et ISO EN 15195 pour le dosage du Fe dans le sérum par ID-ICPMS. 

Ces travaux ont donné lieu à une publication  (Article 1 publié en Annexe 1). 

La méthode développée pourra ainsi être transférée à d’autres éléments essentiels comme par 

exemple des éléments d’importance en biologie médicale tels que les électrolytes (Cl, Mg, K) ou adaptée 

à d’autres matrices biologiques comme l’urine ou les tissus biologiques. 
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La deuxième partie du travail (Chapitre 3) a été dédiée au développement de méthode primaire 

par ID-ICPMS afin de doser la concentration de l’Hb totale dans des hémolysats. 

i) La méthode développée dans le Chapitre 2 (Fe dans sérum) a été adaptée pour la détermination de 

l’Hb dans de l’hémolysat à partir de sa teneur en Fe en prenant en compte la stœchiométrie de la 

molécule : 4Fe(Hb). La validation de la méthode (Fe)-ID-ICPMS a été réalisée par l’analyse du matériau 

de référence certifié en Hb (JCCRM 912-1 et 912-2). Cette méthode est une approche prometteuse pour 

assurer une justesse des résultats (erreur relative comprise entre 1 et 3 %) avec de faibles incertitudes 

(inférieures à 4 %). Les comparaisons des résultats obtenus pour les deux lots du MRC JCCRM avec 

d’autres méthodes comme les mesures spectrophotométriques ou d’autres techniques d’ID associées à 

l’ICPMS, la MS ou la spectroscopie Raman, ont permis de confirmer la validation de la méthode. Ces 

travaux ont donné lieu à un article en cours de révision (Article 2 soumis en Annexe 2). La traçabilité au 

SI des résultats obtenus a été établie à travers l’utilisation d’un étalon primaire certifié en Fe (BNM-001). 

Cependant, cette méthode est seulement applicable s’il n’y a pas de présence de Fe libre ou d’espèces 

contenant du Fe autre que l’Hb dans l’échantillon. C’est pour cette raison qu’il est nécessaire de 

développer une méthode d’analyse de spéciation permettant la quantification spécifique de l’Hb.  

ii) Le développement de la méthode d’analyse en spéciation élémentaire pour le dosage spécifique 

de l’Hb a engendré le travail le plus conséquent de cette étude. La mise en place de cette méthode a 

nécessité de faire un choix sur la méthode de séparation adaptée pour l’analyse de l’Hb totale. Deux 

mécanismes de séparation ont été testés : échange de cations et échange d’anions. L’optimisation de la 

séparation ainsi que ses performances analytiques ont été évaluées à partir des deux types de détection : 

spectrométrie ICPMS (
56

Fe) et spectrophotométrie VISIBLE (415 nm). Le mécanisme qui reposait sur 

l’échange d’anions offrant de meilleures caractéristiques (pour la détection ICPMS : limite de détection 

de 9 mg.L
-1

 Hb, limite de quantification de 30 mg.L
-1

 Hb) a été retenu pour cette application. 

À partir de cette méthode optimisée, la mise en place de l’ID pour les analyses de spéciation 

élémentaire a été effectuée en utilisant le mode non-spécifique et le mode spécifique. Le développement 

de la méthode a été réalisé avec l’utilisation du CRM en Hb totale dans de l’hémolysat (JCCRM 912-1 et 

2).  

Les résultats obtenus par ID en mode non-spécifique donnent une erreur relative moyenne de     

- 12 % sur le CRM JCCRM 912-1. La traçabilité de la méthode est assurée d’une part par l’utilisation 

d’un étalon marqué en 
57

Fe, préalablement caractérisé en abondance isotopique et en fraction massique à 

travers l’utilisation de l’étalon primaire en Fe, d’autre part par l’utilisation de méthodes dites 

« primaires » comme la gravimétrie pour toute la préparation des échantillons et l’ID. Les incertitudes 

relatives obtenues pour cette méthode sont comprises entre 9 et 14 % avec comme contribution majeure, 

la détermination de la fraction massique de l’étalon marqué en 
57

Fe. 

La mise en place de l’ID en mode spécifique a nécessité le travail sur deux points essentiels : la 

caractérisation de l’étalon commercial d’Hb (H7379) et la synthèse ainsi que la caractérisation de l’étalon 

marqué en 
57

Fe de l’Hb. Ces deux critères sont nécessaires afin d’assurer la traçabilité des résultats. La 
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caractérisation de l’étalon d’Hb montre une pureté de (90 ± 2) % en prenant en compte la fraction 

massique en eau et les impuretés protéiques contenues dans l’étalon. De plus, l’utilisation de cet étalon 

comme étalon secondaire pour l’ID en mode spécifique a nécessité de le caractériser à partir de sa teneur 

en Fe par la méthode (Fe)-ID-ICPMS avant chaque analyse (développée dans le Chapitre 2). Concernant 

la synthèse de l’étalon marqué en 
57

Fe d’Hb totale, elle a été effectuée en trois étapes : la synthèse de 

l’Apo-Hb, la synthèse du groupe hème enrichi en 
57

Fe et la reconstitution de la molécule. Trois lots 

d’étalons marqués d’Hb ont été réalisés. Sa caractérisation met en avant une isotopie en 
57

Fe de 92 ± 4 % 

une absence d’impureté protéique contenant du Fe et une concentration est stable sur une durée d’environ 

1 mois.  

Lors de la mise en place de l’ID en mode spécifique, une particularité a été mise en évidence : les 

échantillons et les étalons ne sont pas sous la même forme d’Hb. Les étalons d’Hb (marqué et non 

marqué) se présente sous la forme de méthémoglobine (MétHb) où le Fe est au degré d’oxydation III 

(Fe
3+

) et l’échantillon (CRM JCCRM 912) se présente sous la forme d’oxyhémoglobine (HbO2) où le Fe 

est au degré d’oxydation II (Fe
2+

). Dans cette étude, la conversion en Cyanméthémoglobine (HiCN) des 

étalons d’Hb marqué (
57

Fe) et non marqué (
56

Fe) ainsi que du CRM présente les résultats les plus 

concluants en mode spécifique. Cependant, l’erreur relative entre la valeur déterminée et la valeur de 

référence sur le CRM reste encore très élevée : entre 35 et 39 %. 

Des pistes d’amélioration peuvent être envisagées afin de diminuer le biais. D’autres méthodes de 

conversion peuvent être élaborées comme l’utilisation de l’azoture de sodium afin d’oxyder l’échantillon. 

Par ailleurs, la conversion effectuée peut ne pas être totale. En effet, il peut y avoir une conversion 

partielle lors de l’étape de l’oxydation de l’échantillon. Cela pourrait engendrer la présence des deux 

espèces, MétHb et HbO2, simultanément. Des analyses complémentaires permettant de distinguer les 

deux degrés d’oxydation, telles que les méthodes électrochimiques, pourraient lever cette interrogation.  

La mise en place de l’ID en mode spécifique nécessite d’avoir à notre disposition un étalon 

marqué le plus spécifique possible or, dans notre étude, une différence entre l’étalon marqué et le CRM a 

été constatée. Afin d’être le plus juste, il serait nécessaire de synthétiser l’étalon marqué en 
57

Fe d’Hb à 

partir du CRM. Dans ce cas, il n’y aurait pas de différence d’espèce entre l’échantillon et l’étalon marqué.  

 

Ces travaux ont permis de mettre au point une méthode de référence pour l’analyse du Fe 

dans du sérum qui permet un raccordement du résultat de mesure au SI. Pour l’Hb, la procédure 

développée par ID-ICPMS, à travers sa teneur en Fe, est prometteuse, cependant, elle reste limitée 

aux échantillons où aucune autre espèce ferrique n’est présente. Quant aux méthodes utilisant l’ID 

avec le couplage HPLC-ICPMS, certaines limitations ont été évoquées au niveau de la justesse ce 

qui nécessite un travail supplémentaire afin de pouvoir les utiliser pour l’assignation de valeurs de 

référence.
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Annexe 1 : Article sur le développement d’une méthode primaire pour la détermination 

du fer total dans du sérum 
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Annexe 2 : Article sur la comparaison de méthodes de référence d’ordres supérieures 

pour la quantification de l’hémoglobine totale 
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Annexe 3 : Protocole de purification de la résine CHELEX 

Le protocole appliqué pour l’étape de purification de la résine CHELEX est le suivant : 

- 15 g de résine Chelex 

- Mélanger dans 150 mL de 5% HNO3 

- Agiter pendant 10 minutes et laisser décanter 

- Répéter ce rinçage deux fois 

- Rincer la résine avec de l’eau Milli Q 

- Agiter et laisser décanter 

- Récupérer la résine et la mettre à l’étuve pendant 10h à 100°C 

 

Annexe 4 : Protocole des méthodes pour la détermination de la fraction 

massique d’eau 

- Titrage coulométrique par le système Karl Fisher  

La détermination de l’eau dans un échantillon est effectuée avec le système Karl-Fischer 

(modèle 831 KF Coulometer, Metrohm, France) composé d’une électrode génératrice à diaphragme 

associée à un four (832 KF Thermoprep, Metrohm, France). Cette méthode coulométrique consiste à 

appliquer une différence de potentiel variable entre une électrode indicatrice et une électrode 

génératrice. La masse d’eau dosée est calculée à partir de la quantité de courant qui sert à produire 

l’iode. La procédure pour déterminer la fraction massique d’eau présente dans une matrice solide se 

déroule en trois étapes :  

1/ Conditionnement du système,  

2/ Détermination d’une valeur à blanc, qui devra être soustraite à la masse en eau dans la matrice 

solide,  

3/ Détermination de la fraction massique d’eau dans la matrice solide.  

Les déterminations de la fraction massique d’eau dans les blancs et les échantillons se font en utilisant 

plusieurs températures du four comprises entre 100 °C à 150 °C pour s’assurer de retrouver des 

valeurs similaires. Les prises d’essais d’échantillon d’étalon d’Hb sont comprises entre 5 et 10 mg.  

 

- Séchage en eau d’une matrice solide au dessiccateur (sulfate de sodium anhydre, Na2SO4)  

Cette méthode consiste à éliminer les traces d’eau présente dans un échantillon en plaçant 

celui-ci dans un dessiccateur où un agent desséchant est présent. Cet agent doit avoir comme 

caractéristique de capter le plus possible les traces d'eau et d’agir rapidement. Le Na2SO4 est choisi 

pour être installé dans le fond du dessiccateur. Les prises d’essais d’étalon d’Hb mis au dessiccateur 

sont de l’ordre de 20 mg. La teneur finale de fraction massique d’eau est obtenue une fois que les 

pesées de l’échantillon soit constantes (environ 4 jours). 
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Annexe 5 : Article de conférence sur la détermination de l’hémoglobine 

totale par dilution isotopique associée à l’ICPMS 
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Annexes 6 : Présentations sous forme d’affiche : 

- Spectr’atom 2014 

- Congrès International de Métrologie 2015 
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