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Introduction générale 
Les produits biocides sont des substances ou des préparations destinées à détruire, repousser 

ou ƌeŶdƌe iŶoffeŶsifs les oƌgaŶisŵes Ŷuisiďles, à eŶ pƌĠveŶiƌ l͛aĐtioŶ ou à les Đoŵďattƌe, paƌ uŶe 
action chimique ou biologique (règlement biocide (UE) No. 528/2012) [1]. Ils sont composés de 

préparations de substances actives à usages domestiques ou industriels. La substance active 

présente dans le produit biocide peut être un composé chimique ou être issue d'un micro-

organisme exerçant son action biocide sur ou contre les organismes nuisibles. Ces produits sont 

classés en 22 types de produits (TP) rassemblés en quatre groupes dont celui des désinfectants, 

et parmi ces TP, le TP4 regroupe les produits de traitement des surfaces entrant en contact avec 

les aliments.  

Au quotidien, l͛hǇgiğŶe des suƌfaĐes est et doit être une préoccupation majeure pour les 

industriels du secteur agro-alimentaire (IAA). Dans ce cadre, une réglementation européenne, 

entrée en vigueur au 1er janvier 2006, appelée « paquet Hygiène » (ou « Food Law ») encadre la 

mise en place d͛uŶe politique unique et transparente en matière d͛hǇgiğŶe et de sécurité 

alimentaire applicable aux opérateurs de la chaine alimentaire. Cette réglementation se 

présente sous la forme d͛uŶ eŶseŵďle de siǆ teǆtes ƌĠgleŵeŶtaiƌes dont le règlement (UE) No. 

852/2004 [2] ƌelatif auǆ dispositioŶs à pƌeŶdƌe eŶ ŵatiğƌe d͛hǇgiğŶe des deŶƌĠes aliŵeŶtaiƌes. 
Ce dernier fait Ġtat d͛uŶe obligation de mettre en place des plans de Nettoyage-Désinfection 

(ND) que les entreprises de la filière agroalimentaire se doivent de décrire précisément, tout en 

ayant une obligation de maitrise des risques de contaminations chimiques et biologiques 

(bactéries). La mise en place de bonnes pratiques de ND ordonnée par la réglementation 

européenne doit donc être appliquée dans le but d͛Ġviteƌ uŶe ĐoŶtaŵiŶatioŶ ŵiĐƌoďiologiƋue 

de la surface des équipements utilisés en IAA et minimiser le risque de contamination des 

aliments par les microorganismes qui pourraient entrainer des problèmes de santé publique et 

économique. L͛usage de produits biocides désinfectants est donc nécessaire pour tuer ou 

éliminer les microorganismes et/ou inactiver les virus portés par des milieux inertes contaminés.  

Suite à ces usages, des résidus de biocides peuvent persister sur les surfaces qui seront en 

contact avec les aliments si ces résidus ne sont pas totalement éliminés lors des opérations de 

rinçage. En effet, parmi la diversité des produits désinfectants, certains majoritairement 

employés en IAA comme les ammoniums quaternaires (AQs), du fait de leurs propriétés 

physico-chimiques présentent plus de difficultés à être désorbés lors du rinçage final. Cette 

persistance sur les surfaces alimentaires peut être due à une mauvaise maitrise des opérations 

de rinçage et/ou à l͛aďseŶĐe de ŵoǇeŶs d͛autoĐoŶtƌôle adaptĠs ou peƌfoƌŵaŶts. Le transfert de 

ces résidus de la surface vers les aliments est donc probable et constitue donc une source 

potentielle de la présence de ces biocides dans les aliments. 

L͛ĠvaluatioŶ du ƌisƋue aliŵeŶtaiƌe si des ƌĠsidus soŶt atteŶdus daŶs l͛aliŵeŶtatioŶ peut 
conduire en cas de besoin, à la fixation de limite maximale de résidus (LMR) garantissant pour le 
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ĐoŶsoŵŵateuƌ la sĠĐuƌitĠ aliŵeŶtaiƌe sous Đe seuil de tolĠƌaŶĐe. A l͛heuƌe aĐtuelle, l͛estiŵatioŶ 

de l͛eǆpositioŶ peƌŵettaŶt d͛Ġvalueƌ ce risque est mal établie faute de données qualitatives et 

quantitatives fiables pour un grand nombre de biocides désinfectants.  

L͛eŶjeu ŵajeuƌ est donc de pouvoir disposer de méthodes fiables d͛aŶalǇse pouƌ la 
quantification des résidus issus de l͛usage de ďioĐides dĠsiŶfeĐtaŶts à de très faibles teneurs 

dans les denrées alimentaires. Les techniques de chromatographie liquide et gazeuse couplées à 

la spectrométrie de masse en tandem s͛iŵposent depuis des années comme les outils 

analytiques de Đhoiǆ daŶs l͛aŶalǇse ŵultiƌĠsidus de ĐoŶtaŵiŶaŶts eŶviƌoŶŶeŵeŶtauǆ et 
alimentaires. En effet, la spectrométrie de masse de par sa spécificité couplée à une méthode 

de pƌĠpaƌatioŶ d͛ĠĐhaŶtilloŶ ƌigouƌeuseŵeŶt ĠlaďoƌĠe peƌŵet d͛atteindre des seuils de 

quantification compatibles avec la réglementation en vigueur.  

Le 2ème questionnement qui se pose eŶsuite ĐoŶĐeƌŶe l͛iŵpaĐt des pƌoĐĠdĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ 

(PT) appliƋuĠs eŶ IAA suƌ les ƌĠsidus des ďioĐides pƌĠseŶts daŶs l͛aliŵeŶt, eŶ s͛intéressant au 

devenir du composé. DaŶs l͛optiƋue de ƌeĐheƌĐheƌ de poteŶtiels composés inconnus, appelés 

produits néoformés, qui peuvent être générés par une réaction ou une dégradation des résidus 

de biocides en présence des différents constituants alimentaire, et/ou de leur transformation à 

l͛issue des pƌoĐĠdĠs de faďƌiĐatioŶ, une appƌoĐhe d͛aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe semble une stratégie 

prometteuse. La ĐoŵpaƌaisoŶ d͛eŵpƌeiŶtes chimiques globales acquises par spectrométrie de 

masse à haute résolution (HR-MS) peut se révéler pertinente pour détecter des composés 

inconnus d͛iŶtĠƌġt. Le tƌaiteŵeŶt statistiƋue des eŵpƌeiŶtes ĐhiŵiƋues gloďales à l͛aide d͛outils 

chimiométriques maitrisés est une voie pour mettre en évidence des modifications chimiques 

induites sur la ŵolĠĐule ĠtudiĠe ŵais aussi pouƌ dĠteĐteƌ d͛autƌes différences significatives non 

attendues. 

DaŶs Đe ĐoŶteǆte, l͛oďjeĐtif du tƌavail de thğse « Bioconta » est de contribuer au développement 

analytique de méthodes fiables pour la détermination de résidus de biocides dans les produits 

laitiers par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem. Plus 

particulièrement, il s͛agit de développer des méthodes quantitatives et d͛en évaluer les 

caractéristiques de performances au Đouƌs d͛uŶe pƌocédure de validation. Le second objectif est 

de ƌĠpoŶdƌe, daŶs la ŵesuƌe du possiďle, au ƋuestioŶŶeŵeŶt de l͛iŵpaĐt des pƌoĐĠdĠs de 
transformation du lait sur les résidus de biocides en étudiant l͛ĠvolutioŶ des teŶeuƌs des 
composés et leur devenir dans les diverses matrices issues du lait. 

Le pƌojet BioĐoŶta a uŶe poƌtĠe plus laƌge au seiŶ du laďoƌatoiƌe puisƋu͛il est iŶtĠgƌĠ au projet 

« Resbiolact » en paƌteŶaƌiat aveĐ l͛iŶteƌpƌofessioŶ laitiğƌe (CNIEL). Le lait et autres produits 

laitiers constituent un gƌoupe de pƌoduits aliŵeŶtaiƌes d͛iŶtĠƌġt ŵajeuƌ. Suite à une alerte 

allemande en 2012, la commission européenne a mis en place une enquête européenne gérée 

paƌ l͛EFSA  (European Food Safety Authority ou Autorité européenne de Sécurité des aliments) 
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où une diveƌsitĠ d͛aliŵeŶts (ex. fruits, légumes, céréales, produits laitiers) a été analysée, avec 

pour cible les ammoniums quaternaires de type chlorure de Didécyldimethylammonuim (DDAC-

C10) et chlorure de Benzalkonium (BACs) afin de fournir des données en vue d͛uŶe aŶalǇse du 
risque [3]. Les doŶŶĠes d͛oĐĐuƌƌeŶĐe oŶt ƌĠvĠlĠ Ƌu͛uŶe ƋuaŶtitĠ ŶoŶ ŶĠgligeaďle d͛aliŵeŶts, 

majoritairement des produits laitiers, présentait une teneur supérieure au seuil réglementaire 

temporairement en vigueur à cette époque, fixé à 500 µg/kg par le comité permanent de la 

chaine alimentaire et de la sécurité animale (SCoFCAH, « Standing Committee on the Food Chain 

and Animal Health) [4, 5]. La contamination du lait et de ses produits laitiers a amené à une 

réflexion plus approfondie qui a conduit au projet Resbiolact eŶtƌe l͛Anses et le CNIEL. 

Les travaux de cette thèse sont présentés en trois parties :  

 La première partie a pour but de replacer ce travail de thèse dans le contexte actuel. Un 

premier volet pƌĠseŶteƌa les ďioĐides et leuƌs usages, les ŵoǇeŶs d͛eŶĐadƌeŵeŶts 
réglementaires et les risques liés à leur présence sur la santé. Les produits laitiers y 

seront abordés tant du point de vue de leur fabrication que de leur composition. Un 

second volet sera consacré à présenter l͛Ġtat de l͛aƌt en matière de techniques et 

méthodes usuellement employées pouƌ l͛aŶalǇse ĐiďlĠe de résidus de biocides 

désinfectants et autres contaminants à structure proche dans les matrices alimentaires. 

Un dernier volet abordera l͛appoƌt de l͛appƌoĐhe paƌ aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe paƌ 
spectrométrie de masse à haute résolution pour la dĠteƌŵiŶatioŶ et l͛ideŶtifiĐatioŶ de 

composés inconnus. 

 La seconde partie porte sur le développement et la validation de méthodes fiables pour 

l͛aŶalǇse de ƌĠsidus de ďioĐides dĠsiŶfeĐtaŶts dans les produits laitiers, suite à leur 

transfert de la surface vers les aliments. Les résultats des travaux, ayant conduit au 

développement de deuǆ ŵĠthodes d͛aŶalǇse de famille de biocides distincte à savoir les 

ammoniums quaternaires d͛uŶe paƌt et l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe d͛autre 

part, seront présentés dans cette partie. L͛appliĐaďilitĠ de ĐhaĐuŶe des méthodes a été 

dĠŵoŶtƌĠe paƌ l͛aŶalǇse d͛ĠĐhaŶtilloŶs issus du ĐoŵŵeƌĐe. Chacune des méthodes fait 

l͛oďjet d͛uŶ aƌtiĐle sĐieŶtifiƋue, l͛uŶe puďliĠe daŶs le JouƌŶal of Chƌoŵatogƌaphy A en 

ϮϬϭϳ et l͛autƌe, en cours de révision, soumise au journal Food Chemistry en 2017.  

 La troisième partie aďoƌde l͛Ġtude du deveŶiƌ des ƌĠsidus daŶs les aliŵeŶts et l͛iŵpaĐt 

que peuvent avoir les procédés de transformation du lait sur les teneurs en résidus de 

ďioĐides. L͛objectif principal est de rechercher la présence éventuelle de substances 

indésirables, ou produits néoformés, résultant de réaction entre un biocide et les 

constituants de la matière première alimentaire. Ces produits néoformés peuvent être 

favoƌisĠs paƌ l͛appliĐatioŶ de diffĠƌeŶtes teĐhŶologies de faďƌiĐatioŶ et de 
transformation des produits laitiers (poudre de lait, fromages) ŵettaŶt eŶ œuvƌe paƌ 
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exemple un traitement thermique. Ce travail a été réalisé en partenariat avec la Halle 

TeĐhŶologiƋue d͛AĐtalia Ƌui a ĠtĠ ŵaŶdatĠe dans le cadre du projet Resbiolact pour la 

fabrication de produits finis. Dans cette troisième partie du manuscrit, la stratégie 

gloďale de l͛Ġtude pilote et la dĠŵaƌĐhe eǆpĠƌiŵeŶtale de l͛Ġtude seƌoŶt dĠĐƌites. Le 

devenir des résidus eŶ lieŶ aveĐ l͛iŵpaĐt des pƌoĐĠdĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ du lait seƌa 

étudié par des appƌoĐhes d͛une analyse ciblée et non ciblée. Les résultats obtenus et les 

interprétations qui ont pu être faites seront exposés. 
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Partie 1 : Étude bibliographique et état de 
l’art 

1. LA PROBLEMATIQUE DES RESIDUS DE BIOCIDES DESINFECTANTS DANS 
LES PRODUITS LAITIERS 

1.1 Présentation générale des biocides 

1.1.1 Définition et réglementation 

Une définition détaillée des biocides est proposée daŶs l͛aƌtiĐle ϯ du ‘ğgleŵeŶt sur les Produits 

Biocides (RPB) (UE) No. 528/2012 [1]. Un produit biocide est défini comme « toute substance ou 

tout ŵĠlaŶge, sous la foƌŵe daŶs laƋuelle il est livƌĠ à l͛utilisateuƌ, ĐoŶstituĠ d͛uŶe ou plusieuƌs 
substances actives, en contenant ou en générant, qui est destiné à détruire, repousser ou 

ƌeŶdƌe iŶoffeŶsifs les oƌgaŶisŵes Ŷuisiďles, à eŶ pƌĠveŶiƌ l͛aĐtioŶ ou à les Đoŵďattƌe de toute 
autƌe ŵaŶiğƌe paƌ uŶe aĐtioŶ autƌe Ƌu͛uŶe siŵple aĐtioŶ phǇsiƋue ou ŵĠĐanique ». De manière 

plus concise, les biocides sont représentés par des substances ayant des propriétés physico-

chimiques capables de combattre les organismes vivants nuisibles, contribuant ainsi à la 

pƌoteĐtioŶ de l͛Hoŵŵe, des aŶiŵauǆ, des plaŶtes et de l͛environnement. A titƌe d͛eǆeŵple, les 

désinfectants, les insecticides et les produits de protection du bois sont répertoriés en tant que 

biocides. Ces produits sont généralement utilisés sous forme de formulations contenant une ou 

plusieurs substances actives d͛oƌigiŶe ŵiŶĠƌale ou oƌgaŶiƋue, assoĐiĠes à uŶ ou plusieuƌs co-

formulants. La substance active exerce une action sur ou contre les organismes nuisibles tandis 

que les co-formulants, dépourvus d͛aĐtivitĠ ďiologiƋue, apporteront des propriétés 

supplémeŶtaiƌes, telles Ƌu͛uŶe aŵĠlioƌatioŶ de la foƌŵulatioŶ et uŶe faĐilitĠ d͛utilisatioŶ, à la 
ou les substance(s) active(s) composants les produits.  

Puisque les biocides sont définis comme des produits permettant de détruire des nuisibles, un 

cadre législatif s͛iŵpose pouƌ gĠƌeƌ Đes suďstaŶĐes. 

 Le règlement sur les produits biocides [RPB, règlement (UE) No. 528/2012] 

La mise en place par la Commission Européenne du Règlement sur les Produits Biocides (RPB) 

(UE) No. 528/2012 [1] vise à encadrer la mise sur le marché des produits biocides et à 

harmoniser leurs utilisations en Europe. Le présent RPB impose de fournir une évaluation 

appƌofoŶdie des ƌisƋues pouƌ l͛Hoŵŵe, l͛aŶiŵal ou l͛eŶviƌoŶŶeŵeŶt, et une preuve de 

l͛effiĐaĐitĠ de toutes suďstaŶĐes aĐtives dĠfiŶies Đoŵŵe pƌoduits ďioĐides avaŶt de faiƌe l͛oďjet 
d͛uŶe autoƌisatioŶ de ŵise suƌ le ŵaƌĐhĠ, délivrée au niveau national ou européen [6, 7]. En 

France, le ŵiŶistğƌe eŶ Đhaƌge de l͛eŶviƌoŶŶeŵeŶt assoĐiĠ à l͛Agence Nationale de sécurité 

saŶitaiƌe de l͛aliŵeŶtatioŶ, de l͛eŶviƌoŶŶeŵeŶt et du tƌavail ;ANSES) délivre les autorisations de 
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mise sur le marché (AMM) de produits biocides qui découlent d͛uŶe évaluation préalable des 

substances actives et des produits biocides. Le RPB prévoit également une reconnaissance 

mutuelle des produits biocides entre tous les états membres si les fabricants souhaitent les 

commercialiser sur tout ou une partie du territoire européen.  

 Le règlement délégué (UE) No. 698/2017 

Le règlement (UE) No. 698/2017 [8] ĐoƌƌespoŶd au pƌogƌaŵŵe d͛eǆaŵeŶ des suďstaŶĐes 
actives existantes contenues dans des produits biocides visé dans le RPB. BieŶ Ƌu͛il peƌŵette de 
fournir la liste positive des substances actives présentes dans les produits biocides selon les 

usages (ex. désinfectants pour le traitement des surfaces alimentaires), ce règlement a un 

intérêt moindre pouƌ l͛oďjeĐtif de la thğse. 

1.1.2 Classification et usage 

La classification des produits biocides contenant les substances actives figure en Annexe V du 

RPB (UE) No. 528/2012 [1] . Ils sont classés en quatre grands groupes répartissant 22 types de 

produits différents détaillés dans le tableau 1. On y retrouve :  

 GROUPE 1 : Les désinfectants : Types de Produits 1 à 5 (ex. : utilisation dans le domaine 

privé et en santé publique, en hygiène humaine ou vétérinaire, pour la désinfection des 

surfaces ou des eaux de boisson) 

 GROUPE 2 : Les produits de protection : Types de Produits 6 à 13 (ex. : produits de 

protection du bois contre les insectes ou les champignons, produits de protection du 

cuir, produits de protection des fluides utilisés dans la transformation des métaux) 

 GROUPE 3 : Les produits de lutte contre les nuisibles : Types de Produits 14 à 20 (ex. : 

rodenticides, insecticides) 

 GROUPE 4 : Les autres produits biocides : Types de Produits 21 et 22 (ex : peintures 

antisalissure appliquées sur les bateaux, fluides utilisés dans la taxidermie et la 

thanatopraxie). 
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Tableau 1 : TǇpes de pƌoduits ďioĐides et leuƌ desĐƌiptioŶ ;eǆtƌait et adaptĠ de l’AŶŶeǆe V du ƌğgleŵeŶt ;UEͿ No. 
528/2012 [1]) 

GROUPE 1 : Désinfectants 
Ces types de produits ne comprennent pas les produits nettoyants qui ne sont pas destinés à avoir un effet biocide, 

notamment la lessive liquide, la lessive en poudre et les produits similaires. 

Numéro Types de produits Description 

TP1 Hygiène humaine 

Les produits de cette catégorie sont des produits biocides utilisés pour 
l͛hǇgiğŶe huŵaiŶe, appliƋuĠs suƌ la peau huŵaiŶe ou le Đuiƌ Đhevelu 

ou en contact avec celle-ci ou celui-ci, dans le but principal de 
désinfecter la peau ou le cuir chevelu. 

TP2 

Désinfectants et produits 
algicides non destinés à 

l͛appliĐatioŶ diƌeĐte suƌ des 
êtres humains ou des animaux 

Produits utilisés pour désinfecter les surfaces, les matériaux, les 
équipements et le mobilier qui ne sont pas utilisés en contact direct 

avec les denrées alimentaires ou les aliments pour animaux. Les lieux 
d͛utilisatioŶ iŶĐlueŶt ŶotaŵŵeŶt les pisĐiŶes, les aƋuaƌiuŵs, les eauǆ 
de bassin et les autres eaux, les systèmes de climatisation, ainsi que 

les murs et sols dans les lieux privés, publics et industriels et dans 
d͛autƌes lieuǆ d͛aĐtivitĠs pƌofessioŶŶelles. 

 
Pƌoduits utilisĠs pouƌ dĠsiŶfeĐteƌ l͛aiƌ, les eauǆ ŶoŶ utilisĠes pouƌ la 

consommation humaine ou animale, les toilettes chimiques, les eaux 
usĠes, les dĠĐhets d͛hôpitauǆ et le sol. 

 
Produits utilisés comme produits algicides pour le traitement des 

piscines, des aquariums et des autres eaux, ainsi que pour le 
traitement curatif des matériaux de construction. 

 
Produits utilisés pour être incorporés dans les textiles, les tissus, les 

ŵasƋues, les peiŶtuƌes et d͛autƌes aƌtiĐles ou matériaux, afin de 
produire des articles traités possédant des propriétés désinfectantes. 

TP3 Hygiène vétérinaire 

Pƌoduits utilisĠs pouƌ l͛hǇgiğŶe vĠtĠƌiŶaiƌe, tels Ƌue dĠsiŶfeĐtaŶts, 
savoŶs dĠsiŶfeĐtaŶts, pƌoduits d͛hǇgiğŶe ďuĐĐale ou Đoƌpoƌelle ou 

ayant une fonction antimicrobienne. 
 

Produits utilisés pour désinfecter les matériaux et surfaces associés à 
l͛hĠďeƌgeŵeŶt ou au tƌaŶspoƌt des aŶiŵauǆ. 

TP4 
Surfaces en contact avec les 

denrées alimentaires 
et les aliments pour animaux 

Produits utilisés pour désinfecter le matériel, les conteneurs, les 
ustensiles de consommation, les surfaces ou conduits utilisés pour la 
production, le transport, le stockage ou la consommation de denrées 

aliŵeŶtaiƌes ou d͛aliŵeŶts pouƌ aŶiŵauǆ ;Ǉ Đoŵpƌis l͛eau potaďleͿ 
destinés aux hommes ou aux animaux. 

 
Pƌoduits utilisĠs pouƌ l͛iŵpƌĠgŶatioŶ des ŵatĠƌiauǆ susĐeptiďles 

d͛eŶtƌeƌ eŶ ĐoŶtaĐt aveĐ des deŶƌĠes aliŵeŶtaiƌes. 

TP5 Eau potable 
Pƌoduits utilisĠs pouƌ dĠsiŶfeĐteƌ l͛eau potaďle destiŶĠe auǆ hoŵŵes 

et aux animaux. 
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GROUPE 2 : Produits de protection 
Sauf indication contraire, ces types de produits ne concernent que des produits visant à prévenir le développement 

microbien et le développement des algues. 

Numéro Types de produits Description 

TP6 
Protection des produits 

pendant le stockage 

Produits utilisés pour protéger les produits manufacturés, autres que 
les denrées alimentaires, les aliments pour animaux, les produits 
cosmétiques, les médicaments ou les dispositifs médicaux, par la 

maîtrise des altérations microbiennes afin de garantir leur durée de 
conservation. 

 
Produits utilisés comme produits de protection pour le stockage ou 

l͛utilisatioŶ d͛appâts ƌodeŶtiĐides, iŶseĐtiĐides ou autƌes. 

TP7 
Produits de protection 

pour les pellicules 

Produits utilisés pour protéger les pellicules ou les revêtements par la 
maîtrise des altérations microbiennes ou de la croissance des algues 

afin de sauvegarder les propriétés initiales de la surface des matériaux 
ou objets tels que les peintures, les plastiques, les enduits étanches, 

les adhésifs muraux, les liants, les papiers et les œuvƌes d͛aƌt. 

TP8 Produits de protection du bois 

Produits utilisés pour protéger le bois provenant de scieries, y compris 
pendant la phase de transformation dans la scierie, ou les produits du 

bois par la maîtrise des organismes qui détruisent ou déforment le 
bois, y compris les insectes. 

 
Ce type de produits comprend à la fois les produits de traitement 

préventifs et curatifs. 

TP9 
Produits de protection des 

fibres, du cuir, du caoutchouc 
et des matériaux polymérisés 

Produits utilisés pour protéger les matières fibreuses ou polymérisées 
telles que le cuir, le caoutchouc, le papier ou les produits textiles par 

la maîtrise des altérations microbiologiques. 
Ce type de produits comprend les produits biocides qui empêchent 

l͛aĐĐuŵulatioŶ de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes suƌ la suƌfaĐe des ŵatĠƌiauǆ et Ƌui 
pƌĠvieŶŶeŶt ou eŵpġĐheŶt la foƌŵatioŶ d͛odeuƌs et/ou Ƌui 

pƌĠseŶteŶt d͛autƌes tǇpes d͛avaŶtages. 

TP10 
Produits de protection des 
matériaux de construction 

Produits utilisés pour protéger les ouvrages de maçonnerie, les 
matériaux composites ou les matériaux de construction autres que le 

bois par la lutte contre les attaques microbiologiques et les algues. 

TP11 

Produits de protection des 
liquides utilisés dans les 

systèmes de refroidissement 
et de fabrication 

Pƌoduits utilisĠs pouƌ pƌotĠgeƌ l͛eau ou les autƌes liƋuides utilisĠs daŶs 
les systèmes de refroidissement et de fabrication par la lutte contre 

les organismes nuisibles tels que les microbes, les algues et les 
moules. 

 
Les pƌoduits utilisĠs pouƌ dĠsiŶfeĐteƌ l͛eau potaďle ou l͛eau des 

piscines ne sont pas compris dans ce type de produits. 

TP12 Produits anti-biofilm 

Pƌoduits utilisĠs pouƌ pƌĠveŶiƌ ou lutteƌ ĐoŶtƌe la foƌŵatioŶ d͛uŶ 
biofilm sur les matériaux, équipements et structures utilisés dans 

l͛iŶdustƌie, paƌ eǆeŵple suƌ le ďois et la pâte à papieƌ ou les stƌates de 
saďle poƌeuses daŶs l͛iŶdustƌie de l͛eǆtƌaĐtioŶ du pĠtƌole. 
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TP13 
Produits de protection des 

fluides de travail ou de coupe 

Produits pour lutter contre les altérations microbiennes des fluides 
utilisĠs pouƌ le tƌavail ou la Đoupe du ŵĠtal, du veƌƌe ou d͛autƌes 

matériaux. 

GROUPE 3 : Produits de lutte contre les nuisibles 

Numéro Types de produits Description 

TP14 Rodenticides 
Produits utilisés pour lutter contre les souris, les rats ou autres 

ƌoŶgeuƌs, paƌ d͛autƌes ŵoǇeŶs Ƌu͛eŶ les ƌepoussaŶt ou eŶ les attiƌaŶt. 

TP15 Avicides 
Pƌoduits utilisĠs pouƌ lutteƌ ĐoŶtƌe les oiseauǆ, paƌ d͛autƌes ŵoǇeŶs 

Ƌu͛eŶ les ƌepoussaŶt ou eŶ les attiƌaŶt. 

TP16 
Molluscicides, vermicides et 
produits utilisés pour lutter 

contre les autres invertébrés 

Produits utilisés pour lutter contre les mollusques, les vers et les 
iŶveƌtĠďƌĠs ŶoŶ Đouveƌts paƌ d͛autƌes tǇpes de pƌoduits, paƌ d͛autƌes 

ŵoǇeŶs Ƌu͛eŶ les ƌepoussaŶt ou eŶ les attiƌaŶt. 

TP17 Piscicides 
Pƌoduits utilisĠs pouƌ lutteƌ ĐoŶtƌe les poissoŶs, paƌ d͛autƌes ŵoǇeŶs 

Ƌu͛eŶ les ƌepoussaŶt ou eŶ les attiƌaŶt. 

TP18 
Insecticides, acaricides et 

produits utilisés pour lutter 
contre les autres arthropodes 

Produits utilisés pour lutter contre les arthropodes (tels que les 
iŶseĐtes, les aƌaĐhŶides et les ĐƌustaĐĠsͿ, paƌ d͛autƌes ŵoǇeŶs Ƌu͛eŶ 

les repoussant ou en les attirant. 

TP19 Répulsifs et appâts 

Pƌoduits utilisĠs pouƌ lutteƌ ĐoŶtƌe les oƌgaŶisŵes Ŷuisiďles ;Ƌu͛il 
s͛agisse d͛iŶveƌtĠďƌés comme les puces ou de vertébrés comme les 
oiseaux, les poissons ou les rongeurs), en les repoussant ou en les 
attiƌaŶt, Ǉ Đoŵpƌis les pƌoduits utilisĠs, pouƌ l͛hǇgiğŶe huŵaiŶe ou 

vétérinaire, directement sur la peau ou indirectement dans 
l͛eŶviƌoŶŶeŵeŶt de l͛hoŵŵe ou des aŶiŵauǆ. 

TP20 Lutte ĐoŶtƌe d͛autƌes veƌtĠďƌĠs 
Produits utilisés pour lutter contre les vertébrés autres que ceux déjà 
Đouveƌts paƌ les autƌes tǇpes de pƌoduits de Đe gƌoupe, paƌ d͛autƌes 

ŵoǇeŶs Ƌu͛eŶ les ƌepoussaŶt ou eŶ les attiƌaŶt. 

GROUPE 4: Autres produits biocides 

Numéro Types de produits Description 

TP21 Produits antisalissure 

Produits utilisés pour lutter contre le développement et le dépôt 
d͛oƌgaŶisŵes salissaŶts ;ŵiĐƌoďes et foƌŵes supĠƌieuƌes d͛espğĐes 
végétales ou animales) suƌ les Ŷaviƌes, le ŵatĠƌiel d͛aƋuaĐultuƌe ou 

d͛autƌes iŶstallatioŶs utilisĠes eŶ ŵilieu aƋuatiƋue. 

TP22 
Fluides utilisés pour 

l͛eŵďauŵeŵeŶt et la 
taxidermie 

Produits utilisés pour désinfecter et préserver la totalité ou certaines 
parties de cadavres humains ou animaux. 

 

1.1.3 Hygiène alimentaire et règlementation 

La sécurité sanitaire des aliments passe par la maitrise des risques microbiologiques et 

chimiques qui constituent une préoccupation mondiale de santé publique. En effet, tout au long 

de la chaine alimentaire, les denrées peuvent être la cible de différents types de contaminants 

biologique et chimique Les risques liés à ces contaminants vont principalement dépendre de 

l͛ageŶt iŵpliƋuĠ et du Ŷiveau de ĐoŶtaŵiŶatioŶ de l͛aliŵeŶt. Dans ce manuscrit, les principales 
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sources et voies de contamination dans le seĐteuƌ de l͛iŶdustƌie laitiğƌe seƌoŶt dĠĐƌites, aiŶsi 
que les ŵoǇeŶs ŵis eŶ œuvƌe pouƌ pallieƌ à Đette pƌoďlĠŵatiƋue. 

 Le risque biologique 

D͛uŶ poiŶt ďiologiƋue, le lait et les produits laitiers sont soumis à un risque bactérien continu 

pouvaŶt ġtƌe à l͛oƌigiŶe d͛iŶtoǆiĐatioŶs aliŵeŶtaiƌes. EŶ effet, Đes deŶƌĠes peuveŶt ġtƌe 
contaminées par des bactéries pathogènes qui sont essentiellement des mycobactéries – 

Brucella, Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus – et des entérobactéries dont 

Escherichia coli (producteurs de toxines) et Salmonella [9, 10]. La ĐoŶsoŵŵatioŶ d͛aliŵeŶts 
contenant ces agents pathogènes peut conduire à des infections de type listériose, gastro-

eŶtĠƌite ou des douleuƌs aďdoŵiŶales Đhez l͛Homme. La crise sanitaire des laits infantiles 

contaminés à la salmonelle qui touche actuellement le pays en est un parfait exemple.  

Au sein de la filière laitière, la provenance de ces bactéries ubiquitaires peut être liée à 

l͛eŶviƌoŶŶeŵeŶt de l͛élevage, aux ŵuƋueuses de l͛aŶiŵal, et au matériel de traite, de collecte et 

de stockage de la matière première. Le risque bactérien principalement jugé critique à la ferme 

peut aisĠŵeŶt ġtƌe ĠteŶdu à l͛eŶviƌoŶŶeŵeŶt iŶdustriel alimentaire en raison de 

l͛aĐheŵiŶeŵeŶt des ŵatiğƌes pƌeŵiğƌes. La ĐoŶtaŵiŶatioŶ ďaĐtĠƌieŶŶe des aliŵeŶts peut ġtƌe 
liée à la présence de colonies sur des surfaces (persistance et/ou adhésion bactérienne, 

formation de biofilm) [10]. En IAA, une attention particulière doit être apportée pour minimiser 

ces risques bactériens. 

 Une règlementation comme premier moyen de prévention 

Dans une démarche de réduction du risque bactérien, des moyens de prévention en IAA sont 

mis en place à la demande des états membres. DaŶs le ďut d͛assuƌeƌ la ƋualitĠ saŶitaiƌe du lait 
et des produits laitiers, (i) des poiŶts de ĐoŶtƌôle paƌ pƌĠlğveŵeŶts d͛ĠĐhaŶtilloŶs pouƌ la 
ƌeĐheƌĐhe d͛ageŶts pathogğŶes ou d͛aŶtiďiotiƋues pouvant gêner la fabrication des produits 

laitiers, et (ii) des traitements essentiellement thermiques (pasteurisation, stérilisation, 

ƌĠfƌigĠƌatioŶͿ peƌŵettaŶt d͛ĠliŵiŶeƌ les oƌgaŶisŵes pathogğŶes soŶt iŶstauƌĠs tout au long de 

la chaine de production et de distribution.  

De plus, la Commission Européenne a instauré le « Paquet Hygiène », entré en vigueur le 1er 

Janvier 2006, dans le but de ŵeŶeƌ uŶe politiƋue uŶiƋue et tƌaŶspaƌeŶte eŶ ŵatiğƌe d͛hǇgiğŶe 
et de sécurité alimentaire applicable à toutes les denrées [11]. Celui-ci vise à harmoniser le 

Ŷiveau de sĠĐuƌitĠ saŶitaiƌe des aliŵeŶts eŶ iŵpliƋuaŶt tous les aĐteuƌs de l͛IAA, et à 

développer des instruments et outils efficaces pour contrôler les denrées et gérer les alertes à 

tous les maillons de la chaine alimentaire. Pour ce faire, le « Paquet Hygiène » reprend un 

eŶseŵďle de teǆtes lĠgislatifs au Ŷoŵďƌe de siǆ adoptĠs paƌ l͛Union Européenne, dont le 

Règlement (CE) No. 178/2002 surnommé la « Food Law » [12], base de toute la règlementation 



Partie 1 : Étude ďiďliogƌaphiƋue et Ġtat de l͛aƌt  

 

~ 11 ~ 

du secteur des denrées alimentaires et complété, entres autres, par le Règlement (CE) No. 

852/2004 [2] ƌelatif à l͛hǇgiğŶe des deŶƌĠes aliŵeŶtaiƌes, le plus ĐoŶĐeƌŶĠ paƌ l͛oďjeĐtif de Ŷotƌe 
étude. 

Selon le Règlement (CE) No. 852/2004 [2], les denrées alimentaires ne doivent présenter aucun 

ƌisƋue saŶitaiƌe et ġtƌe d͛uŶe ƋualitĠ ĐoŵŵeƌĐiale aĐĐeptaďle. Celui-ci impose la mise en place 

de plans de nettoyage et désinfection (ND) qui doivent être précisément décrits par toutes les 

entreprises de la filière agro-alimentaire, ainsi que la maitrise des contaminations biologique et 

chimique. 

1.1.4 Plans de nettoyage-désinfection des surfaces alimentaires 

1.1.4.1 Procédures de ND 

Les procédures de ND imposées aux acteurs du secteur agro-alimentaire par le règlement (CE) 

No. 852/2004 [2], oŶt pouƌ oďjeĐtif d͛ĠliŵiŶeƌ les salissuƌes ainsi que les contaminations et 

iŶfeĐtioŶs d͛oƌigiŶe ŵiĐƌoďiologiƋue pƌĠseŶtes sur les surfaces alimentaires, permettant de 

garantir la qualité microbiologique des produits et la sécurité alimentaire des consommateurs. 

La procédure est constituée de deux phases, le Nettoyage et la Désinfection, qui peuvent être 

déclinées en plusieurs Ġtapes eŶ foŶĐtioŶ de l͛eŶviƌoŶŶeŵeŶt et des souilluƌes, dont les 

principaux objectifs et actions des ND sont détaillés dans le tableau 2.  

 Le nettoyage est l͛aĐtioŶ Ƌui ĐoŶsiste à ƌetiƌeƌ les souilluƌes des suƌfaĐes, les laissaŶt 
visuellement propres et aptes à ġtƌe dĠsiŶfeĐtĠes effiĐaĐeŵeŶt. Il peƌŵet d͛ĠliŵiŶeƌ à la 
fois les salissures organiques (graisses, sang, sucre, protéines, etc.) et inorganiques (sels 

minéraux, rouille, résidus de carbonisation). Les agents de nettoyage employés 

peƌŵetteŶt d͛éliminer un certain nombre de déchets et de réaliser un certain niveau 

d͛ĠliŵiŶatioŶ de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes. NĠaŶŵoiŶs, la seule action du nettoyage est 

ƌaƌeŵeŶt suffisaŶte puisƋu͛elle Ŷe gaƌaŶtit pas uŶe dĠĐoŶtaŵiŶatioŶ totale des suƌfaĐes. 
Les produits de nettoyage sont constitués essentiellement de deux catégories de 

produits : les détergents alcalins (constituées de soude, potasse, tensio-aĐtifs …Ϳ et les 
détartrants acides. 

 La désinfection est uŶe opĠƌatioŶ au ƌĠsultat ŵoŵeŶtaŶĠ peƌŵettaŶt d͛ĠliŵiŶeƌ ou de 

limiter à un niveau acceptable les ŵiĐƌooƌgaŶisŵes et/ou d͛iŶaĐtiveƌ les viƌus 
indésirables portés sur des milieux inertes contaminés, en fonction des objectifs fixés. La 

désinfection peut être réalisée par une action physique (chaleur, rayonnement UV) ou 

paƌ uŶe aĐtioŶ d͛uŶ pƌoduit ĐhiŵiƋue de dĠsiŶfeĐtioŶ. La dĠsiŶfeĐtioŶ ne peut être 

effiĐaĐe Ƌu͛apƌğs uŶ ŶettoǇage ƌigouƌeuǆ, et est liŵitĠe daŶs le teŵps et auǆ 
ŵiĐƌooƌgaŶisŵes pƌĠseŶts au Đouƌs de l͛opĠƌatioŶ. De ce fait, une contamination 

ultérieure est tout à fait possible ce qui nécessite le renouvellement de ces opérations 

autant de fois que nécessaire dans les zones jugées critiques. Au Đouƌs de l͛opĠƌatioŶ de 
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désinfection, des formulations composées d͛ageŶts de ŶettoǇage combinés 

simultanément avec un désinfectant sont couramment utilisées. 

 Les étapes de rinçage ;iŶteƌŵĠdiaiƌe et fiŶalͿ oŶt pouƌ ďut d͛ĠliŵiŶeƌ les souillures et 

d͛augŵeŶteƌ l͛effiĐaĐitĠ des pƌoduits de ŶettoǇage et dĠsiŶfeĐtioŶ et d͛eŶ ĠliŵiŶeƌ les 
tƌaĐes eŶ vue d͛uŶ ĐoŶtaĐt aliŵeŶtaire. 

Tableau 2 : Déclinaison des différentes étapes réalisées au cours des procédures de nettoyage et désinfection des 

surfaces alimentaires [13] 

 
 

AiŶsi, l͛eŵploi de ďioĐides auǆ pƌopƌiĠtĠs nettoyantes et désinfectantes est nécessaire pour 

assuƌeƌ l͛hǇgiğŶe des suƌfaĐes aliŵeŶtaiƌes eŶ ĠliŵiŶaŶt les souilluƌes oƌgaŶiƋues et 
inorganiques ainsi que les bactéries adhérentes et persistantes qui induisent la contamination 

biologique des surfaces alimentaires, et plus largement, des aliments.  



Partie 1 : Étude ďiďliogƌaphiƋue et Ġtat de l͛aƌt  

 

~ 13 ~ 

1.1.4.2 Biocides désinfectants : règlementation et risques chimiques 

 Définition : résidus et LMR (limite maximale de résidus) 

A la suite du traitement des surfaces alimentaires, il est possible que des résidus de produits 

biocides persistent sur les surfaces, notamment si ces résidus ne sont pas totalement éliminés 

lors des opérations de rinçage. De par leur persistance sur les surfaces alimentaires, un transfert 

de résidus est possible sur ou vers les aliments, ce qui constitue une source potentielle de 

contamination chimique des aliments. Au regard du RPB (UE) No. 528/2012 [1], on entend par 

résidu toute « suďstaŶĐe pƌĠseŶte daŶs ou suƌ des pƌoduits d͛oƌigiŶe vĠgĠtale ou aŶiŵale, daŶs 
les ƌessouƌĐes eŶ eau, daŶs l͛eau potaďle, daŶs les deŶƌĠes aliŵeŶtaiƌes, daŶs les aliŵeŶts pouƌ 
aŶiŵauǆ ou ailleuƌs daŶs l͛eŶviƌoŶŶeŵeŶt, Ƌui ƌĠsulte de l͛utilisatioŶ d͛uŶ pƌoduit ďioĐide, Ǉ 
Đoŵpƌis les ŵĠtaďolites et les pƌoduits de dĠgƌadatioŶ ou de ƌĠaĐtioŶ d͛uŶe telle suďstaŶĐe ». 

Les résidus désignent la présence de substances chimiques dans un milieu en quantité 

généralement très faible (par exemple 1 µg/kg). Au niveau européen, des limites maximales de 

résidus (LMR) sont fixées pour certaines substances actives si des résidus sont attendus dans les 

denrées alimentaires afin de protéger la santé animale et humaine. Ces seuils réglementaires 

correspondant aux concentrations ne devant être dépassées dans les denrées alimentaires sont 

définis en tenant compte de la toxicité de la substance et du scénariosexposition du 

consommateur, pour en assurer la sécurité [14]. Certaines substances biocides aǇaŶt fait l͛oďjet 
d͛Ġtude d͛ĠvaluatioŶ possèdent donc une LMR publiée dans un règlement européen amendant 

l͛aŶŶeǆe III du ƌğgleŵeŶt N° ϯϵϲ/ϮϬϬϱ (ex. les BACs et DDACs [15]). LoƌsƋu͛auĐuŶe LM‘ 
spĠĐifiƋue Ŷ͛est dĠfiŶie, ces substances sont soumises à une LMR générale (« limite par 

défaut ») de 0.01 mg/kg définie par la règlementation pesticide (Règlement (UE) No. 396/2005) 

[16]. 

 Les différentes familles de biocides désinfectants (TP4) 

Les substances actives (SA) entrant dans la formulation des produits biocides désinfectants 

utilisés pour le traitement des surfaces en contact avec les denrées alimentaires et les aliments 

pour animaux (TP4) sont aujouƌd͛hui listées en Annexe II du règlement (UE) No. 698/2017 [8] 

(Tableau 3). Parmi les principaux agents de nettoyage et/ou désinfection, on retrouve 

principalement : 

- les métaux (ex. argent), 

- les acides carboxyliques (ex. acide formique, acide salicylique), 

- les alcools (ex. éthanol, propan-1-ol), 

- les dérivés halogénés (ex. hypochlorite de sodium), 

- les produits alcalins,  

- les amines (ex. Aminopropyldodécylpropane diamine),  

- les biguanides (ex. PHMB),  
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- les oxydants (peracides, peroxydes,) 

- les ammoniums quaternaires (ex. chlorure de Diméthyldialkyammonium (DDACs) et chlorure 

de benzalkonium (BACs)). 
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Tableau 3 : Liste positive des substances actives entrant dans la formulation des produits biocides utilisés en TP4 [8] 

Numéro 
d'entrée 

Dénomination de la substance 
État membre 
rapporteur 

Numéro CE Numéro CAS 

36 Éthanol EL 200-578-6 64-17-5 

37 Acide formique BE 200-579-1 64-18-6 

43 Acide salicylique NL 200-712-3 69-72-7 

45 Propan-1-ol DE 200-746-9 71-23-8 

69 Acide glycolique NL 201-180-5 79-14-1 

71 Acide L-(+)-lactique DE 201-196-2 79-33-4 

85 Symclosène UK 201-782-8 87-90-1 

122 Glyoxal FR 203-474-9 107-22-2 

171 2-Phénoxyéthanol UK 204-589-7 122-99-6 

185 
Tosylchloramide sodique  

(tosylchloramide sodique — chloramine T) 
ES 204-854-7 127-65-1 

195 2-Biphénylate de sodium ES 205-055-6 132-27-4 

330 N-(3-Aminopropyl)-N-dodécyl propane-1,3-diamine (diamine) PT 219-145-8 2372-82-9 

346 Dihydrate de dichloroisocyanurate de sodium UK 220-767-7 51580-86-0 

345 Troclosène sodique UK 220-767-7 2893-78-9 

397 Chlorure de didécyldiméthylammonium (DDAC) IT 230-525-2 7173-51-5 

401 Argent SE 231-131-3 7440-22-4 

1023 Argent en tant que nanomatériau SE 231-131-3 7440-22-4 

405 Dioxyde de soufre DE 231-195-2 7446-09-5 

432 Hypochlorite de sodium IT 231-668-3 7681-52-9 

453 Peroxodisulfate de disodium/ Persulfate de sodium PT 231-892-1 7775-27-1 

455 Hypochlorite de calcium IT 231-908-7 7778-54-3 

491 Dioxyde de chlore PT 233-162-8 10049-04-4 

494 2,2-Dibromo-2-cyanoacétamide (DBNPA) DK 233-539-7 10222-01-2 
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Numéro 
d'entrée 

Dénomination de la substance 
État membre 
rapporteur 

Numéro CE Numéro CAS 

667 
Chlorure d'alkyl(C12-C18)diméthylbenzylammonium  

[ADBAC (C12-C18)] 
IT 269-919-4 68391-01-5 

671 
Chlorure d'alkyl(C12-C16)dimé thylbenzylammonium  

[ADBAC/BKC (C12-C16)] 
IT 270-325-2 68424-85-1 

673 Chlorure de didécyldiméthylammonium [DDAC (C8-10)] IT 270-331-5 68424-95-3 

690 
Composés de l'ion ammonium quaternaire, benzylalkyl en C12-18 diméthyles, sels 

avec le 1,1-dioxyde de 1,2-ben+B38zisothiazol-3(2H)-one (1:1) (ADBAS) 
MT 273-545-7 68989-01-5 

692 Amines, alkyl en C10-16 diméthyles, N-oxydes PT 274-687-2 70592-80-2 

693 bis(Péroxymonosulfate)bis(sulfate) de pentapotassium SI 274-778-7 70693-62-8 

724 
Chlorure d'alkyl(C12-C14)diméthylbenzylammonium  

[ADBAC (C12-C14)] 
IT 287-089-1 85409-22-9 

725 Chlorure d'alkyl(C12-C14)diméthyl(éthylbenzyl)ammonium [ADEBAC (C12-C14)] IT 287-090-7 85409-23-0 

779 
Produits de la réaction entre l'acide glutamique et la N-(C12-C14-

alkyl)propylènediamine (glucoprotamine) 
DE 403-950-8 164907-72-6 

785 Acide 6-(phtalimido)péroxyhexanoïque (PAP) IT 410-850-8 128275-31-0 

792 Complexe de tétrachlorodécaoxyde (TCDO) DE 420-970-2 92047-76-2 

811 Phosphate d'argent, de sodium, d'hydrogène, de zirconium SE 422-570-3 265647-11-8 

939 
Chlore actif produit in situ par mélange d'acide hypochloreux et d'hypochlorite de 

sodium 
SK Mélange Sans objet 

813 Acide peroxyoctanoïque FR Sans objet 33734-57-5 

1014 Zéolite argentée SE Sans objet Sans objet 

824 Zéolite d'argent et de zinc SE Non disponible 130328-20-0 

1013 Zéolite d'argent et de cuivre SE Non disponible 130328-19-7 

868 Polyhexaméthylènebiguanide FR Polymère 91403-50-8 

869 
Propanoate de α-[2-(didécylmé thylammonio)éthyl]-ω-hydro xypoly(oxy-1,2-

éthanediyle (sel) (Bardap 26) 
IT Polymère 94667-33-1 
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Le Đhoiǆ du ďioĐide dĠpeŶd esseŶtielleŵeŶt de l͛usage Ƌui eŶ est fait et de son speĐtƌe d͛aĐtivitĠ 

qui peut être bactéricide, sporicide, fongicide et/ou virucide. En industrie laitière, les produits 

biocides à base de substances actives de la famille des ammoniums quaternaires (AQs) sont 

parmi les plus utilisés pour agir contre les microorganismes. Lors des procédures de ND, les AQs 

auront pour cible les cellules bactériennes en se liant aux acides gras et aux groupements 

phosphate de leur membrane cellulaire qui conduit directement à la fuite des constituants 

cellulaire, à la lyse et donc à la mort cellulaire (Tableau 4).  

Tableau 4 : Ciďle et ŵode d’aĐtioŶ des pƌiŶĐipales faŵilles de ďioĐides eŵploǇĠes pouƌ le tƌaiteŵeŶt des suƌfaĐes 
en contact avec les aliments (TP4) [17] 

 

Depuis la ŵise eŶ ĠvideŶĐe eŶ ϮϬϭϮ de la pƌĠseŶĐe d͛aŵŵoŶiuŵs quaternaires dans les denrées 

alimentaires, les industriels formulateurs ont proposé auǆ pƌofessioŶŶels de l͛iŶdustrie laitière 

uŶe suďstaŶĐe aĐtive ďioĐide de la faŵille des aŵiŶes, l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe 
eŶ taŶt Ƌue suďstaŶĐe de suďstitutioŶ auǆ AQs. D͛utilisatioŶ plus ƌĠĐeŶte, elle fait également 

partie de la liste positive des substances contenues dans des produits biocides figurant dans le 

règlement (UE) No. 698/2017 [8] (Tableau 3). 

 Les dĠsiŶfeĐtaŶts d’usage eŶ iŶdustƌie laitiğƌe 

1) Les Ammoniums quaternaires 

Les AQs sont des substances tensio-actives cationiques, dĠƌivĠes de l͛ioŶ aŵŵoŶiuŵ de 
structure générale NR4

+ (Figure 1).  

 
Figure 1 : Structure générale des ammoniums quaternaires 
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Ces composés sont des molécules amphiphiles compte tenu du fait que leur structure comprend 

au moins une chaine aliphatique hydrophobe (R1), de taille variable, liĠe à l͛atoŵe d͛azote 
cationique. Les autres groupements (R2, R3 et R4Ϳ fiǆĠs à l͛azote ĐatioŶiƋue peuvent être des 

substituants alkyles à longueur de chaine variable (C6 à C20), des groupements méthyle ou 

benzyle. Leurs structures et propriétés auront tendance à différer selon la nature des radicaux 

attaĐhĠs à l͛atoŵe d͛azote.  
Les ĐoŵposĠs d͛AQs oŶt la pƌopƌiĠtĠ d͛ġtƌe ĐhaƌgĠs de façoŶ peƌŵaŶeŶte iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt du 
pH du milieu dans lequel ils se trouvent. Plus largement, ce sont des sels de cations ammonium 

quaternaires associés à un anion généralement bromure (Br-), chlorure (Cl-) ou iodure (I-). Parmi 

ces AQs, les chlorures de benzalkonium (BACs, de l͛aŶglais ďeŶzalkoŶiuŵ Đhloƌide) (Figure 2) et 

les chlorures de dimethyldialkylammonium (DDACs, de l͛aŶglais diŵethǇldialkǇlaŵŵoŶiuŵ 
chloride) (Figure 2) sont les plus largement utilisés lors des procédures de ND en industrie 

laitière. 

 Les BACs, soŶt ĐoŶstituĠs d͛uŶe ĐhaiŶe aliphatiƋue de ϴ à ϭϴ ĐaƌďoŶes, de deux 

gƌoupeŵeŶts ŵĠthǇles et d͛uŶ gƌoupeŵeŶt ďeŶzǇle. EŶ foƌŵulatioŶ iŶdustƌielle, les 
mélanges les plus fréquemment rencontrés contiennent le BAC-C12, le BAC-C14 et le BAC-

C16, en proportions inégales. Le mélange de BACs présente un avantage puisque chacun 

des homologues possède une activité biocide propre. A titƌe d͛exemple, les BAC-C12, C14 

et C16 auront respectivement une action plus spécifique sur les champignons et les 

levures, les bactéries de Gram+, et les bactéries de Gram-. Peu disponible en formulation 

de manière indépendante, ils sont couramment généralisés et désignés sous le nom de 

chlorures de benzalkonium. 

 Les DDACs représentent une autre sous-famille iŵpoƌtaŶte d͛AQs, tƌğs souveŶt assoĐiĠe 
à celle des BACs. Les DDACs sont quant à eux composés de deux chaines aliphatiques de 

longueur identique et variable selon la molécule, et de deux groupements méthyles. Du 

point de vue réglementaire, les DDACs soŶt dĠfiŶis, sous la foƌŵe d͛uŶ ŵĠlaŶge 
principalement composés de DDAC-C8, DDAC-C10 et DDAC-C12. Il est à noter que le 

chlorure de diméthyldidecylammonium (DDAC-C10) est présent à 90% dans les 

formulations industrielles [18], Đe Ƌui eǆpliƋue Ƌu͛il soit le plus fréquemment rencontré 

en industrie laitière.  

DaŶs le Đadƌe de Đe tƌavail de thğse, l͛Ġtude porte sur les BACs C8 à C16 et les DDACs C10 à C18 

dans le but de couvrir la totalité des molécules de ces classes pouvant être utilisées, de manière 

autorisée ou frauduleuse car non notifiées en tant que SA biocides (ex. DDAC-C12-18), en 

industrie laitière. 
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Figure 2 : Structure générale des chlorures de benzalkonium (BACs) et des chlorures de 

diméthyldialkylammonium (DDACs) étudiés 

Les BACs et DDACs retenus dans cette étude sont des composés de masse molaire comprise 

entre 248 et 550 g/mol et sont constitués de deux parties distinctes : une partie hydrophobe 

représentée par les groupements alkyles et une partie hydrophile. Cette dernière est 

caractérisée par l͛atoŵe d͛azote ĐhaƌgĠ positiveŵeŶt et Ƌui ĐoŶseƌve soŶ ĐaƌaĐtğƌe ĐatioŶiƋue à 
toutes les valeuƌs de pH. Les BACs et DDACs soŶt faĐileŵeŶt soluďles daŶs l͛eau et les solvaŶts 
organiques polaires. A titƌe d͛exemple, la solubilité du DDAC-C10 est estimée à environ 800 g/L 

daŶs l͛isopƌopaŶol, à ϮϱϬ g/L daŶs le Ŷ-oĐtaŶol et pƌoĐhe de Ϭ g/L daŶs l͛heǆaŶe [19, 20]. La 

ŶotioŶ de soluďilitĠ peut s͛eǆpƌiŵeƌ paƌ le ĐoeffiĐieŶt de paƌtage oĐtaŶol-eau (log P ou log Kow) 

qui est une mesure de la solubilité différentielle de composés chimiques dans deux solvants à 

polarité quasi extrême (Equation 1).  

Équation 1 : Coefficient de partage octanol-eau 

 

Pour le DDAC-C10, le coefficient de partage Log Kow, est estimé à 2.59 à 20°C et à pH 7, ce qui 

signifie, par sa valeur positive du Log Kow, une teŶdaŶĐe à ġtƌe ďieŶ plus soluďle daŶs l͛oĐtaŶol 
Ƌue daŶs l͛eau, lui conférant uŶ ĐaƌaĐtğƌe plutôt lipophile. Ce deƌŶieƌ seƌa d͛autaŶt plus 
accentué que la ou les chaine(s) aliphatique(s) seront longues. D͛apƌğs les doŶŶĠes fouƌŶies 
daŶs le dossieƌ d͛eŶƌegistƌeŵeŶt du DDAC-C10 dispoŶiďle suƌ le site de l͛ECHA, il aďoƌde uŶ pH 
de 6.8-6.9, proche de la neutralité en solution aqueuse à 29.5% [19].  

2) L’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe 

L͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe est une molécule représentant la famille des amines, 

parmi les désinfectants notifiés en TP4. Dans cet usage, elle est employée en formulation pour 

uŶe aĐtivitĠ ďaĐtĠƌiĐide eŶ taŶt Ƌu͛ageŶt d͛assaiŶisseŵeŶt du ŵatĠƌiel de tƌaŶspoƌt, de 
stockage, de transformation industrielle et de commercialisation des denrées alimentaires 

d͛oƌigiŶe aŶiŵale et vĠgĠtale. Elle entre donc dans la composition de nombreuses formulations 
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industrielles utilisées entre autres en industries laitière, brassicole ou de la viande [21]. 

Cependant, cette suďstaŶĐe aĐtive est eŶ Đouƌs d͛ĠvaluatioŶ au Ŷiveau euƌopĠeŶ pouƌ le tǇpe 
d͛usage ƌeveŶdiƋuĠ et les foƌŵulatioŶs ĐoŵŵeƌĐiales la ĐoŶteŶaŶt soŶt à ce jour mis sur le 

marché sous autorisation transitoire.  

 
Figure 3 : StƌuĐtuƌe ĐhiŵiƋue de l’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diamine 

D͛uŶ poiŶt de vue phǇsiĐo-ĐhiŵiƋue, l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe est uŶe ŵolĠĐule 
amphiphile, tout comme les ammoniums quaternaires, portant à la fois une partie hydrophobe 

et uŶe paƌtie hǇdƌophile. La paƌtie hǇdƌophoďe est ĐoŵposĠe d͛uŶe Đhaine aliphatique à 12 

carbones, tandis que la partie hydrophile contient des amines primaires et tertiaire ionisables. 

En raison des 3 fonctions amines qui la composent, trois pKa sont rapportés : pKa1 : 6.49 ; pKa2 : 

9.33 ; et pKa3 : 10.43 [22]. L͛attƌiďutioŶ des pKa est ƌelative au degƌĠ de suďstitutioŶ des aŵiŶes 
composant la molécule. Les règles de basicité désignent les fonctions les plus substituées en 

groupements electrodonneurs +I comme étant les plus basiques, sauf pour les amines tertiaires 

qui du fait de leur encombrement sont par défaut moins basiques que les amines secondaire et 

primaire. Ainsi, le pKa1 étant le plus faiďle est attƌiďuĠ à l͛amine tertiaire, tandis que les pKa2 et 

pKa3, relativement proches, sont attribués aux deux amines primaires. Compte tenu de ces 

informations, l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe se présentera sous différentes formes 

d͛Ġtat de Đhaƌge en fonction du pH du milieu daŶs leƋuel elle se tƌouve, Đe Ƌu͛illustƌe 
parfaitement la Figure 4. Parmi les 6 formes possibles, il est constaté une prédominance de 3 

formes :  

 Une forme totalement protonée à pH< 4.49 (pH < pKa – 2) (en bleu clair), 

 Une forme doublement protonée sur les deux amines primaires pour un milieu dont le 

pH se situe entre 6.49 et 9.33 (en vert),  

 et une forme non protonée au-dessus de pH 12.43 (pH > pKa + 2) (en bleu foncé).  

Ce sont ces différents états structuraux qui confèrent à la molécule des propriétés tensio-

actives.
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Figure 4 : Diagramme de prédominance des formes structurales de l’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe eŶ foŶĐtioŶ du pH [22] 
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L͛Ġtat stƌuĐtuƌal de la ŵolĠĐule eŶ foŶĐtioŶ du pH apporte une information quant à sa solubilité 

et son affinité pour des milieux polaire ou apolaire. En effet, il est facile de penser qu͛elle sera 

soluble dans un milieu aqueux à pH faible. Pour confirmer ces dires, les constantes logP et logD 

permettent d͛appoƌteƌ uŶe iŶfoƌŵatioŶ de soluďilitĠ. Pour des molécules dont la forme varie 

seloŶ le pH, Đe Ƌui est le Đas pouƌ l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe, le ĐoeffiĐient logD est 

plus appƌopƌiĠ puisƋu͛il tieŶt Đoŵpte du pH du ŵilieu ;Equation 2). 

Équation 2 : Coefficient de partage octanol-eau en fonction du pH 

 

D͛apƌğs la figuƌe 5, à des valeurs de pH supérieures à 8, le logD est supérieur à 0 ce qui signifie 

Ƌu͛eŶ milieu alcalin, l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe non protonée, a un caractère plutôt 

hydrophobe, et seƌa doŶĐ plus soluďle daŶs l͛oĐtaŶol. Ceci se confirme en comparaison avec la 

distribution des formes selon le pH illustrée en Figure 5.  

 
Figure 5 : Représentation graphique du coefficient de partage en fonction du pH [22] 

 De la persistance des biocides désinfectants sur les surfaces à contact alimentaire vers 

une contamination des denrées et la fiǆatioŶ d’uŶe LMR 

DaŶs l͛UE, le sǇstğŵe de ƌğgleŵeŶtatioŶ des ďioĐides Đouvƌe la fouƌŶituƌe et l͛utilisatioŶ des 
BACs et DDAC, comme désinfectants. Toutefois, étant donné que ces produits peuvent 

également être utilisés pour protéger les plantes contre les maladies, les résidus laissés sur les 

denrées alimentaires sont couverts par les règles de l'UE sur les résidus de pesticides (produits 

phytopharmaceutiques). La fixation de la LMR pour les résidus de BACs et de DDACs a été 

marquée par différentes étapes retracées sur la Figure 6 et expliquée ci-après. 
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En 2012, loƌs d͛autoĐoŶtƌôles ŵeŶĠs daŶs les eŶtƌepƌises agƌoaliŵeŶtaiƌes et suite aux résultats 

des programmes de suƌveillaŶĐe offiĐielle des aliŵeŶts ŵeŶĠs daŶs ĐeƌtaiŶs paǇs d͛Euƌope 
(Allemagne, Danemark, Pays-Bas et Belgique), il est apparu que les niveaux de résidus de BACs 

et de DDAC-C10 dépassaient la LMR par défaut de 0.01 mg/kg en vigueur à cette date [16], dans 

les aliments tels que les agrumes, la banane, la mangue, l͛avocat, le lait et la crème glacée. La 

teŶeuƌ ŵaǆiŵale dĠteĐtĠe s͛Ġlğve à ϲ.ϲϲ ŵg/kg daŶs le lait.

A la suite de sĐeŶaƌios d͛eǆpositioŶ, l͛iŶstitut fĠdĠƌal alleŵaŶd d͛ĠvaluatioŶ des ƌisƋues ;BfR 

« Bundesinstitut für Risikobewertung ») a estiŵĠ l͛appoƌt alimentaire de résidus de DDAC-C10 et 

BACs pƌoveŶaŶt d͛aliŵeŶts ĐoŶtaŵiŶĠs. Les teŶeuƌs dĠteĐtĠes Ŷe dĠpassaŶt pas les doses de 
ƌĠfĠƌeŶĐes Ġtaďlies, le Bf‘ eŶ a ĐoŶĐlu l͛aďseŶĐe de ƌisƋue aigu et ĐhƌoŶiƋue pouƌ les 
consommateurs [23, 24] à ce niveau de 0.01 mg/kg. Néanmoins, une réserve était émise pour 

les BACs pour lesquels un risque aigu ne peut être exclu lors de la consommation de lait et 

produits laitiers fortement contaminés.  

Suƌ la ďase d͛uŶ ŵodğle pouƌ l͛ĠvaluatioŶ des ƌisƋues pƌoposĠ paƌ l͛EFSA (European Food Safety 

Authority ou Autorité européenne de Sécurité des aliments) et des critères toxicologiques 

Ġtaďlis paƌ le Bf‘, uŶ Ŷiveau de sĠĐuƌitĠ à Ϭ.ϱ ŵg/kg daŶs tous les aliŵeŶts d͛oƌigiŶe aŶiŵale et 
végétale qui serait sans danger pour les consommateurs est proposé, en Juillet 2012, dans les 

ligŶes diƌeĐtƌiĐes appƌouvĠes paƌ le SCoFCAH ;de l͛aŶglais « Standing Committee of the Food 

Chain and Animal Health », ou Comité permanent de la chaine alimentaire et de la santé 

animale) [4, 5].  

Par la suite, la commission européenne a mis en place une enquête européenne, entre 

Noveŵďƌe ϮϬϭϮ et Avƌil ϮϬϭϯ, gĠƌĠe paƌ l͛EFSA où uŶe diveƌsitĠ d͛aliŵeŶts ;ex. fruits, légumes, 

céréales, produits laitiers) a été analysée, avec pour cible les ammoniums quaternaires de type 

chlorure de Didécyldimethylammonuim (DDAC-C10) et chlorure de Benzalkonium (BACs) afin de 

fouƌŶiƌ des doŶŶĠes eŶ vue d͛uŶe aŶalǇse du ƌisƋue. Le plus gƌaŶd Ŷoŵďƌe de ƌĠsultats positifs 
est trouvé dans le lait et les produits laitiers, soit 12% de résultats positifs, avec des niveaux de 

contaminations pouvant atteindre, dans la crème glacée, des teneurs respectives de 3.64 mg/kg 

et 1.74 mg/kg pour le DDAC-C10 et les BACs [3]. Coŵpte teŶu Ƌu͛auĐuŶe LM‘ spĠĐifiƋue Ŷ͛a ĠtĠ 
fiǆĠe jusƋu͛aloƌs pouƌ les BACs et le DDAC-C10 et en se fondant sur les données de surveillance 

de 2012 et 2013 disponibles, la Commission Européenne dans son Règlement (UE) No. 

1119/2014 [15] a donc convenu de fixer des LMRs provisoires à 0.1 mg/kg dans les aliments, et 

qui seront réexaminées tous les cinq ans.  

La figure 6 illustre l͛ĠvolutioŶ des LM‘s ƌelatives auǆ ƌĠsidus de BACs et de DDACs. 
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Figure 6 : Evolution réglementaires des LMRs concernant les BACs et DDAC-C10 

 
1.1.4.3 Méthodes d’autocontrôle 

En IAA, les industriels mettent en place des contrôles permettant de s͛assuƌeƌ Ƌue les 

opérations de ND ont été réalisées correctement et en accord avec les lignes directrices établies 

dans les plans imposés par le règlement (UE) No. 852/2004 [2]. Il existe de nombreuses 



Partie 1 : Étude ďiďliogƌaphiƋue et Ġtat de l͛aƌt  

 

~ 25 ~ 

ŵĠthodes d͛autoĐoŶtƌôles adaptées d͛uŶe paƌt aux risques biologiques et d͛autƌe paƌt aux 

risques chimiques (Figure 7) [25]. 

 
Figure 7 : MĠthodes d’autoĐoŶtƌôle utilisĠes eŶ IŶdustƌie AgƌoaliŵeŶtaiƌe ;IAAͿ pouƌ valideƌ les pƌoĐĠduƌes de 

nettoyage-désinfection 

Les moyens d͛autoĐoŶtƌôles biologiques utilisés en IAA reposent sur la détection de 

microorganismes adhérents. Ils sont basés sur des prélèvements par frottis, des prélèvements 

paƌ eŵpƌeiŶte ou suƌ des tests ƌapides ŵettaŶt eŶ œuvƌe uŶe dĠteĐtioŶ ďioĐhiŵiƋue. 

Les autocontrôles relatifs aux contaminations chimiques se déclinent selon différents types de 

méthodes permettant la détection de résidus de biocides dont les tests physico-chimiques qui 

sont les plus couramment utilisés en IAA. Ils proposent différents champs d͛aĐtioŶ tels Ƌue le 
contrôle des solutions initiales de désinfection, des surfaces et des eaux de rinçage, ou un suivi 

en ligne et continu des résidus de substances chimiques. Parmi celles-ci on distingue les 

méthodes chimiques, basées sur des tests de bandelettes, permettant par réaction 

colorimétrique de vérifier la présence de résidus de biocides (MQquant® - Merck, Quantofix® – 

Macherey Nagel). Ces tests à détection rapide présentent deux facteurs limitants : (i) les seuils 

de détection élevés annoncés (10 ppm) Ŷe peƌŵetteŶt pas d͛appƌĠĐieƌ de faiďles ĐoŶĐeŶtƌatioŶs 
en biocides dans les eaux de rinçage ou sur les surfaces et (ii) ces bandelettes manquent de 

spécificité en termes de distinction entre différentes familles de biocides (ex. BACs et DDACs). 
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ActuelleŵeŶt, les aĐteuƌs du seĐteuƌ agƌoaliŵeŶtaiƌe disposeŶt d͛outils à ƌĠpoŶse ƌapide ŵais 
qui manquent de performances, à savoir un manque de sensibilité et de spécificité. Hormis le 

contrôle des surfaces et des eaux de rinçages, aucune des méthodes pré-citées Ŷ͛est Đapaďle de 
doser de manière précise ces résidus dans les aliments.  

 

1.2 Procédés de transformation du lait et composition des produits laitiers : impact sur le 

devenir des résidus de biocides 

Suite aux différents plans de surveillance européens ciblant les BACs et DDACs dans les 

aliments, des concentrations élevées (> 500 µg/kg) ont été détectées particulièrement dans les 

produits laitiers, et ceci avec une concentration tendant à augmenter dans les produits 

transformés tels que les fromages et les crèmes glacées (Annexe 1). Il est donc nécessaire de se 

pencher sur les procédés de transformation du lait et d͛en déterminer l͛iŵpaĐt suƌ les ƌĠsidus de 
biocides. Deux aspects seront étudiés : 

 La teneur en résidus de biocides dans les produits transformés impactée directement 

par les différents procédés de fabrication, 

 La pƌoduĐtioŶ d͛ĠveŶtuels pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs Ƌui ƌĠsulteƌait d͛une réaction des biocides 

avec les constituants de la matrice, ou de leur dégradation et/ou transformation suite 

aux procédés de fabrication. 

Au-delà du choix des substances étudiées, les ammoniums quaternaires (BACs et DDACs) et 

l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe, en fonction de leuƌ pƌĠdoŵiŶaŶĐe eŶ teƌŵes d͛usage 
daŶs l͛iŶdustƌie laitiğƌe, il est tout aussi iŵpoƌtaŶt de sélectionner des produits laitiers qui 

seƌaieŶt les plus susĐeptiďles d͛ġtƌe ĐoŶfƌoŶtĠs à Đette pƌoďlĠŵatiƋue et de développer des 

méthodes à même d͛Ǉ répondre. Le Đhoiǆ s͛est doŶĐ fait à l͛issue d͛uŶe ĐoŶĐeƌtatioŶ aveĐ les 
membres du projet Resbiolact et l͛iŶteƌpƌofessioŶ laitiğƌe, de sorte à balayer au mieux la variété 

de produits laitiers. Naturellement, le lait cru a été sélectionné comme étant la matière 

première représentant la filière laitière. Cette matrice étant la moins impactée par les procédés 

de transformation. Deux types de fromages à affinage, le fromage à pâte pressée cuite (PPC) et 

le fromage fondu (FF), ainsi que la poudre de lait oŶt ĠtĠ ƌeteŶus à l͛Ġtude eŶ ƌaisoŶ [26] :  

 d͛une consommation importante de fromages en France après le lait et les yaourts,  

 d͛une consommation quasi exclusive de poudre de lait pour les nourrissons et les 

enfants en bas âge, 

 de procédures de fabrication conséquentes faisant appel à des traitements thermiques 

et mécaniques, 
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 d͛une composition hétérogène de constituants pouvant réagir avec les biocides. 

Afin de comprendre au mieux comment ceux-ci pourraient avoir un impact sur les résidus de 

biocides, il seŵďle judiĐieuǆ d͛eǆposeƌ ďƌiğveŵeŶt les diffĠƌeŶts pƌoĐĠdĠs de faďƌiĐatioŶ des 
produits laitiers retenus. 

1.2.1 La fabrication et la composition des produits laitiers 

 Les procédures de fabrication des produits laitiers 

A l͛issue de la ĐolleĐte, les laits mélangés (ou lait-mélange) sont directement conditionnés à 

froid. Le lait subit ensuite un traitement mécanique appelé écrémage qui conduira à la 

fabrication de laits à différentes teneurs en matière grasse (ex. lait entier, lait écrémé ou demi-

écrémé), puis un traitement thermique tel que la pasteurisation qui consiste à chauffer le lait à 

63°C pendant 30 secondes ou à 72°C pendant 15 secondes. Ces premières étapes sont 

nécessaires pour éviter le développement de bactéries et assurer une conservation dans les 

meilleures conditions [27].  

Le traitement du lait en ses produits dérivés repose essentiellement sur des procédés de 

transformation physique (actions mécaniques, thermiques) et chimique (ajouts de sels et autres 

additifs alimentaires). Les produits ainsi fabriqués tels que le fromage et la poudre de lait se 

déclinent en variétés diverses seloŶ la Ŷatuƌe et l͛oƌigiŶe du lait.  

La faďƌiĐatioŶ d͛uŶ tǇpe de fƌoŵage suit uŶ Đahieƌ des Đhaƌges ďieŶ dĠfiŶi Ƌui est pƌopƌe à uŶ 
procédé de transformation particulier [28]. Néanmoins, on retrouve de grandes étapes pour la 

plupart incontournables, telles que la traite et la collecte du lait, la pasteurisation, le caillage, le 

tranchage, le moulage et l͛égouttage, le salage (ou saumurage) et l͛affiŶage. Le caillage et le 

tranchage vont permettre de séparer le caillé du petit-lait (ou lactosérum). A l͛issue du moulage 

et de l͛Ġgouttage, le lactosérum riche en protéines est récupéré. La pasteuƌisatioŶ et l͛affiŶage 
sont optionnelles et fonctions du type de fromage souhaité. Au cours de la fabrication des 

fromages, des analyses sont réalisées pour assurer la qualité du produit.  

Les fƌoŵages foŶdus ;FFͿ oŶt la paƌtiĐulaƌitĠ d͛ġtƌe faďƌiƋuĠs à partir de fromage PPC peu affiné 

(Figure 8), et font intervenir un traitement thermique supplémentaire (pasteurisation à 72°C) 

apƌğs l͛ajout de sels de foŶte et de ŵatiğƌe gƌasse (Figure 9). 

La fabrication de la poudre de lait, adulte et infantile, repose essentiellement sur des procédés 

de déshydratation établis sur plusieurs étapes (Figure 10) incluant celles nécessaires au 

traitement du lait (collecte, dépotage et stockage en laiterie, écrémage et standardisation, et 

pasteurisation). Une fois le lait pasteurisé et exempté de microorganismes indésirables pour 

l͛hoŵŵe, la pƌoĐĠduƌe pƌopƌe à la faďƌiĐatioŶ de la poudƌe de lait, à savoiƌ la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ paƌ 
évaporation sous vide, le séchage et la microfluidisation, peut avoir lieu (Figure 10). 
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Figure 8 : Procédure détaillée de fabrication des fromages à pâtes pressées cuites 

 
Figure 9 : Procédure détaillée de fabrication des fromages fondus 

 
Figure 10 : Procédure détaillée de la fabrication de la poudre de lait [29] 
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La fabrication de fromages et de poudres de lait nécessite entre 8 et 12 litres de lait pour en 

obtenir 1 kilogramme (Tableau 5) [30]. Compte tenu de ces quantités, un facteur de 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d͛eŶviƌoŶ (x10) peut être considéré. Ainsi, les constituants du lait, détaillés ci-

après, peuvent afficher des valeurs 10 fois supérieures que dans le lait. 

Tableau 5 : Quantités de lait entier nécessaires à la fabrication de quelques produits laitiers [30] 

Produits laitiers Nombre de litres de lait entier Coproduits 

1 kg de beurre 22 litres Lait écrémé, babeurre 

ϭ kg d͛eŵŵeŶtal 12 litres Lactosérum 

1 litre de yaourt entier 1 litre 
 

4 camemberts de 250 g (soit 1 kg) 8 litres Lactosérum 

1 kg de lait en poudre 8,5 litres 
 

1 kg de lait écrémé en poudre 10,6 litres Crème 

 La composition des constituants des produits laitiers 

Le lait et les produits laitiers apparentés sont composés à près de 90% d͛eau, les 10% restants 

étant répartis entre les protéines, les glucides, les lipides et les minéraux, dont les teneurs 

respectives varient en fonction du type de lait (entier, écrémé, demi-écrémé) et des traitements 

appliqués pour leur fabrication. Cette composition majoritairement aqueuse du lait lui confère 

des propriétés physico-ĐhiŵiƋues tƌğs pƌoĐhes de Đelles de l͛eau aveĐ uŶe deŶsitĠ ŵoǇeŶŶe de 
1.03 g/mL et un pH de 6.6 avoisinant la neutralité [31]. La teneur en eau sera moindre dans les 

fromages (ex. PPC à 38%) et la poudre de lait (4%) en raison des procédés appliqués.  

 Les protéines : 

Les protéines dites solubles ou caséines entières sont les protéines majoritaires, à 80%, du lait 

de vache. Les caséines sont des polypeptides phosphorés qui par hydrolyse vont libérer les 

acides aminés (acide glutamique, proline, leucine, sérine) les constituant. Ces protéines sont 

connues pour être sensibles aux modifications chimiques du milieu. A titƌe d͛eǆeŵple, loƌs de la 
faďƌiĐatioŶ du fƌoŵage, l͛adjoŶĐtioŶ d͛aĐide ou d͛eŶzǇŵe ;eǆ. pƌĠsuƌeͿ iŶduit leuƌ pƌĠĐipitatioŶ 
qui conduit à la formation du caillé [32]. 

 Les lipides : 

Les constituants lipidiques contenus dans les produits laitiers sont classés en quatre grands 

groupes : (i) les acides gras, (ii) les lipides simples (ex. glycérides), (iii) les lipides complexes (ex. 

phospholipides), et (iv) les lipides isopréniques (ex. Cholestérol et Vitamines). Les glycérides, 

constituant majoritaire du lait, soŶt le ƌĠsultat d͛uŶe ƌĠaĐtioŶ d͛estĠƌifiĐatioŶ eŶtƌe des aĐides 
gras et de glycérol présents dans le lait. On recense près de 400 acides gras dans le lait qui 
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diffèrent selon la longueur de la chaine carbonée (C4 à C26), le nombre et la position des 

liaisons insaturées (Tableau 6) [33].  

Tableau 6 : Acides gras contenus dans le lait de vache 

 

 Les glucides : 

Le lactose représente le seul glucide présent dans le lait aveĐ uŶe teŶeuƌ de l͛oƌdƌe de ϱϬ g/L. 
D͛uŶ poiŶt de vue phǇsiĐo-ĐhiŵiƋue, le laĐtose peut s͛hǇdƌolǇser, par l͛action de bactéries 

lactiques, en glucose et galactose (Figure 11).  

 
Figure 11 : RĠaĐtioŶ d’hǇdƌolǇse du laĐtose eŶ gluĐose et galaĐtose 

Dans les fromages, la proportion de glucides notamment de lactose est proche de zéro. Lors de 

la fabrication, le lactose sera éliminé dans le lactosérum tandis que la proportion restante, 

présente dans le fromage, sera impliquée dans un mécanisme de fermentation des bactéries 

laĐtiƋues Ƌui pƌoduiƌoŶt de l͛aĐide laĐtiƋue au Đouƌs de l͛affiŶage. CeĐi eǆpliƋue Ƌue les 
fromages soient connus comme une denrée plus acide que le lait. Cette information peut 

pƌĠseŶteƌ uŶ iŶtĠƌġt loƌs du dĠveloppeŵeŶt de la ŵĠthode d͛aŶalǇse, où le pH de la ŵatƌiĐe 
peut avoiƌ uŶe iŶflueŶĐe suƌ les ƌĠsultats ŶotaŵŵeŶt au Đouƌs de l͛eǆtƌaĐtioŶ. NĠaŶŵoiŶs, les 
fromages fondus présentent une proportion maximale de 6% de glucides. Deux raisons sont à 

l͛oƌigiŶe de Đette teŶeuƌ : (i) des fromages PPC peu affinés sont utilisés pour la fabrication des 

foŶdus Đe Ƌui iŵpliƋue Ƌu͛ils puisseŶt ĐoŶteŶiƌ des tƌaĐes de glucides et (ii) du sucre est ajouté 

au cours de leur fabrication. De même, les poudres de lait présentent une teneur en glucides 

d͛eŶviƌoŶ ϮϬ%, eǆpliƋuĠ paƌ le faĐteuƌ de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ;ǆϭϬͿ iŶduit loƌs de leuƌ faďƌiĐatioŶ. 
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De manière générale, les fortes teneurs en constituants (protéines et lipides) dans les produits 

transformés du lait sont directement liées à la déshydratation qui induit un phénomène de 

concentration lors du procédé de fabrication.  

1.2.2 Impact sur les résidus de biocides 

Les informations, mentionnées ci-dessus, relatives aux différentes étapes de la fabrication des 

pƌoduits laitieƌs aiŶsi Ƌue la ĐoŵpositioŶ de Đes deƌŶieƌs peƌŵetteŶt d͛Ġŵettƌe des hǇpothğses 
quant au devenir des résidus de biocides dans les produits laitiers. 

 Concentration en résidus 

Les procédés de transformation du lait peuvent avoir un impact sur la teneur en désinfectants 

dğs loƌs Ƌu͛ils oŶt ĠtĠ tƌaŶsfĠƌĠs de la suƌfaĐe veƌs l͛aliŵeŶt. AiŶsi ŵeŶtioŶŶĠ pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, 
uŶ faĐteuƌ de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d͛eŶviƌoŶ (x10) est induit par les différentes étapes de la fabrication 

des fromages et de la poudre de lait. De ce fait, un produit transformé dont le lait contient des 

résidus de biocides pourrait en contenir une teneur 10 fois supérieure à celle du lait. Le 

questionnement sur la teneur en ƌĠsidus daŶs le fƌoŵage est doŶĐ d͛iŶtĠƌġt. 

Des Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ ƌĠsidus d͛AQs plus ĠlevĠes daŶs les pƌoduits 
laitiers (fromage, crème glacée) [3, 34, 35] que dans le lait. Ces teneurs peuvent avoir deux 

origines : (i) une concentration des résidus de biocides initialement présents dans le lait et (ii) 

une rémanence et un transfert de résidus des surfaces alimentaires vers les aliments durant les 

procédés de transformation peuvent également impacter la teneur en biocides dans le fromage 

ou la poudre de lait. 

La ĐoŵpositioŶ des pƌoduits laitieƌs à l͛Ġtude a ŵoŶtƌĠ Ƌue les pƌoduits iŶteƌŵĠdiaiƌes et fiŶis 
présentent majoritairement une teneur en lipides plus importante que le lait cru. Les propriétés 

physico-chimiques de ces désinfectants indiquent un caractère lipophile principalement dû à la 

pƌĠseŶĐe de ĐhaiŶes aliphatiƋues. Cette aŶalǇse peƌŵet d͛Ġŵettƌe l͛hǇpothğse Ƌue les ƌĠsidus 
présents sur le matériel de fabrication seraient transférés dans les produits laitiers de par leur 

affinité avec la matière grasse. Dans ce cas, un excès de résidus de biocides dans ces produits 

laitiers pourrait être expliqué au-delà de la simple concentration. Les procédés de 

transformation ont donc un rôle important daŶs l͛aŶalǇse des teŶeuƌs eŶ ďioĐides daŶs le lait et 
les produits laitiers. 

 Production de produits néoformés 

Au cours du processus de transformation des aliments, des réactions chimiques peuvent se 

produire et provoquer la formation de nouvelles substances qui peuvent, pour certaines, être 

indésirables [36-40]. Ces réactions sont parfois souhaitées, tel est le cas lors du processus de 

torréfaction où les composants des grains de café subissent des changements structurels qui 
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soŶt à l͛oƌigiŶe de l͛aƌôŵe du ĐafĠ [41]. Ces composés, qualifiés de produits néoformés, peuvent 

appaƌaitƌe à la suite d͛uŶ tƌaiteŵeŶt theƌŵiƋue, au Đouƌs de pƌoĐĠdĠs de feƌŵeŶtatioŶ ou de 
conservation. Ce phénomène est relativement bien connu dans le domaine alimentaire. 

L͛iŵpaĐt de la ĐuissoŶ des aliŵeŶts (ex. viandes, poissons) [38, 42-46] en est le principal 

eǆeŵple aveĐ la foƌŵatioŶ d͛aĐƌǇlaŵide, d͛hǇdƌoĐaƌďuƌes aromatiques polycycliques (HAP), 

d͛aŵiŶes aƌoŵatiƋues hĠtĠƌoĐǇĐliƋues ;AAHͿ, Ƌui peuveŶt avoiƌ uŶ effet ŶĠfaste suƌ la saŶtĠ du 
consommateur [47]. Ces substances chimiques sont généralement obtenues par réaction de 

Maillard qui se produit entre un sucre réducteur et une substance azotée et est influencée par 

la teŵpĠƌatuƌe. D͛autƌes ƌĠaĐtioŶs peuveŶt également avoiƌ lieu telles Ƌue l͛oǆǇdatioŶ des 
lipides dont les acides gras, les triglycérides et les phospholipides sont les cibles, ou des liaisons 

peptidiques pouvant être formées suite à une réaction des acides aminés ou des lipides avec 

des contaminants chimiques présents dans les aliments. Des études portant sur le devenir des 

résidus de médicaments vétérinaires dans les denrées alimentaires ont été menées [48-54] . La 

littérature ne révèle aucune étude portant sur les produits de transformation de biocides 

désinfectants.  

Dans le cadre de notre étude, nous nous intéresserons aux produits néoformés liés à la 

présence de biocides désinfectants dans les produits laitiers qui seraient induits par les 

différents traitements réalisés lors de leur fabrication et/ou par réaction avec les constituants 

de la matrice, Ƌui à Đe jouƌ oŶt fait l͛oďjet d͛auĐuŶe Ġtude. Dans ce sens, on entendra par 

produits néoformés, toutes substances issues de la dégradation dans le lait ou de la réaction des 

résidus de biocides désinfectants avec les constituants du lait, et/ou obtenues suite aux 

différents traitements essentiellement thermiques réalisés lors de la fabrication des produits 

laitiers. Paƌŵi les dĠsiŶfeĐtaŶts à l͛Ġtude, l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe pƌĠseŶtaŶt des 
fonctions amines primaires pourrait potentiellement réagir avec les constituants de la matrice. 

2. TECHNIQUES ET METHODOLOGIE POUR L’ANALYSE DE RESIDUS DE 
BIOCIDES DESINFECTANTS DANS LES MATRICES ALIMENTAIRES 

La détermination de résidus dans des matrices alimentaires complexes nécessitent de mettre en 

place une méthodologie analytique dont les aspects les plus importants relèvent de la 

pƌĠpaƌatioŶ d͛ĠĐhaŶtilloŶ, la dĠteĐtioŶ et l͛ideŶtifiĐatioŶ des ĐoŵposĠs d͛iŶtĠƌġts à de faiďles 
niveaux de contamination. Une dernière étape consiste à évaluer les performances de la 

ŵĠthode afiŶ de la valideƌ pouƌ l͛usage atteŶdu et d͛eŶ définir le domaine de validité (Figure 

12). DaŶs Đette paƌtie, Ŷous alloŶs pƌĠseŶteƌ d͛apƌğs les doŶŶĠes ƌelevĠes daŶs la littĠƌatuƌe les 
diffĠƌeŶtes ŵĠthodes dispoŶiďles pouƌ l͛aŶalǇse ƋuaŶtitative des ƌĠsidus d͛aŵŵoŶiuŵs 
ƋuateƌŶaiƌes et d͛AŵiŶopƌopǇldodĠcylpropane diamine recherchés dans les matrices 

alimentaires. 
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Figure 12 : PƌiŶĐipales Ġtapes d’uŶe pƌoĐĠduƌe aŶalǇtiƋue eŵploǇĠe pouƌ la dĠteƌŵiŶatioŶ de ĐoŶtaŵiŶaŶts daŶs 

des matrices alimentaires 

2.1 Détermination des biocides désinfectants 

2.1.1 Techniques de séparation 

2.1.1.1 Les Ammoniums Quaternaires 

La Chromatographie liquide à polarité de phase inverse ;‘PLC, de l͛aŶglais « Reverse Phase 

Liquid Chromatography ») s͛avğƌe ġtƌe la teĐhŶiƋue la plus laƌgeŵeŶt eŵploǇĠe pouƌ l͛aŶalǇse 
séparative des ammoniums quaternaires de type BACs et DDACs [34, 55-67]. Les auteurs 

expliquent ce choix par un apport accru en sélectivité et en sensibilité qui peƌŵet d͛atteiŶdƌe 
des limites de détection basses. Toutefois, la chromatographie en phase gazeuse (GC, de 

l͛aŶglais « Gas Chromatography »Ϳ a ĠtĠ utilisĠe daŶs le Đas d͛uŶe Ġtude poƌtaŶt suƌ l͛aŶalǇse du 
DDAC-C12 dans les légumes [68]. Il s͛agit d͛uŶ des ƌaƌes Đas, voiƌe le seul, où la GC a été 

employée pour séparer les AQs présents dans les denrées alimentaires. DaŶs le Đas de l͛aŶalǇse 
eŶ GC, uŶe Ġtape de dĠƋuateƌŶisatioŶ est ŶĠĐessaiƌe et uŶe peƌte d͛iŶfoƌŵatioŶ est une 

conséquence [69]. De Đe fait, la LC paƌait Đoŵŵe la teĐhŶiƋue de Đhoiǆ pouƌ l͛aŶalǇse des AQs. 

En LC, trois paramètres principaux sont à prendre en considération lors du développement de la 

méthode, (i) la colonne analytique, (ii) le ŵode d͛ĠlutioŶ et (iii) la phase mobile. 

Malgré la diversité des colonnes chromatographiques disponibles sur le marché, une 

prédominance de la phase stationnaire de type octadecyl (C18) est constatée pouƌ l͛aŶalǇse des 
BACs et DDACs [56, 61-63, 70]. Ce Đhoiǆ peut s͛eǆpliƋueƌ paƌ la polaƌitĠ de Đes analytes qui 

présentent une ou deux chaine(s) aliphatique(s) de longueur variable (C8 à C18) à affinité pour 

la phase stationnaire retenue. Toutefois, deuǆ Ġtudes ŵoŶtƌeŶt l͛usage d͛uŶe ĐoloŶŶe à 
interaction hydrophile (HILIC) pour la séparation chromatographique de certains AQs (BAC-C10 à 

C16 et le DDAC-C10) dans le lait et la poudre de lait reconstituée [55, 60].  

L͛aŶalǇse de la littĠƌatuƌe sĐieŶtifiƋue a ƌĠvĠlĠ Ƌue l͛ĠlutioŶ eŶ ŵode gƌadieŶt est 

particulièrement eŵploǇĠe pouƌ l͛aŶalǇse ŵultiƌĠsidus d͛aŵŵoŶiuŵs ƋuateƌŶaiƌes. EŶ effet, Đe 
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mode est le plus adapté compte tenu du nombre et de la structure proche mais différente des 

analytes. NĠaŶŵoiŶs, des Ġtudes poƌtaŶt suƌ l͛aŶalǇse des BACs et DDAC-C10 dans le lait et la 

poudre de lait proposent une séparation en mode isocratique [55, 60].  

La phase mobile présente une composition très variée selon les études, aboutissant dans tous 

les cas à une séparation nette des BACs et DDACs. Plusieurs méthodes ont été développées 

pour la séparation des BACs et DDACs en utilisant la LC au ŵoǇeŶ d͛uŶ gradient binaire avec 

pouƌ solvaŶt d͛ĠlutioŶ les Đouples eau/ŵĠthaŶol [56, 62-64, 70] ou eau/acétonitrile [34, 55, 60, 

64, 65, 71, 72]. L͛ajout de taŵpon et d͛aĐide dans les éluants est courant pour maintenir la 

stabilité du pH de la phase mobile. En effet, certains composés nécessitent des conditions de pH 

spĠĐifiƋue pouƌ peƌŵettƌe auǆ ŵolĠĐules ioŶisaďles d͛ġtƌe sous leuƌ foƌŵe la plus adaptĠe à 
l͛aŶalyse, ƌaisoŶ Ƌui Ŷe peut ġtƌe diƌeĐteŵeŶt appliĐaďle auǆ sels d͛AQs, ioŶisĠs Ƌuel Ƌue soit le 
pH de la solution. Pour la séparation des AQs, les auteurs acidifient la phase ŵoďile paƌ l͛ajout 
d͛uŶ aĐide faiďle ;aĐide aĐĠtiƋue ou foƌŵiƋueͿ daŶs les ĠluaŶts [34, 55, 56, 60, 64, 72]. 

L͛aĐidifiĐatioŶ de la phase ŵoďile offƌe deuǆ avaŶtages, ;iͿ elle peƌŵet la ŶeutƌalisatioŶ des 
groupements silanols pour ainsi réduire les interactions secondaires, et (ii) elle permet de 

coŶtƌôleƌ les Ġtats d͛ioŶisatioŶ des aŶalǇtes eŶ RPLC. Certains auteurs ajoutent également une 

solutioŶ taŵpoŶ, gĠŶĠƌaleŵeŶt de l͛aĐĠtate ou du foƌŵiate d͛aŵŵoŶiuŵ, doŶt l͛additioŶ 
semble améliorer la séparation chromatographique [55, 60, 62, 63, 65, 70-72]. 

2.1.1.2 L’Aminopropyldodécylpropane diamine  

L͛aŶalǇse de la littĠƌatuƌe sĐieŶtifiƋue Ŷ͛a ƌĠvĠlĠ auĐuŶe ŵĠthode d͛aŶalǇse quantitative de 

ƌĠsidus d͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe daŶs des ŵatƌiĐes aliŵeŶtaiƌes ou même 

environnementales. De plus, tƌğs peu d͛auteuƌs ŵeŶtioŶŶeŶt l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe 
diaŵiŶe daŶs le Đas d͛aŶalǇses qualitatives [73-75]. Une première étude de 1977 [73] révèle 

qualitativement la pƌĠseŶĐe de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe daŶs les Đƌevettes. 
L͛aŶalǇse a ĠtĠ ƌĠalisĠe par GC avec dérivation de cette polyamine par chauffage et en présence 

d͛uŶe solutioŶ d͛aĐide tƌifluoroacétique. Des études plus récentes dont les seuls travaux ont été 

publiés concernent des méthodes de spectrométrie RMN, de titration acide-base et de 

séparation en LC [74], et une technique plus originale basée sur un dispositif composite hybride 

[75], pour cette substance active dans des formulations commerciales. L͛Ġtude de MoŶdiŶ et al. 
[74] montre une séparation en chromatographie liquide en phase inverse avec pour conditions, 

uŶe ĐoloŶŶe Cϭϴ, uŶe phase ŵoďile ĐoŵposĠe d͛eau et d͛aĐĠtoŶitƌile tous deuǆ aĐidifiĠs paƌ uŶ 
ageŶt d͛appaƌieŵeŶt d͛ioŶ peƌfluoƌĠ ;PFPA, de l͛aŶglais PeŶtaFluoƌoPƌopioŶiĐ AĐidͿ, et une 

élution en mode gradient. L͛aŶalǇse de la littĠƌatuƌe a ĠtĠ Ġlaƌgie auǆ ŵĠthodes d͛aŶalǇses 

d͛amines biogènes et de polyamines pouvant avoir une structure proche de celles de 

l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe. DaŶs Đe Đas ĠgaleŵeŶt, la RPLC s͛avğre être la 

technique la plus employée [76-91]. Deux approches analytiques, (i) la dérivation et (ii) la 

Đhƌoŵatogƌaphie d͛appaƌieŵeŶt d͛ioŶs, susĐeptiďles de ĐoŶveŶiƌ à 
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l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe, soŶt toutes deuǆ laƌgeŵeŶt eŵploǇĠes pouƌ l͛aŶalǇse 
de composés à groupement amine difficilement analysables en RPLC. 

La dérivation est utilisée pour neutraliser les fonctions amines qui, sans cette réaction, induisent 

un état de charge de la molécule variable selon le pH, ce qui constitue une contrainte pour la 

rétention en phase inverse. Ainsi, par réaction avec un agent de dérivation spécifique, un 

composé dérivé ne présentant pas d͛Ġtat de Đhaƌge ŵultiple seƌa oďteŶu, faĐilitaŶt aiŶsi la 

séparation chromatographique. La dérivation est largement utilisée pour ajouter notamment un 

gƌoupeŵeŶt Đhƌoŵophoƌe peƌŵettaŶt l͛aŶalǇse des aŵiŶes eŶ Ultraviolet (UV) ou pour ajouter 

un groupement fluorescent pour une analyse par LC/fluo [81, 82, 85, 89-91]. Toutefois l͛aŶalǇse 
eŶ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse Ŷ͛est pas eǆĐlue [87, 92-94]. Les réactifs de dérivation tels que le 

chlorure de dabsyl [78] ou de dansyl [78, 84, 85, 87, 88, 92, 93, 95, 96], l͛o-phthalaldehyde 

(OPA) [97-99], la 1,2-Naphthoquinone-4-sulfonate (NQS) [75], la fluorescamine [95], le 

chloroformiate de 9-fluorénylméthyle (FMOC) [98] sont les plus utilisées pour réagir avec les 

amines biogènes et les polyamines.  

La Đhƌoŵatogƌaphie d͛appaƌieŵeŶt d͛ioŶs dont le mécanisme de rétention repose sur la 

foƌŵatioŶ d͛uŶe paiƌe d͛ioŶs eŶtƌe l͛aŶalǇte ĐhaƌgĠ et l͛ageŶt d͛appariement d͛ioŶs de Đhaƌge 
opposée représente la seconde approche analytique. La Ŷatuƌe de l͛ageŶt d͛appariement d͛ioŶs 
est choisie pouƌ soŶ affiŶitĠ aveĐ la phase statioŶŶaiƌe afiŶ d͛augŵeŶteƌ la ƌĠteŶtioŶ de la paiƌe 
foƌŵĠe. L͛aŶalǇse de littĠƌatuƌe sĐieŶtifiƋue a ƌĠvĠlĠ l͛usage d͛aĐides foƌts tels Ƌue l͛aĐide 
heptafluorobutyrique (HFBA) ou l'acide pentafluoropropionique (PFPA), comme agents 

d'appariement d'ions [74, 89-91, 97, 100]. Leur utilisation est généralement combinée à celle 

d͛uŶ aĐide faiďle ;eǆ. aĐide pƌopioŶiƋueͿ pouƌ liŵiteƌ l͛effet suppƌesseuƌ d͛ion largement 

ŵeŶtioŶŶĠ loƌs de l͛ioŶisatioŶ eŶ eleĐtƌospƌaǇ de ĐoŵposĠs ďasiƋues [89, 91, 101, 102].  

Concernant la colonne analytique utilisée pour la séparation des composés présentant un ou 

plusieurs groupements amines, la phase stationnaire de type C18 est privilégiée. Le niveau de 

pureté de la silice est un facteur pouvant avoir une influence sur la rétention et donc sur la 

ĐapaĐitĠ sĠpaƌative de la ĐoloŶŶe. Il est doŶĐ ƌeĐoŵŵaŶdĠ d͛utiliseƌ uŶe phase statioŶŶaire à 

siliĐe ultƌapuƌe eŶ ƌaisoŶ de l͛aďseŶĐe de métaux en son sein qui pourraient chélater les 

ĐoŵposĠs d͛iŶtĠƌġt pƌĠseŶtaŶt des foŶĐtioŶs aŵiŶes.  
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2.1.2 Techniques de détection 

2.1.2.1 Les détecteurs Ultraviolet et fluorimétrique 

Le couplage à des détecteurs Ultraviolet (UV) ou fluorimétrique (dit détection fluo) est une 

teĐhŶiƋue ĐoŵŵuŶĠŵeŶt eŵploǇĠe pouƌ l͛aŶalǇse d͛AQs, et d͛aŵiŶes ďiogğŶes et polǇaŵiŶes 

ayant été dérivées. Plus particulièrement, ce mode de détection a été utilisé dans de 

nombreuses études portant eǆĐlusiveŵeŶt suƌ l͛aŶalǇse des BACs dans des échantillons 

environnementaux et des formulations commerciales [65, 66, 69, 103]. Cette technique 

implique une spécificité structurale de la molécule, à savoir un groupement chromophore. De ce 

fait, ce mode de détection reste limité loƌs de l͛aŶalǇse de ĐoŵposĠs à pƌopƌiĠtĠs vaƌiĠes. CeĐi 
est le Đas loƌs d͛aŶalǇse ŵulti-ƌĠsidus d͛aŵŵoŶiuŵs ƋuateƌŶaiƌes, faisaŶt iŶteƌveŶiƌ les BACs et 
les DDACs, sachant que ces derniers ne présentent aucun groupement chromophore et ne 

peuvent subir aucune réaction de dérivation. L͛aŶalǇse exclusive de la littérature sur les 

matrices alimentaires ne révèle aucune méthode à détection UV, compte tenu du fait que les 

études poƌteŶt suƌ l͛aŶalǇse multirésidus de BACs et DDACs.  

2.1.2.2 La détection par spectrométrie de masse 

La speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse ;MS, de l͛aŶglais « Mass Spectrometry ») (Figure 13) s͛est iŵposĠe 
au fil du temps comme la technique de choix permettant une spécificité et une sensibilité 

aĐĐƌue. De plus, la littĠƌatuƌe fait Ġtat de l͛usage de la speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse pouƌ la 
quantification de résidus de biocides [34, 55-57, 59, 60, 68, 72], et d͛aŵiŶes ďiogğŶes et de 
polyamines [74, 87, 89-91, 93, 94, 96, 100] dans des matrices alimentaires.  
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Figure 13 : SĐhĠŵa de pƌĠseŶtatioŶ gĠŶĠƌal d’uŶ sǇstğŵe aŶalǇtiƋue de speĐtƌoŵğtƌe de ŵasse  

Pouƌ l͛aŶalǇse de ƌĠsidus de ĐoŶtaŵiŶaŶts aliŵeŶtaiƌes apƌğs uŶe sĠpaƌatioŶ eŶ LC, l͛ioŶisatioŶ 
est généralement ƌĠalisĠe eŶ ŵode eleĐtƌospƌaǇ ;ESI, de l͛aŶglais « electrospray ionization »).  

Le pƌoĐĠdĠ d͛ioŶisatioŶ ESI ĐoŶduit à la foƌŵatioŶ d͛ioŶs ŵoŶo- et multichargés positivement en 

mode positif ou d͛ioŶs ĐhaƌgĠs ŶĠgativeŵeŶt en mode négatif. L͛ESI est ŵĠthode d͛ioŶisatioŶ 
dite « douce » puisƋu͛elle peƌŵet l͛ioŶisatioŶ de ŵolĠĐules peu volatils et de polarité moyenne 

à forte sans fragmentation induite.  

Les ions formés en ESI sont accélérés et focalisĠs jusƋu͛à l͛aŶalǇseuƌ eŶ vue de les sĠpaƌeƌ seloŶ 
leuƌ ƌappoƌt ŵ/z. Il eǆiste de Ŷoŵďƌeuǆ aŶalǇseuƌs ƌĠpoŶdaŶt à des usages diveƌs. Pouƌ l͛aŶalǇse 
ĐiďlĠe de ƌĠsidus de ďioĐides et d͛autƌes ĐoŶtaŵiŶaŶts daŶs les ŵatƌiĐes aliŵeŶtaiƌes, l͛aŶalǇse 
de la littérature scientifique montre la pƌĠdoŵiŶaŶĐe de l͛usage de la speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse 
en tandem (MS/MS) de type triple quadripôle (tQ). Pouƌ l͛aŶalǇse ĐiďlĠe de ƌĠsidus de 
ĐoŶtaŵiŶaŶts aliŵeŶtaiƌes, le ŵode d͛aĐƋuisitioŶ M‘M ;Multiple ‘eaĐtioŶ MoŶitoƌiŶgͿ est 

gĠŶĠƌaleŵeŶt utilisĠ puisƋu͛il peƌŵet de disposeƌ de tƌaŶsitioŶs M‘M pouƌ ĐhaƋue ŵolĠĐule 
afiŶ d͛appoƌteƌ uŶe spĠĐifiĐitĠ d͛aŶalǇse.  

NĠaŶŵoiŶs, ƋuelƋues Ġtudes foŶt usage de la teĐhŶologie à teŵps de vol ;TOF, de l͛aŶglais 
« Time of flight »Ϳ pouƌ l͛analyse des AQs et polyamines [59, 93, 94] [ref].  
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Compte tenu des informations extraites de cette partie relative à la détermination des résidus 

de ďioĐides dĠsiŶfeĐtaŶts, il s͛avğƌe Ƌue la LC-ESI-MS/MS constitue un outil analytique de choix 

pouƌ des appƌoĐhes d͛aŶalǇse ĐiďlĠe. La speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse eŶ taŶdeŵ de tǇpe tƌiple 
quadripôle offre une sensibilité et une spécificité appréciable dans un objectif de mesures 

quantitatives de contaminants. Néanmoins, la LC-ESI-MS/MS est sensible aux effets matrices 

ŶotaŵŵeŶt loƌs d͛aŶalǇse de ŵatƌiĐes Đoŵpleǆes, Đe Ƌui implique la nécessité d͛adopteƌ au 
pƌĠalaďle uŶe dĠŵaƌĐhe de tƌaiteŵeŶt d͛ĠĐhaŶtilloŶs adaptĠe à l͛outil aŶalǇtiƋue et à la matrice 

d͛iŶtĠƌġt.  

2.2 Techniques de préparation d’échantillons alimentaires 

La seĐoŶde Ġtape du pƌotoĐole aŶalǇtiƋue ĐoŶsiste eŶ la pƌĠpaƌatioŶ des ĠĐhaŶtilloŶs. L͛aŶalǇse 
de la littĠƌatuƌe sĐieŶtifiƋue fait Ġtat de Ŷoŵďƌeuses ŵĠthodes d͛aŶalǇses de ƌĠsidus de 
biocides et de polyamines dans des matrices alimentaires, faisant appel à différentes techniques 

de pƌĠpaƌatioŶ d͛ĠĐhaŶtilloŶs. 

 PƌĠĐautioŶs d’usage 

L͛aŶalǇse des BACs et DDACs ŶĠĐessite ƋuelƋues pƌĠĐautioŶs avaŶt de pƌoĐĠdeƌ à leur isolement 

de la matrice. En raison de leur caractère amphiphile, les AQs sont connus pour leur forte 

ĐapaĐitĠ d͛adsoƌptioŶ suƌ diffĠƌeŶts tǇpes de ŵatĠƌiauǆ et paƌtiĐuliğƌeŵeŶt la veƌƌeƌie et les 
surfaces en acier inoxydable [34, 56, 57, 59-61, 63]. En effet, par leur pôle hydrophile chargé 

positiveŵeŶt, les AQs s͛adsorbent sur les surfaces négativement chargées tels que les surfaces 

en acier inoxydable [20]. Différents moyens sont mis en place pour tenter de réduire ce 

phĠŶoŵğŶe d͛adsoƌptioŶ. L͛usage de la veƌƌeƌie est, dans la mesure du possible, évité au profit 

de matériels jetables en plastique (ex. polypropylène PP). L͛usage de solvants organiques (ex. 

chloroforme, méthanol, acétonitrile) pouƌ ƌiŶĐeƌ les ŵatĠƌiels de pƌĠpaƌatioŶ d͛ĠĐhaŶtilloŶs est 
retrouvé dans de nombreuses études [34, 56, 60], pouvant être complété par un traitement 

thermique. Certains auteurs proposent de saturer les sites actifs en traitant la verrerie par un 

aŵŵoŶiuŵ ƋuateƌŶaiƌe ŶoŶ d͛iŶtĠƌġt avaŶt de pƌoĐĠdeƌ au ƌiŶçage paƌ solvaŶt [57].  

 PƌĠpaƌatioŶ d’ĠĐhaŶtilloŶ : extraction et/ou purification 

La pƌĠpaƌatioŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ peut avoiƌ plusieuƌs oďjeĐtifs :  

- Eǆtƌaiƌe les suďstaŶĐes d͛iŶtĠƌġts de la ŵatƌiĐe de ŵaŶiğƌe plus ou ŵoiŶs eǆhaustive 

- ChaŶgeƌ l͛Ġtat phǇsiƋue ;solide veƌs liƋuideͿ eŶ vue de l͛iŶjeĐtioŶ pouƌ l͛aŶalǇse 

- CoŶĐeŶtƌeƌ l͛eǆtƌait eŶ aŶalǇtes d͛iŶtĠƌġts afiŶ d͛augŵeŶteƌ la seŶsiďilitĠ de l͛aŶalǇse et 
de répondre aux seuils réglementaires toujours en évolution 

- EliŵiŶeƌ uŶe paƌtie de la ŵatƌiĐe afiŶ de ƌeŶdƌe l͛eǆtƌait Đoŵpatiďle aveĐ la teĐhŶiƋue 
aŶalǇtiƋue et de suppƌiŵeƌ les iŶteƌfĠƌeŶts poteŶtiels Ƌui pouƌƌaieŶt iŵpaĐteƌ l͛aŶalǇse. 
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L͛eǆtƌaction par solvant regroupant les ŵĠthodes d͛eǆtƌaĐtioŶ liƋuide-liƋuide ;LLE, de l͛aŶglais « 
Liquid-Liquid Extraction ») et solide-liƋuide ;SLE, de l͛aŶglais « Solid-Liquid Extraction ») est la 

technique d͛eǆtƌaĐtioŶ la plus eŵploǇĠe pour extraire les biocides et les polyamines, que l͛oŶ 
cherche à traiter des matrices alimentaires liquides ou solides. L͛aŶalǇse de la littĠƌatuƌe 
scientifique montre son usage pour le traitement de matrices alimentaires variées telles que des 

fruits et légumes, des céréales, de la viande [34, 55, 56, 61-64, 68, 78, 79, 83-85, 96, 97], et dont 

l͛eǆtƌaĐtioŶ des ďioĐides et polyamines daŶs les aliŵeŶts ƌepose esseŶtielleŵeŶt suƌ l͛usage de 
solvaŶts oƌgaŶiƋues tels Ƌue l͛aĐĠtoŶitƌile (ACN) et le méthanol (MeOH). Les avantages de cette 

teĐhŶiƋue ƌeposeŶt suƌ sa siŵpliĐitĠ et uŶe ƌelative ƌapiditĠ d͛appliĐatioŶ. De plus, elle peƌŵet 
l͛eǆtƌaĐtioŶ de ĐoŵposĠs à pƌopƌiĠtĠs phǇsiĐo-chimiques pouvant être très variées, idéale pour 

des méthodes multirésidus. 

Les denrées alimentaires sont des matrices complexes dont les principales substances 

endogènes telles que les sucres, les protéines, les lipides, pouvant iŶteƌfĠƌeƌ loƌs de l͛aŶalǇse, 
doivent être autant que possible éliminées au cours de cette phase de préparation 

d͛ĠĐhaŶtilloŶs. La ŵĠthode dite QuEChE‘S ;aĐƌoŶǇŵe aŶglais de Quick, Easy, Cheap, Effective, 

Rugged and SafeͿ et l͛eǆtƌaĐtioŶ eŶ phase solide ;SPE, de l͛aŶglais « Solid Phase Extraction ») 

sont les deux techniques les plus employées au cours du traitement des échantillons 

alimentaires tels que les fruits et légumes, le lait et fromages, la viande, les céréales et le sucre 

[55, 56, 60, 62, 63, 72], pouvant contenir des ƌĠsidus de ďioĐides, d͛aŵiŶes biogènes et de 

polyamines. L͛avaŶtage de la ŵĠthode QuEChE‘S est pƌiŶĐipaleŵeŶt de pouvoiƌ l͛ajusteƌ eŶ 
fonction des besoins (molécules et matrices étudiées) de par la variété de sels et adsorbants 

Ƌu͛elle pƌopose ;Tableau 7).  

Tableau 7 : Déclinaison des sels et adsorbants proposés pour la méthode QuEChERS [104, 105] 

 



Partie 1 : Étude ďiďliogƌaphiƋue et Ġtat de l͛aƌt  

 

~ 40 ~ 

En SPE, plusieurs types de phases adsorbantes (Figure 14) sont utilisĠs pouƌ l͛eǆtƌaĐtioŶ et la 
purification des BACs et DDACs, ainsi que des polyamines. L͛aŶalǇse de la littérature scientifique 

a ŵoŶtƌĠ uŶe teŶdaŶĐe ŵajoƌitaiƌe à l͛usage de soƌďaŶts ĠĐhaŶgeuƌs de ĐatioŶs ;faiďle ou foƌtͿ 
de tǇpe SCX ;de l͛aŶglais, « Strong Cation eXchange »Ϳ et WCX ;de l͛aŶglais « Weak Cantion 

eXchange ») qui permettent une interaction entre les greffons, sulfonique ou acide 

ĐaƌďoǆǇliƋue, ĠĐhaŶgeuƌs d͛ioŶs et l͛azote des ammoniums quaternaires chargé positivement 

[60, 72, 85, 97]. La stƌuĐtuƌe de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe laisse pƌĠsager le même 

tǇpe d͛iŶteƌaĐtioŶ. NĠaŶŵoiŶs, Đoŵpte teŶu du ĐaƌaĐtğƌe aŵphiphile des aŵŵoŶiuŵs 
ƋuateƌŶaiƌes et de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe, d͛autƌes phases telles la phase 
inverse greffée C18 [78, 84, 97] qui interagira avec la partie hydrophobe des molécules ou la 

phase polymérique universelle HLB® [97] à double interactions (hydrophile et lipophile) 

semblent doŶŶeƌ satisfaĐtioŶ. D͛apƌğs la littĠƌatuƌe, la SPE eŶ taŶt Ƌue teĐhŶiƋue d͛eǆtƌaĐtioŶ 
et/ou de puƌifiĐatioŶ seŵďle ġtƌe la plus adaptĠe à l͛aŶalǇse des ďioĐides Ƌuel que soit le type 

de matrices.  

 
Figure 14 : Types de supports adaptés à la préparation d’ĠĐhaŶtilloŶs paƌ SPE pouƌ l’aŶalǇse des ďioĐides 

désinfectants étudiés 

Le tableau 8 présente les différentes caractéristiques quelques méthodes d͛aŶalǇses Ƌui oŶt fait 
l͛oďjet d͛uŶe ĐoŵŵuŶiĐatioŶ paƌ affiĐhe ou de puďliĐatioŶs pouƌ dĠteƌŵiŶeƌ les ƌĠsidus de BACs 

et DDACs dans les matrices alimentaires. 
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Tableau 8 : MĠthodes d’aŶalǇses pouƌ le dosage des ƌĠsidus de BACs et DDACs dans les matrices alimentaires 
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2.3 Evaluation des performances et validation de la méthode 

La ŵĠthode d͛aŶalǇse ƋuaŶtitative dĠveloppĠe a pouƌ ďut d͛ġtƌe appliƋuée en routine à tout 

échantillon à analyser. Cette méthode quantitative doit ġtƌe sĠleĐtive des ŵolĠĐules d͛iŶtĠƌġts, 
idéalement simple et rapide, et surtout la plus performante possible. Ainsi, une fois la méthode 

développée, il est nécessaire de valider le processus analytique global par l͛ĠvaluatioŶ de ses 
caractéristiques de peƌfoƌŵaŶĐes au ƌegaƌd de l͛usage atteŶdu ; ce qui constitue la 3ème étape 

du ĐǇĐle de vie d͛uŶe ŵĠthode aŶalǇtiƋue ;Figure 15).  

 
Figure 15 : CǇĐle de vie d’uŶe ŵĠthode d’aŶalǇse [106] 

L͛ĠvaluatioŶ des peƌfoƌŵaŶĐes et la validatioŶ des ŵĠthodes aŶalǇtiƋues soŶt dĠĐƌites daŶs 
plusieurs normes, en particulier la norme ISO 17025 : 2017 qui exige des laboratoires travaillant 

sous accréditation que « les méthodes développées au laboratoire ou celles qui sont adaptées 

par le laboratoire peuvent être utilisées si elles sont validées ». La définition de la validation 

d͛uŶe ŵĠthode d͛aŶalǇse daŶs Đette Ŷorme est la suivante : « la validation est la confirmation 

paƌ eǆaŵeŶ et l’appoƌt de preuves objectives du fait que les prescriptions particulières en vue 

d’uŶe appliĐatioŶ pƌĠvue dĠteƌŵiŶĠe soŶt ƌeŵplies ». AutƌeŵeŶt dit, il s͛agit d͛appoƌteƌ des 
preuves objectives que la méthode répond bien aux besoins initialement définis, à savoir, dans 

notre cas, uŶe ŵaitƌise de l͛iŶĐeƌtitude suƌ uŶ doŵaiŶe de validitĠ.  
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2.3.1Vocabulaire de la validation 

Le terme « validation » et ceux des caractéristiques associées étant largement employés dans la 

littérature, les définitions se doiveŶt d͛ġtƌe reprises ici : 
Tableau 9 : Définition du vocabulaire de la validation  

 

2.3.2 Démarche de validation 

Dans le contexte de notre étude, il a été décidé d͛adopter une approche d͛aŶalǇse quantitative 

qui doit être évaluée et validée pour répondre au questionnement de la contamination des 

produits laitiers par les résidus de biocides désinfectants. La démarche de validation repose sur 

3 grandes étapes [106] :  

 La définition des critères de validation selon les attentes explicites et implicites du 

prescripteur du besoin de la méthode.  

 La caractérisation de la méthode qui consiste en la détermination des caractéristiques de 

performances.  
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 La validation de la méthode qui repose sur une confrontation des valeurs des 

paramètres de performances obtenues (biais, écart-type, etc.) pour les caractéristiques 

étudiées (justesse, fidélité, etc.) et celles des critères dument définis conjointement avec 

le prescripteur.  

L͛Ġtape de ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ de la ŵĠthode s͛Ġtaďlit au Ŷiveau iŶtƌa-laboratoire, et si possible, en 

inter-laboratoire. Dans le cadre de notre étude, nous nous en tiendrons à un usage dans notre 

seul laďoƌatoiƌe. Les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de peƌfoƌŵaŶĐes à Ġvalueƌ soŶt dĠpeŶdaŶtes de l͛Ġtape du 
processus de validation (intra ou inter-laboratoires) ainsi que du type de méthode (qualitative 

ou quantitative). Les méthodes développées au cours du travail de thèse ont une visée 

ƋuaŶtitative doŶt les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues se doiveŶt d͛ġtƌe ĠvaluĠes ;Tableau 10). 

Tableau 10 : Caractéristiques de performances à évaluer pour les méthodes qualitatives et quantitatives [106] 

 

La caractérisation de la méthode peut se faire par une approche « critère par critère » (Figure 

16) ou par une approche dite « globale » (Figure 17Ϳ. A titƌe d͛eǆeŵple, la validatioŶ d͛uŶe 
ŵĠthode d͛aŶalǇse de ŵĠdiĐaŵeŶts vĠtĠƌiŶaiƌes, dans le cadre du contrôle officiel des denrées 

alimentaires, est soumise à une approche de caractérisation « critère par critère » relative aux 

exigences normatives de la Décision (CE) No. 2002/657. Cette approche fournit des informations 

iŶtĠƌessaŶtes ďieŶ Ƌu͛il est paƌfois diffiĐile de statueƌ suƌ la validatioŶ gloďale de la ŵĠthode 
lorsque ĐeƌtaiŶes ĐaƌaĐtĠƌistiƋues soŶt valides taŶdis Ƌue d͛autƌes Ŷe le soŶt pas. A ce niveau, la 
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dĠĐlaƌatioŶ d͛aptitude de la méthode par le responsable de sa mise au point, exigée par la 

norme 17015 :2017, prend tout son sens. 

 
Figure 16 : IllustƌatioŶ de la ŵĠthodologie de ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ d’uŶe ŵĠthode aŶalǇtiƋue seloŶ uŶe appƌoĐhe 

« critères par critère » [106]  

Pour pallier à cet inconvénient majeur de contradiction des conclusions, une caractérisation 

gloďale ďasĠe suƌ l͛ĠvaluatioŶ d͛uŶe seule ĐaƌaĐtĠƌistiƋue de peƌfoƌŵaŶĐe ŵajeuƌe, à savoiƌ 
l͛eǆaĐtitude, est ĠgaleŵeŶt possiďle. AiŶsi, la validitĠ de la méthode sera statuée par rapport à 

uŶ iŶteƌvalle d͛aĐĐeptaďilitĠ ;Figure 17). 

 

 
Figure 17 : IllustƌatioŶ de la ŵĠthodologie de ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ d’uŶe ŵĠthode aŶalǇtiƋue seloŶ uŶe appƌoĐhe 

globale [106]  

EŶ Đe Ƌui ĐoŶĐeƌŶe les ŵĠthodes d͛aŶalǇses de ƌĠsidus de ďioĐides désinfectants dans les 

denrées alimentaires, aucun guide décrivant le processus de validation à adopter ainsi que les 

eǆigeŶĐes à suivƌe pouƌ ĐoŶfiƌŵeƌ la validitĠ de la ŵĠthode Ŷ͛est à Đe jouƌ pƌoposĠ, Đoŵŵe Đela 
est le cas pour les résidus de médicaments vétérinaires (Décision (UE) No. 2002/657) ou les 

pesticides (SANTE/11813/2017). A titƌe d͛eǆeŵple, VaŶ BƌuijŶsvooƌt et al. [34] ont utilisé cette 

appƌoĐhe pouƌ la validatioŶ de leuƌ ŵĠthode d͛aŶalǇse de BACs et DDACs daŶs les deŶƌĠes 
alimentaires. Pour notre étude, la validation des deux méthodes développées a été réalisée 

suivaŶt l͛appƌoĐhe gloďale ďasĠe suƌ l͛eǆaĐtitude tel que décrit dans la norme AFNOR NF V03-

ϭϭϬ ƌelatif à l͛aŶalǇse des pƌoduits agƌiĐoles et aliŵeŶtaiƌes Ƌui iŶtƌoduit la validatioŶ d͛uŶe 
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ŵĠthode ƋuaŶtitative paƌ ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ seloŶ l͛appƌoĐhe gloďale ďasĠe suƌ le pƌofil 
d͛eǆaĐtitude (PE).  

2.3.3 L’approche globale : le profil d’exactitude 

2.3.3.1 Principe général 

L͛appƌoĐhe gloďale est ƌĠalisĠe suƌ uŶe seule ĐaƌaĐtĠƌistiƋue de peƌfoƌŵaŶĐe ;eǆaĐtitudeͿ et 
peƌŵettƌa de statueƌ suƌ la validitĠ de la ŵĠthode seloŶ uŶ Đƌitğƌe, l͛iŶteƌvalle d͛aĐĐeptaďilitĠ. 
L͛eǆaĐtitude, caractéristique associée aux résultats, est une combinaison de la justesse (erreur 

systématique) et de la fidélité (erreurs aléatoires) qui sont des caractéristiques associées à la 

méthode (Figure 18). 

 
Figure 18 : Représentation schématique des termes de validation (justesse, fidélité et exactitude) 

 

Ce ĐoŶĐept de validatioŶ des ŵĠthodes ƋuaŶtitatives ďasĠ suƌ l͛eƌƌeuƌ totale ;dĠŶoŵŵĠ pƌofil 
d͛eǆaĐtitude, PE) a été développé par une commission de la Société Française des Sciences 

Techniques et Pharmaceutiques (SFSTP) [107-110]. Il est utilisé dans de nombreux domaines 

(chimie, biologie dénombrement, PCR) [111-121] et recommandé notamment dans des lignes 

directrices américaines de la FDA (Food and Drug Administration) [122] et de l͛EPA 

(Environmental Protection Agency) et dans de nombreuses normes (ex. NF V03-110). En 

utilisant les mesures de justesse et de fidélité (répétabilité et de fidélité intermédiaire), le profil 

d͛eǆaĐtitude est ĐoŶstƌuit de façoŶ à pouvoiƌ estiŵeƌ uŶ iŶteƌvalle de prédiction (appelé 

intervalle de tolérance) décrit par MEE (1984) où sera située une proportion connue de mesures 

et de vĠƌifieƌ Ƌu͛elles ne sortent pas des liŵites fiǆĠes paƌ uŶ iŶteƌvalle d͛aĐĐeptaďilitĠ ;±ʄͿ. 
Cette approche de validatioŶ offƌe l͛avaŶtage de pƌĠseŶteƌ gƌaphiƋueŵeŶt le pouƌĐeŶtage β des 
ƌĠsultats Ƌui se tƌouveƌoŶt daŶs les liŵites d͛aĐĐeptaďilitĠ ;±ʄͿ. Ces limites sont définies 

règlementairement, paƌ l͛utilisateuƌ ou paƌ le ĐlieŶt. Les liŵites de l͛iŶteƌvalle de tolĠƌaŶĐe β, 
auǆ diffĠƌeŶtes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs ĠtudiĠes, est appelĠ pƌofil d͛eǆaĐtitude. C͛est uŶ outil de décision 

pour statuer sur la validité de la méthode sur la gamme de concentration étudiée par 

ĐoŶfƌoŶtatioŶ aveĐ la zoŶe de validitĠ dĠfiŶie paƌ les liŵites ±ʄ (Figure 19). 
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Figure 19 : IllustƌatioŶ d’uŶ pƌofil d’eǆaĐtitude  

2.3.3.2 Plan de validation 

AfiŶ d͛Ġvalueƌ les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de peƌfoƌŵaŶĐes pour statuer de la validité de la méthode 

pouƌ l͛usage atteŶdu, il est ŶĠĐessaiƌe de préparer des échantillons supplémentés dans la 

matrice étudiée appelés staŶdaƌds d͛ĠtaloŶŶage ;SEͿ et staŶdaƌds de validatioŶ ;SVͿ Ƌui 
diffèrent par leur rôle. Pour réaliser le processus de validation, il convient de définir le nombre 

de jouƌs ou sĠƌies ;IͿ, le Ŷoŵďƌe de ƌĠpĠtitioŶs paƌ Ŷiveau et paƌ jouƌ ;J et J͛Ϳ, et les Ŷiveauǆ de 
ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ;K et K͛Ϳ. Ces diffĠƌeŶts paƌaŵğtƌes doiveŶt ġtƌe Đhoisis de ŵaŶiğƌe à s͛approcher 

au ŵaǆiŵuŵ des ĐoŶditioŶs d͛aŶalǇse de ƌoutiŶe. De plus, le design du plan de validation doit 

peƌŵettƌe d͛oďteŶiƌ uŶe puissaŶĐe des ƌĠsultats suffisaŶt. 

 Les SE permettent d͛Ġtaďliƌ la Đouƌďe d͛ĠtaloŶŶage de la ŵĠthode. Les paƌaŵğtƌes de 
répétitions ;J͛Ϳ et de Ŷiveau de ĐoŶĐeŶtƌatioŶs ;K͛Ϳ peuveŶt ġtƌe diffĠƌeŶts de Đeuǆ 
utilisés pour les SV. Sur le plan statistique, il est préférable de travailler en bloc équilibré, 

Đ͛est pouƌƋuoi le Ŷoŵďƌe de sĠƌies ;IͿ est généralement identique pour les SE et les SV.  

 Les SV permettent de déterminer les caractéristiques de performances de la méthode. 

Ils doivent représenter au ŵoiŶs ϯ Ŷiveauǆ de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ;K≥ϯͿ ƌĠpaƌtis suƌ le 
doŵaiŶe de validatioŶ afiŶ de vĠƌifieƌ Ƌue la justesse Ŷ͛est pas ďiaisĠe Đ͛est-à-dire que 

l͛eƌƌeuƌ sǇstĠŵatiƋue est négligeable. Les SV doivent être réalisés, autant que possible, 

en même temps et dans les mêmes conditions que les SE, afiŶ d͛utiliseƌ les foŶĐtioŶs de 
réponses correspondantes. 
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Le choix des niveaux de concentration est établi de façon à atteindre la limite de quantification 

la plus basse possible tout en encadrant la LMR dans le cas où elle serait fixée, ceci pour 

ƌĠpoŶdƌe auǆ ďesoiŶs d͛usage eŶ ƌoutiŶe. Le plan de validation global est décrit sur la figure 

suivante : 

 

Figure 20 : Plan de validation global 

2.3.3.3 Détermination de la fonction de réponse 

La fonction de réponse doit être établie de façon à permettre la quantification des échantillons 

eŶ aŶalǇse de ƌoutiŶe. La foŶĐtioŶ de ƌĠpoŶse d͛uŶe méthode doit décrire au mieux la relation 

existante entre la réponse (signal) Y et la concentration « théorique » X. Les données brutes 

sont analysées avec le logiciel e.noval® de la société Arlenda qui permet de choisir la fonction 

d͛ĠtaloŶŶage la plus appropriée et de construire le PE.  

A partir des résultats obtenus, il est possible de tester plusieurs régressions (ex. linéaire, 

quadratique, avec ou sans pondération, avec ou sans transformations (ex. logarithme, racine 

ĐaƌƌĠe, iŶveƌse…ͿͿ et de ĐoŶstƌuiƌe diffĠƌeŶts pƌofils d͛eǆaĐtitudes à paƌtiƌ du ŵġŵe jeu de 
données. Le choix du PE incluant le ŵodğle d͛ĠtaloŶŶage est ƌĠalisĠ à paƌtiƌ des iŶdiĐes suivaŶts 

[123] : iŶdiĐe d͛eǆaĐtitude ;aĐĐuƌaĐǇͿ IA et iŶdiĐe d͛iŶteƌvalle de dosage ;dosiŶg ƌaŶgeͿ IDR. Les 

autres indices à disposition, indice de fidélité (precision) IP et indice de justesse (trueness) IT, 

sont des indices de diagnostic. Le Đƌitğƌe appliƋuĠ auǆ iŶdiĐes est le suivaŶt : plus l͛iŶdiĐe est 
proche de 1, plus le modèle est adapté pour cette caractéristique. Le modèle optimal retenu est 

généralement celui présentant les indices les plus élevés. 

A partir des résultats obtenus avec le plan de validation, les concentrations en retour pour 

ĐhaƋue sĠƌie I soŶt ĐalĐulĠes à paƌtiƌ du ŵodğle d͛ĠtaloŶŶage ƌeteŶu.  
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2.3.3.4 Construction et interprétation du PE 

Le pƌofil d͛eǆaĐtitude, qui est une représentation graphique des concentrations théoriques 

;µg/kgͿ eŶ aďsĐisse et de l͛eƌƌeuƌ ƌelative ;%Ϳ en ordonnée, est construit à partir de deux 

paramètres définissant les objectifs visés de la méthode (Figure 19 ci-dessus) : 

 L͛iŶteƌvalle de tolĠƌaŶĐe liĠ à la pƌopoƌtioŶ β, Đ͛est-à-dire la proportion de futurs 

résultats attendus en routine, est dĠteƌŵiŶĠ eŶ foŶĐtioŶ du Đhaŵp d͛appliĐatioŶ de la 
ŵĠthode. A titƌe d͛eǆeŵple, pouƌ uŶe valeuƌ de β fiǆĠe à 80%, l͛appƌoĐhe gaƌaŶtit Ƌue 
seules 2Ϭ% des futuƌes ŵesuƌes d͛ĠĐhaŶtilloŶs iŶĐoŶŶus seƌoŶt eŶ dehoƌs de l͛iŶteƌvalle 
de tolérance calculé. Quand β diŵiŶue, il Ǉ auƌa plus de ĐhaŶĐes d͛avoiƌ des ŵesuƌes à 
l͛eǆtĠƌieuƌ des iŶteƌvalles de tolĠƌaŶĐe.  

 Les liŵites d͛aĐĐeptaďilitĠ ;±ʄͿ soŶt fiǆĠes eŶ foŶĐtioŶ de l͛usage prévu de la méthode en 

routine. Ces liŵites peƌŵetteŶt aiŶsi d͛eŶĐadƌeƌ l͛iŶteƌvalle de dosage.  

Ensuite, une estimation de la justesse et de la fidélité est réalisée à partir des concentrations en 

ƌetouƌ dĠfiŶies gƌâĐe au ŵodğle d͛ĠtaloŶŶage, ĐeĐi pouƌ ĐhaƋue Ŷiveau de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ K.  
La justesse peƌŵettaŶt d͛estiŵeƌ l͛eƌƌeuƌ sǇstĠŵatiƋue de ŵesuƌe est eǆpƌiŵĠe eŶ teƌŵes de 
biais absolu (µg/kg), de biais relatif (%) ou de taux de recouvrement (%). La fidélité donne des 

iŶfoƌŵatioŶs suƌ l͛eƌƌeuƌ alĠatoiƌe et est ĠvaluĠe à deuǆ Ŷiveauǆ : la répétabilité et la fidélité 

iŶteƌŵĠdiaiƌe. L͛ĠĐaƌt-type (SD) et le coefficient de variation (CV) peuvent exprimer la fidélité de 

manière absolue ou relative. 

S͛appuǇaŶt suƌ la ƌepƌĠseŶtatioŶ gƌaphiƋue du pƌofil, uŶe pƌeŵiğƌe iŶteƌpƌĠtatioŶ visuelle des 
résultats peut être faite. Il est possible de déterminer le domaine de validité de la méthode, qui 

correspond au domaine où la majeure partie des intervalles de tolérance (supérieur et inférieur) 

soŶt Đoŵpƌis daŶs l͛iŶteƌvalle d͛aĐĐeptaďilitĠ. Le doŵaiŶe de validité de la méthode correspond 

de Đe fait à l͛iŶteƌvalle de dosage. Le pƌofil d͛eǆaĐtitude fouƌŶit ĠgaleŵeŶt uŶe iŶfoƌŵatioŶ 
visuelle relative aux limites de quantification (LQ), haute et basse, de la méthode qui 

correspondent auǆ iŶteƌseĐtioŶs eŶtƌe l͛iŶteƌvalle de tolĠƌaŶĐe et l͛iŶteƌvalle d͛aĐĐeptaďilitĠ, ou 
à dĠfaut d͛iŶteƌseĐtioŶ, auǆ ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eǆtƌġŵes du doŵaiŶe de validatioŶ, répondant ainsi 

à sa définition. 

3. L’APPROCHE METABOLOMIQUE EN ANALYSE NON CIBLEE PAR 
SPECTROMETRIE DE MASSE A HAUTE RESOLUTION 

3.1 Introduction et objectifs  

La présence de résidus de biocides dans le lait et les produits laitiers représente une 

pƌoďlĠŵatiƋue de saŶtĠ puďliƋue à laƋuelle l͛aŶalǇse paƌ uŶe appƌoĐhe ĐiďlĠe pourrait répondre 

paƌ la ŵise eŶ œuvƌe de ŵĠthodes de ŵesuƌe de l͛eǆpositioŶ des ĐoŶsoŵŵateuƌs, Đe pour 
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permettre une analyse du risque. Au-delà de la présence de résidus de biocides connus dans les 

pƌoduits laitieƌs, uŶe ƋuestioŶ se pose ƋuaŶt à l͛iŵpaĐt Ƌue peuveŶt avoiƌ les pƌoĐĠdĠs de 
transformation du lait sur les biocides présents dans les denrées alimentaires. En effet, les 

traitements mécanique et thermique appliqués tout au long de la filière laitière pourraient 

iŶduiƌe uŶe ŵodifiĐatioŶ paƌ tƌaŶsfoƌŵatioŶ ou dĠgƌadatioŶ, de l͛Ġtat stƌuĐtuƌal, des ďiocides 

présents sous forme résiduelle dans les aliments et ainsi, générer de nouveaux contaminants 

indésirables inconnus, nommés produits néoformés. Depuis quelques années, les avancées 

technologiques en analytique avec des détecteurs à haut pouvoir résolutif ont permis de 

développer de nouvelles approches sans a priori, ou non ciblée, généralisées sous le terme de 

« méthodes omiques ». 

DaŶs le Đadƌe de Ŷotƌe Ġtude, Đe tǇpe d͛appƌoĐhe « non ciblée » permettra de repérer, sans a 

priori, toute modification induite par un facteur externe tel que les traitements chimiques, 

thermiques ou mécaniques. De plus, le recours à une approche non ciblée pourrait permettre 

d͛appoƌteƌ des ĠlĠŵeŶts de ƌĠpoŶse ƋuaŶt à l͛oĐĐuƌƌeŶĐe de pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs en relation 

avec la présence de résidus de biocides désinfectants dans les produits laitiers et de déterminer 

leuƌ ideŶtitĠ ĐhiŵiƋue. Pouƌ Đe faiƌe, uŶe ĐoŵpaƌaisoŶ de l͛eŵpƌeiŶte ĐhiŵiƋue de gƌoupes 
d͛ĠĐhaŶtilloŶs tƌaitĠs (ou contaminés) et non traités (ou témoins) par des biocides est réalisée 

afin de distinguer de potentiels marqueurs pertinents. L͛appƌoĐhe « non ciblée » nécessite de 

disposeƌ d͛iŶstƌuŵeŶts aŶalǇtiƋues de haute précision en mesure de fournir une information 

eǆtƌġŵeŵeŶt pƌĠĐise de l͛eŶseŵďle des ŵolĠĐules pƌĠsentes. Les avancées techniques en 

spectrométrie de masse, notamment la haute résolution, offrent des perspectives nouvelles 

quant à la recherche et l͛ideŶtifiĐatioŶ de ĐoŵposĠs ŶĠofoƌŵĠs, ŵolĠĐules ŶoŶ ĐiďlĠes ou 
inconnues. Cette technologie, à haute résolution, assure une détection des ions avec une 

pƌĠĐisioŶ eŶ ŵasse peƌŵettaŶt de distiŶgueƌ des ioŶs de ƌappoƌt ŵ/z pƌoĐhes et d͛effeĐtueƌ 
l͛aŶŶotatioŶ des ioŶs dĠteĐtĠs, Đ͛est à diƌe de foƌŵuleƌ des hǇpothğses d͛ideŶtitĠ des ŵolĠĐules.  

L͛aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe est uŶe appƌoĐhe ŵultidisĐipliŶaiƌe ŵettaŶt eŶ jeu des outils d͛aŶalǇse 
chimique et chimiométrique qui seront présentés plus en détails dans cette partie. 

3.2 L’approche d’analyse globale, ou non ciblée  

3.2.1 Principe général 

Par analogie au génome, transcriptome et protéome, le concept de métabolome, apparu à la fin 

des aŶŶĠes ϭϵϵϬ, fait ƌĠfĠƌeŶĐe à l͛eŶseŵďle des ŵĠtaďolites ĐoŶteŶus daŶs uŶ sǇstğŵe 
biologique donné : oƌgaŶisŵe, tǇpe Đellulaiƌe ou fluide ďiologiƋue tel Ƌue l͛uƌiŶe ou le plasŵa 
(Figure 21). 
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Figure 21 : RepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue de l’ĠĐhelle des diffĠƌeŶtes appƌoĐhes oŵiƋues 

Le terme métabolite inclut, généralement, toutes les molécules de petites tailles dont la masse 

moléculaire est inférieure à 1500 Da. Il regroupe à la fois les métabolites endogènes dès lors 

Ƌu͛ils soŶt sǇŶthĠtisĠs à l͛iŶtĠƌieuƌ et paƌ l͛oƌgaŶisŵe lui-même (ex. les sucres, les acides gras, 

les acides aminés, certains peptides et vitamines) et les xénométabolites et leurs dérivés, 

apportés par des facteurs externes, qui sont des métabolites totalement étrangers à 

l͛oƌgaŶisŵe ĠtudiĠ. Les ďioĐides, les pestiĐides, les ŵĠdiĐaŵeŶts et les peƌtuƌďateuƌs 
endocriniens constituent cette seconde catégorie. 

Différentes approches métabolomiques (Figure 22), classées selon deux principaux niveaux 

d͛aŶalǇse, se distiŶgueŶt eŶ foŶĐtioŶ de Đe Ƌue l͛oŶ ĐheƌĐhe à Ġtudieƌ [124-126]. Les analyses 

dites ciblées, représentant le premier niveau, sont généralement utilisées lors de l͛aŶalǇse de 
ŵĠtaďolites eŶdogğŶes issus d͛uŶe faŵille paƌtiĐuliğƌe. QuaŶt auǆ aŶalǇses dites gloďales, à 
ĐaƌaĐtğƌe plus Đoŵpleǆe, elles oŶt pouƌ ďut l͛aŶalǇse siŵultaŶĠe du plus gƌaŶd Ŷoŵďƌe de 
métabolites connus et/ou inconnus. Ces approches métabolomiques pouvant être empruntées 

de manière indépendante ou pouvant être associées, selon la problématique de recherche.  
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Figure 22 : Représentation schématique des différentes approches analytiques en métabolomique [127, 128] 

L͛aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe ďasĠe suƌ l͛appƌoĐhe « empreinte métabolique » basée sur la comparaison 

des empreintes chimiques des échantillons pour rechercher une discrimination entre les 

groupes est largement employée dans le domaine alimentaire dans un but de sécurité 

alimentaire [129-136]. A titƌe d͛eǆeŵple, des Ġtudes oŶt ĠtĠ ŵeŶĠes pouƌ ƌeĐheƌĐheƌ les 
métabolites présents dans le lait de vache suite au traitement des bovins par antibiotiques (ex. 

EŶƌofloǆaĐiŶe, β-lactame) [137, 138]. Une étude similaire a été menée pour rechercher des 

sulfamides et leurs métabolites dans le saumon [139]. En sécurité alimentaire, la 

métabolomique est également appliquée pour le contrôle de substances interdites [135]. Ce 

tǇpe d͛appƌoĐhe a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ utilisĠe pouƌ oďseƌveƌ les diffĠƌeŶĐes floƌales et 
géographiƋues d͛ĠĐhaŶtilloŶs de ŵiels [140], ou encore les différences entre les différentes 

espèces de café [41]. BeƌgaŵasĐhi et al. oŶt appliƋuĠ l͛appƌoĐhe d͛aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe pour 

oďseƌveƌ l͛ĠvolutioŶ de l͛eŵpƌeiŶte aƌoŵatiƋue de lait et des pƌoduits laits ;Đƌğŵe, fƌoŵagesͿ 
au Đouƌs de l͛alpage d͛ĠtĠ [141]. Quant à eux, Xi et al. ont été menée une étude métabolomique 

sur du lait chez les vaches laitières présentant une inflammation mammaire [142]. L͛eŵpƌeiŶte 
métabolique a également été utilisée pour mettre en évidence les différences fines dans le 

ŵĠtaďoloŵe du fƌoŵage peŶdaŶt l͛affiŶage [131]. De nombreuses études ont également été 

menées pour observer des différences en lien avec la cuisson, et plus largement le traitement 

thermique, des aliments [43, 44, 46, 52, 54, 132, 143, 144]. Rubert et al. ont mis en application 
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cette approche par la mise en évidence de différences liées au traitement thermique, par 

comparaison des empreintes chimiques de laits de cajou frais et chauffé à haute température 

[132]. 

Dans le cadre de ce tƌavail de thğse, l͛appƌoĐhe « empreinte métabolique » a donc été retenue 

pouƌ ƌeĐheƌĐheƌ d͛ĠveŶtuels pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs. Cette appƌoĐhe pouƌƌa, paƌ l͛oďseƌvatioŶ de 
différence entre les groupes (traité et non traité), faire ressortir un ou des marqueur(s) 

pertinent(s) caractéristique(s) de la présence de biocides dans les produits laitiers ayant été 

impactés par les procédĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ. L͛aĐƋuisitioŶ des eŵpƌeiŶtes ĐhiŵiƋues eŶ 
spectrométrie de masse à haute résolution fournira des données qui seront retraitées et 

eǆploitĠes au ŵoǇeŶ d͛outils d͛aŶalǇses statistiƋues daŶs le ďut d͛oďseƌveƌ Đes diffĠƌeŶĐes. 

L͛aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe est uŶe appƌoĐhe ŵultidisĐipliŶaiƌe ŵettaŶt eŶ jeu des outils d͛aŶalǇse 
chimique et chimiométrique ; plus précisément, la préparation des échantillons, la séparation 

chromatographique, le tƌaiteŵeŶt du sigŶal et l͛aŶalǇse statistiƋue des données (Figure 23). 

 

Figure 23 : PƌoĐessus d’uŶe aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe paƌ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse à haute ƌĠsolutioŶ ;adaptĠ de la thğse 
de Roux 2011 [145]) 

L͛eǆpĠƌieŶĐe ĐoŵŵeŶĐe paƌ uŶe phase eǆpĠƌiŵeŶtale appropriée et construite de façon à 

fournir des données chimiquement interprétables, permettant ainsi de répondre à la 

problématique. Pour notre étude, celle-ci correspond à la fabrication des produits laitiers (PPC 

et FF) « non traités » et « traités » au biocide, selon des critères (nombre de lots, concentration 

de traitement) préalablement définis. Le traitement des échantillons le plus générique possible 

puis l͛acquisition en spectrométrie de masse à haute résolution permet de recueillir les données 

brutes, appelées empreintes chimiques, pour chaque échantillon. Le traitement des données 
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ainsi obtenues est réalisé en plusieurs étapes grâce à des logiciels spécialisés dans la détection 

des signaux avaŶt d͛ġtƌe aŶalǇsĠs aveĐ des outils statistiƋues eŶ vue de l͛oďteŶtioŶ des vaƌiaďles 
ŵaƌƋueuƌs d͛iŶtĠƌġts. L͛ideŶtifiĐatioŶ de Đes variables pourra être réalisée par une analyse 

spectrale et la consultation de bases de données. Une fois le métabolite identifié, la 

ĐoŶfiƌŵatioŶ peut ġtƌe oďteŶue paƌ l͛iŶjeĐtioŶ d͛uŶ staŶdaƌd puƌ du ŵĠtaďolite sous foƌŵe de 
standard pur. Dès lors que le métabolite est confirmé, une analyse quantitative peut être 

envisagée.  

NotoŶs Ƌu͛à ĐhaƋue Ġtape de l͛eǆpĠƌieŶĐe d͛aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe, il Ǉ eǆiste uŶ ƌisƋue de peƌdƌe 
de l͛iŶfoƌŵatioŶ Ƌui Ŷe peut ġtƌe ƌeĐouvƌĠe, eŶ ƌaisoŶ de la vaƌiaďilitĠ aŶalǇtiƋue et du Đhoiǆ 
des diffĠƌeŶtes ŵĠthodes de la pƌĠpaƌatioŶ d͛ĠĐhaŶtilloŶ à l͛aŶalǇse statistiƋue des doŶŶĠes.  

3.2.2 Préparation des échantillons 

Le choix de la technique de préparation des échantillons à adopter est un élément clé dont la 

qualité ne peut être négligée. Cette étape cruciale couvre plusieurs objectifs comme 

l͛ĠliŵiŶatioŶ des ĐoŶstituaŶts de la ŵatƌiĐe pouvaŶt pƌĠseŶteƌ uŶe iŶĐoŵpatiďilitĠ aveĐ la 
technique analytique retenue. L͛aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe paƌ ĐoŵpaƌaisoŶ d͛eŵpƌeiŶte ĐhiŵiƋue 
appliquée aux matrices agro-alimentaires a montré son efficacité dans la mise en évidence de 

ŵĠtaďolites gĠŶĠƌĠs daŶs le lait, les poissoŶs, les viaŶdes, à l͛issue du tƌaiteŵeŶt d͛aŶiŵauǆ paƌ 
des antibiotiques.  

Il va sans dire que ces matrices complexes présentent des constituants pouvant interférer dans 

l͛aŶalǇse eŶ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse, d͛où la ŶĠĐessitĠ de les ĠliŵiŶeƌ. L͛eǆtƌaĐtioŶ paƌ solvaŶt 
est majoritairement employée pour la préparation des échantillons alimentaires, où le choix du 

solvant est dépendant de la matrice et des métabolites recherchés. Certains auteurs indiquent 

pƌoĐĠdeƌ à uŶe eǆtƌaĐtioŶ à l͛eau pouƌ ƌĠduiƌe la peƌte de ŵĠtaďolites [41, 50, 137, 138, 140]. 

Néanmoins, les solvants organiques tels l͛ACN, le MeOH et l͛EtOH sont les plus utilisés pour une 

extraction la plus exhaustive de composés [132, 134, 139, 146]. A la suite de l͛Ġtape 
d͛eǆtƌaĐtioŶ, uŶe puƌifiĐatioŶ est possiďle paƌ SPE ou QuEChE‘S [50, 127, 130, 137, 138]. 

Ces eǆeŵples ŵoŶtƌeŶt le ƌôle ŵajeuƌ attƌiďuĠ à la pƌĠpaƌatioŶ d͛ĠĐhaŶtilloŶs. NotoŶs Ƌu͛à 
l͛issue de Đes Ġtapes, uŶe paƌtie de l͛iŶfoƌŵatioŶ peut ġtƌe peƌdue et Ŷe pouƌƌait ġtƌe ƌeĐouvƌĠe 
Ƌu͛eŶ combinant plusieurs techniques d͛eǆtƌaĐtioŶ afiŶ de ďalaǇeƌ uŶe laƌge gaŵŵe de polaƌitĠ 
des suďstaŶĐes eǆtƌaites. Dğs loƌs Ƌue l͛eǆtƌaĐtioŶ a ĠtĠ ƌĠalisĠe, il ĐoŶvieŶt de ƌeĐoŶstitueƌ 
l͛eǆtƌait daŶs uŶ solvaŶt Đoŵpatiďle pouƌ l͛iŶjeĐtioŶ daŶs le sǇstğŵe aŶalǇtiƋue ƌeteŶu.  

3.2.3 Acquisition des données 

L͛Ġtude du ŵĠtaďoloŵe est uŶ tƌavail Đoŵpleǆe puisƋue les ŵĠtaďolites diffğƌeŶt seloŶ leuƌ 
taille, leur structure, leur composition et la nature des groupements fonctionnels les 

constituant, leurs propriétés physico-chimiques subséquentes (volatilité, polarité) et leur 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ daŶs le ŵilieu ĠtudiĠ. De Đe fait, l͛eŶseŵďle des ŵĠtaďolites Ŷe peuveŶt ġtƌe 
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analysés par une seule et unique méthode. Quel que soit le protocole suivi, il subsistera une 

zoŶe d͛oŵďƌe, ƌelative auǆ avaŶtages et inconvénients de la méthode analytique, qui ne peut 

ġtƌe Ƌu͛adŵise. Le Đhoiǆ de l͛iŶstƌuŵeŶt pouƌ l͛aĐƋuisitioŶ des pƌofils ŵĠtaďoliƋues ƌepose suƌ 
ses performances en termes de seŶsiďilitĠ et de pƌĠĐisioŶ. De Ŷoŵďƌeuses ŵĠthodes d͛aŶalǇses 
ont adopté la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) et la spectrométrie de masse haute 

résolution (HRMS) couplée à des techniques séparatives (LC et GC) pouƌ l͛aŶalǇse 
métabolomique [130]. Ces techniques, les plus utilisées actuellement, permettent l͛aŶalǇse la 
plus exhaustive possible de la matrice étudiée. Par une approche chimiométrique des résultats, 

elles sont capables de mesurer des masses avec exactitude (erreur inférieure à la dizaine de 

ppm) et/ou de fournir une iŶfoƌŵatioŶ stƌuĐtuƌale fiaďle ŶĠĐessaiƌe à l͛ideŶtifiĐatioŶ des 
métabolites. Parmi ces nombreuses techniques, la LC-HRMS apparait la plus appropriée pour la 

recherche de composés issus de résidus de contaminants alimentaires permettant de fournir 

une information de masses exactes. Les technologies spectrométriques TOF (Time of Flight) et 

OrbitrapTM (Annexe 2) soŶt les plus utilisĠes. NĠaŶŵoiŶs, le Đhoiǆ de l͛iŶstƌuŵeŶt doit ġtƌe eŶ 
accord avec le besoin en résolution, en particulier pour la recherche de composés inconnus 

(Figure 24).  

 

Figure 24 : Evolution des technologies spectrométriques en lien avec la résolution [135]  

 

Des approches analytiques multidimensionnelles faisant appel à plusieurs modes de préparation 

d͛ĠĐhaŶtilloŶ et de techniques analytiques peuvent être envisagées afin de détecter un 

maximum de composés peƌŵettaŶt aiŶsi de disposeƌ d͛uŶ ŵaǆiŵuŵ d͛iŶfoƌŵatioŶ. 

Dans le cadre de notre étude, la LC-HRMS est donc la méthode analytique retenue pour 

l͛aĐƋuisitioŶ d͛empreinte chimique globale des divers échantillons de fromages (PPC et FF) 

traités et non traités. La méthode LC-HRMS doit être la plus simple possible et convenir à un 

maximum de composés, tant pour la séparation que la détection ; à savoir, dans le choix de la 

ĐoloŶŶe aŶalǇtiƋue, la phase ŵoďile et le gƌadieŶt d͛ĠlutioŶ aiŶsi Ƌue les paƌaŵğtƌes 
d͛ioŶisatioŶ ;teŵpĠƌatuƌe, pƌessioŶs de gazͿ. AfiŶ de ŵaǆiŵiseƌ la pƌoďaďilitĠ de dĠpisteƌ des 
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marqueurs peƌtiŶeŶts, il est ƌeĐoŵŵaŶdĠ d͛eǆploiteƌ uŶ ŵaǆiŵuŵ de ƌessouƌĐes 
teĐhŶologiƋues à dispositioŶ ;eǆ. ĐoloŶŶe aŶalǇtiƋue, souƌĐes et ŵodes d͛ioŶisatioŶͿ. 

De plus, des facteurs confondants analytiques peuvent impacter les analyses statistiques. A titre 

d͛exemple, en ESI, un encrassement de la source au fil des injections induit une variation du 

signal le plus couramment dans le sens de la diminution de son intensité. Il existe plusieurs 

façons de considérer ce facteur confondant analytique par : ;iͿ l͛ajout d͛uŶ ĠtaloŶ iŶteƌŶe Ƌui 
peƌŵettƌa d͛opĠƌeƌ, si ŶĠĐessaiƌe, à uŶe ĐoƌƌeĐtioŶ ultĠƌieuƌe du sigŶal, ;iiͿ uŶ sĠƋueŶçage 
alĠatoiƌe des ĠĐhaŶtilloŶs peƌŵet de pallieƌ la vaƌiatioŶ de l͛aďoŶdaŶĐe des sigŶauǆ, ;iiiͿ la 
ƌĠalisatioŶ d͛ĠĐhaŶtilloŶs de contrôle qualité dit « QC » qui seront introduit dans la séquence 

d͛iŶjeĐtioŶ eŶtƌe les ĠĐhaŶtilloŶs à iŶteƌvalle ƌĠgulieƌ. Une fois les optimisations réalisées et les 

faĐteuƌs liŵitaŶts ĐoŶsidĠƌĠs, l͛aĐƋuisitioŶ des doŶŶĠes peut ġtƌe ƌĠalisĠe paƌ l͛iŶjeĐtioŶ 
randomisée des échantillons. 

3.2.4 Traitement des données 

En métabolomique, le traitement des données est réalisé en plusieurs étapes par des logiciels 

dĠdiĠs au tƌaiteŵeŶt de doŶŶĠes eŶ vue d͛aŶalǇses statistiƋues. Ces logiĐiels disposeŶt 
d͛algoƌithŵes ŵathĠŵatiƋues peƌŵettaŶt d͛assuƌeƌ Đes Ġtapes de tƌaiteŵeŶt paƌ dĠteĐtioŶ 
autoŵatiƋue et d͛aligŶeŵeŶt des sigŶauǆ doŶt les paƌaŵğtƌes peuveŶt ġtƌe optiŵisĠs au seiŶ 
de la plateforme Galaxy « Work4metabolomics » [147-149] ou avec le package XCMS du logiciel 

RStudio.  

 Le pré-traitement des informations chromatographiques (temps de rétention) et 

spectrales (rapport m/z et intensité). Le pré-traitement repose sur la vérification visuelle 

de la validitĠ Ƌualitative des doŶŶĠes d͛aĐƋuisition brutes LC-HRMS, suivie de leur 

conversion du format de fichier constructeur (.raw) vers un format universel (netCDF) 

exploitables sous XCMS.  

 La détection automatique des pics qui consiste en la sélection des signaux analytiques 

pertinents présents daŶs les doŶŶĠes ďƌutes aĐƋuises ĐoƌƌespoŶdaŶt à l͛eŶseŵďle des 
ŵĠtaďolites dĠteĐtĠs daŶs la totalitĠ des ĠĐhaŶtilloŶs et eŶ l͛utilisatioŶ de filtƌes de ďƌuit 
(fonction « findpeaks »Ϳ. Cette Ġtape peƌŵet d͛eǆtƌaiƌe les ioŶs seloŶ leuƌ ƌappoƌt ŵasse 
sur charge m/z (avec une précision en masse de 5 ppm), de pointer chaque sommet de 

piĐs seloŶ leuƌ Tƌ et de suppƌiŵeƌ les aƌtĠfaĐts ĠleĐtƌoŶiƋues paƌ l͛usage de filtƌes de 
bruit de fond tels que le ratio signal sur bruit ou une comparaison du niveau de la ligne 

de base. 

 L͛aligŶeŵeŶt (ou groupement) des empreintes inter-échantillons (fonction « group ») 

doŶt le pƌiŶĐipal oďjeĐtif ĐoŶsiste à assoĐieƌ les sigŶauǆ ideŶtiƋues pƌoveŶaŶt d͛uŶ ŵġŵe 
ioŶ dĠteĐtĠ daŶs les diffĠƌeŶts ĠĐhaŶtilloŶs, paƌ ĐƌĠatioŶ de gƌoupes d͛ions selon le Tr et 

le rapport m/z, malgré de légers décalages possibles.  

 La correction des temps de rétention (fonction « retcor »), étape complémentaire à la 

précédente, qui après alignement des signaux identiques permet de recaler les Tr 
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permettant de Đoƌƌigeƌ uŶe dĠƌive ĠveŶtuelle au Đouƌs de la sĠƋueŶĐe d͛aĐƋuisitioŶ. Il 
est paƌfois ŶĠĐessaiƌe d͛effeĐtueƌ uŶ pƌoĐessus itĠƌatif du ĐǇĐle aligŶeŵeŶt/ĐoƌƌeĐtioŶ 
afin de mettre en évidence de nouveaux groupes non révélés la première fois. 

 La recherche et complétion de données manquantes (fonction « fillpeaks »). Cette 

foŶĐtioŶ peƌŵet d͛iŶtĠgƌeƌ du ďƌuit daŶs les ĠĐhaŶtilloŶs où auĐuŶ ioŶ Ŷ͛est dĠteĐtĠ. Le 
bruit intégré est issu du jeu de données « brutes » de départ.  

 La normalisation intra- et inter- séries est réalisée si nécessaire, selon la procédure 

décrite par Van derKloet [148]. La nécessité de normaliser est évaluée après observation 

de la dérive analytique sur les échantillons QC. Une régression) est appliquée à partir des 

iŶteŶsitĠs des ĠĐhaŶtilloŶs QC. L͛iŶteŶsitĠ ŵĠdiaŶe des QC est utilisĠe Đoŵŵe ƌĠfĠƌeŶĐe 
pour la ŵise à l͛ĠĐhelle des ĠĐhaŶtilloŶs. Suite à Đette ŶoƌŵalisatioŶ, le ĐoeffiĐieŶt de 
variation (CV) des réponses des métabolites dans les échantillons QC est calculé. Seuls 

les ions pour lesquels la valeur du CV est inférieure à un pourcentage défini au préalable 

paƌ l͛utilisateuƌ soŶt ĐoŶseƌvĠs. Pouƌ les autƌes, la vaƌiaďilitĠ aŶalǇtiƋue est ĐoŶsidĠƌĠe 
trop importante pour les conserver. 

A l͛issue de Đes Ġtapes de tƌaiteŵeŶt des doŶŶĠes, uŶe ŵatƌiĐe de doŶŶĠes est gĠŶĠƌĠe via le 
package CAMERA [150]. L͛aŶalǇse LC-HRMS fournit des données multidimensionnelles selon 3 

variables compilées dans une matrice : le rapport m/z, le teŵps de ƌĠteŶtioŶ Tƌ et l͛iŶteŶsitĠ des 
signaux (Figure 25). La matrice ĐoŵpƌeŶd eŶ ligŶe l͛eŶseŵďle des vaƌiaďles ŶoŵŵĠes 
« features » correspondant à un couple [m/z ; Tr] pour un ion détecté, et en colonne, la variable 

d͛iŶteŶsitĠ ƌelative auǆ vaƌiaďles [m/z ; Tr] pour chaque échantillon. A chaque variable (ou 

Feature) est associée un graphique des « extracted ion chromatograms » ou EIC, qui représente 

les chromatogrammes superposés de chaque échantillon. Une représentation par box-plot de la 

dispersion de la réponse métabolite dans les différents échantillons accompagne également 

chaque variable.  

  



Partie 1 : Étude ďiďliogƌaphiƋue et Ġtat de l͛aƌt  

 

~ 60 ~ 

 
Figure 25 : SǇŶoptiƋue de la ŵĠthodologie d’aĐƋuisitioŶ et de tƌaiteŵeŶt des doŶŶĠes pouƌ la ƌeĐheƌĐhe de 

composés inconnus en analyse non ciblée 

3.2.5 Analyses statistiques 

La ĐoŵpaƌaisoŶ d͛eŵpƌeiŶtes chimiques globales est ƌĠalisĠe seloŶ deuǆ tǇpes d͛aŶalǇses 
statistiques : les analyses univariées et multivariées [151].  

L͛aŶalǇse statistiƋue des doŶŶĠes peƌŵet doŶĐ de sǇŶthĠtiseƌ et de stƌuĐtuƌeƌ l͛iŶfoƌŵatioŶ 
contenue dans les données mesurées en spectrométrie de masse. Ceci permettra de 

sélectionner les ions marqueurs de la présence de biocides désinfectants dans les produits 

transformés du lait. 

PƌĠalaďleŵeŶt à l͛aŶalǇse statistiƋue ŵultivaƌiĠe des doŶŶĠes, uŶe des opérations à effectuer 

est de « centrer » en déplaçant la distribution des valeurs autour de 0 en soustrayant la 

moyenne, puis de « réduire » les vaƌiaďles eŶ utilisaŶt l͛ĠĐart-type (Unit Variance ou UV). Dans 

d͛autƌes Đas, uŶe ŶoƌŵalisatioŶ de tǇpe Paƌeto, eŶ opĠƌaŶt paƌ soustƌaĐtioŶ de la ŵoǇeŶŶe et 
uŶe divisioŶ paƌ le ĐaƌƌĠ de l͛ĠĐaƌt-type, est préférée ; Đe Ƌui peƌŵet d͛attƌiďueƌ peu 
d͛iŵpoƌtaŶĐe auǆ faiďles sigŶauǆ tel Ƌue le bruit de fond. 

Les analyses statistiques multivariées sont utilisées pour étudier et décrire un ensemble de 

doŶŶĠes. Elles ƌepƌĠseŶteŶt uŶ outil de sǇŶthğse et de visualisatioŶ d͛uŶ oĐĠaŶ d͛iŶfoƌŵatioŶs, 
par la représentation des données tridimensionnelles acquises en LC-HRMS dans un espace 

ƌĠduit à deuǆ diŵeŶsioŶs, faĐilitaŶt aiŶsi l͛oďseƌvatioŶ de la vaƌiaďilitĠ du jeu de doŶŶĠes tout 
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eŶ pƌeŶaŶt soiŶ de liŵiteƌ au ŵaǆiŵuŵ la peƌte d͛iŶfoƌŵatioŶ. AiŶsi, la pƌojeĐtioŶ des doŶŶĠes 
dans un espace à faibles diŵeŶsioŶs faĐiliteƌa l͛aŶalǇse de doŶŶĠes. De Đe fait, uŶ ĐhaŶgeŵeŶt 
de coordonnées est effectué afin de définir de nouveaux axes, appelés composantes principales, 

qui concentreront le maximum de la variabilité du jeu de données (Figure 26). Ces composantes 

pƌiŶĐipales soŶt ĐlassĠes eŶ foŶĐtioŶ de la pƌopoƌtioŶ de vaƌiaďilitĠ Ƌu͛elles eǆpliƋueŶt. AiŶsi, la 
première composante principale représente la plus grande source de variabilité extraite du jeu 

de données ; puis la seconde composante, orthogonale à la première, exprime la source de 

variance de seconde importance à expliquer. Au-delà de deux composantes principales, la 

vaƌiaŶĐe ƌestaŶt à eǆpliƋueƌ suit le ŵġŵe pƌoĐessus d͛affeĐtatioŶ de ĐoŵposaŶtes, si ďieŶ Ƌue 
les dernières contiennent essentiellement du bruit de fond. Dans la majeure partie des cas, les 

deuǆ à tƌois pƌeŵiğƌes ĐoŵposaŶtes pƌiŶĐipales peƌŵetteŶt d͛eǆpliƋueƌ ϵϬ% de la vaƌiaďilitĠ du 
jeu de données étudiées.  

 
Figure 26 : Représentation de la projection du jeu de données selon deux composantes principales [152] 

En pratique, le jeu de données peut être représenté sous la forme de carte factorielle des 

individus (ou « score plots »Ϳ seloŶ leuƌs ĐooƌdoŶŶĠes daŶs l͛espaĐe ƌĠduits. AiŶsi, les 
échantillons (ou individus) appartenant à un même groupe seront proches les uns des autres 

(Figure 27).  

 
Figure 27 : Représentation du jeu de données en analyses statistiques multivariées sous la forme de carte 

factorielle des individus (Score plot)  
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Il eǆiste deuǆ tǇpes d͛aŶalǇses ŵultivaƌiĠes :  

 Les analyses statistiques descriptives Ƌui Ŷe ŶĠĐessiteŶt pas d͛iŶfoƌŵatioŶ « a priori » sur 

la Ŷatuƌe des ĠĐhaŶtilloŶs, et doŶt la plus ĐoŶŶue est l͛aŶalǇse eŶ ĐoŵposaŶte pƌiŶĐipale 
(ACP). Elle a pouƌ oďjeĐtif de visualiseƌ le Ŷuage d͛ĠĐhaŶtilloŶ eŶ le projetant dans un 

plaŶ seloŶ deuǆ ĐoŵposaŶtes pƌiŶĐipales. Cette ƌepƌĠseŶtatioŶ peƌŵet d͛oďseƌveƌ 
graphiquement la variabilité du jeu de données et de fournir une première information 

d͛appaƌteŶaŶĐe à uŶ gƌoupe. Cette aŶalǇse est gĠŶĠƌaleŵeŶt suivie d͛uŶe analyse dite 

explicative et/ou prédictive qui permettra une interprétation qui facilitera la mise en 

ĠvideŶĐe d͛ĠveŶtuels sigŶauǆ disĐƌiŵiŶaŶt les gƌoupes d͛iŶtĠƌġts. 

 Les analyses statistiques explicatives et prédictives qui visent à expliquer une ou 

plusieurs réponses (Y) à partir des variables expérimentales (X) contenues dans la 

ŵatƌiĐe de doŶŶĠes. Pouƌ Đe tǇpe d͛aŶalǇse, des iŶfoƌŵatioŶs suƌ la Ŷatuƌe des 
échantillons sont nécessaires à la construction du modèle statistique.  

Parmi les analyses statistiques explicatives, on retrouve la régression des moindres 

ĐaƌƌĠs paƌtiels dite PLS ;de l͛aŶglais « Partial Least Square »Ϳ et l͛aŶalǇse disĐƌiŵiŶaŶte 
PLS (PLS-DA, de l͛aŶglais « Discriminant Analysis »). Ces régressions présentent deux 

avantages. Le premieƌ est Ƌu͛elles soŶt iŶseŶsiďles à la pƌĠseŶĐe de vaƌiaďles tƌğs 
corrélées. Ceci est relativement intéressant en spectrométrie de masse, puisque les ions 

de rapport m/z correspondant aux fragments générés dans la source et aux ions adduits 

peuvent présenteƌ uŶe foƌte ĐoƌƌĠlatioŶ eŶtƌe euǆ et aveĐ l͛ioŶ pƌĠĐuƌseuƌ. De plus, elles 
oŶt l͛avaŶtage d͛ġtƌe ƌoďuste vis-à-vis des données manquantes, phénomène présent 

malgré une correction qui a été appliquée lors du traitement des données. En plus du 

caractère expliĐatif, Đes ŵĠthodes d͛aŶalǇses peuveŶt pƌĠseŶteƌ uŶ ďut pƌĠdiĐtif. AiŶsi, 
le ŵodğle ĐoŶstƌuit à paƌtiƌ des doŶŶĠes iŶitiales seƌa appliƋuĠ à d͛autƌes jeuǆ de 
doŶŶĠes daŶs le ďut de pƌĠdiƌe la Đlasse d͛appaƌteŶaŶĐe des iŶdividus seloŶ les gƌoupes 
définis dans le modèle. De ce fait, lors de la construction du modèle, la faculté prédictive 

du modèle doit être évaluée.  

DaŶs le Đadƌe du tƌavail de thğse, l͛ACP et la PLS-DA oŶt ĠtĠ utilisĠes eŶ taŶt Ƌu͛aŶalǇses 
statistiques descriptives et explicatives, pour décrire le jeu de données et repérer des signaux 

pertinents marqueurs de la présence de biocides désinfectants dans les produits laitiers. 

3.2.6 Identification des composés d’intérêts 

L͛ideŶtifiĐatioŶ chimique des sigŶauǆ disĐƌiŵiŶaŶts est pƌoďaďleŵeŶt l͛Ġtape la plus complexe 

et la plus longue. Pour contribuer à une identification exacte des signaux, la contribution de 

plusieuƌs teĐhŶiƋues aŶalǇtiƋues telles Ƌue la ‘MN, la MS, l͛UV et l͛I‘ est souveŶt ŶĠĐessaiƌe. EŶ 
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effet, il est difficile voire impossible d͛ideŶtifieƌ aveĐ Đeƌtitude uŶ ĐoŵposĠ iŶĐoŶŶu aveĐ uŶe 
seule technique. 

En approche LC-ESI-MS, l͛ideŶtifiĐatioŶ se dĠĐliŶe eŶ ĐiŶƋ Ġtapes et dĠďute paƌ l͛aŶalǇse du 
speĐtƌe de ŵasse et la dĠteƌŵiŶatioŶ d͛uŶe foƌŵule ďƌute Ƌui ƌepƌĠseŶte uŶ ŵoǇeŶ siŵple et 
ƌapide d͛iŶteƌƌogeƌ les ďases de doŶŶĠes eǆistaŶtes ;Figure 28).  

 
Figure 28 : PƌoĐessus d’ideŶtifiĐatioŶ des ŵolĠĐules iŶĐoŶŶues eŶ appƌoĐhe ŶoŶ ĐiďlĠe 

L͛aŶalǇse du speĐtƌe de ŵasse est pƌiŵoƌdiale daŶs le Đas de la dĠteƌŵiŶatioŶ d͛uŶ ŵĠtaďolite. 
EŶ effet, il est ŶĠĐessaiƌe de distiŶgueƌ le sigŶal ĐoƌƌespoŶdaŶt à uŶe espğĐe ŵolĠĐulaiƌe, d͛uŶ 
piĐ d͛uŶ ŵassif isotopiƋue ou d͛uŶ ioŶ adduit ou fƌagŵeŶt ; ce qui relève de la gestion de la 

redondance du signal en ESI-MS (Figure 29). Cette ƌedoŶdaŶĐe du sigŶal se doit d͛ġtƌe pƌise eŶ 
compte au risque de compliquer le traitement des données et de considérer à tort un ion 

fragment comme un ion mono-isotopique.  

 
Figure 29 : Représentation de la redondance du signal en ESI-MS [153] 

L͛Ġtape d͛aŶŶotatioŶ ƌepose ĠgaleŵeŶt suƌ l͛hoŵologie Ƌui est faite eŶtƌe le ƌappoƌt ŵ/z 
détecté pour une variable et celui calculé pour un métabolite connu et figurant dans la liste des 

bases de données. Il eǆiste diffĠƌeŶtes ďases de doŶŶĠes seloŶ l͛usage Ƌui eŶ est fait telles que : 

NIST05 (National Institute of Standards and Technology), HMBD (Human Metabolom Database), 
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Metlin, LipidBank, KEGG (The Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), Scifinder (CAS : 

Chemical Abstract Service), Chemspider ou encore Pubchem. 

L͛aŶŶotatioŶ peut ĠgaleŵeŶt se faiƌe au ŵoǇeŶ de ďases speĐtƌales iŶteƌŶes, dĠveloppĠes au 
sein des laboratoires, qui répertorient des spectres de masse (MS, MS/MS et/ou MSn) et les 

temps de rétention des métabolites. Des expériences MS/MS sont également nécessaires pour 

ideŶtifieƌ les vaƌiaďles et disĐƌiŵiŶeƌ les ƌĠpoŶses oďteŶues suƌ la ďase d͛ioŶs pƌoduits, de peƌte 
de neutres ou de groupements chimiques caractéristiques.  

NĠaŶŵoiŶs, l͛ideŶtification formelle du composé est obtenue par injection directe de standards 

de ƌĠfĠƌeŶĐe de haute puƌetĠ suƌ le ŵġŵe sǇstğŵe aŶalǇtiƋue. Pouƌ valideƌ l͛ideŶtifiĐatioŶ, le 
standard doit présenter un temps de rétention identique, la même masse exacte et le même 

pƌofil de fƌagŵeŶtatioŶ Ƌue le ĐoŵposĠ iŶĐoŶŶu. Cette deƌŶiğƌe phase de l͛ideŶtifiĐatioŶ est 
une étape critique qui fait actuellement l͛oďjet d͛uŶ tƌavail de ĐoŶĐeƌtatioŶ eŶ vue d͛haƌŵoŶiseƌ 
les dĠŵaƌĐhes et l͛ĠĐhaŶge de ƌĠsultats.  
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Objectifs du travail de thèse et stratégie de 
recherche 

Pour la protection du consommateur, la sécurité sanitaire des aliments est une préoccupation 

majeure des autorités et des professionnels, ce tout au long de la chaine alimentaire. De ce fait, 

une réglementation européenne stricte (règlement UE No. 852/2004) [2] impose aux acteurs de 

la filiğƌe agƌoaliŵeŶtaiƌe la ŵise eŶ plaĐe de plaŶs de ŶettoǇage et dĠsiŶfeĐtioŶ Ƌu͛ils se doiveŶt 
de décrire précisément, et la maitrise des risques biologiques et chimiques. Ces pratiques font 

iŶteƌveŶiƌ l͛usage de ďioĐides dĠsiŶfeĐtaŶts pouƌ pallieƌ ŶotaŵŵeŶt auǆ ƌisƋues ďactériens, qui 

Ŷe soŶt pas saŶs ƌisƋue puisƋue des ƌĠsidus de ďioĐides peuveŶt ġtƌe à l͛oƌigiŶe d͛uŶe 
contamination chimique des aliments. Ce chapitre introductif a permis de mettre en avant la 

problématique des résidus de biocides dans les produits laitiers. Parmi les désinfectants utilisés 

au sein de la filière laitière, on retrouve les ammoniums quaternaires de type chlorure de 

benzalkonium (BACs) et chlorure de dialkyldimethylammonium (DDACs), ainsi que 

l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe. Il est doŶĐ ŶĠĐessaiƌe de disposeƌ d͛outils de ĐoŶtƌôle 
performants pour détecter les résidus de ces biocides et prévenir les risques pour le 

consommateur. D͛autƌe paƌt, il est ŶĠĐessaiƌe d͛Ġtudieƌ le ĐoŵpoƌteŵeŶt des ďioĐides daŶs les 
pƌoduits laitieƌs et l͛iŵpaĐt des pƌoĐĠdĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ du lait suƌ l͛appaƌitioŶ de 
suďstaŶĐes iŶdĠsiƌaďles Ƌue l͛oŶ appelleƌa produits néoformés.  

Dans ce contexte, le premier objectif de ce travail de thèse est de ŵettƌe eŶ œuvƌe des outils 
analytiques performants pour pouvoir ŵettƌe eŶ ĠvideŶĐe l͛oĐĐuƌƌeŶĐe des ƌĠsidus de ďioĐides 
dans les produits laitiers. Le Đhoiǆ d͛Ġtudieƌ spĠĐifiƋueŵeŶt ces substances actives biocides 

(BACs et DDACs, et l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶeͿ a été concerté et validé par les 

ŵeŵďƌes du pƌojet ‘esďiolaĐt et l͛iŶteƌpƌofessioŶ laitiğƌe pouƌ se ƌappƌoĐheƌ au plus pƌğs des 
préoccupations des industriels et des tƌaŶsfoƌŵateuƌs de la filiğƌe laitiğƌe. Il est doŶĐ d͛iŶtĠƌġt 
nécessaire de disposer de méthodes fiables pour pouvoir apporter aux autorités compétentes 

des données qualitatives et quantitatives de mesures réalisées dans des matrices laitières ou 

transformées. La seconde problématique à laquelle nous allons essayer de répondre au cours de 

Đe tƌavail de thğse est d͛Ġtudieƌ le deveŶiƌ des ƌĠsidus de ďioĐides daŶs les pƌoduits laitieƌs, aiŶsi 
Ƌue l͛iŵpaĐt Ƌue peuveŶt avoiƌ les pƌoĐĠdĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ suƌ Đes résidus. En échange avec 

les iŶdustƌiels de la filiğƌe laitiğƌe, il s͛agit d͛alleƌ plus loiŶ Ƌue le dĠveloppeŵeŶt d͛outils 
aŶalǇtiƋues ĐiďlĠs et d͛avoiƌ iĐi uŶe dĠŵaƌĐhe pƌĠdiĐtive pouƌ Ƌu͛il soit possiďle d͛Ġvalueƌ le 

risque pour le consommateur en lien avec la présence de produits néoformés dans 

l͛aliŵeŶtatioŶ et d͛assuƌeƌ uŶe ƋualitĠ de pƌoduits pouƌ ƌĠpoŶdƌe à uŶe pƌoďlĠŵatiƋue de saŶtĠ 
publique. DaŶs Đe ĐoŶteǆte pƌĠdiĐtif, uŶe appƌoĐhe d͛aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe seƌait la plus 
appropriée pour nous amener à essayer de répondre à cette seconde problématique.  
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Le travail de thèse s͛aƌtiĐule doŶĐ eŶ Ϯ paƌties :  

DEVELOPPEMENT ET VALIDATION DE METHODES ANALYTIQUES POUR LA DETERMINATION 

QUANTITATIVE DE RESIDUS DE BIOCIDES DESINFECTANTS DANS LES PRODUITS LAITIERS 

Dans la première partie de ce travail de thèse, une première méthode quantitative multirésidus 

d͛analyse des ammoniums quaternaires et une seconde ŵĠthode d͛aŶalǇse de 
l͛AŵiŶopropyldodécylpropane diamine, par LC-MS/MS ont été développées et validées dans les 

produits laitiers. Les produits laitiers retenus pour cette étude sont au nombre de quatre : le lait 

cru, la poudre de lait entier, les fromages à pâte pressée cuite et fondu. Nous décrivons la 

stratégie analytique adoptée lors du développement de chacune des méthodes en lien avec 

l͛Ġtat de l͛aƌt ƌĠalisĠ. Les ƌĠsultats d͛optiŵisatioŶs de sĠpaƌatioŶ ĐhƌoŵatogƌaphiƋue, de 
dĠteĐtioŶ speĐtƌoŵĠtƌiƋue et d͛eǆtƌaĐtioŶ seƌoŶt pƌĠseŶtĠs. Les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de 
performances pour chacune des méthodes évaluées au couƌs d͛uŶ pƌoĐessus de validatioŶ 
seƌoŶt dĠtaillĠes. EŶfiŶ, l͛appliĐaďilitĠ des ŵĠthodes a ĠtĠ testĠe sur des échantillons issus du 

commerce.  

ÉTUDE DU DEVENIR DES RESIDUS DE BIOCIDES ET IMPACT DES PROCEDES DE 

TRANSFORMATION SUR L’APPARITION DE PRODUITS NEOFORMES 

Pour cette seconde partie, deux études de preuve de concept ŵettaŶt eŶ œuvƌe des 
ĐoŵpaƌaisoŶs d͛eŵpƌeiŶtes ĐhiŵiƋues gloďales aĐƋuises paƌ H‘MS seront présentées et 

concernent : ;iͿ l͛aŶalǇse de fƌoŵages foŶdus et ;iiͿ de fƌoŵages à pâte pƌessĠe Đuite. Pour 

réaliser ces études, des aŶalǇses ĐiďlĠes et ŶoŶ ĐiďlĠes d͛échantillons de fromages traités et non 

traités aux produits biocides ont été réalisées. La fabrication des produits laitiers nécessaires à 

cette étude a été sous-traitée par la Halle techŶologiƋue d͛AĐtalia, paƌteŶaiƌe du pƌojet 
‘esďiolaĐt. L͛utilisatioŶ de l͛appƌoĐhe ŵĠtaďoloŵiƋue paƌ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse à haute 
ƌĠsolutioŶ a ĠtĠ uŶ outil de Đhoiǆ pouƌ peƌŵettƌe la ĐoŵpaƌaisoŶ d͛eŵpƌeiŶte ĐhiŵiƋue eŶtƌe 
les échantillons traités et non traités afin de mettre en évidence des marqueurs pertinents à la 

pƌĠseŶĐe de ďioĐides daŶs les pƌoduits laitieƌs. La stƌatĠgie gloďale de l͛Ġtude, les ŵoǇeŶs ŵis 
eŶ œuvƌe pouƌ la ƌĠaliseƌ aiŶsi Ƌue les ƌĠsultats oďteŶus seƌoŶt pƌĠseŶtĠs. 
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Partie 2 : Développement de méthodes 
fiables pour l’analyse de résidus de biocides 

désinfectants dans les produits laitiers 
1 INTRODUCTION GÉNÉRALE 

Cette partie du manuscrit de thèse a pour objectif de répondre à la première problématique de 

l͛Ġtude, à savoiƌ fouƌŶiƌ uŶe iŶfoƌŵatioŶ d͛oĐĐuƌƌeŶĐe de ƌĠsidus de ďioĐides désinfectants dans 

les denrées alimentaires, plus particulièrement les produits laitiers, dans un contexte de mesure 

de l͛eǆpositioŶ et d͛aŶalǇse du ƌisƋue pouƌ le ĐoŶsoŵŵateuƌ. Pouƌ Đe faiƌe, il est ŶĠĐessaiƌe de 

disposeƌ de ŵĠthodes fiaďles peƌŵettaŶt l͛aŶalǇse ƋuaŶtitative de Đes ƌĠsidus. Le ďut pƌiŶĐipal 
est d͛Ġlaďoƌeƌ uŶe ŵĠthode siŵple et ƌoďuste eŶ teƌŵes d͛eǆtƌaĐtioŶ des ĐoŵposĠs, de 
séparation chromatographique et de détection par spectrométrie de masse en tandem, puis 

d͛eŶ dĠfiŶiƌ les peƌfoƌŵaŶĐes aŶalǇtiƋues au Đouƌs d͛uŶ pƌoĐessus de validatioŶ.  

Les biocides désinfectants retenus dans notre étude, à savoir, les ammoniums quaternaires 

d͛uŶe paƌt, et l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe d͛autƌe paƌt, présentent des propriétés 

physico-ĐhiŵiƋues tƌğs diffĠƌeŶtes, Đe Ƌui Ŷ͛a pas peƌŵis de dĠveloppeƌ uŶe ŵĠthode uŶiƋue 
peƌŵettaŶt l͛eǆtƌaĐtioŶ et l͛aŶalǇse siŵultaŶĠe de tous les ĐoŵposĠs. De Đe fait, deuǆ ŵĠthodes 
distinctes ont été élaborées, soit une méthode multi-résidus pour les ammoniums quaternaires, 

et une méthode spécifique à l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe. La méthodologie 

analytique adoptée dans le cadre de notre étude, est constituée de deux grandes étapes : 

o La première étape consiste en une phase de dĠveloppeŵeŶt et d͛optiŵisatioŶs des 
paramètres de séparation et de détection en LC-MS/MS, et des ĐoŶditioŶs d͛eǆtƌaĐtioŶ 
des résidus de biocides contenus dans les produits laitiers, compatible avec la technique 

analytique retenue.  

o La deuxième grande étape consiste en la détermination des caractéristiques de 

performances de la méthode. Les valeurs de ces caractéristiques de performances 

dĠteƌŵiŶĠes soŶt aloƌs ĐoŶfƌoŶtĠes à des Đƌitğƌes d͛aĐĐeptaďilitĠ atteŶdus pouƌ l͛usage 
de la méthode. Ce processus aďoutit à la validatioŶ de la ŵĠthode. L͛ĠvaluatioŶ des 
caractéristiques de performances de la méthode peut être réalisée selon différentes 

approches. Dans notre étude, une caractérisation globale basée sur une seule 

caractéristique de performance qui est l͛eǆaĐtitude a ĠtĠ adoptĠe pouƌ les Ϯ ŵĠthodes 
dĠveloppĠes. EŶ effet, l͛eǆaĐtitude est uŶe ĐoŵďiŶaisoŶ de la justesse ;eƌƌeuƌ 
sǇstĠŵatiƋueͿ et de la fidĠlitĠ ;eƌƌeuƌ alĠatoiƌeͿ. Cette appƌoĐhe d͛eƌƌeuƌ totale est 
ďasĠe suƌ la ĐoŶstƌuĐtioŶ d͛uŶ pƌofil d͛eǆactitude permettant de vérifier graphiquement 
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l͛adĠƋuatioŶ de l͛eǆaĐtitude des Ŷiveauǆ ĠtudiĠs et l͛iŶteƌvalle d͛aĐĐeptaďilitĠ. Sa 
construction repose sur la détermination classique des caractéristiques de performances 

analytiques des méthodes que sont la justesse et la fidélité, (répétabilité et précision 

intermédiaire). Les limites de détection et les limites de quantification, ainsi que la 

spécificité de la méthode sont également des caractéristiques évaluées. Cette phase de 

validation constitue une étape iŶĐoŶtouƌŶaďle à l͛usage pƌĠalaďle des ŵĠthodes daŶs le 
Đadƌe d͛aŶalǇse de ƌoutiŶe.  

Cette deƌŶiğƌe Ġtape a ĠtĠ ƌĠalisĠe de soƌte à fouƌŶiƌ la pƌeuve de l͛appliĐaďilitĠ des ŵĠthodes 
dĠveloppĠes paƌ dosage des ƌĠsidus d͛aŵŵoŶiuŵs ƋuateƌŶaiƌes et de 
l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe pouvaŶt ġtƌe pƌĠseŶts daŶs uŶ paŶel d͛ĠĐhaŶtilloŶs de 
produits laitiers pris aléatoirement dans le commerce.  

Le travail réalisé suivant la démarche précédemment décrite, est présenté sous la forme 

d͛aƌtiĐles puďliĠs ou souŵis dans des journaux à comité de lecture internationale. Une synthèse 

de la méthodologie appliquée et des résultats obtenus accompagnent les articles. De plus, le 

tƌavail suƌ l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe s͛est avĠƌĠ ġtƌe plus ĐoŶsĠƋueŶt Đoŵpte teŶu 
de la possiďilitĠ de l͛aŶalǇseƌ seloŶ deuǆ appƌoĐhes : 1) une analyse directe en LC-MS/MS, ou 2) 

une analyse en LC-MS/MS ou LC-UV/Fluo avec une étape préalable de dérivation des fonctions 

amines. Bien que, faute de temps, seule la première approche ait permis de disposeƌ d͛uŶe 
méthode fiable, les résultats expérimentaux obtenus pour cette double approche seront 

présentés.  
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2 RESIDUS D’AMMONIUMS QUATERNAIRES : DEVELOPPEMENT ET 
VALIDATION D’UNE METHODE D’ANALYSE QUANTITATIVE 
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ARTICLE 1 
MÉTHODE POUR L’ANALYSE MULTI-RESIDUS DES COMPOSÉS D’AMMONIUMS QUATERNAIRES DANS 
LES FROMAGES ET LES PRODUITS LAITIERS PAR 
CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE COUPLÉE À LA 
SPECTROMÉTRIE DE MASSE EN TANDEM : 
DÉVELOPPEMENT ET VALIDATION UTILISANT L’APPROCHE ERREUR TOTALE 

 

 

 



Partie 2 : DĠveloppeŵeŶt de ŵĠthodes fiaďles pouƌ l͛aŶalǇse de ƌĠsidus de ďioĐides 
désinfectants dans les produits laitiers 

 

~ 71 ~ 

Introduction/Contexte 
Les chlorures de benzalkonium (BACs) et de dialkyldiméthylammonium (DDACs) sont très 

largement utilisés en industrie laitière dans le cadre des procédures de nettoyage-désinfection 

des surfaces en contact avec les aliments. Ainsi, des résidus d͛AQs ƌisƋueŶt d͛être retrouvés 

dans le lait et les produits laitiers après désinfection des surfaces et équipements, et ce malgré 

un rinçage des surfaces alimentaires. Pour assurer la sécurité du consommateur, les autorités 

européennes ont fixé, à titre provisoire, à 100 µg/kg la Limite Maximale de Résidus (LMR) pour 

la somme de ces AQs dans les produits laitiers. Les méthodes de quantification doivent donc 

être capables de détecter cette catégorie de biocides dans les produits laitiers, à un seuil égal ou 

iŶfĠƌieuƌ à la LM‘ eŶ vigueuƌ. L͛aŶalǇse de la littĠƌatuƌe, dĠtaillĠe daŶs la seĐtioŶ pƌĠĐĠdeŶte, a 
ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe eǆtƌaĐtioŶ des BACs et DDACs paƌ uŶ solvaŶt oƌgaŶiƋue suivie d͛uŶe aŶalǇse eŶ 
chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem se définit comme 

l͛appƌoĐhe aŶalǇtiƋue de Đhoiǆ Đoŵpte teŶu des pƌopƌiĠtĠs phǇsiĐo-chimiques des composés 

d͛iŶtĠƌġts et de la ŶĠĐessitĠ de disposeƌ d͛uŶe ŵĠthode spĠĐifiƋue. 

Le ďut de Đe tƌavail a ĠtĠ de dĠveloppeƌ et de valideƌ uŶe ŵĠthode d͛analyse permettant de 

quantifier dix ammoniums quaternaires dans les produits laitiers. La LMR somme étant fixée à 

ϭϬϬ µg/kg, l͛oďjeĐtif a ĠtĠ de viseƌ uŶ seuil de dĠteĐtioŶ de ϭϬ µg/kg pouƌ ĐhaĐuŶ des 
ammoniums quaternaires étudiés. Ce travail a été réalisĠ daŶs l͛optiƋue de ŵesuƌeƌ le Ŷiveau 
de contamination des produits laitiers destinés à la consommation humaine et de disposer 

d͛uŶe ŵĠthode Đapaďle de fouƌŶiƌ des doŶŶĠes fiaďles. La gaŵŵe de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ testĠe seƌa 
donc de 5 à 150 µg/kg, gamme sur laquelle il ĐoŶvieŶdƌa de ŵaitƌiseƌ l͛iŶĐeƌtitude eŶ l͛ĠvaluaŶt 
lors du processus de validation. 

Cette étude, dont les principaux résultats sont détaillés ci-apƌğs, a fait l͛oďjet d͛uŶe puďliĐatioŶ 
intitulée « Liquid chromatography-tandem mass spectrometry multiresidue method for the 

analysis of quaternary ammonium compounds in cheese and milk products : Development and 

validation using the total error approach » dans une revue internationale à comité de lecture, le 

Journal of Chromatography A.   

Méthodologie et principaux résultats 

DaŶs le Đadƌe de Đe tƌavail de thğse, les pƌoduits laitieƌs ƌeteŶus pouƌ l͛Ġtude oŶt ĠtĠ le lait Đƌu, 
la poudre de lait entier, et deux types de fromages : fromage à pâte pressée cuite (PPC) et 

fromage fondu (FF). Les ammoniums quaternaires analysés ont été les BACs (C8 à C16) et les 

DDACs (C10 à C18). Nous avons fait le choix de travailler avec des fioles en polyméthylpentène 

(PMP) pour la préparation des solutions de standards et avec des tubes jetables en 

polypropylène (PP) pour l͛Ġtape d͛eǆtƌaĐtioŶ.  
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1°) Optimisation des paramètres de séparation et de détection en LC-MS/MS 

L͛iŶfusioŶ iŶdividuelle de ĐhaƋue staŶdaƌd d͛aŵŵoŶiuŵs ƋuateƌŶaiƌes daŶs la souƌĐe 
eleĐtƌospƌaǇ ;ESIͿ du speĐtƌoŵğtƌe de ŵasse a peƌŵis d͛optiŵiseƌ les paƌaŵğtƌes de détection 

spectrométrique en mode MRM pour chaque composé.  Les composés étant déjà chargés 

positiveŵeŶt, la dĠteĐtioŶ a ĠtĠ ŶatuƌelleŵeŶt effeĐtuĠe eŶ ŵode d͛ioŶisatioŶ positive Ƌui 
iŶduit l͛oďseƌvatioŶ des ioŶs [M]+. Ainsi, les transitions MRM les plus spécifiques et leur énergie 

de collision ont pu être définies et retenues via l͛optiŵisatioŶ du composé le moins sensible, 

dans notre cas, le DDAC-C18. Aux dix composés ciblés, cinq standards internes deutérés (BAC-

C10-d7, BAC-C12-d7, BAC-C14-d7, BAC-C16-d7 et DDAI-C10-d3) ont été rajoutés pour permettre une 

quantification par étalonnage interne afiŶ de Đoƌƌigeƌ les ƌeŶdeŵeŶts d͛eǆtƌaĐtioŶ et les effets 
matrice. UŶ de Đes staŶdaƌds iŶteƌŶes, l͛ioduƌe de dideĐǇldiŵethǇlaŵŵoŶiuŵ-d3 a été 

synthétisé à façoŶ pouƌ Đette Ġtude, puisƋu͛à Ŷotƌe ĐoŶŶaissaŶĐe il Ŷ͛Ġtait pas dispoŶiďle suƌ le 
marché.  

Les optimisations de la séparation chromatographique nous a conduit à travailler avec une 

phase stationnaire C18 pour séparer les 5 BACs et les 5 DDACs, ainsi que les 5 standards 

internes deutérés associés. Un ŵĠlaŶge teƌŶaiƌe de phase ŵoďile ĐoŶstituĠ distiŶĐteŵeŶt d͛eau 

à Ϭ,ϯ% d͛AcF, d͛ACN à Ϭ,ϯ% d͛AcF et de MeOH Ŷous a peƌŵis d͛oďteŶiƌ uŶe eǆĐelleŶte 
sĠpaƌatioŶ de tous les ĐoŵposĠs jusƋu͛au plus lipophiles ;DDAC-C16 et DDAC-C18).  

Dès cette phase du développement, nous avons observé une rémanence des ammoniums 

quaternaires, et plus particulièrement du DDAC-C10, au sein du système analytique. La 

rémanence des AQs, et plus particulièrement du DDAC-C10, a été déjà rapportée dans la 

littérature (Partie 1). Certaines expérimentations ont été réalisées durant la thèse afin de 

trouver la source de cette rémanence non résolue à ce jour. Les observations que nous avons pu 

faiƌe loƌs de Đette ƌeĐheƌĐhe d͛oƌigiŶe Ŷous oŶt ĐoŶduit à émettre une hypothèse quant à une 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d͛aŵŵoŶiuŵs ƋuateƌŶaiƌes eŶ tġte de ĐoloŶŶe hǇpothĠtiƋueŵeŶt pƌĠseŶts eŶ 
infime traces dans les flacons de solvants commerciaux. 

2°) Optimisation des ĐoŶditioŶs d͛eǆtƌaĐtioŶ 

Le lait cru de bovin a été choisi comme matrice de référence lors des nombreux essais réalisés. 

Le protocole repose sur une extraction liquide-liquide (ou solide-liquide pour les autres 

ŵatƌiĐesͿ à paƌtiƌ d͛uŶe pƌise d͛essai d͛uŶ gramme de matrice. La meilleure sensibilité de 

détection a ĠtĠ oďteŶue aveĐ uŶ ŵĠlaŶge ĐoŶteŶaŶt de l͛ACN et de l͛aĐĠtate d͛ĠthǇle (AcEt) en 

proportion égale. L͛AcEt nous a été nécessaire pour extraire les composés à longue chaine 

aliphatique, plus particulièrement les DDAC-C16 et C18, puisƋu͛il est uŶ solvaŶt plus adapté que 

l͛ACN à l͛eǆtƌaĐtioŶ des ĐoŵposĠs apolaiƌes. 
L͛appliĐatioŶ auǆ autƌes ŵatƌiĐes a ŶĠaŶŵoiŶs ŶĠĐessitĠ ƋuelƋues optiŵisatioŶs. Pour la poudre 

de lait, l͛ajout d͛uŶ ŵillilitƌe d͛eau a ĠtĠ jugĠ utile pouƌ disposeƌ d͛uŶ ŵĠlaŶge hoŵogğŶe et a 
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peƌŵis d͛augŵeŶteƌ ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt le ƌeŶdeŵeŶt d͛eǆtƌaĐtioŶ des BACs eŶ ƌĠduisaŶt Đelui 
de certains DDACs tels que les DDAC-C16 et C18.  

A l͛issue du pƌoĐessus d͛eǆtƌaĐtioŶ, uŶ eǆtƌait seĐ ƌĠsiduel est obtenu puis repris par du 

méthanol. En appliquant ce protocole à la poudre de lait et aux deux types de fromages, un 

ƌĠsidu gƌaisseuǆ ĐausĠ paƌ l͛eǆtƌaĐtioŶ à l͛AcEt est constaté après évaporation. Une injection de 

ŵatiğƌe gƌasse Ŷ͛ĠtaŶt pas eŶvisageaďle eŶ LC-MS/MS, une étape de dégraissage avant 

l͛eǆtƌaĐtioŶ a ĠtĠ eŶvisagĠe. La ĐoŵpaƌaisoŶ des ƌeŶdeŵeŶts d͛eǆtƌaĐtioŶ oďteŶus eŶ 
eŵploǇaŶt diffĠƌeŶts solvaŶts à foƌt pouvoiƌ dĠgƌaissaŶt tel Ƌue le diĐhloƌoŵĠthaŶe, l͛heǆaŶe et 
l͛oĐtaŶe a ŵoŶtƌĠ uŶe peƌte d͛aŵŵoŶiuŵs ƋuateƌŶaiƌes Ƌuel Ƌue soit le solvaŶt. La puƌification 

de l͛eǆtƌait fiŶal a fiŶaleŵeŶt ĠtĠ ƌĠalisĠ paƌ uŶe aĐtioŶ theƌŵiƋue eŶ positioŶŶaŶt les eǆtƌaits à 
-ϭϴ°C apƌğs uŶe ƌepƌise au ŵĠthaŶol, saŶs ŶĠĐessitĠ d͛étape de dégraissage.  

Les ƌeŶdeŵeŶts d͛eǆtƌaĐtioŶs estiŵĠs ;Lait : ϳϯ–106%; Poudre de lait : 9–76%.; Fromage PPC : 

43–74%; Fromage Fondu : 51–86%) se sont révélés acceptables. Au regard des résultats obtenus 

(80-ϭϬϵ%Ϳ, auĐuŶ effet ŵatƌiĐe Ŷ͛a ĠtĠ oďseƌvĠ. Il Ŷ͛a doŶĐ pas ĠtĠ jugĠe ŶĠĐessaiƌe de ƌeĐouƌiƌ 
à une étape de purification de type QuEChERS ou SPE.  

3°) Evaluation des performance et validation de la méthode 

Cette méthode a été validée seloŶ uŶe appƌoĐhe ďasĠe suƌ l͛eƌƌeuƌ totale et la ĐoŶstƌuĐtioŶ d͛uŶ 
pƌofil d͛eǆaĐtitude suƌ uŶ doŵaiŶe de validatioŶ allaŶt de ϱ à ϭϱϬ µg/kg. Le pƌofil d͛eǆactitude a 

été construit dans le cadre de cette étude, à partir des liŵites d͛aĐĐeptaďilitĠ fiǆĠes à ± ϯϬ-40%, 

et de la valeuƌ de β fiǆĠe à ϳϬ-ϴϬ%, Ƌui ĐoƌƌespoŶd à uŶ ƌisƋue α pƌis de ϮϬ-30% que les futurs 

ƌĠsultats Ŷe soieŶt pas Đoŵpƌis daŶs l͛iŶteƌvalle de tolĠƌaŶĐe. Ces paƌaŵğtƌes oŶt ĠtĠ fiǆĠs pouƌ 
ĐhaƋue ŵolĠĐule d͛iŶtĠƌġt daŶs les ϰ ŵatƌiĐes ĠtudiĠes. Les doŶŶĠes de validation ont été 

analysées grâce au logiciel e.noval®, version 3.0. La régression linéaire pondérée 1/X² a été 

majoritairement retenue quel que soit le couple molécule/matrice. La justesse a été 

globalement démontrée puisque la valeur du biais relatif ;eŶ %Ϳ Ŷ͛eǆĐğde pas le seuil usuel de 
ϮϬ% pouƌ la plupaƌt des ĐoŵposĠs d͛iŶtĠƌġt. NĠaŶŵoiŶs, la justesse est parfois insatisfaisante à 

de faibles concentrations (5 et 10 µg/kg) notamment pour le DDAC-C10. CeĐi s͛eǆpliƋue paƌ le 
phénomène de rémanence connu qui peut compromettre les performances à ces niveaux de 

concentrations. La fidélité, exprimée en termes de coefficient de variation (en %), a été évaluée 

à deux niveaux : la répétabilité et la fidélité intermédiaire. Quel que soit le couple 

matrice/molécule et le niveau de concentration, les valeurs de répétabilité et de fidélité 

intermédiaire sont inférieures à 20%. Toutefois, comme pour la justesse, nous avons pu trouver 

des valeurs supérieures, à la plus faible concentration (5 µg/kg) pour certains analytes (BAC-C8, 

DDAC-C10 et DDAC-C18Ϳ. CeĐi pouƌƌait ġtƌe eǆpliƋuĠ paƌ l͛aďseŶĐe de staŶdaƌd iŶteƌŶe deutĠƌĠ 
analogue et/ou une rémanence élevée dans le cas du DDAC-C10. La limite de quantification a été 

estimée à 5 µg/kg pour la plupart des molécules. Quelques exceptions sont à noter notamment 
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pour le DDAC-C10 pour lequel les limites de quantifications sont plus élevées, 11 à 18 µg/kg 

seloŶ la ŵatƌiĐe, eŶ ƌaisoŶ du phĠŶoŵğŶe de ƌĠŵaŶeŶĐe. BieŶ Ƌue l͛oďjeĐtif iŶitial de liŵite de 
ƋuaŶtifiĐatioŶ Ŷ͛ait pu ġtƌe atteiŶt pouƌ l͛eŶseŵďle des ĐoŵďiŶaisoŶs ŵolĠĐule/ŵatƌiĐe, Ŷous 
avons considéré que la méthode était satisfaisante et applicable en routine sur le domaine de 

validité défini.  

4°) Applicabilité de la méthode 

AfiŶ de dĠŵoŶtƌeƌ l͛appliĐaďilitĠ de la ŵĠthode à des échantillons prélevés de manière aléatoire 

dans des points de vente commerciaux, 126 échantillons de produits laitiers dont des fromages 

et des poudres de lait infantiles ont été analysés.  

12 des 126 produits laitiers analysés, soit 9% des échantillons, se sont révélés contenir des 

ƌĠsidus d͛AQs, dont 2 dépassaient la LMR provisoire fixée à 100 µg/kg. La valeur maximale 

quantifiée est de 287 µg/kg dans un fromage à pâte pressée cuite contenant le DDAC-C10. De 

plus, 8% des échantillons dans lesquels une concentration inférieure à la LMR a été mesurée 

sont principalement des fromages PPC, et contiennent principalement le DDAC-C10, et dans une 

moindre mesure un mélange de BAC-C12 à C16. Sur les 10 poudres analysées, 2 d͛eŶtƌe-elles ont 

présenté des résidus de DDAC-C10 quantifiés à 50 µg/kg. Les autres produits laitiers analysés, 

ŶotaŵŵeŶt le lait, Ŷe pƌĠseŶtaieŶt pas de tƌaĐes ƋuaŶtifiaďles d͛aŵŵoŶiuŵs ƋuateƌŶaiƌes. Les 
ƋuaŶtitĠs de ƌĠsidus d͛AQs, pƌiŶĐipaleŵeŶt de DDAC-C10, retrouvées dans les produits laitiers et 

ŶotaŵŵeŶt daŶs les fƌoŵages peuveŶt s͛eǆpliƋueƌ paƌ uŶ faĐteuƌ de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ;ǆϭϬͿ eŶtƌe 
la matière première (le lait) et le produit fini (le fromage), et par une affinité des ammoniums 

quaternaires pour la matière grasse.  

Conclusions/Perspectives 

Ce travail a permis de développer une méthode LC-MS/MS fiaďle peƌŵettaŶt l͛aŶalǇse 
quantitative simultanée de 10 ammoniums quaternaires dans le lait, la poudre de lait, le 

fromage à pâte pressée cuite et le fromage fondu, méthode potentiellement applicable à toutes 

soƌtes de pƌoduits laitieƌs. Il a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe siŵple eǆtƌaĐtioŶ paƌ uŶ ŵĠlaŶge de solvaŶt 
organique (ACN/AcEt, 50:50) est adaptée pour extraire les 10 ammoniums quaternaires de 

toutes les matrices, même celles présentant un taux de matière grasse élevé, en présentant des 

ƌeŶdeŵeŶts d͛eǆtƌaĐtioŶs satisfaisaŶts et dĠŵoŶtƌaŶt l͛aďseŶĐe d͛effet ŵatƌiĐe. La siŵpliĐitĠ de 
Đette ŵĠthode laisse à peŶseƌ Ƌu͛elle seƌait faĐileŵeŶt adaptaďle à de Ŷoŵďƌeuses ŵatƌiĐes 
alimentaires. La méthode a ĠtĠ validĠe seloŶ l͛appƌoĐhe de l͛eƌƌeuƌ totale Ƌui Ŷous a peƌŵis de 
définir les caractéristiques de performances de la méthode pour chaque ammonium 

ƋuateƌŶaiƌe ĠtudiĠ. La ŵĠthode s͛est avĠƌĠe eǆaĐte, aveĐ des valeuƌs de justesse et de fidĠlitĠ 
répondant à nos objectifs initiaux, sur un domaine de validité de 5 à 150 µg/kg pour la plupart 

des aŵŵoŶiuŵs ƋuateƌŶaiƌes Ƌuel Ƌue soit la ŵatƌiĐe ĠtudiĠe. L͛appliĐaďilitĠ de la ŵĠthode à 
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des échantillons commerciaux a également démontré sa fiabilité, ce qui confirme sa capacité à 

être utilisée en routine pour la détermination de traces de biocides désinfectants dans les 

pƌoduits tƌaŶsfoƌŵĠs de l͛iŶdustƌie agƌoaliŵeŶtaiƌe. La veƌsatilitĠ de la ŵĠthode Ƌue Ŷous avoŶs 
revendiquée ci-avant a été démontrée lors de son usage dans un autre volet du projet 

‘esďiolaĐt ĐoŶfiƌŵaŶt soŶ iŶtĠƌġt puisƋu͛elle a peƌŵis de doseƌ des ĠĐhaŶtilloŶs issus d͛audits 
iŶdustƌiels et d͛eauǆ de ƌiŶçage daŶs le Đadƌe d͛essais eǆpĠƌiŵeŶtauǆ. Plus laƌgeŵeŶt, Đette 
méthode présente un grand intérêt puisƋu͛elle pouƌƌait ġtƌe utilisĠe pouƌ la ŵise eŶ plaĐe de 
plaŶs de suƌveillaŶĐe fouƌŶissaŶt des doŶŶĠes suƌ la pƌĠseŶĐe d͛AQs daŶs les deŶƌĠes 
aliŵeŶtaiƌes, ouvƌaŶt aiŶsi la possiďilitĠ de ƌĠaliseƌ ou d͛affiŶeƌ uŶe ĠvaluatioŶ du ƌisƋue pour 

les consommateurs.  
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3 AMINOPROPYLDODECYLPROPANE DIAMINE : APPROCHES ET STRATEGIE 
DE DEVELOPPEMENT ANALYTIQUE 

Ce Đhapitƌe a pouƌ ďut de pƌĠseŶteƌ les diffĠƌeŶtes appƌoĐhes peƌŵettaŶt l͛aŶalǇse de la N;-3-

Aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine (ou Aminopropyldodécylpropane diamine), ainsi 

Ƌue la stƌatĠgie de dĠveloppeŵeŶt aŶalǇtiƋue ƌeteŶue pouƌ l͛ĠlaďoƌatioŶ d͛uŶe ŵĠthode de 
dosage de ce composé dans les produits laitiers. La méthode a été développée et validée dans le 

ďut de ƋuaŶtifieƌ à l͛état de traces ce biocide désinfectant dans le lait et ses produits 

tƌaŶsfoƌŵĠs, peƌŵettaŶt aiŶsi de suivƌe l͛iŵpaĐt des tƌaŶsfoƌŵatioŶs suƌ la teŶeuƌ eŶ ďioĐide. 

3.1 Introduction générale 

En IAA, l͛Ġtape de ND des équipements est fondamentale pour assurer la sécurité des produits 

alimentaires. Le choix des produits biocides utilisés est donc un des éléments essentiels de ces 

procédures. Parmi les biocides aux propriétés désinfectantes, les ammoniums quaternaires ont 

longtemps constitué la classe la plus utilisée, particulièrement en industrie laitière. Compte tenu 

de leuƌ ĐoŵpoƌteŵeŶt suƌ les suƌfaĐes aliŵeŶtaiƌes, leuƌ usage Ŷ͛est pas saŶs ƌisƋue puisƋu͛il a 
été observé un phénomène de rémanence sur les surfaces alimentaires conduisant ainsi à la 

contamination résiduelle des denrées. Pour pallier à ce phénomène et à la demande des 

iŶdustƌiels de la filiğƌe laitiğƌe, l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe leur a été proposée, par 

les formulateurs, comme une alternative aux ammoniums quaternaires comme agent de 

désinfection.  

L͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe ;dĠŶoŵŵĠe N;-3-Aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-

diamine dans le règlement EU 1062/2014) est une molécule présentant trois fonctions amines 

doŶt deuǆ aŵiŶes pƌiŵaiƌes et uŶe teƌtiaiƌe, aiŶsi Ƌu͛uŶe loŶgue Đhaine aliphatique composée 

de 12 carbones, conférant un caractère amphiphile à la molécule. La structure de cette 

molécule laisse présager un risque de rémanence de cette substance sur les surfaces 

alimentaires, et notamment celles en acier inoxydable, comme cela est le cas avec les 

ammoniums quaternaires.  

L͛aŶalǇse de la littĠƌatuƌe sĐieŶtifiƋue Ŷ͛a fourni aucune méthode d͛aŶalǇse quantitative de 

ƌĠsidus d͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe (AMDP) dans des matrices alimentaires ou 

environnementales. Les seuls travaux publiés concernent des méthodes de titration de la 

substance active dans des formulations commerciales [74, 75]. Cet Ġtat de l͛aƌt Ŷous laisse doŶĐ 
peŶseƌ Ƌu͛à Đe stade auĐuŶe ŵesuƌe d͛oĐĐuƌƌeŶĐe des ƌĠsidus de l͛AMDP Ŷ͛a ĠtĠ ŵeŶĠe dans 

les denrées alimentaires qui aurait pu permettre de ĐoŶtƌiďueƌ à l͛ĠvaluatioŶ du ƌisƋue pouƌ le 
consommateur. 
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UŶ ƌegaƌd suƌ les appƌoĐhes aŶalǇtiƋues susĐeptiďles de ĐoŶveŶiƌ à l͛aŶalǇse de 
l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe a été réalisé. La faible volatilité de la molécule (1,49.106 

mmHg) [22] eǆĐlut l͛usage de la Đhƌoŵatogƌaphie eŶ phase gazeuse, Đe Ƌui iŵpliƋue uŶe 
séparation par chromatographie liquide. La molécule présentant 3 fonctions amine, elle a donc 

un état de charge variable en fonction des conditions de pH du milieu dans lequel elle est. Il est 

connu que pour la séparation en phase inverse, un seul état de charge simplifie la rétention due 

aux interactions entre la phase stationnaire et le composé. Compte tenu ce fait, dans le but de 

Ŷ͛avoiƌ Ƌu͛uŶ seul Ġtat pouƌ l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe deuǆ stƌatĠgies oŶt ĠtĠ 
ƌeteŶues pouƌ peƌŵettƌe l͛aŶalǇse paƌ HPLC en phase inverse (Figure 30Ϳ: l͛uŶe eŶ ŶeutƌalisaŶt 
les fonctions amines par dérivation avec un agent de dérivation spécifique pour conduire à un 

ĐoŵposĠ dĠƌivĠ Ŷe pƌĠseŶtaŶt pas de ŵultiple Ġtat de Đhaƌge possiďle, l͛autƌe eŶ appliƋuaŶt la 
chromatographie de paiƌes d͛ioŶs. Cette aŶalǇse est appliĐaďle auǆ ĐoŵposĠs ioŶisĠs suƌ 
colonne de phase inverse. 

 

Figure 30 : StƌatĠgie aŶalǇtiƋue pouƌ l’aŶalǇse ƋuaŶtitative de l’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe 

o Chromatographie appariement d’ioŶs 

Nous avoŶs vu Ƌu͛à pH < ϰ, l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe est pƌĠseŶt eǆĐlusiveŵeŶt 
sous uŶe seule foƌŵe positiveŵeŶt ĐhaƌgĠe. DaŶs Ŷotƌe Đas, l͛usage d͛uŶ aĐide foƌt tel Ƌu͛uŶ 
aĐide peƌfluoƌĠ ;HFBA ou PFPAͿ peƌŵet de foƌŵeƌ uŶe paiƌe d͛ioŶs avec les groupements 

amines de notre composé positivement chargés à pH< 4, ce qui permet sa rétention 

chromatographique. 

o Dérivation 

La présence de deux fonctions amines primaires peƌŵet d͛eŶvisageƌ une réaction de dérivation 

modifiant la structure chimique de la molécule, améliorant ainsi son analyse en 

Đhƌoŵatogƌaphie liƋuide eŶ phase iŶveƌse. DaŶs Ŷotƌe Đas, le ďĠŶĠfiĐe d͛uŶe dĠƌivatioŶ est 
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douďle puisƋu͛outƌe la possiďilitĠ de favoƌiseƌ la ƌĠteŶtioŶ de Ŷotƌe ĐoŵposĠ suƌ phase iŶveƌse 

en substituant les fonctions amines par des fonctions plus apolaires, la dérivation peut aussi 

Ŷous peƌŵettƌe d͛eŶvisageƌ uŶe dĠteĐtioŶ ŶoŶ plus seuleŵeŶt paƌ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse ŵais 
aussi paƌ des dĠteĐtioŶs UV ou fluoƌiŵĠtƌiƋue eŶ foŶĐtioŶ de l͛ageŶt de dĠƌivatioŶ Đhoisi. De 

plus, l͛usage de ŵatĠƌiels ďeauĐoup ŵoiŶs oŶĠƌeuǆ tels Ƌue les dĠteĐteuƌs UV/Fluo peuvent 

présenter un potentiel intérêt pour les laboratoires appliquant les méthodes routine.  

La mise en place de ces deux approches peut donc permettre de disposer de 3 stratégies 

analytiques pour doser de manière quantitative la triamine et dont les performances pourraient 

ġtƌe ĐoŵpaƌĠes. Ce Đhapitƌe eǆpose l͛eǆploƌatioŶ ƌĠalisĠe aveĐ l͛appƌoĐhe faisaŶt iŶteƌveŶiƌ uŶe 
réaction de dérivation, puis le travail effectué en appaƌieŵeŶt d͛ioŶs Ƌui a ĐoŶduit au 
dĠveloppeŵeŶt et à la validatioŶ d͛uŶe ŵĠthode exacte pouƌ l͛aŶalǇse ƋuaŶtitative de ƌĠsidus 
d͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe daŶs les pƌoduits laitieƌs.  
 

3.2 Dérivation de l’Aminopropyldodécylpropane diamine et chromatographie 

liquide en phase inverse : Phase exploratoire 

Cette partie de chapitre est dédiée à la description du travail réalisé de manière exploratoire 

faisaŶt iŶteƌveŶiƌ uŶe ƌĠaĐtioŶ de dĠƌivatioŶ suƌ l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe 
(AMDP). Une connaissance et savoir-faire au laboratoire de la réaction de dérivation par la 

fluorescamine sur des composés aminés nous a amené à explorer cette voie avec ce réactif pour 

l͛aŶalǇse de cette molécule. Cette appƌoĐhe Ŷ͛ĠtaŶt Ƌu͛eǆploƌatoiƌe, d͛autƌes ƌĠaĐtifs 
initialement ciblés Ŷ͛oŶt fiŶaleŵeŶt pu, faute de temps, ġtƌe testĠs. L͛oďjeĐtif pƌeŵieƌ Ġtait de 
dĠteĐteƌ deuǆ tƌaŶsitioŶs spĠĐifiƋues de l͛AMDP-dérivée par infusion du mélange réactionnel 

dans la source electrospray du spectromètre de masse. Puis, la séparation en chromatographie 

liquide en phase inverse a été optimisée. 

3.2.1. Méthodologie et résultats préliminaires 

3.2.1.1 Solutions et réaction de réaction 

Ces essais ŵettaŶt eŶ œuvƌe uŶe ƌĠaĐtioŶ de dĠƌivatioŶ oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠs aveĐ des solutioŶs de 
standards de fluorescamiŶe et d͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe. La ƌĠaĐtioŶ de 
dérivation (Figure 31), quasi-iŶstaŶtaŶĠe, eŶtƌe la fluoƌesĐaŵiŶe et l͛AMDP ŶĠĐessite la 
préparation extemporanée des solutions. 
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Figure 31 : Structures chimiques de l’Aŵinopropyldodécylpropane diamine et de la fluorescamine 

(les sites de la réaction de dérivation sont encadrés en violet) 

Suƌ la ďase des tƌavauǆ ƌĠalisĠs au laďoƌatoiƌe suƌ l͛aŶalǇse de ŵĠdiĐaŵeŶts vĠtĠƌiŶaiƌes, la 
solution de fluorescamine est préparée par la dissolutioŶ du ƌĠaĐtif daŶs l͛aĐĠtoŶe. Coŵpte teŶu 
Ƌu͛uŶ eǆĐğs de fluoƌesĐaŵiŶe est pƌĠfĠƌaďle pouƌ dĠƌiveƌ les deuǆ aŵiŶes pƌiŵaiƌes, uŶe 
solution à 100 µg/mL de fluorescamine a été préparée. Celle-ci peut être conservée plus de 18 

mois au congélateur. La solutioŶ d͛AMDP à uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de ϭϬ µg/ŵL a ĠtĠ pƌĠpaƌĠe daŶs 
l͛aĐĠtoŶitƌile. UŶ voluŵe ĠƋuivaleŶt de solutioŶ a ĠtĠ pƌĠlevĠ pouƌ la ŵise eŶ ƌĠaĐtioŶ, oďteŶaŶt 
une concentration théorique de 5 µg/mL de l͛AMDP-dĠƌivĠe. D͛uŶ poiŶt de vue ƌĠaĐtioŶŶel, la 

foŶĐtioŶ Ġtheƌ de la fluoƌesĐaŵiŶe ƌĠagit diƌeĐteŵeŶt suƌ l͛aŵiŶe pƌiŵaiƌe, ĐǇĐlisaŶt l͛aŵiŶe paƌ 
ƌĠaĐtioŶ aveĐ le ƌĠaĐtif et ouvƌaŶt l͛esteƌ ĐǇĐliƋue de la fluorescamine. La ŵolĠĐule d͛iŶtĠƌġt 
présentant deux amines primaires, une double dérivation est potentiellement envisageable 

(Figure 32). 

 
Figure 32 : Douďle ƌĠaĐtioŶs de dĠƌivatioŶ eŶtƌe l’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe et la fluoƌesĐaŵiŶe 
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3.2.1.2 Infusion directe en spectrométrie de masse 

3.2.1.2.1 Instrumentation et méthodologie 

Les conditions de détection ont été optimisées sur un spectromètre de masse de type TSQ 

QuaŶtuŵ ;TheƌŵoͿ ĠƋuipĠ d͛uŶe souƌĐe eleĐtƌospƌaǇ ;ESIͿ, ĐeĐi avaŶt de pƌoĐĠdeƌ à 
l͛optiŵisatioŶ des ĐoŶditioŶs ĐhƌoŵatogƌaphiƋues. Ces optiŵisatioŶs oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠes paƌ 

infusion directe du composé via un pousse-seƌiŶgue. L͛iŶfusioŶ est ƌĠalisĠe paƌ appoƌt de la 
phase ŵoďile à l͛aide d͛uŶ « T ». En première approche, les essais ont été réalisés en condition 

lĠgğƌeŵeŶt aĐide pouƌ aŵĠlioƌeƌ l͛ioŶisatioŶ, à savoiƌ aveĐ uŶe phase ŵoďile ĐoŵposĠe d͛eau 
ultƌa puƌe ;EUPͿ et d͛aĐĠtoŶitƌile ;ACNͿ aĐidifiĠs à Ϭ,ϯ% d͛aĐide foƌŵiƋue ;AĐFͿ. Les ĐoŶditioŶs 
opératoires optimisées sont données dans le tableau 11.  

Tableau 11 : Paramètres optimisés pour la détection en spectrométrie en tandem de 

l’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe dĠƌivĠe à la fluoƌesĐaŵiŶe 

Phase mobile 
Voie A : EUP + 0.3% AcF 

Voie B : ACN + 0.3% AcF 

Débit 
(µL/min) 

Phase mobile 200 

pousse seringue 10 

Source et mode d'ionisation ESI+ 

Spray Voltage (V) 4500 

Gaz nébuliseur (u.a.) 30 

Gaz rideau (u.a.) 1 

Gaz auxiliaire (u.a.) 55 

Température Capillaire (°C)  250 

3.2.1.2.2 Résultats et discussions 

L͛ioŶisatioŶ eŶ ŵode positif doŶŶeƌa des ioŶs sous foƌŵe pƌotoŶĠe [M+H]+ qui dans le cas de 

l͛AMDP dĠƌivĠe par la fluorescamine (AMDP-F) conduira aux ions m/z 578 pour une simple 

dĠƌivatioŶ et ŵ/z ϴϱϲ eŶ Đas de douďle dĠƌivatioŶ. L͛iŶfusioŶ de la solutioŶ d͛AMDP-F à 5 µg/mL 

a montré une prédominance de la fluorescamine libre, réactif en excès, et la présence des ions 

ƌeĐheƌĐhĠs ŵalgƌĠ uŶ ďƌuit de foŶd ĐoŶsĠƋueŶt. UŶe aĐidifiĐatioŶ à ϱϬ% de la solutioŶ d͛AMPD-

F a permis de mieux observer les ions précurseurs en réduisant le bruit de fond (Figure 33). Un 

suivi toutes les 30 minutes puis toutes les heures a montré uŶe siŵple ou douďle peƌte d͛eau 
(m/z 18) pour les deux molécules mono et di-dérivées, soit une tendance aux ions m/z 560, m/z 

820 et m/z 838 au lieu des ions m/z 578 et m/z 856. Entre 3 et 24h, nous avons observé une 

perte de la forme mono-dérivée représentĠe paƌ l͛ioŶ ŵ/z ϱϲϬ, aiŶsi Ƌu͛uŶe pƌĠdoŵiŶaŶĐe de la 
forme di-dĠƌivĠe estĠƌifiĠe aveĐ l͛ioŶ ŵ/z ϴϮϬ. Au-delà de Ϯϰ heuƌes, l͛ioŶ ŵ/z ϴϮϬ pƌĠdoŵiŶe. 
Le mélange semble toujours être en réaction tant que les deux fonctions amines primaires de 

l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe Ŷ͛oŶt pas ĠtĠ totaleŵeŶt dĠƌivĠes.  
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Figure 33 : CiŶĠtiƋue d’iŶfusioŶ de la solutioŶ d’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe dĠƌivĠe à la fluoƌesĐaŵiŶe  

Notons que la fluorescamine m/z 279 se voit acquérir une molĠĐule d͛eau au fil du teŵps, 
dĠduĐtioŶ faite paƌ la pƌĠseŶĐe de l͛ioŶ ŵ/z Ϯϵϳ, sigŶe d͛uŶe sapoŶifiĐatioŶ ;Figure 34). Ces 

essais ont été réalisés dans les mêmes conditions sur plusieurs jours afin de confirmer les 

résultats obtenus. A notre connaissance, ce phénomène de saponification de la fluorescamine 

et d͚estĠƌifiĐatioŶ des ĐoŵposĠs dĠƌivĠs paƌ Đe ƌĠaĐtif Ŷ͛oŶt pas ĠtĠ ƌepoƌtĠ daŶs la littĠƌatuƌe. 
Les réactions de dérivation sont généralement utilisées pour une analyse en LC- /Fluo. Cette 

peƌte d͛eau ;- m/z 18) a probablement une influence minime sur le temps de rétention, ce qui 

ne permet pas de les distinguer avec ce type de détection. Seule la spécificité liée à la 

spectrométrie de masse permet de différencier ces formes très proches. 
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Figure 34 : Cinétique de la fluorescamine au cours de la réaction de dérivation 

3.2.1.2.3 Détermination de transitions 

Coŵpte teŶu des ƌĠsultats oďteŶus loƌs de l͛iŶfusioŶ de l͛AMDP dĠƌivĠe à la fluoƌesĐaŵiŶe 
(AMDP-F), la détermination des transitions, ion précurseur-ioŶ pƌoduit, spĠĐifiƋues à l͛AMDP-F a 

ĠtĠ ƌĠalisĠe suƌ l͛ioŶ ŵ/z ϴϮϬ, ŵajoƌitaiƌeŵeŶt pƌĠseŶt daŶs le teŵps. L͛optiŵisatioŶ des 
paramètres spectrométriques ont permis de retenir quatre transitions (Tableau 12). 

Tableau 12 : TƌaŶsitioŶs MRM de l’AMDP-F di-dérivée 

m/z Ecol (V) m/z Ecol (V) m/z Ecol (V) m/z Ecol (V)

AMDP-F

di-dériviée
 + 820 169 541 24 238 38 212 34 262 41

Ion précuseur

[M+H]+Mode ESIMolécule

Ion produits

primaire secondaire tertiaire quaternaire
Tube-Lens

(V)

 

Les paramètres de détection ayant été optimisés en mode MRM, la séparation 

chromatographique a pu être investiguée. Le but recherché est de séparer, en phase inverse, 

l͛AMDP dĠƌivĠe à la fluoƌesĐaŵiŶe eŶ uŶ teŵps ƌaisoŶŶaďle tout eŶ peƌŵettaŶt d͛atteiŶdƌe uŶ 
seuil de dĠteĐtioŶ de l͛oƌdƌe de la dizaiŶe de µg/kg. Malgré les nombreux essais (colonnes, 

gƌadieŶt et dĠďit d͛ĠlutioŶ, ĐoŵpositioŶ iŶitiale de la phase ŵoďileͿ, les ƌĠsultats Ŷ͛oŶt pas ĠtĠ 
satisfaisants eŶ teƌŵes de seŶsiďilitĠ et d͛alluƌe de piĐ ĐhƌoŵatogƌaphiƋue. -F reste non connue. 

Il auƌait ĠtĠ iŶtĠƌessaŶt de ĐoŶtiŶueƌ le dĠveloppeŵeŶt eŶ testaŶt d͛autƌes ƌĠaĐtifs de 
dĠƌivatioŶ daŶs l͛hǇpothğse où la fluoƌesĐaŵiŶe Ŷe soit pas la plus adaptĠe à la tƌiamine. Bien 

Ƌue l͛appƌoĐhe soit iŶtĠƌessaŶte, uŶ Đhoiǆ ƌaisoŶŶĠ a dû ġtƌe fait et Ŷous avoŶs pƌis la dĠĐisioŶ 
de ne pas poursuivre dans cette voie par manque de temps. 
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3.2.2 Conclusions 

Le but de ce premier travail a été de mettre en lumière une approche de dérivation de 

l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe en spectrométrie de masse dans le but de pallier aux 

pƌoďlĠŵatiƋues ƌeŶĐoŶtƌĠes loƌs de l͛aŶalǇse de ĐoŵposĠs aŵiŶĠs eŶ Đhƌoŵatogƌaphie liƋuide 
en phase inverse. Une réaction de dérivation par la fluorescamine en solution standard a 

montré une réaction quasi-instantanée associée à une instabilité des composés dérivés qui 

Ŷ͛oŶt pas ĠtĠ dĠĐƌite daŶs la littĠƌatuƌe pouƌ des ƌĠaĐtioŶs faisaŶt iŶteƌveŶiƌ la fluoƌesĐaŵiŶe. La 
spectrométrie de masse a pu mettre en évidence des phénomènes de simple et double 

ƌĠaĐtioŶs de dĠƌivatioŶ, aiŶsi Ƌu͛uŶ phĠŶoŵğŶe d͛estĠƌifiĐatioŶ suivi daŶs le teŵps. BieŶ Ƌue la 
réaction de dérivation soit rapide, le mélange réactionnel a nécessité au moins 24 heures pour 

aboutir à une certaine stabilité du composé di-dérivé majoritairement produit. Néanmoins, il a 

ĠtĠ ĐoŶstatĠ Ƌu͛uŶe sĠpaƌatioŶ ĐhƌoŵatogƌaphiƋue ƌĠpoŶdaŶt auǆ eǆigeŶĐes de teŵps 
d͛aŶalǇse ƌaisoŶŶaďle et de seuil de dĠteĐtioŶ ƌelativeŵeŶt faiďle Ġtait diffiĐile à ŵettƌe eŶ 
œuvƌe avec ce type de réactif. 

Cette idĠe, iŶtĠƌessaŶte d͛uŶ poiŶt de vue de l͛appƌoĐhe et de la ŵise eŶ œuvƌe, ŵĠƌiteƌait 
d͛ġtƌe aŵeŶĠe à soŶ teƌŵe, paƌ des essais aveĐ d͛autƌes ƌĠaĐtifs de dĠƌivatioŶ. DaŶs le Đadƌe de 
la thğse, l͛appƌoĐhe paƌ appaƌieŵeŶt d͛ioŶs a donc ĠtĠ iŶvestiguĠe puisƋu͛elle iŵpliƋue ŵoiŶs 
de points critiques (ex. une dérivation pré ou post-extraction).  

3.3 Chromatographie liquide par appariement d’ions couplée à la spectrométrie 
de masse : Développement et validation de méthode 

Cette partie de chapitre est consacrée à la description de la méthodologie adoptée pour mettre 

eŶ œuvƌe uŶe ŵĠthode d͛aŶalǇse ƋuaŶtitative par LC-MS/MS de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe 
diamine dans les produits laitiers. La méthode est développée et optimisée selon des facteurs 

usuels tels Ƌue les paƌaŵğtƌes de dĠteĐtioŶ, de sĠpaƌatioŶ et d͛eǆtƌaĐtioŶ. La ŵĠthode est 
eŶsuite validĠe pouƌ ĐaƌaĐtĠƌiseƌ ses peƌfoƌŵaŶĐes au ƌegaƌd de l͛usage atteŶdu. Le dĠtail des 
étapes liées au processus de développement et de validation sera exposé.  
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ARTICLE 2 
 

MÉTHODE D’ANALYSE DE LA N-(3-AMINOPROPYL)-N-
DODECYLPROPANE-1,3-DIAMINE, UN BIOCIDE 
DESINFECTANT, DANS LES PRODUITS LAITIERS PAR 
CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE COUPLÉE À LA 
SPECTROMÉTRIE DE MASSE EN TANDEM 
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Introduction/Contexte 
La N(-3-Aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine, ou Aminopropyldodécylpropane 

diaŵiŶe, peut poteŶtielleŵeŶt se ƌetƌouveƌ à l͛Ġtat ƌĠsiduel daŶs les deŶƌĠes aliŵeŶtaiƌes suite 
à son usage dans les procédures de ND des surfaces en industrie laitière. Ce composé chimique 

entrant dans la composition de nombreuses formulations industrielles à usage désinfectant ne 

possède à ce jour aucune LMR propre. De ce fait, nous nous sommes tenus à la règlementation 

relative aux pesticides qui fixe une LMR par défaut à 10 µg/kg, à toutes substances ne 

présentant pas leur propre LMR.  

D͛uŶ poiŶt de vue aŶalǇtiƋue, tƌğs peu d͛Ġtudes oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠes suƌ la N(-3-Aminopropyl)-N-

dodecylpropane-1,3-diamine et aucune à ce jour en termes de développement de méthode 

quantitative. Le tƌavail ƌĠalisĠ duƌaŶt la thğse a ĠtĠ ĐoŶduit suƌ la ďase d͛iŶfoƌŵatioŶs eǆtƌaites 
des propriétés physico-ĐhiŵiƋues de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe, aiŶsi Ƌue des 
ŵĠthodes d͛aŶalǇses d͛aŵiŶes ďiogğŶes et de polǇaŵiŶes pouvaŶt avoiƌ uŶe stƌuĐtuƌe pƌoche 

de Đelle du ďioĐide. UŶe appƌoĐhe paƌ ajout d͛ageŶts d͛appaƌieŵeŶt d͛ioŶs eŶ 
chromatographique liquide en phase inverse couplée à la spectrométrie de masse en tandem a 

été retenue. 

Le but de ce travail a été de développer et valider une méthode, qui à notre connaissance sera 

la première publiée, permettant de déterminer de manière quantitative les résidus 

d͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe daŶs les pƌoduits laitieƌs, à savoir le lait cru, la poudre 

de lait entier, le fromage à pâte pressée cuite et le fromage fondu, eŶ ƌĠpoŶdaŶt à l͛eǆigeŶĐe de 
LMR par défaut (10 µg/kg). La méthode une fois validée a démontré son applicabilité pour le 

dosage d͛ĠĐhaŶtilloŶs teƌƌaiŶs daŶs le ďut de pouvoiƌ fouƌŶiƌ auǆ autoƌitĠs ĐoŵpĠteŶtes des 
doŶŶĠes d͛oĐĐuƌƌeŶĐe suƌ la présence de résidus d͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe dans 

les aliŵeŶts, ŶĠĐessaiƌes pouƌ Ġvalueƌ le ƌisƋue d͛eǆpositioŶ des consommateurs. 

Le tƌavail de dĠveloppeŵeŶt et de validatioŶ de la ŵĠthode d͛aŶalǇse ƋuaŶtitative de ƌĠsidus 
d͛AŵiŶopƌopǇldodécylpƌopaŶe diaŵiŶe daŶs les pƌoduits laitieƌs a fait l͛oďjet d͛uŶe puďliĐatioŶ 
intitulée « Liquid chromatography-tandem mass spectrometry method for the analysis of N-(3-

aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine, a biocidal disinfectant, in dairy products », 

soumis au journal Food Chemistry (acceptée et en cours de révision). Certains résultats de 

développement aďseŶts daŶs l͛aƌtiĐle seƌoŶt dĠtaillĠs daŶs le pƌĠseŶt ŵaŶusĐƌit.  

Méthodologie/Principaux résultats 

1°) Optimisation des paramètres de séparation et de détection en LC-MS/MS 
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L͛optiŵisatioŶ des paƌaŵğtƌes de dĠteĐtioŶ, pƌiŶĐipaleŵeŶt les pƌessioŶs de gaz, les teŶsioŶs et 
les températures appliquées ainsi que les énergies de collision, ont permis de retenir deux 

transitions MRM, jugées les plus spécifiques de la ŵolĠĐule, Ƌui oŶt seƌvi à l͛ideŶtifiĐatioŶ et la 
ĐoŶfiƌŵatioŶ loƌs de l͛aŶalǇse de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe daŶs les pƌoduits 
laitieƌs. A Đela, le Đhoiǆ d͛uŶ staŶdaƌd iŶteƌŶe ;SIͿ, le plus adaptĠ, a fait l͛oďjet d͛uŶe Ġtude 
poussée : 

 La dodécylamine et la spermidine ont été testées comme standard interne compte tenu 

de la siŵilaƌitĠ de leuƌ stƌuĐtuƌe ĐhiŵiƋue aveĐ l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe. 

  Un composé analogue à chaine aliphatique C10 puis l͛aŶalogue deutĠƌĠ C12 

d͛AŵiŶopƌopǇldodécylpropane diamine ont été synthétisés à la demande dans le but 

d͛aŵĠlioƌeƌ la ƋuaŶtifiĐatioŶ eŶ MS/MS. 

Du point de vue de la séparation chromatographique, les aĐides testĠs eŶ taŶt Ƌu͛ageŶts 
d͛appaƌieŵeŶt d͛ioŶs oŶt ĠtĠ au Ŷoŵďƌe de deuǆ : l͛aĐide heptafluorobutyrique (HFBA) et 

l͛aĐide peŶtafluoƌopƌopioŶiƋue ;PFPAͿ. L͛HFBA a peƌŵis d͛oďteŶiƌ une meilleure sensibilité avec 

uŶ optiŵuŵ à ϮϱŵM. L͛ajout d͛aĐide foƌŵiƋue à ϭ% eŶ ĐoŵďiŶaisoŶ à l͛HFBA a iŶduit uŶ gaiŶ 
en sensibilité, liŵitaŶt aiŶsi l͛effet suppƌesseuƌ d͛ioŶisatioŶ eŶ eleĐtƌospƌaǇ dû à la pƌĠseŶĐe 
d͛ageŶt d͛appaƌieŵeŶt d͛ioŶs. La séparation chromatographique est réalisée avec une colonne 

HǇpeƌsil Gold Cϭϴ. L͛avaŶtage de Đette ĐoloŶŶe ƌepose daŶs la ĐoŵpositioŶ de sa phase 
stationnaire constituée de silice ultrapure, exempte de toutes traces de métaux qui pourraient 

ĐhĠlateƌ les foŶĐtioŶs aŵiŶes de l͛aŶalǇte d͛iŶtĠƌġt. Celle-ci a apporté une meilleure définition 

de pics et un gain en sensibilité. 

2°) Optimisation des paramètres d͛eǆtƌaĐtioŶ 

Pouƌ l͛Aminopropyldodécylpropane diamine, les dĠfis aŶalǇtiƋues ƌelğveŶt de l͛Ġtape 
d͛eǆtƌaĐtioŶ et de puƌifiĐatioŶ. Suƌ Đe poiŶt, le pH du ŵilieu d͛eǆtƌaĐtioŶ a jouĠ uŶ ƌôle crucial. 

Comme vu précédemment, l͛AMDP possède 3 pKa (pKa1 : 6.49 ; pKa2 : 9.33 ; et pKa3 : 10.43) 

qui confère à la molécule une forme différente selon la valeur du pH du milieu dans lequel elle 

se trouve. De ce fait, deuǆ appƌoĐhes de pƌĠpaƌatioŶ d͛ĠĐhaŶtilloŶs, eŶ ŵilieu aĐide suivie d͛uŶe 
puƌifiĐatioŶ paƌ SPE d͛uŶe paƌt, et eŶ ŵilieu oƌgaŶiƋue alĐaliŶ suivie d͛uŶe puƌifiĐatioŶ paƌ la 
méthode QuEChERS ont été testées. Les essais ont été réalisés sur le lait cru comme matrice de 

référence et le fromage PPC pour sa forte teneur en matière grasse.  

L͛eǆtƌaĐtioŶ eŶ ŵilieu aĐide a fait l͛oďjet de plusieuƌs essais d͛acides (acide chlorhydrique, acide 

perchlorique, acide trichloroacétique, acide sulfosalicylique et acide acétique) et de phase 

stationnaire SPE (C18, StrataX® et HLB®Ϳ. Il s͛est avĠƌĠ Ƌu͛uŶe eǆtƌaĐtioŶ paƌ ϱ ŵL d͛AĐide 
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Sulfosalicylique à ϭϮ% suivie d͛uŶe puƌifiĐatioŶ suƌ ĐaƌtouĐhe HLB donne les meilleurs résultats 

NĠaŶŵoiŶs, Đe tǇpe d͛eǆtƌaĐtioŶ seŵďle peu ĐoŶveŶiƌ au fƌoŵage PPC.  

EŶ ŵilieu oƌgaŶiƋue alĐaliŶ, le pH ;ϴ à ϭϮͿ, le solvaŶt d͛eǆtƌaĐtioŶ ;ACN, MeOH, EtOHͿ, l͛ajout de 
sels et/ou d͛adsoƌďaŶts (MgSO4, NaCl, PSA, C18) ont fait l͛oďjet de Ŷoŵďƌeuǆ tests Đoŵpaƌatifs. 

La présence de sels et additifs empêche une récupération optimale de l͛AMDP. Les meilleurs 

ƌĠsultats oŶt ĠtĠ oďteŶus à pH ϭϮ paƌ l͛ajout d͛uŶe solutioŶ d͛aŵŵoŶiaƋue à Ϯ5%, par une 

eǆtƌaĐtioŶ à l͛ACN eŶ pƌĠseŶĐe de NaCl. 

Les résultats obtenus sous les deux approches ont été jugés, à ce stade du développement, peu 

satisfaisants pour prétendre à atteindre un seuil de quantification de 10 µg/kg. Cette réflexion 

nous a amené à augŵeŶteƌ la ƋuaŶtitĠ d͛ĠĐhaŶtilloŶs, soit ϱg, pouƌ atteiŶdƌe l͛oďjeĐtif de seuil. 
DaŶs Đes ĐoŶditioŶs, l͛eǆtƌaĐtioŶ eŶ ŵilieu alĐaliŶ offƌe de ŵeilleuƌs ƌĠsultats pouƌ le lait et le 
fromage PPC. Ainsi, cette approche simple et rapide a été retenue et appliquée à toutes les 

matrices étudiées. 

3°) Evaluation des performance et validation de la méthode 

Le processus de validation de la méthode seloŶ l͛appƌoĐhe de l͛eƌƌeuƌ totale a été appliquée, de 

façon indépendante aux quatre produits laitiers à l͛Ġtude, à savoir, le lait cru, la poudre de lait 

entier, les fromages à pâte pressée cuite (PPC) et fondus (FF). 

La phase de validation a été conséquente car la ŵĠthode s͛est vue suivƌe tƌois pƌoĐĠduƌes de 
validation où à chaque procédure 3 séries ont été réalisées pour chacune des matrices. Ceci en 

ƌaisoŶ d͛uŶ effet ŵatƌiĐe sigŶifiĐatif, Ƌui Ŷ͛a ĠtĠ ideŶtifiĠ Ƌu͛à Đe stade. Celui-ci ne permettait 

pas d͛oďteŶiƌ uŶe fidĠlitĠ et uŶe justesse suffisaŶte pouƌ valideƌ la ŵĠthode. La figure 35 

reprend les résultats successifs de validation obtenus, les hypothèses émises pour palier à la 

pƌoďlĠŵatiƋue ƌeŶĐoŶtƌĠe et les optiŵisatioŶs ƌĠalisĠes daŶs le ďut d͛atteiŶdƌe les 
performances analytiques visées.  
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Figure 35 : Résultats des trois procédures de validation de la méthode quantitative 

d’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe 

Cet important travail de validation a permis de mettre en évidence un effet matrice révélé par 

l͛usage de lots diffĠƌeŶts pouƌ ĐhaƋue ŵatƌiĐe au Đouƌs de la pƌoĐĠduƌe de validatioŶ. Une 

diŵiŶutioŶ de la pƌise d͛essai a foƌteŵeŶt ĐoŶtƌiďuĠ à ƌĠduiƌe l͛effet ŵatƌiĐe peƌŵettaŶt de 
valider la méthode sur une gamme acceptable, ďieŶ Ƌue Ŷ͛atteigŶaŶt pas paƌfaiteŵeŶt l͛oďjeĐtif 
initial (10 µg/kg). L͛ĠtaloŶ iŶteƌŶe, de stƌuĐtuƌe pƌoĐhe de l͛AMDP, Ŷ͛Ġtait pas adaptĠ pouƌ 
corriger totalement l͛effet ŵatƌiĐe et fouƌŶiƌ des peƌfoƌŵaŶĐes aŶalǇtiƋues satisfaisaŶtes. De ce 

fait, uŶ ĠtaloŶ iŶteƌŶe aŶalogue ŵaƌƋuĠ a ĠtĠ utilisĠ pouƌ Đoƌƌigeƌ l͛effet ŵatƌiĐe et aŵĠlioƌeƌ 
significativement les performances de la méthode jugĠes satisfaisaŶtes puisƋue l͛oďjeĐtif est 
atteint.  

4°) Applicabilité de la méthode 

A l͛issue de Đette Ġtape, l͛appliĐaďilitĠ de la ŵĠthode a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠe sur 146 produits laitiers 

collectés en supermarché. Parmi les échantillons révélés positifs, 3 poudres de lait entier, 19 

fromages fondus et 11 fromages PPC ont été quantifiés en Aminopropyldodécylpropane 

diamine à des teneurs supérieures à 5 µg/kg pouvant atteindre 200 µg/kg. Tout comme les 

ammoniums quaternaires, aucune trace d͛AMDP Ŷ͛a pu ġtƌe dĠteĐtĠe daŶs le lait. La 
contamination des denrées transformées pourrait donc être liée soit au transfert de résidus 

depuis les surfaces alimentaires ou au facteur de concentration intervenant lors de la 

transformation du lait.  

Conclusions 

Le travail réalisé dans le cadre de ce projet a permis de développer la première méthode 

d͛aŶalǇse ƋuaŶtitative de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe daŶs les deŶƌĠes aliŵeŶtaiƌes 
qui sera publiée. Cette méthode par LC-MS/MS fait usage d͛HFBA eŶ taŶt Ƌu͛agent 

d͛appaƌieŵeŶt d͛ioŶs à uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de Ϯϱ ŵM et de ϭ% d͛AĐF pour faciliter la séparation 

chromatographique de l͛AMDP, peƌŵettaŶt de s͛affƌaŶĐhiƌ d͛uŶe Ġtape de dĠƌivatioŶ. UŶe 
méthode simple et rapide est proposée pour extraire l͛AMDP contenue dans les produits laitiers 

puisƋu͛elle ƌepose suƌ uŶe eǆtƌaĐtioŶ à l͛ACN à pH ϭϮ paƌ l͛ajout d͛uŶe solutioŶ d͛aŵŵoŶiaƋue à 
25% en présence de chlorure de sodium. La méthode a été validée sur quatre matrices, les plus 

représentatives de la diversité des produits, à savoir : le lait cru, la poudre de lait entier, les 

fƌoŵages à pâte pƌessĠe Đuite ;PPCͿ et foŶdus ;FFͿ. Pouƌ Đe faiƌe, l͛appƌoĐhe eƌƌeuƌ totale ďasĠe 
suƌ la ĐoŶstƌuĐtioŶ d͛uŶ pƌofil d͛eǆaĐtitude a ĠtĠ appliƋuĠe. DaŶs le ďut d͛aŵĠlioƌeƌ les 
performances analytiques de la méthode et la précision sur les résultats de quantification, un 

étalon interne analogue deutéré synthétisé à la demande a été utilisé. La méthode, validée sur 
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un intervalle de 5 à 150 µg/kg, a montré une fidélité et une justesse satisfaisante (< 20%). Enfin, 

la ŵĠthode a ŵoŶtƌĠ soŶ appliĐaďilitĠ paƌ le dosage d͛uŶ ĠĐhaŶtilloŶŶage de pƌoduits laitieƌs 
pris aléatoirement dans le commerce.  

Cette méthode d͛aŶalǇse ĐiďlĠe pƌĠseŶte uŶ pƌeŵieƌ iŶtĠƌġt à l͛ĠĐhelle de Đe pƌojet puisƋu͛il a 
étĠ iŶdispeŶsaďle d͛eŶ disposeƌ daŶs le Đadƌe de la ƌeĐheƌĐhe de pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs. À l͛ĠĐhelle 
nationale et européenne, cette méthode présente un intérêt dans le cadre de la mise en place 

de plans de surveillance permettant de ŵesuƌeƌ l͛eǆpositioŶ des ĐoŶsommateurs et aux services 

idoiŶes de faiƌe l͛ĠvaluatioŶ du ƌisƋue pouƌ ces derniers. 
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Highlights 

LC-MS/MS method to quantify N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine in food    

Quick and reliable extraction was applied to raw milk, milk powder and cheese 

Accuracy profile approach was used for the validation of the method 

Recoveries were in the range 70-120%, RSD ≤ 20% and LOQs in the range 5-7 µg kg
-1
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Abstract 

A novel and reliable method to quantify residual levels of N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-

1,3-diamine in dairy products using ion-pairing reversed-phase liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry (LC-MS/MS) was developed and fully validated. Sample extraction was done 

with salting-out technique using acetonitrile and sodium chloride. For LC-MS/MS, the analyte 

was detected using positive electrospray ionization (ESI+) and two selected reaction monitoring 

(SRM) transitions were monitored. The method was validated in the 5 to 150 µg kg
-1

 range using 

total error approach along with the construction of an accuracy profile. Performance criteria of 

the method were evaluated. Trueness never exceeded the set threshold of 10-15%, the means 

relative standard deviations for precision were lower than 10%; with the exception of hard 

pressed cheese at 5 µg kg
-1

. The limit of quantification (LOQ) was around 5 to 7 µg kg
-1

 

depending on the matrix of interest. The method was successfully applied to accurately quantify 

N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine in dairy products. 

1. Introduction 

Biocidal products are chemicals intended for use against organisms that are harmful to 

humans and their activities. They are classified into 22 biocidal product types according to their 

use, and are arranged into four main groups. Disinfectants constitute one of these four groups. 

This classification is given in Annex V to the Biocidal Products Regulation (BPR) 528/2012/EU 

("Regulation (EU) N° 528/2012 of the European Parliament and of the Council of 22 May 2012 

concerning the making available on the market and use of biocidal products," 2012) which 

concerns the placing on the market and use of biocidal products. Among disinfectants, quaternary 

ammoniums (QAs), including dialkyldimethylammonium chloride (DDAC) and Benzalkonium 

chloride (BAC), and N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine are widely used in 

medical devices and as cleaning-disinfection agents in industries and hospitals. N-(3-

aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine (TA) is a basic nitrogenous compound composed 

of two primary and one tertiary amine groups in addition to a C12 aliphatic chain  formed by the 

catalytic hydrogenation of N-alkylbis(cyanoethyl)amines (Denton, Joyce, & Kiely, 2007). This 

active substance can be found in an admixture with quaternary ammoniums (QAs), or as an 

alternative to them for use as disinfectants/cleaning agents.   
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In the dairy industry, N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine is a biocidal active 

substance used in the cleaning and disinfection of surfaces in contact with food and feed. Even if 

the use of this biocidal product is not intended to expose food or feed directly, its use in the 

manufacture of dairy products may lead to the presence of residues. Like QAs which showed 

remanence on surface, the chemical structure of TA suggests a similar behavior on surface that 

would be an unintentional source of contamination of dairy processed food. While analytical 

methods exist to quantify QAs, there is few method of measuring TA in industrial formulations 

and none to our knowledge in food. 

Like any biocidal substance, the triamine of interest in this study, TA, is covered by the 

Biocidal Products Regulation (BPR) 528/2012/EU ("Regulation (EU) N° 528/2012 of the 

European Parliament and of the Council of 22 May 2012 concerning the making available on the 

market and use of biocidal products," 2012) and is under review for approval on European Union 

list of active substances. This evaluation could led to the establishment of maximal residue limit 

(MRL) as to date no MRL is established for TA residues in food. For our study, we considered 

the default threshold of 10 µg kg
-1

 specified in Article 18 of pesticides regulation 396/2005/EU 

("Regulation (EC) N° 396/2005 of the European Parliament and of the Council of 23 February 

2005 on maximum residue levels of pesticides in or on food and feed of plant and animal origin 

and amending Council Directive 91/414/EEC," 2005) for those products for which no MRL has 

been set could be applied.  

Given this context and in order to provide the competent authorities with data on occurrence of 

TA residues in food necessary to assess the exposure of consumers, it is necessary to develop a 

robust method for the analysis of N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine in food and 

particularly in dairy products. 

A review of the literature revealed that few authors mention N-(3-aminopropyl)-N-

dodecylpropane-1,3-diamine in their studies (Argente-Garcia, Munoz-Ortuno, Molins-Legua, 

Moliner-Martinez, & Campins-Falco, 2016; Mondin, Bogialli, Venzo, Favaro, Badocco, & 

Pastore, 2014; Stillway & Walle, 1977). An initial study in 1977 (Stillway & Walle, 1977) 

qualitatively reveals the unintended presence of TA in shrimp. The analysis was performed by 

gas chromatography-mass spectrometry with derivatization of polyamines through heating in the 

presence of a trifluoroacetic solution. More recent studies on N-(3-aminopropyl)-N-
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dodecylpropane-1,3-diamine in industrial chemical formulations, using NMR spectrometry, 

liquid chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry and acid-base titration 

(Mondin, Bogialli, Venzo, Favaro, Badocco, & Pastore, 2014), and an original technique based 

on a hybrid composite device (Argente-Garcia, Munoz-Ortuno, Molins-Legua, Moliner-Martinez, 

& Campins-Falco, 2016) have investigated. To the best of our knowledge, no authors have 

investigated residues of N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine  in foodstuffs.  

Given similarity of its chemical structure with amine functions, we investigated the literature 

to examine analytical methods (Bedia Erim, 2013; Dadáková, Krízek, & Pelikánová, 2009; De 

Mey, Drabik-Markiewicz, De Maere, Peeters, Derdelinckx, Paelinck, et al., 2012; Ducros, 

Ruffieux, Belva-Besnet, de Fraipont, Berger, & Favier, 2009; Fiechter, Sivec, & Mayer, 2013; 

Gaboriau, Havouis, Moulinoux, & Delcros, 2003; Geuns, Orriach, Swennen, Zhu, Panis, 

Compernolle, et al., 2006; Hakkinen, Keinanen, Vepsalainen, Khomutov, Alhonen, Janne, et al., 

2007, 2008; Loizzo, Menichini, Picci, Puoci, Gianfranco Spizzirri, & Restuccia, 2013; Onal, 

2007; Onal, Tekkeli, & Onal, 2013; Redruello, Ladero, Cuesta, Alvarez-Buylla, Martin, 

Fernandez, et al., 2013; Restuccia, Spizzirri, Puoci, Cirillo, Curcio, Parisi, et al., 2011; Sanchez-

Lopez, Camanes, Flors, Vicent, Pastor, Vicedo, et al., 2009) applied to biogenic amines and 

compounds with primary amine groups in food to establish the analytical approach and to 

propose several strategies for our development. Several analytical methods have already been 

developed using thin-layer chromatography, gas chromatography, capillary electrophoresis or 

liquid chromatography (Bedia Erim, 2013; Khuhawar & Qureshi, 2001; Loizzo, Menichini, Picci, 

Puoci, Gianfranco Spizzirri, & Restuccia, 2013; Onal, 2007; Onal, Tekkeli, & Onal, 2013). This 

analysis of the literature revealed mainly one analytical approach, implementing liquid 

chromatography with derivatization techniques. The chemical modification engendered by amine 

derivatization is necessary to increase the sensitivity when using UV or fluorescence detection for 

amine compounds with no native fluorescence. Numerous studies of aliphatic amines were 

reported in the literature using LC-UV/visible or fluorescence detection with a derivatization step 

due to the lack of chromophore groups and their low volatility (Hakkinen, et al., 2007, 2008; 

Onal, 2007; Onal, Tekkeli, & Onal, 2013; Sagratini, Fernandez-Franzon, De Berardinis, Font, 

Vittori, & Manes, 2012; Sanchez-Lopez, et al., 2009). The most common reagents used for target 

compound derivatization are dabsyl (De Mey, et al., 2012) or dansyl (Cesur, Idil Apak, Aboul-
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Enein, & Ozkırımlı, 2002; Dadáková, Krízek, & Pelikánová, 2009; De Mey, et al., 2012; Ducros, 

Ruffieux, Belva-Besnet, de Fraipont, Berger, & Favier, 2009; Gaboriau, Havouis, Moulinoux, & 

Delcros, 2003; Geuns, et al., 2006; Gosetti, Mazzucco, Gianotti, Polati, & Gennaro, 2007; S. Jia, 

Kang, Park, Lee, & Kwon, 2011; S.  Jia, Kang, Park, Lee, & Kwon, 2012; Moret, Smela, 

Populin, & Conte, 2005; Restuccia, et al., 2011) chloride, o-phthalaldehyde (OPA) (Custodio, 

Tavares, & Abreu Gloria, 2007; Koros, Varga, & Molnar-Perl, 2008; Moret, Smela, Populin, & 

Conte, 2005), 1,2-Naphtoquinone-4-sulfonic acid sodium salt (NQS) (Argente-Garcia, Munoz-

Ortuno, Molins-Legua, Moliner-Martinez, & Campins-Falco, 2016), fluorescamine (Cesur, Idil 

Apak, Aboul-Enein, & Ozkırımlı, 2002), 9-Fluorenylmethyl chloroformate (FMOC) (Koros, 

Varga, & Molnar-Perl, 2008) and others (Fiechter, Sivec, & Mayer, 2013; Redruello, et al., 

2013). Some reagents, such as dansyl chloride, have the advantage of reacting with both primary 

and secondary amines, while OPA is more specific to primary amines. According to Sanchez et 

al. (Sanchez-Lopez, et al., 2009), some derivative agents (including dansyl chloride) are unstable, 

so the derivatization reaction has to be carried out very quickly. In addition, it is reported that the 

derivative compounds obtained by OPA reaction would be less stable than those obtained with 

other reagents (Onal, 2007; Onal, Tekkeli, & Onal, 2013; Sagratini, Fernandez-Franzon, De 

Berardinis, Font, Vittori, & Manes, 2012). Although derivatization can increase sensitivity when 

UV or fluorescence is used, the literature highlights certain problems, the consensus among 

authors being that it is time-consuming, has a poor recovery rate, and lacks precision due to 

unstable or interfering reactions (Bedia Erim, 2013; Sagratini, Fernandez-Franzon, De Berardinis, 

Font, Vittori, & Manes, 2012; Sanchez-Lopez, et al., 2009). 

In order to avoid these disadvantages, liquid chromatography coupled with tandem mass 

spectrometry (LC-MS/MS) seems to be the technique of choice since it usually requires no 

technical derivatization. In addition, it allows an unequivocal determination of the target 

compound based on the detection of its molecular ion and its m/z product ions, thus improving 

the method’s sensitivity and specificity along with a good chromatographic separation. Methods 

using mass spectrometry detection applying (Ducros, Ruffieux, Belva-Besnet, de Fraipont, 

Berger, & Favier, 2009; Gaboriau, Havouis, Moulinoux, & Delcros, 2003; S. Jia, Kang, Park, 

Lee, & Kwon, 2011; S.  Jia, Kang, Park, Lee, & Kwon, 2012) or not a derivatization step 

(Calbiani, Careri, Elviri, Mangia, Pistara , & Zagnoni, 2005; Gianotti, Chiuminatto, Mazzucco, 
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Gosetti, Bottaro, Frascarolo, et al., 2008; Gosetti, Mazzucco, Gianotti, Polati, & Gennaro, 2007; 

Hakkinen, et al., 2007, 2008; Millan, Sampedro, Unceta, Goicolea, & Barrio, 2007; Sagratini, 

Fernandez-Franzon, De Berardinis, Font, Vittori, & Manes, 2012; Sanchez-Lopez, et al., 2009) 

have been developed for the analysis of biogenic amines and of primary and secondary amines. 

To analyze biogenic amines in cheese by direct mass spectrometry detection, Gosetti et al. 

(Gosetti, Mazzucco, Gianotti, Polati, & Gennaro, 2007) demonstrated the method’s specificity 

and the reliability of results obtained at significantly different concentration levels. Some authors 

compared the performances of methods developed to analyze biogenic amines using fluorescence 

and mass spectrometry detection (Gosetti, Mazzucco, Gianotti, Polati, & Gennaro, 2007; 

Restuccia, et al., 2011) ; they found that mass spectrometry gives better sensitivity results. In 

mass spectrometry, electrospray ionization was performed in positive mode since—as explained 

by Sanchez et al. (Sanchez-Lopez, et al., 2009)—the presence of several amine functions induced 

high pKa values, leading to a positive charge over a wide pH range. 

To improve the chromatographic separation of polar compounds known for their poor 

retention in the reversed phase, a widely-used technique solution is to add ion-pairing agents in 

the mobile phase (Custodio, Tavares, & Abreu Gloria, 2007; Hakkinen, et al., 2007, 2008; 

Millan, Sampedro, Unceta, Goicolea, & Barrio, 2007; Mondin, Bogialli, Venzo, Favaro, 

Badocco, & Pastore, 2014; Sanchez-Lopez, et al., 2009). This is all the more necessary for polar 

compounds such as polyamines, including N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine, 

whose amine functions are not or are only partially derivatized when a method including a 

derivatization step is applied. In LC-MS, the use and choice of ion-pairing agents remains a 

crucial step. Indeed, some ion-pairing agents—such as alkylsulfonates—are not suitable for 

electrospray ionization in mass spectrometry detection due to their low volatility (Hakkinen, et 

al., 2007, 2008; Khuhawar & Qureshi, 2001). Strong, volatile acids like trifluoroacetic acid 

(TFA), heptafluorobutyric acid (HFBA) or pentafluoropropionic acid (PFPA) are advised for use 

as ion-pairing agents (Hakkinen, et al., 2007, 2008; Millan, Sampedro, Unceta, Goicolea, & 

Barrio, 2007; Mondin, Bogialli, Venzo, Favaro, Badocco, & Pastore, 2014; Sanchez-Lopez, et 

al., 2009), although an ionization suppressing effect has been mentioned in electrospray for basic 

compounds (Apffel, Fischer, Goldberg, Goodley, & Kuhlmann, 1995; Hakkinen, et al., 2007; 

Kuhlmann, Apffel, Fischer, Goldberg, & Goodley, 1995; Sanchez-Lopez, et al., 2009). Some 
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authors (Apffel, Fischer, Goldberg, Goodley, & Kuhlmann, 1995; Hakkinen, et al., 2007; 

Kuhlmann, Apffel, Fischer, Goldberg, & Goodley, 1995) demonstrated a much more intense 

signal when a weak acid like propionic acid is added to the mobile phase. This addition 

minimizes the ion suppression effect and improves chromatographic separation in the presence of 

ion-pairing agents. 

The use of TA during cleaning-disinfection procedures in dairy industry is likely to leave 

residues on food surfaces that can be transferred into dairy products. The aim of this study was to 

develop and validate what is to our knowledge the first quantitative method for determining N-(3-

aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine in cheese and milk products. This innovative 

method without a derivatization step is based on UPLC-MS/MS using volatile HFBA as an ion-

pairing reagent. The proposed method was validated within the 5 to 150 µg kg
-1

 range in keeping 

with accuracy profile approach and European Union SANTE/11945/2015 regulatory guidelines 

("Guidance document on analytical quality control and method validation procedures for 

pesticides residues analysis in food and feed (SANTE/11945/2015)," 2016), which are 

specifically used to validate analytical methods using mass spectrometry for the analysis of 

pesticide residues. Its application to the quantification of N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-

1,3-diamine in commercial dairy product samples is demonstrated herein. 

2. Experiment 

2.1 Chemical, reagents and solutions 

2.1.1 Analytical reference standards and standard solutions 

N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine (referred to as “TA”) was obtained from 

BOC Sciences (USA). An isotopically labeled internal standard (referred to as“TA-d4”) was 

synthesized on request by AtlanChim Pharma (Saint Herblain, France). 

Stock solutions of TA and triamine-d4 were individually prepared at a concentration of 1 mg.mL
-

1
 in HPLC grade acetonitrile. Intermediate and working standard solutions were obtained by 

successive dilution from standard stock solution using a mixture of ACN/Water (50:50 v/v) with 

1% formic acid. For the internal standard, a diluted solution at 1 µg.mL
-1

 was prepared from the 

stock solution in the same solvent mixture and added prior to extraction. All the prepared 
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solutions were stored at 4°C. The standard stock solution’s stability was determined as 

satisfactory for at least one year.  

2.1.2 Chemical and reagents 

All the reagents and solvents used were HPLC or analytical grade. Acetonitrile, methanol and 

sodium chloride salt were purchased from Fisher Scientific (Loughborough, England). Analytical 

reagent grade heptafluorobutyric acid (HFBA) was obtained from Fluka (St. Quentin Fallavier, 

France). A 25% ammonia solution and 98-100% formic acid were supplied by Merck 

(Darmstadt, Germany). HPLC-grade purified water was prepared using a Milli-Q purification 

system (Millipore, Molsheim, France). The filters used for final filtration of the extracts before 

chromatographic injection were purchased from Millipore (Millex GV, 0.45 µm).  

2.2 Sample preparation 

2.2.1 Milk product matrices 

Four dairy matrices were selected and purchased from different local stores in order to represent 

the diverse range of milk products in terms of texture and fat percentage. Raw milk (3.2%, w/w 

fat; 3.6%, w/w protein, Declaration of Manufacturer, DM) represented liquid and low-fat 

matrices, while whole milk powder (26%, w/w fat; 26%, w/w protein, DM) represented dry 

matrices. To represent high-fat matrices, two groups of cheese were studied: the first one includes 

processed cheese (18.5%, w/w fat; 11.5%, w/w protein, DM) and the second includes hard 

pressed cheese (35%, w/w fat; 27%, w/w protein, DM).  

Raw milk and cheese samples were kept frozen (T° < -18°C) and whole milk powder kept at 

ambient temperature until analysis. 

2.2.2 Extraction procedure 

To avoid any loss or cross-contamination, disposable polypropylene (PP) materials were used 

during the solution preparation and extraction procedure. 

Before extraction, the frozen cheeses were grated using a household cheese grater to facilitate 

sampling. The following generic protocol is applicable to all dairy matrices. To isolate the target 

analyte, the sample (1g ± 0.04g) was weighed in a PP centrifuge tube. Particular care was taken 
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with the whole milk powder which was rehydrated (ratio 1:1) after weighing, by adding 1 g of 

water,  in order to improve extraction homogeneity. The sample was then fortified with 100 µL of 

the internal standard solution so as to obtain a final concentration of 100 µg kg
-1

. The sample was 

vortex-mixed and allowed to stand for 10 min before extraction. To facilitate extraction of TA, 

the sample was adjusted to pH 12 by adding 25% NH4OH solution and the sample was first 

vortex-mixed and then allowed to stand for 30 min. Next, 10 mL of acetonitrile (ACN) and 1 g of 

sodium chloride (NaCl) were added. The sample tube was again vortex-mixed vigorously then 

shaken for 10 min with a rotary shaker at 100 rpm. Then, the tube was centrifuged at 4,200 g for 

10 min in refrigerated conditions at +4°C. The supernatant was all transferred to a new, clean 

disposable PP tube and evaporated to dryness at 60°C under a gentle stream of nitrogen. The 

residual extract was then dissolved with 400 µL of ACN/Water (50:50 v/v) with 1% formic acid. 

The concentrated sample was vortex-mixed and filtered through a 0.45 µm PVDF filter into an 

HPLC vial prior to LC-MS/MS analysis. 

This simple salting-out liquid-liquid extraction (SALLE) tested on four representative dairy 

product matrices (i.e. raw milk, whole milk powder, hard pressed and processed cheese) could be 

applied to various other dairy products.  

2.3 LC-MS/MS conditions 

Chromatographic separation was performed using a Dionex Ultimate 3000 ultra-high-

pressure liquid chromatography (UHPLC) system (ThermoFisher Scientific, San Jose, USA) 

fitted with an autosampler regulated at +10°C and a column oven kept at +25°C. N-(3-

aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine was separated at a flow rate of 0.4 mL.min
-1

 using 

a Hypersil™ GOLD™ column (50 mm x 2.1 mm ID, 1.9 µm particle size) (Thermo Fisher 

Scientific, San Jose, USA). The sample extract (10 µL) was injected into the column and TA was 

eluted using a binary gradient with a 6 min run. The mobile phase consisted of water (A) and 

ACN (B), with 25 mM HFBA and 1% formic acid for both. The gradient conditions were as 

follows: from 0 to 3 min linear ramp from 20% to 80% of eluent B; then rapid linear ramp over 

0.5 min to return to 20% of eluent B; hold for 2.5 min to re-equilibrate the system before moving 

to the next injection.  
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The UHPLC system was coupled to a TSQ Vantage triple quadrupole mass spectrometer 

(Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA) equipped with a heated electrospray ionization (HESI) 

source operating in positive mode. The HESI source parameters were optimized by the direct 

infusion of TA in solution (5 µg mL
-1

 in acidified ACN/water) where the protonated ([M+H
+
]) 

molecular ion was detected and selected as the precursor ion. The position of the source was 

adjusted, then the cone voltage and collision energy were tuned to optimize the precursor’s 

transition to the most abundant product ions monitored in the selected reaction monitoring (SRM) 

mode. In accordance with SANTE/11945/2015 guidelines ("Guidance document on analytical 

quality control and method validation procedures for pesticides residues analysis in food and feed 

(SANTE/11945/2015)," 2016), two transitions were monitored, the most intense (m/z 300 → 

283) was used for quantification and the second one (m/z 300 → 226) as qualifier ion for 

confirmation. For internal standard (IS), only one SRM transition as m/z 304 → 287 was used. 

Analyses were performed at an ion spray voltage of +2000 V (positive mode); a capillary tube 

temperature of 395°C and a vaporizer temperature of 270°C, scan time of 0.1 sec and a scan 

width of 1 m/z. Nitrogen was used as the sheath gas (50 psi), the auxiliary gas (30 psi) and the 

ion sweep gas (2 psi), while argon was used as the collision gas (1.5 mTorr). 

The tube lens and collision energy parameters applied to the transitions from precursor to product 

ions are shown in Table 1. Figure 1 shows the chromatogram for N-(3-aminopropyl)-N-

dodecylpropane-1,3-diamine standard at 50 µg kg
-1

 in ACN/Water (50:50, v/v) with 1% formic 

acid. 
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2.4 Method validation 

The LC-MS/MS method for the quantitative determination of N-(3-aminopropyl)-N-

dodecylpropane-1,3-diamine in dairy products was validated using the total error approach 

described in the harmonization guidelines issued by the French Society of Pharmaceutical 

Science and Technology (SFSTP) in accordance with the NF V03-110 standard. The method’s 

performance and reliability were assessed by constructing an accuracy profile based on the 
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estimation of trueness and precision. The total error concept with an accuracy profile was used as 

a decision-making tool for the validation process and to determine the method’s range of validity 

through two parameters: the acceptance limit (λ) and the β-expectation limit. The acceptance 

limit (λ) defines an interval around the reference value and the β-expectation limit represents the 

proportion of further measurements of unknown samples included within the acceptance limits. 

In order to validate the analytical method, two sets of experimental matrix standards (EMS) 

named “calibration standard (CS)” and “validation standard (VS)” were prepared independently. 

These EMS are matrix-fortified samples prepared by addition of standards to blank matrix prior 

to the extraction. The first one “CS” was used as matrix calibration curve and the second “VS” 

was designed to evaluate the performance characteristics of the analytical method (including 

trueness and precision). The method was validated for all the matrices over three experiment days 

(n=3). Samples from each series (CS and VS) of experiments (n) were analyzed on the same day.  

All the dairy products used as validation matrices (i.e. raw milk, whole milk powder, hard 

pressed or processed cheese) and not containing any detectable amount of TA were used as 

matrix-matched CS and VS. 

2.4.1 Calibration Standards (CS) 

Six calibration standards were prepared by adding appropriate volume of N-(3-aminopropyl)-

N-dodecylpropane-1,3-diamine standard solution in blank milk product samples to obtain 

concentration levels at 5, 10, 25, 50, 100, and 150 µg kg
-1

, for all the matrices studied. They were 

prepared according to the protocol described in section Erreur ! Source du renvoi introuvable., 

intended for application in routine controls. Two independent series of calibration standards were 

performed for raw milk, whole milk powder, hard pressed cheese and processed cheese. For 

calibration purposes, the response area ratio (analyte peak area/internal standard peak area) was 

considered over the whole range of concentration. Calibration standards are used to allow 

drawing the calibration curve.  

2.4.2 Validation Standards (VS) 

Validation standards are prepared in the same way as the CS, with known concentrations of 

TA and are used to validate the analytical procedure. In the validation study, they were 

considered as unknown samples and actually represent the real-life samples that the analytical 
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procedure will be required to quantify in the future. Different batches of blank samples from 

various origins were selected in order to give representative VS and to include any matrix effects 

in the quantitative results. To cover the method’s entire range of validity, all the calibration 

standard concentration levels were also selected for the validation standards. For each matrix, 

duplicate runs were performed at each concentration level (5, 10, 25, 50, 100, and 150 µg kg
-1

) on 

three separate days, amounting to six VS per concentration level. 

2.4.3 Qualitative and quantitative criteria 

The method’s performance with respect to this triamine was evaluated according to the NF 

V03-110 standard and European Union SANTE/11945/2015 ("Guidance document on analytical 

quality control and method validation procedures for pesticides residues analysis in food and feed 

(SANTE/11945/2015)," 2016) through qualitative parameters such as retention time, relative ion 

intensities and specificity. The quantitative criteria assessed in the validation procedure were, 

accuracy in terms of trueness and precision (repeatability and intermediate precision), 

measurement uncertainty, detection and quantification limits. Data relative to the area ratio 

response based on the peak area response of the most intense SRM transition divided by the peak 

area response of the deuterated internal standard were used for the quantification process. 

Specificity was tested by analyzing at least 30 samples of various dairy products (milk, milk 

powder, cream and cheese) in order to verify the absence of potential interfering compounds at 

the TA’s retention time. 

2.4.4 Statistical validation data processing: accuracy profile 

Based on the calibration standard results, the response functions corresponding to the 

relationships between the area ratio and N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine 

concentration were evaluated using different regression models (linear, linear through 0, 

weighted linear, linear with logarithm transformation, quadratic, and weighted quadratic) and the 

most appropriate calibration curve for the analyte/matrix combination was selected. For each 

response function tested, an accuracy profile was built up from the back-calculated concentration 

of the validation standards. An accuracy profile was constructed from the β-expectation tolerance 

limits representing the proportion of measurements that must be included with β% set within the 

acceptance limits (±λ). For each concentration level of the validation standards considered as 
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unknown samples, the upper and lower β-expectation tolerance limits were plotted for β = 70% to 

80% (α-risk of 20-30%) depending on the studied matrix. In other words, it was accepted that 

20% to 30% of the results obtained could deviate from the acceptance interval within the range of 

validation. The acceptance limits (±λ) represented on the accuracy profile were set at ±20% to 

±30% depending on the studied matrix, meaning a maximum bias for trueness of 10% to 15% 

and a maximum relative standard deviation of 10% to 15% for precision. For each concentration 

level, trueness through bias values was represented on the accuracy profile. These parameters 

were considered necessary for the analysis and quantification of N-(3-aminopropyl)-N-

dodecylpropane-1,3-diamine in dairy products.  

2.5 Assessment of matrix effects and extraction recoveries 

Matrix effects (ME) and extraction recoveries (ER) were assessed by applying the approach 

described by Matuszewski et al. (Matuszewski, Constanzer, & Chavez-Eng, 2003). ME and ER 

were estimated for all four dairy products, i.e. raw milk, whole milk powder, hard pressed cheese, 

and processed cheese. For each matrix, experiments were calculated at two concentrations (5 and 

50 µg kg
-1

) and performed on six replicates with six different batches (n=1/batch). 

2.5.1 Matrix effects 

To evaluate a matrix effect, which expresses either the suppression or the signal enhancement 

of the target analyte relative to other matrix components that could interfere during ESI 

ionization process with the compound of interest, a post-extraction approach was applied. Blank 

samples of dairy products were prepared according to the procedure described earlier without 

adding any standards (internal or other) early on. After evaporation, the residue was reconstituted 

with a solution containing 50 or 500 µg L
-1

 of N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine 

(i.e. TA under investigation) and 1000 µg L
-1 

of its deuterated internal standard (TA-d4). This 

extract was directly injected into the LC-MS/MS system and the ratio (ME%) between the area 

ratio obtained for blank samples and the solution prepared in the same conditions was calculated. 

2.5.2 Extraction recoveries 

Extraction recoveries (ER) were studied by comparing the response area ratio of the target 

analyte using pre- and post-extraction procedures. In the pre-extraction procedure, N-(3-
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aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine standard was added to a blank matrix prior to 

extraction. In the case of post-extraction, the process was the same as that used to calculate 

matrix effects. In both cases, deuterated internal standard, triamine-d4, was added at the end of 

the extraction procedure. Extraction recoveries were assessed by calculating the ratio in %: RE = 

(peak area ratio obtained by a blank matrix sample spiked before extraction/peak area ratio 

obtained by a blank matrix sample spiked after extraction) x 100. To conclude that the analyte of 

interest was fully extracted from the matrix, RE values should be close to 100%. 

3. Results and Discussion 

3.1 Optimization of MS conditions 

The LC-MS/MS method for the determination of N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-

diamine (TA) was first investigated and MS conditions consequently optimized as follows. A 

mass characterization study was carried out by direct infusion (5 µL min
-1

) of a solution of each 

compound (5 µg mL
-1

) into the MS detector using electrospray ionization in positive mode. 

Parameters such as spray voltage, vaporizer temperature, capillary temperature, and pressure of 

gases (N2 and argon) were optimally tuned to obtain the best response signal for the molecular 

ion of N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine. 

TA and its deuterated internal standard give an intense signal at m/z 300 and m/z 304 

respectively, corresponding to the protonated molecular ion [M+H]
+
. Four significant product 

ions at m/z 212, m/z 226, m/z 243, and m/z 283 were obtained from MS/MS fragmentation of 

precursor ion m/z 300 (Fig. 1). The m/z 283 fragment, [C18H39N2]
+
, was obtained following the 

loss of a neutral fragment corresponding to one of the ammonia functions present in the terminal 

position of the TA’s structure. The m/z 226 fragment comes from the successive loss of ammonia 

and the amino alkyl chain corresponding to the species [C15H32N]
+
. These explanations about the 

ion products obtained and the proposed fragmentation pathway illustrated in Fig. 1, were 

confirmed by fragmentation of the deuterated internal standard (TA-d4). 

3.2 LC optimization 
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In order to obtain a selective and sensitive method able to accurately quantify traces of N-(3-

aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine in dairy products, LC separation was optimized 

following an analysis of the literature.  

Starting from the bibliographic review of biogenic amines which present similar chemical 

structure (number of amines, aliphatic chain) as N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-

diamine, the LC separation turned to a reversed-phase chromatographic separation (Dadáková, 

Krízek, & Pelikánová, 2009; Fiechter, Sivec, & Mayer, 2013; Hakkinen, et al., 2007, 2008; 

Mondin, Bogialli, Venzo, Favaro, Badocco, & Pastore, 2014). The Hypersil Gold C18 column 

(50 mm x 2.1 mm i.d., 1.9 µm particle size) with end-capped ultrapure silica was chosen given 

the absence of metals in the stationary phase, which could chelate with the amine functions of the 

analyzed compound. Considering the physicochemical properties of N-(3-aminopropyl)-N-

dodecylpropane-1,3-diamine with three amine function groups and a C12 alkyl chain, its analysis 

proved to be critical in reversed-phase LC due to its amphiphilic nature. Ion-pairing 

chromatography appears to be the best solution for retaining polar compounds in reversed-phase 

chromatography using a C18 column. The most frequently used volatile ion-pairing agents were 

trifluoroacetic acid (TFA), pentafluoropropionic acid (PFPA) and heptafluorobutyric acid 

(HFBA) (Hakkinen, et al., 2007, 2008; Millan, Sampedro, Unceta, Goicolea, & Barrio, 2007; 

Mondin, Bogialli, Venzo, Favaro, Badocco, & Pastore, 2014; Sanchez-Lopez, et al., 2009). The 

first attempt at chromatographic separation of TA was made with 100 µg L
-1

 in an acidified 

aqueous solution (1% formic acid), using as mobile phase ACN/Water with the addition of 

formic acid or HFBA in different proportions. This experiment showed that the addition of 

HFBA at a concentration of 10 mM in both ACN and water phases improves the analyte’s 

sensitivity during chromatographic separation. Based on this result, other optimization paths were 

investigated, including the concentration of HFBA, the nature of the ion-pairing agent and the 

addition of a weak acid such as formic acid. The latter was added to counter the known ionization 

suppression effect of ion-pairing agents in the mass spectrometer (Apffel, Fischer, Goldberg, 

Goodley, & Kuhlmann, 1995; Hakkinen, et al., 2007; Kuhlmann, Apffel, Fischer, Goldberg, & 

Goodley, 1995; Sanchez-Lopez, et al., 2009). All the tested conditions were applied to TA at 100 

µg L
-1

 in different injection solvents, summarized in Fig. 2a. As can be seen, whatever the 

composition of the mobile phase in the ion-pairing agent, the best area response result is obtained 
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with an injection of a solvent mixture containing ACN/Water (50:50, v/v) + 1% formic acid. This 

is particularly true when the mobile phase is composed of water and ACN both acidified with 

25mM HFBA and 1% formic acid. These injection solvent and mobile phase conditions were 

used as input for further developments. To complete these observations, the ion suppression 

effect related to the presence of HFBA and its attenuation by the addition of formic acid is clearly 

illustrated in Fig. 2b. 

These optimizations lead to an excellent chromatographic separation of N-(3-aminopropyl)-N-

dodecylpropane-1,3-diamine in 6 min using HFBA as the ion-pairing agent.  
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3.3 Study of extraction conditions 

Given the physicochemical properties of N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine 

(polar groups, aliphatic chain) and the complexity of the studied matrices—characterized by a 

high percentage of fat and protein—it is not easy to extract the target analyte. Indeed, a Log Pow 

value of 4.46 confirms the TA’s lipophilicity (i.e. its affinity with fat matrices). With its three 

pKa (pKa1 6.49, pKa2 9.33, pKa3 10.43), the pH of the extraction medium was critical during this 

step. This is why TA was extracted in both acidic (pH 3 – formic acid) and basic (pH 11 – 

sodium hydroxide) conditions and with two different organic solvents (i.e. acetonitrile and ethyl 

acetate) using raw milk as the reference matrix. The best results were obtained for extraction with 

acetonitrile in a basic medium (Fig. 3a).    

The effects of the organic extraction medium’s pH (from pH 6.5 to 12) were further optimized to 

attain the best conditions for extracting TA (Fig. 3b). Results indicated that extraction was better 

when the pH was higher than 9, and optimal with 25% ammonia (NH4OH). Therefore, the dairy 

samples’ pH was increased to 12 by adding 25% ammonia to all four matrices. 

In a further optimization step, additive (MgSO4) and salt (NaCl) were added to raw milk to 

remove the aqueous phase and maximize the TA’s transfer in the organic phase. The results 

obtained (Fig. 3c) show that the area response for TA increased with the addition of NaCl (i.e. the 

salting-out technique). For this SALLE procedure, sodium chloride was selected as salt and this 

choice was also applied to the other three matrices.  
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The goal being to apply the most appropriate extraction method, further extraction protocols 

derived from the ones described in the literature (Custodio, Tavares, & Abreu Gloria, 2007; De 
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Mey, et al., 2012; Fiechter, Sivec, & Mayer, 2013; Gosetti, Mazzucco, Gianotti, Polati, & 

Gennaro, 2007; Redruello, et al., 2013; Restuccia, et al., 2011; Sagratini, Fernandez-Franzon, De 

Berardinis, Font, Vittori, & Manes, 2012) for biogenic amines in foodstuffs were tested. An 

aqueous acidic extraction followed by a solid phase extraction (SPE) for purification purposes 

(De Mey, et al., 2012; Restuccia, et al., 2011; Sagratini, Fernandez-Franzon, De Berardinis, Font, 

Vittori, & Manes, 2012) was widely used, sometimes complemented by a derivatization step (De 

Mey, et al., 2012; Restuccia, et al., 2011). For our experiments, with no derivatization step, raw 

milk and hard pressed cheese were selected as matrices because they represent extreme dairy 

products in terms of fat percentage. Several parameters were tested, including the nature and 

concentration of the acid used for extraction (hydrochloric acid, trichloroacetic acid, perchloric 

acid, acetic acid, and sulfosalicylic acid) (Custodio, Tavares, & Abreu Gloria, 2007), the type of 

SPE cartridge used (apolar, i.e. C18; universal, i.e. HLB; or cation exchange, i.e. Strata-X®) and 

the composition of SPE solvents (conditioning and elution) (Sagratini, Fernandez-Franzon, De 

Berardinis, Font, Vittori, & Manes, 2012). As the results were not satisfactory compared to the 

SALLE procedure, it was not considered useful to show them here. Hard pressed cheese was the 

matrix that produced the poorest results, and two hypotheses could explain these results. One 

relates to extraction in an acid medium in light of the matrix’s high-fat nature, and the other to 

possibly inappropriate SPE conditions (cartridges or elution solvent). 

The final extraction protocol applicable for all four matrices (raw milk, whole milk powder, hard 

pressed cheese, and processed cheese), consisting of a SALLE procedure using acetonitrile and 

sodium chloride as the extraction solvent and salt respectively, was evaluated in terms of 

extraction recoveries. Fig. S1a shows the recoveries obtained for two concentration levels (5 and 

50 µg kg
-1

). The recovery percentages ranged from 52.5% to 75% at 5 µg kg
-1

 and from 54.6% to 

74% at 50 µg kg
-1

. These satisfactory results demonstrate that the extraction is not concentration-

dependent. The lower RE values for high-fat (about 18-30%) processed dairy products 

demonstrate that extraction is more critical due to the TA’s affinity with fat. 

3.4 Validation of the analytical method 

3.4.1 Selectivity and Specificity (matrix effect) 
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Selectivity was tested by comparing the chromatograms for different blank samples, milk and 

cheese samples and the standard solution. No source of interference was observed at the retention 

time of N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine on the two MRM transitions. The 

retention times observed for calibration standards and spiked matrices were similar. These 

observations are also valid for the deuterated internal standard. The ion ratios of TA were 

calculated on the CS and VS and the relative deviations of the ion ratios were satisfactory.  

For each sample, the specificity of the method—expressed by assessment of the matrix effect—

was evaluated by injecting six different samples spiked with TA after the SALLE procedure and 

TA in a solution at the same concentration. The results, illustrated in Fig. S1b, show that no 

significant matrix effect was observed. Moreover, it has been shown that the matrix effect is not 

concentration-dependent for the analyte/matrix combination studied. 

3.4.2 Response function 

An accuracy profile was built for each matrix and all the regressions tested as described in 

section Erreur ! Source du renvoi introuvable. were calculated. The aim was to obtain the 

same calibration model for each matrix. By building up an accuracy profile from validation 

standards, each response function was evaluated and the selected regression model obtained with 

calibration standards may be validated according to the λ and β-expectation parameters and 

applied to real samples on a routine basis. 

To meet all these criteria, the 1/X² weighted linear response function was chosen. Furthermore, 

for raw milk, whole milk powder and processed cheese, the selected regression allows to be 

quantified N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine over the entire dosing range while, 

98% of the dosing range was covered for hard pressed cheese. In any event, N-(3-aminopropyl)-

N-dodecylpropane-1,3-diamine may be accurately quantified in dairy products using the 1/X² 

weighted linear regression model chosen. 

3.4.3 Trueness 

The method’s trueness refers to the closeness of agreement between the mean value obtained 

from a series of measurements during the validation experiment and an accepted reference value. 

This parameter corresponds to the analytical method’s systematic error. Trueness, expressed in 

terms of relative bias (%), was obtained from the mean of back calculated concentrations of 
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validation standards in the matrix at each concentration level ranging from 5 to 150 µg kg
-1

. 

Table S1 shows that for all concentration levels in each matrix, the relative bias for trueness (< 

7%) was satisfactory since it did not exceed the set threshold of 10-15%, and results are in full 

accordance with the European SANTE 11945/2015 recommendations ("Guidance document on 

analytical quality control and method validation procedures for pesticides residues analysis in 

food and feed (SANTE/11945/2015)," 2016) with RSD% values for trueness in the range of 70-

120%. Even for hard pressed cheese, the results were all the more satisfactory since relative bias 

values were lower than the 15% set, although the dosage range was not completely covered. 

Furthermore, the proposed method’s trueness was demonstrated in cheese and milk products. 

3.4.4 Precision 

The method’s precision was evaluated through the two components representing the random 

error of an analytical method: repeatability and intermediate precision expressed as a relative 

standard deviation (RSD%). The repeatability (intra-day) and intermediate precision (inter-day) 

are estimated at each concentration level considered for the validation standards (n=6), and this 

for all four matrices. Their respective estimates are reported in Table S1. RSD% repeatability 

values are lower than 8% whatever the concentration level or matrix studied. Throughout the 

whole dosing range (5-150 µg kg
-1

), RSD% values for intermediate precision are lower than 3% 

for raw milk, 9% for whole milk powder and 6% for processed cheese. For hard pressed cheese, 

the highest RSD% obtained for intermediate precision was 20.7% at level 1 (5 µg kg
-1

), which 

was above the threshold of 15% and at the limit of European SANTE 11945/2015 

recommendations, which accept an RSD% ≤ 20% for repeatability within the scope of a method. 

Of the four studied matrices, hard pressed cheese was considered the most complex matrix given 

its higher fat content (about 35%). This could explain a higher random error, particularly at low 

concentration levels. RSD% values for repeatability and intermediate precision were almost all 

lower than 15%, illustrating the proposed method’s high precision. 

3.4.5 Accuracy profile 

Accuracy—assessed through the accuracy profile—takes into account the total error, so it is 

the expression of the sum of the systematic (trueness) and random (precision) error. The accuracy 

profile for each matrix (raw milk, whole milk powder, hard pressed cheese and processed cheese) 
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is illustrated in Fig. S2. Trueness and precision are represented by the relative bias (%) in plain 

red line, and the lower and upper tolerance limits (black dotted lines) respectively. Precision, 

based on intermediate precision results, illustrate the β-expectation (70-80%) (blue dashed 

curves) defined.  

The analytical method was considered valid within the defined dosing range when the β-

expectation interval tolerance (dash lines) was inside the acceptance interval (dotted lines), i.e. 

provided the β-expectation limits did not cross the acceptance limits (±λ), that were set at ± 20% 

(raw milk, processed cheese) up to 30% (whole milk powder, hard pressed cheese). 

As can be seen from these profiles, the method was considered accurate and valid for the 

quantification of N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine in raw milk, whole milk 

powder and processed cheese, since all the tolerance intervals lie within the acceptance limits. 

One exception is the hard pressed cheese matrix, for which the upper tolerance limit crosses the 

upper acceptance limit at low concentrations. This means that the method is not accurate 

throughout the dosing range. However, these results are satisfactory given that there is currently 

no method that can accurately quantify N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine in 

foodstuffs. 

3.4.6 Limits of detection and of quantification (LOD and LOQ) 

The limit of detection (LOD) was estimated using the mean intercept of the calibration model 

and the residual variance of the regression. Applying this method of calculation, the LODs for the 

developed method were between 0.09 and 0.19 µg kg
-1

 (Table 2). The limits of quantification 

(LOQ) correspond to the smallest and highest amount of the analyte of interest beyond which the 

β-expectation tolerance limits lie outside the acceptance limits. The estimated LOQs of the 

developed method were defined as 5.0 µg kg
-1

 in raw milk, whole milk powder and processed 

cheese, and 7.3 µg kg
-1

 in hard pressed cheese (Table 2). These results are in accordance with 

accuracy profiles as shown. Compared to the recommendations of European SANTE 

11945/2015, LOQs with the accuracy profile approach are more accurate. 

This first reported method for quantifying N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine in 

dairy products gives very satisfactory LOQs below the default threshold (10 µg kg
-1

) set by 
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pesticide regulations ("Guidance document on analytical quality control and method validation 

procedures for pesticides residues analysis in food and feed (SANTE/11945/2015)," 2016). 

 

4. Quantitative analysis of real samples 

The LC-MS/MS method developed was applied to accurately quantify N-(3-aminopropyl)-N-

dodecylpropane-1,3-diamine in dairy products collected from different local markets. Sampling 

was carried out randomly, taking care to diversify the products (texture, % fat, and brand). 

Thirty-one samples of raw milk, 15 samples of milk powder, 4 of cream and 96 different cheeses 

were analyzed. TA being sought was quantifiable in 3 samples of milk powder, 19 of processed 

cheese and 11 of hard pressed cheese. Fig. 4 shows the distribution of concentrations of N-(3-

aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine (expressed in µg kg
-1

 of matrix) found in each 

contaminated matrix. Detectable but unquantifiable traces of TA were found as illustrated in Fig. 

4 related to the quantification limits (5-7.3 µg kg
-1

). The results show that TA levels in 22 dairy 

product samples were higher than the default MRL for pesticides, which is set at 10 µg kg
-1

. 

However, the amount of TA remains reasonable since only two cheese samples exceeded 200 µg 

kg
-1

. The hypothesis outlined in the introduction concerning the transfer of N-(3-aminopropyl)-N-

dodecylpropane-1,3-diamine residues in dairy products following cleaning-disinfection 

procedures of food surfaces is now confirmed.  
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Since no trace of TA was detected in raw milk (LD=0.14 µg kg
-1

), the concentration levels 

found in cheese may have two origins. Knowing that an average of 10 liters of milk are needed to 

produce 1 kg of cheese or 1 kg of milk powder , the concentration of a contaminant from milk 

would be 10 times greater in transformed products like cheese. Undetectable traces in milk could 

therefore be quantifiable in processed products. On the other hand, following cleaning-

disinfection procedures, residues of N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine might 

remain on any food surfaces used when processing the raw material and could be transferred into 
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the processed food. This hypothesis is plausible in view of the compound’s chemical structure. 

Indeed, such a transfer from the food surface to a fatty matrix such as milk or cheese may be 

envisaged via the interaction of the C12 aliphatic chain. The number of milk powder samples 

containing a quantifiable concentration of TA is reasonable. Nevertheless, five milk powder 

samples found positive for TA are intended for infants. Of these, two were quantified as 12 and 

32 µg kg
-1

, and a further three samples contain detectable concentrations of N-(3-aminopropyl)-

N-dodecylpropane-1,3-diamine, not far below the quantification limit of 5 µg kg
-1

. These results 

should encourage authorities to be particularly vigilant for residues in baby food.   

5. Conclusion  

This is the first reported method developed to analyze N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-

1,3-diamine in dairy  products. The method is based on UPLC-MS/MS detection using an ion-

pairing technique to improve chromatographic separation of the polar compound and prevent the 

unwanted interaction of basic amine functions which may free silanol groups in the analysis 

column. The proposed method, based on a rapid and simple salting-out extraction with 

acetonitrile and chloride sodium reagents, may be used to separate and quantify N-(3-

aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine in dairy products in less than six minutes without 

any derivatization. A stable deuterated TA (TA-d4) was included as an internal standard to 

improve quantification accuracy. The analytical method was successfully validated for raw milk, 

whole milk powder, hard pressed cheese and processed cheese using the total error approach 

based on the construction of an accuracy profile. The assessment of the performance for each 

matrix demonstrates the method’s accuracy, with RSD values below 20% for precision (i.e. 

repeatability) and an intermediate precision within the method’s range of validity. This novel 

method is reliable and can be recommended for quantitative analysis over a range of 5-150 µg kg
-

1
 for raw milk, whole milk powder and processed cheese, or of 7.3-150 µg kg

-1
 for hard pressed 

cheese. Moreover, this newly-developed method was successfully applied in our study to 

quantify N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine in various dairy products bought 

from local retail outlets. The residues of N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropane-1,3-diamine  

quantified by this new method in cheese and milk products could inspire authorities to take a 
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greater interest in this compound. It would be beneficial from a public health viewpoint to assess 

the potential risk for consumers and set up a plan to monitor the situation. 
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4 CONCLUSIONS GENERALES 

 

EŶ pƌeŵiğƌe paƌtie de thğse, deuǆ ŵĠthodes d͛aŶalǇse paƌ Đhƌoŵatogƌaphie liƋuide ĐouplĠe à la 
spectrométrie de masse en tandem ont été développées et validées pour quantifier avec une 

exactitude maitrisée deux catégories de biocides désinfectants, les ammoniums quaternaires et 

l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe, potentiellement présents sous forme de résidus dans 

les produits laitiers. Les protocoles analytiques reposent sur une extraction avec des solvants 

oƌgaŶiƋues doŶt le pH d͛eǆtƌaĐtion a été optimisé selon la méthode et les biocides étudiés. Les 

ŵĠthodes oŶt ĠtĠ validĠes seloŶ l͛appƌoĐhe eƌƌeuƌ totale ďasĠe suƌ la ĐoŶstƌuĐtioŶ d͛uŶ pƌofil 
d͛eǆaĐtitude peƌŵettaŶt aiŶsi l͛ĠvaluatioŶ des peƌfoƌŵaŶĐes aŶalǇtiƋues de ĐhaĐuŶe. Les 
molécules à LMR, (i.e. les ammoniums quaternaires) et sans LMR spécifique (i.e. 

l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶeͿ ƌĠpoŶdeŶt pouƌ la plupaƌt à l͛oďjeĐtif initial de limite de 

quantification visée à 10 µg/kg.  

Ces méthodes pourront être mises en application à l͛iŶitiative des autorités compétentes, pour 

fouƌŶiƌ des doŶŶĠes d͛oĐĐuƌƌeŶĐe ƋuaŶt à la pƌĠseŶĐe de ƌĠsidus de ďioĐides dĠsiŶfeĐtaŶts daŶs 
les produits laitiers, ceĐi daŶs uŶ ďut de ŵesuƌe de l͛eǆpositioŶ et d͛aŶalǇse du ƌisƋue pouƌ le 
consommateur. De plus, nos paƌteŶaiƌes de l͛iŶteƌpƌofessioŶ laitiğƌe, daŶs le Đadƌe du pƌojet 
Resbiolact, ont montré un grand intérêt quant à nos résultats, ce en vue du contrôle de leurs 

pƌoduits. L͛usage de telles ŵĠthodes peƌŵettaŶt d͛aŶalǇseƌ les pƌoduits laitieƌs va concourir à 

uŶe aŶalǇse ĐƌitiƋue ďĠŶĠfiĐe/ƌisƋue ;ŵiĐƌoďiologiƋue veƌsus ĐhiŵiƋueͿ ƋuaŶt à l͛usage de tels 
composés.  

DaŶs le Đadƌe de Đette thğse, au vue des ƌĠsultats de l͛aleƌte ĐoŵŵuŶautaiƌe ĐoŶĐeƌŶaŶt le 
pƌĠseŶĐe d͛AQs à des teŶeuƌs eǆĐĠdaŶt ŵġŵe la LM‘ de l͛époque (500 µg/kg) ainsi que ceux 

obtenus lors de plans de contrôle, il nous était nécessaire de fournir à nos tutelles une méthode 

d͛aŶalǇse peƌŵettaŶt de ŵesuƌeƌ l͛eǆpositioŶ des ĐoŶsoŵŵateuƌs à Đette Đlasse de ĐoŵposĠs.  

Les produits laitiers étant avérĠs Đoŵŵe à ƌisƋue, d͛uŶe paƌt et la sigŶatuƌe du pƌojet ‘esďiolaĐt 
d͛autƌe paƌt, Ŷous oŶt aŵeŶĠ à dĠveloppeƌ uŶe ŵĠthode poteŶtielleŵeŶt appliĐaďle au lait et à 
l͛eŶseŵďle de ses dĠƌivĠs. La pƌoĐĠduƌe de validatioŶ dĠŵoŶtƌaŶt la ŵaitƌise de la ƌoďustesse et 

de l͛iŶĐeƌtitude de ŵesuƌe eŶ fait uŶe ŵĠthode ĐaŶdidate possiďle à l͛aĐĐƌĠditatioŶ. Cette 
même méthode, si elle devait être utilisée à des fins de contrôle du respect de la LMR, 

mériterait peut-ġtƌe d͛ġtƌe ƌevalidĠe paƌ eǆeŵple via uŶe appƌoĐhe de dĠteƌmination de 

concentration critique.  

La connaissance du risque avéré liée aux ammoniums quaternaires a fait que les industriels 

laitiers ont cherché une alternative à ces substances et se sont vu proposer 
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l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe. EŶ ĐoŶsĠƋueŶĐe, il est apparu nécessaire de développer 

uŶe ŵĠthode ƌĠpoŶdaŶt à tous les Đƌitğƌes d͛appliĐaďilitĠ et de peƌfoƌŵaŶĐes Ƌue pouƌ les 
ammoniums quaternaires.  

Cependant, à la genèse de ce projet, le questionnement d͛appaƌitioŶ de pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs liĠs 
à la pƌĠseŶĐe de ƌĠsidus Ŷ͛avait pas ĠtĠ posĠ. Depuis, Đe sujet a ĠtĠ aďoƌdĠ eŶ paƌtiĐulieƌ daŶs le 
cadre de résidus de médicaments vétérinaires. 

C͛est Đe ƋuestioŶŶeŵeŶt du deveŶiƌ des ƌĠsidus de ďioĐides, eŶ paƌtiĐulieƌ loƌs des pƌoĐessus de 
transformation du lait qui va être présenté dans la troisième partie de ce manuscrit.  

 

 



Partie 3 : Etude du devenir des résidus de biocides dans les produits laitiers et impact des 

procédés de transformation  

 

~ 139 ~ 

Partie 3 : Etude du devenir des résidus de 
biocides dans les produits laitiers et impact 

des procédés de transformation 
1. INTRODUCTION 

Cette paƌtie de la thğse est aǆĠe suƌ l͛Ġtude du devenir des résidus de biocides dans les produits 

laitiers en explorant l͛iŵpaĐt Ƌue peuveŶt avoiƌ les pƌoĐĠdĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ du lait suƌ Đes 
ƌĠsidus. L͛oďjeĐtif pƌiŶĐipal de Đe tƌavail est donc (i) de ŵieuǆ ĐoŶŶaitƌe l͛ĠvolutioŶ des teŶeuƌs 
en biocides dans les produits laitiers le long de la chaine de transformation et (ii) de rechercher 

d͛ĠveŶtuelles substances chimiques indésirables, que nous appellerons produits néoformés, qui 

pouƌƌaieŶt ġtƌe le ƌĠsultat d͛uŶe ƌĠaĐtioŶ eŶtƌe les ƌĠsidus de ďioĐides et les composants faisant 

naturellement partie du lait et des produits laitiers. Ceux-ci pourraient être favorisés par 

l͛appliĐatioŶ de diffĠƌeŶtes teĐhŶologies de faďƌiĐatioŶ et de tƌaŶsfoƌŵatioŶ de pƌoduits laitieƌs 
faisant essentiellement intervenir des traitements mécanique et thermique. A notre 

ĐoŶŶaissaŶĐe, auĐuŶe Ġtude Ŷ͛a ĠtĠ ŵeŶĠe pouƌ Ġtudieƌ Đe phĠŶoŵğŶe pouƌ des ƌĠsidus de 
ďioĐides dĠsiŶfeĐtaŶts. A titƌe d͛eǆeŵple, des Ġtudes oŶt ĠtĠ ŵeŶĠes pouƌ Ġtudieƌ le deveŶiƌ 
des résidus de médicaments vétérinaires en lien avec la cuisson de la viande [43, 48, 52, 53]. 

AfiŶ d͛appoƌteƌ des ĠlĠŵeŶts de ƌĠpoŶse et de peƌŵettƌe d͛avoiƌ uŶe dĠŵaƌĐhe pƌĠdiĐtive pouƌ 
peƌŵettƌe d͛évaluer le risque lié à ces produits néoformés, une étude pilote a été réalisée en 

ĐollaďoƌatioŶ aveĐ le ĐeŶtƌe d͛eǆpeƌtise agƌoaliŵeŶtaiƌe AĐtalia, paƌteŶaiƌe du pƌojet ‘esďiolaĐt. 
Ce centre intervient dans la fabrication des produits laitiers (fromage PPC et FF). La stratégie 

d͛Ġtude a été de disposeƌ de lait de feƌŵe et d͛eŶ ĐoŶtaŵiŶeƌ voloŶtaiƌeŵeŶt uŶe paƌtie, puis 
d͛appliƋueƌ les pƌoĐĠdĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ haďituels pouƌ faďƌiƋueƌ les fƌoŵages ;PPC et FFͿ. 

Pour atteindre notre objectif, le devenir du DDAC-C10 et de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe 
diamine dans les fromages PPC et FF a été étudié. De manière indépendante, pour chaque 

ĐoŵďiŶaisoŶ suďstaŶĐe aĐtive/fƌoŵage, l͛Ġtude est ƌĠalisĠe suƌ Ϯ gƌoupes : un groupe témoin 

dit « non traité » et un groupe dit « traité » par un biocide. Deux approches complémentaires 

d͛aŶalǇse ĐiďlĠe et ŶoŶ ĐiďlĠe oŶt ĠtĠ eŵploǇĠes ; pour suivre quantitativement les résidus de 

ďioĐides daŶs les diffĠƌeŶts pƌoduits laitieƌs ;tƌaitĠs et ŶoŶ tƌaitĠsͿ, et d͛autƌe paƌt pouƌ 
comparer les empreintes chimiques des échantillons témoins et traités pour tenter de mettre 

en évidence des marqueurs pertinents de contamination des fromages. 

La stratégie globale adoptée ainsi que la méthodologie appliquée pour réaliser cette étude 

seƌoŶt dĠtaillĠes daŶs Đette paƌtie. Les ƌĠsultats de d͛analyse ciblée et non ciblée pour les deux 

types de fabrications seront présentés et discutés.  
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2. STRATEGIE GLOBALE DE L’ETUDE 

La stratégie globale consiste à réaliser une étude pilote, à petite échelle industrielle, pour 

étudier le devenir des biocides dans les pƌoduits laitieƌs et l͛iŵpaĐt des pƌoĐĠdĠs de 
transformation du lait. Cette étude pilote a été menée en collaboration avec la Halle 

TeĐhŶologiƋue d͛AĐtalia Ƌui a peƌŵis la faďƌiĐatioŶ des pƌoduits laitieƌs ;fƌoŵages PPC et FFͿ. La 
production de la matière première fromagère a pu être réalisée à paƌtiƌ d͛uŶ lait tĠŵoiŶ 
sĠleĐtioŶŶĠ issu d͛uŶe feƌŵe pƌoduĐtƌiĐe de lait gaƌaŶtissaŶt le ŶoŶ usage des ďioĐides ĠtudiĠs. 
De plus, un autocontrôle des installations au sein de la halle technologique, effectué à l͛aide de 
ďaŶdelettes à ƌĠvĠlatioŶ iŵŵĠdiate Đoŵŵe utilisĠes eŶ IAA, a ĠtĠ ƌĠalisĠ, gaƌaŶtissaŶt l͛aďseŶĐe 
de biocides dans les installations utilisées. Pour étudier le devenir des biocides et observer au 

ŵieuǆ l͛iŵpaĐt des pƌoĐĠdĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ, la fabrication des fromages PPC et FF a été 

réalisée en deux temps (Figure36). 

 
Figure 36 : Découpage des fabrications des PPC (Phase 1) et FF (Phase 2) relative à la phase (1 ou 2) du procédé 

de transformation 

;L’ajout de la suďstaŶĐe active (SA) biocide, le DDAC-CϭϬ ou l’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe ;AMPDͿ est 
effectué à différents niveaux de la fabrication) 

AiŶsi, pouƌ oďseƌveƌ l͛iŵpaĐt des traitements appliqués lors de la Phase 1 (= fabrication de 

fromage PPC), les groupes de lait dits « traités » ont été contaminés par chaque SA biocide, de 

manière indépendante, à une teneur de 50 µg/kg (50 ppb). Cette concentration tend à se 

rapprocher des teneurs pouvant être retrouvées dans les échantillons terrains. La fabrication 

des PPC a été réalisée dans 3 cuves réutilisées suƌ Ϯ jouƌs, le pƌeŵieƌ ĠtaŶt ĐoŶsaĐƌĠ à l͛Ġtude du 
DDAC-C10 et le seĐoŶd à Đelle de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe, et Đe en raison des 

contraintes de la halle technologique à savoir les trois cuves réutiblisables. Les étapes clés de la 

fabrication de chacun des fromages PPC ainsi que les points de prélèvements pour les 

différentes analyses sont présentés sur la figure 37. 
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Figure 37 : Stratégie de fabrication des fromages PPC pour la série du DDAC-C10 et de 

l’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe 

La fabrication a été réalisée sur deux jours (1jour/SA) et avec un roulement sur 3 cuves. 

La Đuve Cϭ a ĠtĠ utilisĠe Ϯ fois loƌs des sĠƌies de faďƌiĐatioŶ ;Cϭ = Cϭ’Ϳ. 
Les cuves (C1-Cϭ’Ϳ et C2 témoin ont été inversées entre la série de fabrication du DDAC-C10 et celle de 

l’Aŵinopropyldodécylpropane diamine du lendemain. 

Pouƌ oďseƌveƌ l͛iŵpaĐt des pƌoĐĠdĠs de la phase Ϯ lors de la fabrication des FF, la même 

stƌatĠgie a ĠtĠ appliƋuĠe paƌ l͛ajout de la SA à un fromage PPC « non traité » permettant ainsi 
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d͛oďteŶiƌ des fƌoŵages foŶdus « traités ». Les poiŶts ĐlĠs ƌelatifs à l͛Ġtude de la faďƌiĐatioŶ de 
chacun des fromages PPC ainsi que les points de prélèvements pour les différentes analyses 

sont présentés sur la figure 38. 

 
 

Figure 38 : Stratégie de fabrication des fromages Fondus (FF) pour la série du DDAC-C10 et de 

l’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe 

La démarche méthodologique générale appliƋuĠe à l͛aŶalǇse des ĠĐhaŶtilloŶs de fƌomages (PPC 

et FF) « traités » et « non traités » s͛aƌtiĐule autouƌ de Ƌuatƌe Ġtapes pƌiŶĐipales représentées 

sur la figure 39 : 
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Figure 39 : SǇŶoptiƋue de la ŵĠthodologie aŶalǇtiƋue adoptĠe pouƌ l’aŶalǇse ĐiďlĠe et ŶoŶ ĐiďlĠe de résidus de 

biocides et de produits néoformés dans les produits laitiers 

3. ANALYSES CIBLEES 

3.1 Matériels et méthodes d’analyses ciblées 

3.1.1 Matrices et standards pour l’analyse 

 Matrices :  

La quantification des échantillons, de la matière première (Lait) aux produits transformés 

;fƌoŵages PPC et FFͿ faďƌiƋuĠs au Đouƌs de l͛Ġtude pilote ŶĠĐessite de disposeƌ d͛uŶe gaŵŵe 
d͛ĠtaloŶŶage ƌĠalisĠe à paƌtiƌ d͛uŶe ŵatƌiĐe ďlaŶĐhe ideŶtiƋue ou à dĠfaut pƌoĐhe de Đelle des 
échantillons à doser. Pour cela, les matrices de référence retenues ont été le lait cru de bovin, 

un fromage PPC de type Comté® et un fromage fondu de type Vache qui rit®.  

 Les standards et étalons internes :  

Les standards de DDAC-C10 et d͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe aiŶsi Ƌue leuƌ ĠtaloŶ 
interne deutéré respectif employés pour les analyses ciblées sont de qualité analytique avec une 

haute pureté (>97%). La préparation des solutions de supplémentation est réalisée comme 

indiqué dans les méthodes figurant dans la partie 2. 

3.1.2 Appareillage de chromatographie et de détection par spectrométrie de masse en tandem 

o Ammonium Quaternaire : DDAC-C10 

Les analyses relatives au DDAC-C10, par LC-ESI-MS/MS ont été réalisées sur une chaine 

analytique Thermo Surveyor® couplée à un spectromètre de masse triple quadripôle Thermo 

TSQ QuaŶtuŵ® ĠƋuipĠe d͛uŶe souƌĐe d͛ioŶisatioŶ eleĐtƌospƌaǇ foŶĐtioŶŶaŶt eŶ ŵode positif. 
L͛eŶseŵďle de la ĐhaîŶe LC-ESI-MS/MS est ƌeliĠ au logiĐiel d͛aĐƋuisitioŶ et de traitement des 

données Xcalibur® (ThermoFisher Scientific, San Jose, USA). La séparation chromatographique 

est réalisée sur une colonne Synergi Fusion®-RP 80Å greffée C18 fournie par Phenomenex 

(provenance). Ses dimensions sont les suivantes : 75 × 2.00 mm (longueur x diamètre interne). 

La nature et la granulométrie des particules de la phase stationnaire, soit 4 µm de diamètre 

(porosité 80 Å) permettent de travailler en HPLC classique. 
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o L’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe 

Les aŶalǇses ƌelatives à l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe par LC-ESI-MS/MS ont été 

réalisées sur une chaine analytique UHPLC Dionex Ultimate 3000® (ThermoFisher Scientific, San 

Jose, USA) couplée à un spectromètre de masse triple quadripôle Thermo TSQ Vantage® 

(ThermoFisher Scientific, San Jose, USAͿ ĠƋuipĠe d͛uŶe souƌĐe d͛ioŶisatioŶ eleĐtƌospƌaǇ 
chauffée (HESI, Heated Electrospray Ionization) fonctionnant en mode positif. L͛eŶseŵďle de la 
chaîne UPLC-HESI-MS/MS est ƌeliĠ au logiĐiel d͛aĐƋuisitioŶ et de traitement des données 

Xcalibur® (ThermoFisher Scientific, San Jose, USA). La séparation chromatographique est 

réalisée sur une colonne Hypersil GoldTM à silice ultrapure greffée C18 fournie par ThermoFisher 

(ThermoFisher Scientific, San Jose, USA). Ses dimensions sont les suivantes : 50 × 2.1 mm 

(longueur x diamètre interne), 1.9 µm de diamètre de particule (porosité 175 Å).  

3.1.3 Préparation des échantillons et gamme matrice 

La figure 40 illustre la préparation des échantillons réalisée comme décrits dans les articles 

intégrés en partie 2. 

 
Figure 40 : SǇŶoptiƋue de la ŵĠthodologie d’eǆtƌaĐtioŶ pouƌ l’aŶalǇse ĐiďlĠe et ŶoŶ ĐiďlĠe  

Pour chaque méthode d͛aŶalǇse, une gamme matrice qui couvre le domaine de validité a été 

ƌĠalisĠe daŶs les ŵġŵes ĐoŶditioŶs ;ŵatƌiĐe de ƌĠfĠƌeŶĐe, pƌotoĐole d͛eǆtƌaĐtioŶͿ Ƌue Đelles des 
échantillons inconnus pour quantifier indépendamment les teneurs en DDAC-C10 et en 
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Aminopropyldodécylpropane diamine. Le tableau suivant résume les gammes utilisées pour la 

quantification des SA dans les échantillons :  

Tableau 13 : Domaine de validité et gamme appliquĠe pouƌ l’aŶalǇse ĐiďlĠe du DDAC-CϭϬ et de l’AMDP daŶs les 
produits laitiers  

(des points supplémentés supérieurs à 150 µg/kg ajoutés pour la quantification figurent entre parenthèse) 

  
DDAC-C10 AMPD 

Domaine de validité 
(µg/kg) 

Gamme appliquée  
(µg/kg) 

Domaine de validité  
(µg/kg) 

Gamme appliquée  
(µg/kg) 

Lait 

[18-150] 

[T-20-50-100-150-(250-500)] [5-150] [T-5-10-25-50-100] 

PPC [T-20-50-100-150-(250-500-1000)] [7.3-150] 
[T-5-10-25-50-100-150-(500)] 

FF Non analysés [5-150] 

3.2 Résultats d’analyses ciblées 

La fabrication des fromages lors de cette étude pilote a été réalisée en deux temps en raison de 

la dispoŶiďilitĠ des iŶstallatioŶs de la Halle TeĐhŶologiƋue d͛AĐtalia et de la ŶĠĐessitĠ de 
disposer de fromages PPC pour fabriquer les fromages fondus. Ainsi, les résultats obtenus 

seƌoŶt pƌĠseŶtĠs daŶs Đette paƌtie daŶs l͛oƌdƌe de faďƌiĐatioŶ des ĠĐhaŶtilloŶs. 

3.2.1 Les Ammoniums Quaternaires : Cas du DDAC-C10 

L͛aŶalǇse du DDAC-C10 dans les échantillons de fromages PPC non affinés (J0) et affinés 50 jours 

(J50) des deux jours de fabrication (traitement au DDAC-CϭϬ et tƌaiteŵeŶt à l͛AMDPͿ a été 

réalisée avec la méthode multi-ƌĠsidus d͛AQs eŶ se foĐalisaŶt paƌtiĐuliğƌeŵeŶt suƌ le DDAC-C10 

comme étant la seule SA devant se trouver dans les échantillons. La figure 41 représente les 

teneurs (exprimée en µg/kg) en DDAC-C10 retrouvées dans les différents échantillons. 
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Figure 41 : Teneurs en DDAC-C10 dans les fromages PPC « traités » et « non traités » 

Les échantillons « traités » au DDAC-C10 présentent des teneurs (diagrammes vert clair et foncé) 

supĠƌieuƌes à ϱϬϬ µg/kg Ƌuel Ƌue soit le teŵps d͛affiŶage. SaĐhaŶt Ƌue la faďƌiĐatioŶ d͛ϭ 
kilogramme de fromage nécessite entre 8 et 12 litres de lait, un facteur de concentration 

d͛eŶviƌoŶ (x10) est généralement constaté. Ces résultats démontrent ce phénomène de 

concentration des résidus de biocides dans les fromages puisque 50 µg/kg de DDAC-C10 ont été 

initialement introduits dans le lait.  

La présence de DDAC-C10 a été retrouvée, à des teneurs supérieures à 100 µg/kg, dans les 

échantillons (J0 et J50) « non traités » en DDAC-C10 des deux séries de fabrication, dont celle 

relative à la fabrication « traité » et « non traité » en AMPD. La matière première laitière et les 

fromages PPC Ƌui eŶ dĠĐouleŶt Ŷ͛oŶt eŶ thĠoƌie pas ĠtĠ volontairement mis en contact avec la 

SA étudiée, de ce fait, une contamination externe et/ou une rémanence du DDAC-C10 sur les 

suƌfaĐes pouƌƌaieŶt eǆpliƋueƌ Đes ƌĠsultats iŶatteŶdus. Si l͛oŶ se ƌappoƌte auǆ résultats relatifs à 

la Đuve Ŷ°ϭ ;Cϭ = Cϭ͛Ϳ utilisĠe ϰ fois duƌaŶt Đette Ġtude pilote de faďƌiĐatioŶ de PPC, oŶ oďseƌve 
pour J0 une diminution de la teneur en DDAC-C10 dans les PPC au cours de son utilisation et ceci 

d͛autaŶt plus loƌsƋu͛elle Đelui-Đi Ŷ͛a pas été introduite dans le lait ;eǆ. Cϭ͛ TƌaitĠ AMDPͿ (Figure 

42Ϳ. L͛iŶĐeƌtitude de ŵesuƌe au-delà du doŵaiŶe d͛appliĐatioŶ de la ŵĠthode Ŷ͛ĠtaŶt pas 
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maitrisé, la significativité de la vaƌiaďilitĠ eŶtƌe les ĠĐhaŶtilloŶs Cϭ TƌaitĠ et Cϭ͛ TƌaitĠ Ŷ͛a pas été 

étudiée.  
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Figure 42 : Teneurs en DDAC-C10 dans les fromages PPC J0 « traités » et « non traités » permettant de mettre en 

évidence sa rémanence sur les surfaces alimentaires 

En outre, des analyses complémentaires ont révélé la présence de DDAC-C10 dans les laits non 

tƌaitĠs pƌĠlevĠs apƌğs la ŵise eŶ Đuve. AiŶsi, l͛hǇpothğse de l͛usage de pƌĠpaƌatioŶs iŶdustƌielles 
comportant du DDAC-C10 antérieur à notre étude peut être émise, ce qui expliquerait sa 

présence dans les produits laitiers fabriqués. Malgré les procédures de ND appliquées, les 

ƌĠsidus Ŷ͛auƌaieŶt pas ĠtĠ ĐoƌƌeĐteŵeŶt ĠliŵiŶĠs et les outils d͛autoĐoŶtƌôle des eauǆ de 
rinçage et des surfaces, de type bandelettes disponible en IAA, aux performances insuffisantes 

Ŷ͛oŶt pas peƌŵis de les ƌĠvĠleƌ.  

Quel Ƌue soit la Ŷatuƌe de Đette ĐoŶtaŵiŶatioŶ, l͛Ġtude du deveŶiƌ du DDAC-C10 lors de la 

fabrication des PPC et FF paƌ uŶe aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe Ŷ͛est pas eŶvisageaďle car l͛aďseŶĐe 
d͛ĠĐhaŶtilloŶs ďlaŶĐs ne permet pas d͛effeĐtueƌ uŶe Ġtude Đoŵpaƌative des empreintes 

ĐhiŵiƋues d͛ĠĐhaŶtilloŶs « traités » et « non traités » ayant été soumis aux mêmes procédés de 

transformation.  

3.2.2 L’Aminopropyldodécylpropane diamine 

Les résultats d͛aŶalǇse ĐiďlĠe des diveƌs ĠĐhaŶtillons « traités » et « non traités » à 

l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe sont présentés dans le tableau 14. Aucune trace 

d͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe Ŷ͛a ĠtĠ dĠteĐtĠe daŶs les diffĠƌeŶts laits.  
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Tableau 14 : Teneurs en Aminopropyldodécylpropane diamine dans les fromages PPC et FF « traités » et « non 

traités »  

(Le nom des échantillons est relatif à la cuve utilisée et/ou au traitemen. ND = Non Détecté) 

 

Méthode finale 

Teneur calculée  

(µg/kg=ppb) 

Nom d'échantillon  Affinage 

AMPD 

PPC : LDPPC =  0.19 et LQPPC = 7.3 

FF : LDFF =  0.09 et LQFF = 5 

C1 Traité DDAC-C10 

J0 

ND J50 

J90 

C2 Non Traité DDAC-C10 

J0 

ND J50 

J90 

C3 Traité DDAC-C10 

J0 

ND J50 

J90 

C1' Traité DDAC-C10 

J0 

ND J50 

J90 

C1 Non Traité AMPD 

J0 

ND J50 

J90 

C2 Traité AMPD 

J0 332 

J50 289 

J90 304 

C3 Traité AMPD 

J0 235 

J50 210 

J90 214 

C1' Traité AMPD 

J0 210 

J50 252 

J90 221 

PPC pour FF 8 mois ND 

FF Témoin Ø ND 

FF Traité DDAC-C10 Ø ND 

FF Traité AMPD Ø 47 
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Les résultats oďteŶus ĐoŶfiƌŵeŶt Ƌue Ŷous disposoŶs ďieŶ d͛ĠĐhaŶtilloŶs ;PPC et FFͿ « traités » 

et « non traités » ŶĠĐessaiƌes pouƌ la ĐoŵpaƌaisoŶ d͛eŵpƌeiŶte ĐhiŵiƋue paƌ aŶalǇse ŶoŶ 
ciblée.  

Pour les fromages PPC, on observe en moyenne un facteur de concentration en résidus (x5) de 

la matière première laitière au produit fini. Ceci reste néanmoins inférieur au facteur (x10) 

thĠoƌiƋueŵeŶt atteŶdu, Đe Ƌui peƌŵet d͛Ġŵettƌe l͛hǇpothğse d͛uŶe ƌĠaĐtioŶ ou dĠgƌadatioŶ de 
l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe aveĐ les ĐoŶstituants de la matrice au cours de la 

fabrication des fromages.  

CoŶĐeƌŶaŶt le FF, la teŶeuƌ eŶ AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ dit FF 
« traité » est proche de la concentration introduite ce qui est conforme aux attentes dans 

l͛hǇpothğse où auĐuŶe ƌĠaĐtioŶ Ŷ͛a lieu. EŶ ƌaisoŶ de l͛aďseŶĐe de lots diffĠƌeŶts, uŶe 
iŶteƌpƌĠtatioŶ ĐatĠgoƌiƋue Ŷe peut ġtƌe Ġŵise. L͛appƌoĐhe ŵĠtaďoloŵiƋue ŵĠƌite doŶĐ 
ĠgaleŵeŶt d͛ġtƌe appliƋuĠe suƌ les FF  

3.3 Conclusions sur les analyses ciblées 

Cette étude pilote à petite échelle industrielle a montré une rémanence du DDAC-C10 sur les 

surfaces alimentaires (ex. camion de transport, cuve de fabrication, matériels de découpe et 

brassage). Ceci confirme donc la persistance du DDAC-C10 sur les surfaces inertes, rémanence 

qui a constitué une contrainte lors du développement et de la validation de la méthode 

ŵultiƌĠsidus d͛AQs. La ĐoŶtaŵiŶatioŶ des ĠĐhaŶtilloŶs tĠŵoiŶs Ŷe Ŷous a donc pas permis 

d͛eǆploƌeƌ le deveŶiƌ des AQs daŶs les pƌoduits laitieƌs et l͛iŵpaĐt des pƌoĐĠdĠs de 

transformation.  

Pouƌ l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe, les ƌĠsultats montrent un phénomène de 

concentration (x5) entre la matière première laitière et le produit fini PPC qui est inférieur à ce 

Ƌui Ġtait atteŶdu ;ǆϭϬͿ. AiŶsi, les hǇpothğses ;iͿ d͛une rémanence sur les surfaces alimentaires 

comme pour le DDAC-C10, ;iiͿ d͛uŶe dĠgƌadatioŶ ou d͛uŶ ŵaŶƋue de staďilitĠ de l͛AMDP à la 
teŵpĠƌatuƌe, ;iiiͿ d͛uŶe ƌĠaĐtivitĠ des foŶĐtioŶs aŵiŶes aveĐ les ĐoŶstituaŶts ŶatuƌelleŵeŶt 
présents dans les produits laitiers qui pourraient conduire à la formation de substances 

chimiques indésirables, peuvent être émises.  

Compte tenu des hypothèses formulées, la recherche de composés non-ciblés par comparaison 

d͛eŵpƌeiŶte ĐhiŵiƋue fromages « traités » et « non traités » pourraient permettre de répondre 

au questionnement lié à l͛iŵpaĐt de la faďƌiĐatioŶ suƌ le devenir des résidus de biocides 

présents dans les produits laitiers. 
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4.   ANALYSES NON CIBLEES 

4.1 Matériels et méthodes d’analyses non ciblées 

4.1.1 Les échantillons 

Les fromages PPC et FF « traités » et « non traités » à l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe 
issus de l͛Ġtude pilote de la Halle teĐhŶologiƋue d͛AĐtalia ;Figure 37-38) ont été choisis pour 

Ġtudieƌ l͛iŵpaĐt des diffĠƌeŶts pƌoĐĠdĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ paƌ uŶe appƌoĐhe d͛aŶalǇse ŶoŶ 
ciblée. 

Nous avons pu disposer au laďoƌatoiƌe d͛uŶ lot de PPC « non traités » et de 3 lots indépendants 

de PPC « traités », tous dĠĐliŶĠs eŶ deuǆ ĐatĠgoƌies seloŶ la duƌĠe de l͛affiŶage ;JϬ et JϱϬͿ. Le 
plaŶ d͛eǆpĠƌieŶĐe des ĠĐhaŶtilloŶs de fƌoŵage PPC pouƌ l͛aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe est dĠtaillĠ daŶs le 
tableau suivant :  

Tableau 15 : PlaŶ d’eǆpĠƌieŶĐe ;Ŷoŵďƌe de lot et de ƌĠpliĐatͿ pouƌ l’aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe des ĠĐhaŶtilloŶs de 
fromages PPC « traités » et « non traités » 

  PPC « non traités » PPC « traités » 

Nombre de Lot 1 3 

Déclinaison 
échantillons/lot 

J0 J50 J0 J50 

Nombre de 
répétitions/échantillons 

Lot Blanc J0 : x9 
Lot Blanc J50 : 

x9 

Lot1-J0 : x3 Lot1-J0 : x3 

Lot2-J0 : x3 Lot2-J0 : x3 

Lot3-J0 : x3 Lot3-J0 : x3 

Total 18 « non traités » 18 « traités » 

EŶ Đe Ƌui ĐoŶĐeƌŶe les fƌoŵages foŶdus, Ŷous disposoŶs d͛uŶ lot pouƌ ĐhaƋue gƌoupe « traités » 

et « non traités ». Le plaŶ d͛eǆpĠƌieŶĐe des ĠĐhaŶtilloŶs des FF pouƌ l͛aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe est 
détaillé dans le tableau suivant :  

Tableau 16 : PlaŶ d’eǆpĠƌieŶĐe ;Ŷoŵďƌe de lot et de ƌĠpliĐatͿ pouƌ l’aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe des ĠĐhaŶtilloŶs de 
fromages fondus « traités et « non traités » 

  FF « non traités » FF « traités » 

Nombre de Lot 1 1 

Nombre de répétitions Lot « traités » : x10 Lot « non traités » : x10 

Total 10 « non traités » 10 « traités » 

 

4.1.2 Standards, réactifs et consommables pour l’extraction et l’analyse non ciblée 

o Les standards et étalons internes :  
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L͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe ;SA ďioĐideͿ et l͛AŵiŶopƌopǇldĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe 
(analogue C10), de haute pureté analytique (>97%), fournies par BOC Sciences (USA) et 

AtlanChim Pharma (Saint-HeƌďlaiŶ, FƌaŶĐeͿ, oŶt ĠtĠ utilisĠes esseŶtielleŵeŶt pouƌ l͛optiŵisatioŶ 
des conditions de séparation chromatographique et de détection, et pour le contrôle de la 

validité de la séquence analytique. 

o Réactifs chimiques :  

 Acide formique, pur à 98-100%, fourni par Merck, 

 AĐĠtoŶitƌile pouƌ l͛aŶalǇse MS et HPLC fouƌŶi paƌ Fisheƌ, 
 Eau ultrapure (EUP) de résistivité > 18,2 MΩ.Đŵ à Ϯϱ°C, pƌoduite à paƌtiƌ d͛uŶ appaƌeil Milli-

Q (Millipore, Molsheim, France), 

 Chlorure de sodium provenant de la société Merck. 

o Fioles et tuďes d’eǆtƌaĐtioŶ :  

AfiŶ d͛Ġviteƌ toute ĐoŶtaŵiŶatioŶ ĐƌoisĠe, tous les ĐoŶteŶaŶts utilisĠs, nécessaires à la 

pƌĠpaƌatioŶ des solutioŶs aiŶsi Ƌu͛à l͛eǆtƌaĐtioŶ, soŶt eŶ ŵatiğƌe plastiƋue ;PP, PMPͿ et jetaďles 

(autant que possible). 

4.1.3 Appareillage de chromatographie et de détection par spectrométrie de masse à haute 

résolution 

Les analyses par chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse à haute 

résolution relié à une source electrospray, ont été réalisées sur une chaine analytique UHPLC 

Accela® (ThermoFisher Scientific, Brême, Allemagne). Le système de chromatographie est 

ĠƋuipĠ d͛uŶe poŵpe ƋuateƌŶaiƌe et d͛uŶ passeuƌ d͛ĠĐhaŶtilloŶs theƌŵostatĠ peƌŵettaŶt 
l͛iŶjeĐtioŶ eŶ ŵode autoŵatiƋue. La ĐoloŶŶe ĐhƌoŵatogƌaphiƋue ƌeteŶue pƌĠseŶte les ŵġŵes 
caractéristiques (diamètre interne 2.1 mm et de particules 1.9 µm) que celle utilisée en analyse 

ciblée, à savoir une colonne Hypersil GoldTM à silice ultrapure greffée C18 fournie par 

TheƌŵoFisheƌ ;TheƌŵoFisheƌ SĐieŶtifiĐ, SaŶ Jose, USAͿ. AfiŶ d͛optiŵiseƌ la sĠpaƌatioŶ 
ĐhƌoŵatogƌaphiƋue d͛uŶ ŵaǆiŵuŵ de ĐoŵposĠs, le Đhoiǆ s͛est poƌtĠ suƌ uŶe ĐoloŶŶe d͛uŶe 
longueur de 100 mm.  

La détection est réalisée au moyen d͛uŶ speĐtƌoŵğtƌe de ŵasse à haute ƌĠsolutioŶ de tǇpe LTQ 
Orbitrap XLTM (ThermoFisher Scientific, Brême, Allemagne). Les analyses ont été réalisées par 

ESI en mode positif. Pour des raisons teĐhŶiƋues, le ŵode ŶĠgatif Ŷ͛a pu ġtƌe eŵploǇĠ. 

L͛eŶseŵďle de la ĐhaîŶe UHPLC-ESI-MS/MS est relié au logiciel de pilotage, d͛aĐƋuisitioŶ et de 

traitement des données brutes Xcalibur® (ThermoFisher Scientific). 
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4.1.4 Préparation des solutions 

La préparation des différentes solutions, toutes indépendantes, est réalisée dans des fioles en 

PMP de la manière suivante : 

o Solutions mères (SM) 

Des solutioŶs uŶitaiƌes à ϭ ŵg/ŵL de ĐhaƋue aŶalǇte, l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe 
;SMϭͿ et le staŶdaƌd iŶteƌŶe d͛AŵiŶopƌopǇldécylpropane diamine (SM2), sont préparées dans 

l͛aĐĠtoŶitƌile et ĐoŶseƌvĠe à ϰ°C peŶdaŶt uŶe duƌĠe d͛au ŵoiŶs ϲ ŵois.  

o Solutions intermédiaires  

Les solutioŶs iŶteƌŵĠdiaiƌes d͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe ;SolIŶtϭͿ et du SI ;SolIŶtϮͿ à 
10 µg/mL chacuŶe soŶt ƌĠalisĠes daŶs l͛ACN à paƌtiƌ de SMϭ et SMϮ. 

o Solutions de travail  

De façoŶ siŵilaiƌe, les solutioŶs de tƌavail d͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe ;STϭͿ et du SI 
(ST2) à 1 µg/mL chacune sont réalisées à partir de SolInt1 et SolInt2 dans un mélange constitué 

EUP+0.3% AcF et ACN +0.3% AcF (95 :5, v:v). 

Les solutions ST1 et ST2 serviront pour le QC standard. La solution ST2 de standard interne sert 

également à supplémenter les extraits en fin de préparation des échantillons (donc après 

extraction). 

4.1.5 Préparation des échantillons 

L͛oďjeĐtif de Đette Ġtape est d͛appliƋueƌ uŶ tƌaiteŵeŶt d͛ĠĐhaŶtilloŶ peƌŵettaŶt d͛eǆtƌaiƌe les 
constituants de la matrice de façon la plus exhaustive possible, maximisant ainsi les chances de 

récupérer des marqueurs pertinents. La pƌĠpaƌatioŶ d͛ĠĐhaŶtilloŶ ƌeteŶue pouƌ Ŷotƌe Ġtude 
ƌepose suƌ uŶe eǆtƌaĐtioŶ à l͛ACN Ƌui appaƌait Đoŵŵe la teĐhŶiƋue la plus siŵple et la plus 
gĠŶĠƌiƋue. Cette ĐoŶditioŶ d͛eǆtƌaĐtioŶ ĠĐaƌte la possiďilitĠ d͛eǆtƌaiƌe 
l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe qui nécessite un milieu fortement alcalin. 

L͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe ĠtaŶt ĐhiŵiƋueŵeŶt ƌĠaĐtive, uŶe dĠgƌadatioŶ ou uŶe 
réaction entre les fonctions amines primaires et les constituants de la matrice pourrait être 

envisagée et contribuerait ainsi à réduire son caractère alcalin. La figure 43 illustre le protocole 

appliqué aux échantillons quel que soit leur nature. 
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Figure 43 : SǇŶoptiƋue de la ŵĠthodologie d’eǆtƌaĐtioŶ ŵise eŶ œuvƌe pouƌ l’aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe 

En complément, un échantillon sans matrice dit blanc réactif (BR) est préparé dans les mêmes 

conditions (réactifs, solvants, étapes) que les échantillons. 

4.1.6 Préparation des contrôles qualité (QC) 

o QC Standard 

Le QC Standard, ici à 100 µg/kg, est préparé à partir de 40 µL de chaque solution de travail (ST1 

et STϮͿ et ĐoŵplĠtĠ paƌ ϯϮϬ µL du ŵĠlaŶge de phase ŵoďile daŶs uŶ flaĐoŶ d͛iŶjeĐtioŶ. Il est 
iŶjeĐtĠ eŶ dĠďut de sĠƋueŶĐe d͛aŶalǇse pouƌ vĠƌifieƌ l͛Ġtat du sǇstğŵe aŶalǇtiƋue.  

o QC pool  

Le QC pool est un extrait représeŶtatif de la totalitĠ des ĠĐhaŶtilloŶs de la sĠƌie d͛aŶalǇse. Pouƌ 
réaliser le QC pool, il est nécessaire de prélever le même volume (50 µL) de chaque échantillon 

(« traités » et « non traités), hormis le Blanc Réactif, filtré et mis en flacon. La totalité des 

voluŵes pƌĠlevĠs est ƌegƌoupĠe, agitĠe et ƌĠpaƌtie daŶs plusieuƌs flaĐoŶs d͛iŶjeĐtioŶ ideŶtifiĠs 
QC pool.  

4.1.7 Conditions d’analyse par LC-HRMS 

o Conditions de détection HRMS 

Les ĐoŶditioŶs de dĠteĐtioŶ oŶt pu ġtƌe optiŵisĠes aveĐ l͛iŶfusioŶ du staŶdaƌd 
d͛Aminopropyldodécylpropane diamine ainsi que du SI, comme molécules de référence. Les 

paramètres de source les plus courants ont été appliqués afin de détecter le maximum 

d͛aŶalǇtes ioŶisĠs paƌ eleĐtƌospƌaǇ eŶ ŵode positif. La dĠteĐtioŶ des sigŶauǆ est ƌĠalisée au 

ŵoǇeŶ de l͛aŶalǇseuƌ à tƌaŶsfoƌŵĠe de Fouƌieƌ OƌďitƌapTM ;FTMS, de l͛aŶglais « Fourier 

Transform Mass Spectrometer »), de résolution FHMW 60000, sur une gamme m/z = 100 à 2000 

uma en mode fullscan. Le tableau 17 reprend les conditions HRMS appliquées aux échantillons 

de l͛Ġtude pilote. 
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Tableau 17 : Paramètres de détection en spectrométrie de masse à haute résolution 

Phase mobile 
Voie A : EUP + 0.3% AcF 

Voie B : ACN + 0.3% AcF 

Débit 
(µL/min) 

Phase mobile 200 

pousse seringue 10 

Source et mode d'ionisation ESI+ 

Spray Voltage (kV) 4.00 

Gaz de désolvatation (u.a.) 5 

Gaz de nébulisation (u.a.) 0 

Gaz auxiliaire (u.a.) 10 

Température Capillaire (°C) 300 

Lentilles électrostatiques (V) 60 

o Conditions chromatographiques 

En analyse non ciblée, les conditions chromatographiques doivent permettre la séparation du 

ŵaǆiŵuŵ d͛aŶalǇtes pƌĠseŶts daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ. 
Les optiŵisatioŶs oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠes paƌ iŶjeĐtioŶ des solutioŶs de tƌavail aiŶsi Ƌue d͛ĠĐhaŶtilloŶs 
de PPC et FF issus des aŶalǇses ĐiďlĠes. CeĐi a peƌŵis d͛Ġtaďliƌ les ĐoŶditioŶs Đi-après, en 

pƌeŶaŶt soiŶ de liŵiteƌ le ďƌuit de foŶd ŶotaŵŵeŶt eŶ dĠďut d͛aŶalǇse. La phase ŵoďile 
ƌeteŶue fait iŶteƌveŶiƌ uŶ ŵĠlaŶge ďiŶaiƌe ĐoŵposĠ d͛EUP et d͛ACN tous deuǆ aĐidifiĠs à Ϭ.ϯ% 
d͛acide formique. La séparation des analytes est réalisée en mode gradient pour une durée 

d͛aŶalǇse de ϯϬ ŵiŶutes ;Tableau 18).  

Tableau 18 : GƌadieŶt d’ĠlutioŶ ďiŶaiƌe pouƌ la sĠpaƌatioŶ ĐhƌoŵatogƌaphiƋue eŶ aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe 

Voie A (%) Voie B (%)

EUP + 0.3% AcF ACN + 0.3% AcF

0 95 5

22 0 100

26 95 5

30 95 5

250

Débit (µL/min) Temps (min)

 
Le protocole analytique global étant optimisé, il a donc ĠtĠ ŵis eŶ appliĐatioŶ pouƌ l͛aŶalǇse 
non ciblée des échantillons « traités » et « non traités » issus de l͛Ġtude pilote.  

o SĠƋueŶĐe d’iŶjeĐtioŶ 

Les échantillons ont été analysés de manière aléatoire en LC-HRMS. Pour cela, le séquençage 

des échantillons a été randomisé grâce au logiciel R (fonction « rand »). La randomisation des 

échantillons à analyser constitue le critère le plus important lors de la préparation de la 

sĠƋueŶĐe d͛iŶjeĐtioŶ. Coŵpte teŶu du fait que l͛iŶteŶsitĠ du sigŶal peut Ġvolueƌ au Đouƌs de la 
sĠƋueŶĐe d͛aŶalǇse, il est nécessaire de procéder de la sorte pour réduire l͛impact de la 
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variabilité du signal sur les résultats. La séquence commence toujours par plusieurs injections de 

QC staŶdaƌd et de solvaŶt afiŶ de s͛assuƌeƌ de la staďilitĠ du sǇstğŵe aŶalǇtiƋue, puis de deuǆ 
injections de BR suivie des QC pool. Les échantillons sont ensuite analysés 4 par 4, avec entre 

chaque, un échantillon de QC (Figure 44Ϳ. ChaƋue sĠƌie d͛ĠĐhaŶtilloŶs (PPC et FF) a été analysée 

en continu de façon indépendante sur 2 jours différents. 

1.              QC standard= solution standard (AMPD + SI) : injection x 3 […]
2.       solvant 22.              4 échantillons

3.              Blanc réactif : injecter 2 fois 23.              QCpool

4.              QC pool : injecter 3 fois 24.              4 échantillons

5.              4 échantillons 25.              QC pool

6.              QC pool 26.              QCpool ½

7.              4 échantillons 27.              QC pool ¼

8.              QCpool 28.              QC pool analysé MS²

9.              4 échantillons 29.       Solvant- rinçage colonne  
Figure 44 : Eǆeŵple de sĠƋueŶĐe d’aŶalǇse appliƋuĠe eŶ appƌoĐhe ŶoŶ ĐiďlĠe HRMS 

4.1.8 Traitement des données pour l’analyse non ciblée 

o Conversion des données 

Les données brutes au format de fichier constructeur .raw ont été converties en format 

universel netCDF (extension .cdf) avec le programme Xconverter disponible sous le logiciel 

Xcalibur® (ThermoFisher Scientific). 

o Traitement des données brutes 

Le traitement des données brutes a été réalisé avec les packages XCMS et CAMERA du logiciel 

RStudio, tous deux disponibles au sein de la plateforme Galaxy « Work4metabolomics » [ref]. 

Les paramètres utilisés ainsi que leur signification sont répertoriés en annexe X. La détection 

des piĐs a ĠtĠ ƌĠalisĠe gƌâĐe à l͛algoƌithŵe CeŶtWave. EŶsuite, les Ġtapes d͛aligŶeŵeŶts des 
empreintes et de correction des temps de rétention (Tr) oŶt pu ġtƌe ƌĠalisĠes. A l͛issue de la 
recherche et la complétion des données manquantes, le package CAMERA a permis de générer 

uŶe taďle de doŶŶĠes ĐoŵpoƌtaŶt l͛eŶseŵďle des « features » avec création pour chacun les EIC 

et boxplots correspondants. La table de pics a été traitée selon la procédure décrite ci-après. Les 

variables ont été norŵalisĠes, Đ͛est-à-dire que la variabilité intra-série du signal des ions 

présents dans les QCs a été corrigée en appliquant la régression la plus adéquate : « linéaire » 

pour les échantillons de FF et « lowess » pour les PPC. Ensuite, les variables ont été filtrées selon 

leur intensité par rapport aux blancs analytiques et leur coefficient de variation. Les ions issus 

des blancs réactifs ont été éliminés uŶiƋueŵeŶt pouƌ l͛eǆpĠƌieŶĐe ƌelative auǆ PPC. La filtƌatioŶ 
des variables selon le coefficient de variation réalisée pour les deux séries (PPC et FF) a permis 

de conserver dans le jeu de données les variables qui ont une variabilité analytique inférieure à 

30% dans les QC.  
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4.1.9 Analyses statistiques 

Le traitement des données acquises par des méthodes chimiométriques univariées (t-Student, 

Wilcoxon-Mann-Whitney) et multivariées (ACP, PLS-DA) a ĠtĠ ƌĠalisĠ gƌâĐe à l͛outil « Statistical 

Analysis » de la plateforme w4m regroupant des packages R dont le package « ropls » pour les 

analyses multivariées.  

o Analyses univariées 

L͛hǇpothğse de ŶoƌŵalitĠ Ŷ͛aǇaŶt pas ĠtĠ testĠe, les tests paƌaŵĠtƌiƋues de StudeŶt et ŶoŶ-

paramétriques Wilcoxon-Mann-Whitney aveĐ uŶe eƌƌeuƌ α de ϱ% pouƌ dĠteƌŵiŶeƌ la 
significativité (p-value) des variables entre deux groupes (« traités » et « non traités ») ont été 

tous deux réalisés.  

o Analyses multivariées 

Une transformation logarithmique (série FF) des intensités de tous les features, puis une 

ŶoƌŵalisatioŶ paƌ ĐeŶtƌage et ŵise à l͛ĠĐhelle staŶdaƌd oŶt ĠtĠ effeĐtuĠes avaŶt les aŶalǇses 
multivariĠes. L͛algoƌithŵe Ŷipals a ĠtĠ Đhoisi pouƌ ƌĠaliseƌ les aŶalǇses d͛ACP et de PLS-DA. Les 

modèles de PLS-DA permettent de mettre en évidence les variables les plus impliquées dans la 

discrimination des groupes « traités » et « non traités » qui sont matérialisées par leur score VIP 

;de l͛aŶglais, Variable Importance in the Projection). Une variable est considérée comme 

discriminante pour le modèle si son score VIP est supérieur à 2. Des tests de permutations (k = 

1000) ont été réalisées pour valider les modèles de PLS-DA. 

Une comparaison des variables discriminantes obtenus en PLS-DA et en analyses univariées a 

été réalisée pour conforter ou non les résultats.  

4.1.10 Identification 

Des essais d͛aŶŶotatioŶ soŶt ƌĠalisĠs à paƌtiƌ d͛uŶe sĠleĐtioŶ de vaƌiaďles jugĠes discriminantes 

issue des analyses en PLS-DA et univariées. Ces variables ont été comparées à celles présentes 

dans les bases de données publiques et spectrales (HMDB, Chemspider, et MassBank) [ref site 

internet]. De plus, une vérification de la pertinence des variables retenues après PLS-DA a été 

effeĐtuĠe via l͛oďseƌvatioŶ des speĐtƌes et Đhƌoŵatogƌaŵŵes sous le logiĐiel d͛aĐƋuisitioŶ 
XCaliďuƌ®. EŶfiŶ, les speĐtƌes de ŵasse de ĐhaƋue vaƌiaďle oŶt ĠtĠ ĠtudiĠs daŶs le ďut d͛eŶ 
déterminer la structure.  

Des hǇpothğses de ƌĠaĐtioŶ de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe oŶt ĠtĠ Ġŵises pouƌ 
ĐoŶtƌiďueƌ à l͛aŶŶotatioŶ des vaƌiaďles d͛iŶtĠƌġt.  
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4.2 Résultats des analyses non ciblées sur les fromages et discussion  

4.2.1 Le Fromage Fondu 

Les données ont été dans un premier temps aŶalǇsĠes à l͛aide d͛uŶe ACP afin de visualiser la 

répartition des échantillons « traités » et « non traités » dans un espace à deux dimensions. La 

carte factorielle du poids des individus, appelée « score plot », issue de l͛ACP est ƌepƌĠseŶtĠe eŶ 
figure 45. Les QC pool sont tous regroupés en son centre montrant la qualité du jeu de données 

et la validité de la séquence analytique. De plus, celle-ci montre une discrimination nette entre 

les deux groupes FF « traités » (contaminated sur le graphe) et les « non traités » (control sur le 

graphe) à l͛AMPD seloŶ l͛aǆe de la pƌeŵiğƌe ĐoŵposaŶte pƌiŶĐipale ;CPϭͿ Ƌui ƌepƌĠseŶte Ϯϭ% de 
la variance du jeu de données. La seconde composante principale (CP2) représente 10% de la 

variabilité du jeu de données restante. La capacité descriptive du modèle est signifiée par la 

valeur R2X = 0,513. Ce paramètre indique que la moitié de la variabilité du jeu de données est 

pris en compte par ce modèle. 

 

 
Figure 45 : Représentation « score plot » de l’ACP sur les échantillons de fromages fondus   

La PLS-DA, autre modèle dit cette fois « supervisé », a peƌŵis de ĐoŶfiƌŵeƌ le ƌĠsultat d͛ACP 
relatif à une différenciation entre les deux groupes de FF. Les résultats de la PLS-DA sur les 

composantes 1 (23%) et 2 (8%) sont représentés graphiquement en Figure 46. Pour ce type de 

modèle, le nombre optimal de composantes principales à considérer est automatiquement 

déterminé par une validation croisée (algorithme nipals, n=7 par défaut) qui permet de valider 

le modèle [ref Westerhuis]. Ici, une faible proportion de la variabilité du jeu de données est 

représentée (R2X = 0.309). Le pourcentage de variabilité de Y (R2Y) expliqué par le modèle est 
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de 99,8% et le pouvoir prédictif (Q2Y) du modèle est de 95,9% ; ce qui est très satisfaisant pour 

eǆpliƋueƌ et pƌĠdiƌe l͛appaƌteŶaŶĐe à uŶ gƌoupe.  

 
Figure 46 : PLS-DA sur les échantillons de fromages fondus 

(les FF « traités » et « non traités » sont respectivement de couleur bleue et rouge) 

Des tests de permutations des étiquettes de données (k=1000) ont été effectués pour évaluer la 

significativité des critères diagnostiques R2Y et Q2Y. Le test de permutation consiste en la 

permutation aléatoire des étiquettes de données Y des échantillons de façon à obtenir un 

nouveau jeu de données. A chaque permutation des valeurs de Y, un nouveau modèle 

statistique est construit auquel sont associés de nouveaux R2Yperm et Q2Yperm. Si le modèle 

oďteŶu est aussi ƌoďuste statistiƋueŵeŶt Ƌu͛aveĐ les doŶŶĠes ƌĠelleŵent observées, alors la 

validité du modèle peut être considérée comme non acceptable. On obtient ainsi des valeurs de 

p (ou p-value), pR2Y et pQ2Y, qui sont des indicateurs de performances du modèle. Les valeurs 

de p estimées pour le R2Y (< 0.01) et le Q2Y (<0.05) traduisent la performance du modèle, 

confirmant sa validité (Figure 47).  
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Figure 47 : Représentation de la validation du modèle PLS-DA pour les échantillons de FF par des tests de 

permutations (k=1000) 

A l͛issue de la PLS-DA, les variables ont été triées selon le critère VIP qui prend en compte 

l͛iŵpoƌtaŶĐe de ĐhaƋue vaƌiaďle daŶs la ĐƌĠatioŶ de la ĐoŵposaŶte et daŶs la pƌĠdiĐtioŶ de Y. 
Les variables pour lesquelles le critère de VIP est supérieur à 2 sont au nombre de 101, et seules 

les ϯϱ pƌeŵiğƌes oŶt ĠtĠ ƌeteŶues pouƌ l͛aŶŶotatioŶ. EŶ aďseŶĐe de vĠƌifiĐatioŶ de l͛hǇpothğse 
de normalité, la significativité de toutes les variables a été confrontée par les tests univariés de 

Student et de Wilcoxon-Mann-Whitney. TaŶdis Ƌu͛auĐuŶ ƌĠsultat Ŷ͛a ĠtĠ oďteŶu eŶ ŶoŶ 
paramétrique, les résultats du T-test a peƌŵis d͛oďteŶiƌ Ϯϱ vaƌiaďles ideŶtiƋues à Đelles de PLS-

DA. ;TaďleauXͿ, Đe Ƌui peƌŵet d͛assoiƌ leuƌ sigŶifiĐativitĠ daŶs la disĐƌiŵiŶatioŶ des gƌoupes. A 
chaque variable sont associés son EIC et sa représentation de type boite à moustache (boxplot). 

Parmi les variables corrélées représentées sur le tableau 19, Ƌuatƌe d͛eŶtƌe elles doŶt les EIC et 
boxplot sont repris en figure 48, ont été jugées pertinentes. En effet, les résultats sous forme de 

boxplot montrent leur présence de façon significative dans les échantillons « traités », 

oďseƌvatioŶ ĐoŶfiƌŵĠe visuelleŵeŶt paƌ la supeƌpositioŶ de l͛EIC de tous les ĠĐhaŶtilloŶs pouƌ 
chacune des variables.  

 



Partie 3 : Etude du devenir des résidus de biocides dans les produits laitiers et impact des 

procédés de transformation  

 

~ 160 ~ 

Tableau 19 : Liste des vaƌiaďles d’iŶtĠƌġts sĠleĐtioŶŶĠes paƌ PLS-DA et analyse univariée (t-test) répondant aux 

critères de VIP (>2) et p-value (< 0.05) 

(Les variables maƌƋuĠes d’uŶ astĠƌisƋue * soŶt identifiées uniquement en analyse univariée t-test. Les ions indiqués 

en couleur sont correlés.) 

VIP

décroissant
PLSDA univarié 

(t-test avec correction bonferroni)

p-value

croissante

M460T350 M344T242

M476T375 M180T190

M180T190 M476T375

M477T375 M416T313

M416T313 M388T313

M344T242 M432T350

M388T313 M433T350

M371T313 M520T395

M415T350 M460T350

M433T350 M300T165

M432T350 M521T395

M459T375 M246T356

M520T395 M477T375

M372T241 M415T350

M300T165 M225T189

M521T395 M564T411

M504T375 M371T313

M503T395 M174T311

M481T375 M372T241

M219T285 M219T285

M246T356 M419T457

M225T189 M565T411

M349T240 M481T375

M174T311 M503T395

M564T411 M138T202

M138T202 M608T425*

M548T395 M105T125*

M393T313 M175T311*

M547T411 M122T125*

M389T313 M174T285*

M305T165 M339T387*

M419T457 M196T311_2

M565T411 M286T618*

M196T311_2 M128T285*

M461T351 M273T239*

M460T375

M482T375

M504T375  
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Figure 48 : Boxplot et EIC des quatre variables parmi les plus significatives de la PLS-DA pour les échantillons de 

fromages fondus 
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Les chromatogrammes (Figure 49) et les spectres de masse (Figure 50-51-52-53-54) des quatre 

variables jugées pertinentes, [M388T313], [M432T350], [M476T375] et [M564T411], ont été 

eǆtƌaits afiŶ d͛Ġŵettƌe des hǇpothğses ƋuaŶt à la stƌuĐtuƌe des ioŶs. La comparaison des 

Đhƌoŵatogƌaŵŵes de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diamine (AMDP) M300T527 et des 4 

features jugées pertinents donnent une information quant à la polarité de ces derniers par 

rapport au biocide (Figure 49). Les 4 ions ayant un temps de rétention inférieur à celui de 

l͛AMDP soŶt vraisemblablement plus polaires. Ils peuvent être constitués de groupements 

polaires (ex. OH, NH2Ϳ ou pƌĠseŶteƌ uŶe ĐhaiŶe aliphatiƋue plus Đouƌte Ƌue Đelle de l͛AMDP 
(C12).  

 
Figure 49 : Chromatogramme des quatre variables parmi les plus significatives de la PLS-DA pour les échantillons 

de fromages fondus  
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Figure 50 : SpeĐtƌe de ŵasses eǆaĐtes de l’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe MϯϬϬTϱϮϳ 
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Figure 51 : Spectre de masses exactes de la variable M388T313 
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Figure 52 : Spectre de masses exactes de la variable M431T350 
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Figure 53 : Spectre de masses exactes de la variable M476T375 
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Figure 54 : Spectre de masses exactes de la variable M564T411 

Notons la présence des variables M497T375 et M492T411 sur les spectres de masses qui ne 

figurent pas dans le tableau des VIP. La variable M497T375 a été éliminé lors du prétraitement 

des données (CV >30%), il Ŷ͛a doŶĐ pas ĠtĠ iŶtĠgƌĠ à l͛Ġtude de corrélation des ions. La variable 

M592T411, avec un VIP = 2.01, fait partie des vaƌiaďles d͛iŶtĠƌġts et ĐoƌƌĠlĠe à Đelle de 
MϱϲϰTϰϭϭ loƌs de l͛Ġtude de ĐoƌƌĠlatioŶ. 

Des écarts de masse identiques, 28,03 u.m.a ± 5 ppm puis 17,03 u.m.a ± 5 ppm, sont observés 

sur le spectre des 4 features. La détermination des formules brutes, avec un écart inférieur à 

10ppm, pour les masses pré-citées considère les fragments C2H4 et NH3 comme entrant dans la 

structure des ions étudiés. La formule brute C2H7N correspondrait à l͛ĠĐaƌt de ŵasse de ϰϱ,Ϭϲ 
u.m.a ± 5 ppm observé, ce qui correspond à la perte successive des fragments C2H4 et NH3. De 

plus, un écart de masse de m/z 44.03 entre les features qui correspondrait à un fragment de 

formule brute C2H4O est observé. La figure 55 ƌĠĐapitule les siŵilitudes d͛ĠĐaƌt de ŵasse 
observées entre et pour chaque feature. 
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Figure 55 : RepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue des siŵilitudes d’ĠĐaƌt de ŵasse eŶtƌe les 4 features 

Il s͛avğƌe Ƌue l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diamine peut, de par sa structure, libérer les 

fragments NH3 et C2H4 (Figure 56Ϳ. L͛hǇpothğse seƌait doŶĐ Ƌue des ĐoŶstituaŶts de la ŵatƌiĐe 
réagiraient avec un fragment de formule brute C2H7N issu de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe 
diamine. Pour la déterminatioŶ des foƌŵules ďƌutes des ioŶs d͛iŶtĠƌġts, l͛aŶalǇse des speĐtƌes 
de ŵasse et l͛utilisatioŶ des ŵassifs isotopiƋues appoƌteŶt uŶe iŶfoƌŵatioŶ ƋuaŶt au Ŷoŵďƌe 
d͛ĠlĠŵeŶts chimiques principaux (ex. C, H, Cl). En effet, les isotopes naturels génèrent des pics 

d͛aďoŶdaŶĐe ĐaƌaĐtĠƌistiƋue de la ĐoŵpositioŶ des fƌagŵeŶts pƌiŶĐipauǆ, peƌŵettaŶt aiŶsi de 
déterminer la formule brute de la molécule recherchée. 

 
Figure 56 : Sites de Đoupuƌes poteŶtiels de l’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe 

D͛apƌğs les siŵilitudes tƌouvĠes eŶtƌe Đes ioŶs, il est possiďle Ƌue les featuƌes d͛iŶtĠƌġts soieŶt 
issus d͛uŶe ŵġŵe faŵille ĐhiŵiƋue ĐoŵpoƌtaŶt uŶe ou plusieuƌs foŶĐtioŶs de foƌŵule ďƌute 
C2H4O. A ce stade, 3 formules brutes peuvent être retenues à partir des hypothèses de masses 

eǆaĐtes, tout eŶ teŶaŶt Đoŵpte du Ŷoŵďƌe de ĐaƌďoŶe Ƌue peut ĐoŶteŶiƌ ĐhaƋue ioŶ d͛iŶtĠƌġt 
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(Figure 57). Parmi celles-ci, les formules brutes figurées ci-après en police bleue semblent plus 

pertinentes en raison du nombre de carbone et de doubles liaisons. 

 
Figure 57 : Propositions de formules brutes pour les 4 features et leurs variables corrélées 

Pouƌ ĐoŶfoƌteƌ l͛hǇpothğse d͛appaƌteŶaŶĐe à uŶe ŵġŵe faŵille ĐhiŵiƋue, uŶe aŶalǇse 
comparative des spectres de masse des 4 featuƌes et de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe 
suƌ l͛iŶteƌvalle [ŵ/z ϭϭϬ ; m/z 301] a été réalisée. Aucun ion en commun entre 

l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe et les ϰ featuƌes Ŷ͛a ĠtĠ ƌĠvĠlĠ taŶdis Ƌue ϲ ioŶs soŶt 
communs aux 4 features (Figure 58). 
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Figure 58 : Spectre de masses bruts faisant apparaitre les ions similaires entre les 4 features 

Pouƌ ĐoŶfiƌŵeƌ l͛affiliatioŶ de Đes ioŶs auǆ vaƌiaďles d͛iŶtĠƌġts, Đeuǆ issus du ďlaŶĐ ƌĠaĐtif et 
d͛ĠĐhaŶtilloŶs « non traités » ont été soustraits (Figure 59Ϳ. L͛ioŶ ŵ/z ϮϬϰ.ϭϮ est le seul ioŶ 
ĐoŵŵuŶ auǆ ϰ featuƌes. OŶ ƌetƌouve ĠgaleŵeŶt l͛ioŶ ŵ/z Ϯϳϳ.ϭϭ ĐoŵŵuŶ auǆ featuƌes 
MϰϯϮTϯϱϬ et MϱϲϰTϰϭϭ, et l͛ioŶ ŵ/z Ϯϳϵ.ϭ7 commun aux features M338T313 et M476T375. En 

l͛aďseŶĐe de fragmentation, ces ions peuvent être considérés comme des fragments issus 

d͛ioŶisatioŶ daŶs la source ESI.  
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Figure 59 : Spectres de masses faisant apparaitre les ions communs aux 4 features 

A Đe stade de l͛ideŶtifiĐatioŶ, il ĐoŶvieŶdƌait de pƌoĐĠdeƌ paƌ Ġtape paƌ l͛aŶalǇse ;iͿ des foƌŵules 
brutes proposées pour les ions similaires (m/z 204.12, m/z 277.11 et m/z 279.17) et (ii) des 

foƌŵules ďƌutes ĐoƌƌespoŶdaŶt auǆ peƌtes de ŵasse eŶtƌe les ioŶs d͛iŶtĠƌets et les ioŶs 
communs. En faisant le lien entre les fragments, il est probable de retrouver la totalité ou une 

paƌtie de la stƌuĐtuƌe des ioŶs d͛iŶtĠƌġts. Ce tƌavail ŶĠĐessite d͛ġtƌe ĐoŵplĠtĠ paƌ des essais de 
fragmentation.  

La consultation des bases de données publiques telles que HMBD, MassBaŶk ou Cheŵspideƌ Ŷ͛a 
pas peƌŵis de fouƌŶiƌ des iŶfoƌŵatioŶs ƋuaŶt auǆ ŵolĠĐules Ƌue l͛oŶ ĐheƌĐhe à ideŶtifieƌ.  
NĠaŶŵoiŶs, des hǇpothğses de ƌĠaĐtioŶ eŶtƌe uŶ fƌagŵeŶt de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe 
diamine et un des constituants de la matrice fromagère peuvent être émises.  

En premier lieu, la réaction de Maillard entre un sucre (aldose ou cétose) et une amine primaire 

(acide aminé, protéine ou xénobiotique) réalisée en plusieurs étapes est une hypothèse à 

explorer.  

Pour ce type de réaction, le traitement thermique est un paramètre très influant dont la durée 

et l͛iŶteŶsitĠ dĠteƌŵiŶeƌoŶt l͛aŵpleuƌ des ĐoŶsĠƋueŶĐes suƌ les ĐoŶstituaŶts ŵatƌiĐiels au Đouƌs 
des procédés de transformation [154]. Il est ĐoŶŶu Ƌue l͛aĐĐĠlĠƌatioŶ à haute teŵpĠƌatuƌe de la 
ƌĠaĐtioŶ de Maillaƌd Ƌui dĠŵaƌƌe daŶs le lait pƌovoƋue l͛appaƌitioŶ de Ŷouveauǆ ĐoŵposĠs paƌ 
association entre les sucres et les protéines [42, 43, 143, 155]. A titƌe d͛eǆeŵple, la fuƌosiŶe et 
la lactulosyllysine sont des produits de Maillard connus, formés suite à la stérilisation du lait 
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[144]. De ce fait, il est possible que les sucres réducteurs ou plus largement les constituants 

aldéhydiques ou cétoniques présents dans le lait et les fromages réagissent avec la ou les 

foŶĐtioŶ;sͿ aŵiŶe;sͿ pƌiŵaiƌe;sͿ de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe au Đouƌs de la 
fabrication des fromages FF qui a nécessité un traitement à 105°C. Lors de la stérilisation du lait, 

le traitement thermique conduit à la formation de nouveaux composés dont le lactulose, 

disaccharide de galactose et fructose formé par isomérisation du lactose, qui pourrait ensuite 

tout aussi bien réagir aveĐ l͛AMPD. La ƌĠaĐtioŶ de Maillaƌd à uŶ stade plus avaŶĐĠ, au-delà de 

ϭϬϬ°C, pƌoduit des ƌadiĐauǆ liďƌes tƌğs ƌĠaĐtifs Ƌue l͛oŶ Ŷe pouƌƌait dĠteĐteƌ aveĐ les ŵĠthodes à 
notre disposition [156].  

La seconde hypothèse de travail concerne la formation de liaisons peptidiques entre les amines 

pƌiŵaiƌes de l͛AMPD et le gƌoupe ĐaƌďoŶǇle des aĐides gƌas ou des pƌotĠiŶes pƌĠseŶts dans le 

lait et les fromages. Le traitement thermique joue un rôle sur les protéines qui ont tendance à 

se dĠŶatuƌeƌ sous l͛effet de la Đhaleuƌ, Đe Ƌui eǆpose les aĐides aŵiŶĠs de tǇpe LǇsiŶe à des 
réactions avec les sucres. Il ne peut être exclu que ces acides aminés puissent réagir avec 

l͛AMPD, eŶ paƌtie ou eŶ totalitĠ, paƌ leuƌ foŶĐtioŶ ĐaƌďoŶǇle liďƌe. Il eŶ est doŶĐ de ŵġŵe pouƌ 
les acides gras possédant une fonction carboxyle qui est à même de réagir avec les amines de 

l͛AMPD. 

A Đe Ŷiveau d͛ideŶtification, les formules brutes obtenues pour chaque ion contiennent entre 7 

et ϴ atoŵes d͛azote, et eŶtƌe ϰ et ϴ atoŵes d͛oǆǇgğŶe. UŶe hǇpothğse ƌĠaĐtioŶŶelle à Ġŵettƌe 
seƌait uŶe ƌĠaĐtioŶ eŶtƌe uŶ fƌagŵeŶt de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe et des 
polypeptides.  

4.2.2 Le Fromage à pâte pressée cuite (PPC) 

 Analyse en Composante Principale (ACP) 

Da façon similaire aux fromages fondus, les données relatives aux fromages PPC ont été 

analysées par ACP puis par PLS-DA et doŶt les vaƌiaďles d͛iŶtĠƌġts oŶt ĠtĠ ĐoŵpaƌĠes à celles 

trouvées en analyses univariées.  

La carte factorielle ou « score plot » issue de l͛ACP est ƌepƌĠseŶtĠe eŶ figure 60. Les QC pool 

sont ici aussi regroupés au centre de la carte ce qui montre le bon déroulement de la séquence 

aŶalǇtiƋue. L͛iŶfoƌmation visuelle principale qui ressort de cette analyse sans a priori est une 

disĐƌiŵiŶatioŶ Ŷette seloŶ la duƌĠe d͛affiŶage des PPC, à savoiƌ à J0 et J50, et entre les groupes 

« traités » et « non traites ». La CP1 représente 47% de la variabilité du jeu de données qui est 

attƌiďuĠe à la duƌĠe de l͛affiŶage Ƌuel Ƌue soit le tǇpe d͛ĠĐhaŶtilloŶ. Cette iŵpoƌtaŶte vaƌiaďilitĠ 
s͛eǆpliƋue paƌ des ƌĠaĐtioŶs ďiologiƋues et ĐhiŵiƋues Ƌui se pƌoduiseŶt loƌs du pƌoĐessus 
d͛affiŶage et Ƌui soŶt l͛iŶtĠƌġt iŶtƌiŶsğƋue de l͛affiŶage. La CPϮ ƌepƌĠseŶte à hauteuƌ de ϭϭ% la 
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vaƌiaďilitĠ ƌelative à l͛appaƌteŶaŶĐe à uŶ gƌoupe ;tƌaitĠs ou ŶoŶ tƌaitĠsͿ. Pouƌ Đe ŵodğle, 
l͛iŶeƌtie totale ďasĠe suƌ Ϯ ĐoŵposaŶtes est ƌepƌĠseŶtĠe paƌ la valeuƌ de ‘ϮX = Ϭ.ϱϳϴ, doŶt la 
majeure partie est liĠe à l͛affiŶage.  

 
Figure 60 : Représentation « score plot » de l’ACP suƌ les ĠĐhaŶtilloŶs de fƌoŵages PPC  

 

 Analyse en PLS-DA 

A la suite de l͛ACP, les doŶŶĠes oŶt ĠtĠ aŶalǇsĠes eŶ PLS-DA dans le but de confirmer les 

résultats de discrimination entre les deux groupes « traités » et « non traités ». Les résultats de 

PLS-DA pour les échantillons de PPC sont représentés graphiquement en figure 61. Une cross-

validation (n=7) a été réalisée pour définir le nombre optimal de CP, au nombre de 5, 

permettant de construire le modèle. La carte factorielle PLS-DA est construite autour de la CP1 

qui représente 10% de la varibilité du jeu de données et de la CP2 qui en comptabilise 42%. Les 

échantillons semblent être disciminés de manière satisfaisante selon leur appartenance aux 

groupes « traités » et « non traités » selon la CP1. La CP2 semble discriminer les échantillons 

seloŶ la duƌĠe de l͛affiŶage ;J0 ou J50), qui constitue 46% de la variabilité du jeu de données. Ce 

modèle permet de représenter une importante proportion de la variabilité du jeu de données 

(R2X = 0,722). Les valeurs de R2Y = 0,996 et de Q2Y = 0,9 sont très satisfaisantes pour expliquer 

et pƌĠdiƌe l͛appaƌteŶaŶĐe d͛uŶ ĠĐhaŶtilloŶ aux groupes « traités » ou « non traités ».  
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Figure 61 : PLS-DA sur les échantillons de fromages à pâte pressée cuite  

(les PPC « traités » et « non traités », tout affinage confondu, sont respectivement de couleur bleue et rouge) 

Des tests de permutations (k=1000) ont également été réalisés (Figure 62). Les faibles p-values 

obtenues, pR2Y = 0.001 et pQ2Y = 0.001, permettent de conclure favorablement quant à la 

performance du modèle et ainsi de le valider. 

 
Figure 62 : Représentation de la validation du modèle PLS-DA pour les échantillons PPC par des tests de 

permutations (k=1000) 
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 AŶalǇse des vaƌiaďles d’intérêts 

Les vaƌiaďles d͛iŶtĠƌġts, au nombre de 39, dont la valeur de VIP est supérieure à 2.4 ont été 

retenues. La significativité de ces variables (37/39) a été confirmée par les tests de Student et 

de Wilcoxon-Mann-Whitney aveĐ uŶ ƌisƋue α = ϱ% (Tableau 20).  

Tableau 20 : Liste des vaƌiaďles d’iŶtĠƌġts, pour les PPC, sélectionnées par PLS-DA et analyse univariée (t-test et 

Wilcoxon) répondant aux critères de VIP (>2,4) et p-value (< 0.05) 

(Les variables marquées en gras et surlignées en rouge sont identifiées uniquement pour un seul des tests 

statistiques. Les variables obtenues en PLS-DA sont classées par VIP décroissant tandis que celles obtenues en 

analyses univariées sont présentées par couple [m/z ; Tr] croissant). 
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Après examen individuel des chromatogrammes de chacune des 39 variables jugées 

discriminantes en PLS-DA et confirmées en analyses univariées, il a été difficile de faire ressotir 

des vaƌiaďles iŶteƌessaŶtes. A titƌe d͛eǆeŵple, la ďoxplot de la variable M176T115 (en rose dans 

le taďleauͿ ŵoŶtƌe uŶe diŵiŶutioŶ de soŶ iŶteŶsitĠ daŶs les ĠĐhaŶtilloŶs tƌaitĠs à l͛AMPD, Đe Ƌui 
tend à penser à une réaction avec l͛AMPD conduisant à la diminution de la présence du 

constituant de m/z 176 (Figure 63Ϳ. NĠaŶŵoiŶs, l͛EIC ĐoƌƌespoŶdaŶt Ŷe peƌŵet pas de ĐoŶfoƌteƌ 
la sigŶifiĐativitĠ de Đette vaƌiaďle. De façoŶ siŵilaiƌe, l͛EIC de la vaƌiaďle MϰϮϳTϴϳϳ ;eŶ violet 
dans le tableau) ne montre pas de distinction nette entre les groupes (Figure 63). De plus, ces 

deux variables étant présentes dans les échantillons « non traités » ne peuvent être considérées 

discriminantes à la présence du biocide.  

 
Figure 63 : EIC et bloxplot des variables M176T115 et M427T877 discriminantes en PLS-DA pour les fromages PPC 

De plus, une variabilité de réponse significative entre les échantillons traités, J0 et J50, issus de 

cuves de fabrication différentes est observée (Figure 64). Cet « effet-cuve » lié à des contraintes 

pratiques de la halle technologique, non anticipé lors de la validation du design expérimental, 

est à l͛oƌigiŶe de Đette diffiĐultĠ d͛iŶteƌpƌĠtatioŶ des ƌĠsultats. EŶ effet, 3 lots indépendants 
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d͛ĠĐhaŶtilloŶs PPC « traités » et seuleŵeŶt ϭ lot d͛ĠĐhaŶtilloŶs « non traités » ont été fabriqués 

pouƌ l͛Ġtude.  
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Figure 64 : Suivie de l’iŶteŶsitĠ de la vaƌiaďle MϭϳϱTϯϰϬ daŶs les fƌoŵages PPC ;JϬ et JϱϬͿ ŵettaŶt eŶ ĠvideŶĐe 

un « effet-cuve » 

 Comparaison des variables PPC et FF 

Une analyse comparative réalisée à partir des variables discrimantes obtenues en PLS-DA et en 

aŶalǇses uŶivaƌiĠes pouƌ les ĠĐhaŶtilloŶs PPC et FF Ŷ͛a pu faiƌe ƌessoƌtiƌ de vaƌiaďle ĐoŵŵuŶe. 
L͛ajout de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe à des Ġtapes diffĠƌeŶtes de la fabrication des 

fromages peut expliquer cette absence de variable commune. En effet, les constituants initiaux 

de la ŵatƌiĐe pouvaŶt ƌĠagiƌ aveĐ et eŶ pƌĠseŶĐe de l͛AMPD soŶt diffĠƌeŶts au Đouƌs des Ġtapes 
de transformation.  

4.3 Conclusions préliminaires 

A ce stade, la comparaison des empreintes chimiques des échantillons de fromages , PPC et FF 

confondus, « traités » à l͛AMPD et « non traités » Ŷ͛a pas peƌŵis de disĐƌiŵiŶeƌ aveĐ Đeƌtitude 
des ioŶs eŶ lieŶ diƌeĐt aveĐ la pƌĠseŶĐe de ƌĠsidus d͛AMPD daŶs la ŵatƌice. Plusieurs facteurs 

constituants les limites de notre étude peuvent être incriminés au regard :  
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 Des solvants des solutions de « dopage » des laits et fromages : Lors de la fabrication des 

échantillons, les laits et fromages dits « traités » ont été exposés à la substance active 

(DDAC-C10 ou AMPD) dissoute dans un solvant adéquat, tandis que les laits et fromages 

« non traités » Ŷ͛oŶt pas ĠtĠ eǆposĠs à uŶ voluŵe ĠƋuivaleŶt de solvaŶt puƌ. Il apparait 

comme possible que les différences relevées soient uniquement dues à un effet solvant. 

 Des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d’eǆpositioŶ eŶ ƌĠsidus : La teneur en SA de 50 µg/kg retenue pour se 

plaĐeƌ daŶs le Đas d͛uŶe ĐoŶtaŵiŶatioŶ ƌĠsiduelle peut seŵďleƌ faiďle pouƌ la ƌeĐheƌĐhe de 
pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs. BieŶ Ƌue les outils d͛analyses utilisés soient performants, il est possible 

Ƌue les pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs soieŶt pƌĠseŶts à des teŶeuƌs telles Ƌu͛ils Ŷ͛oŶt pu ġtƌe dĠteĐtĠs. 
Pour une étude pilote future, il serait intéressant de viser une teneur plus importante afin 

de représenter un cas extrême de contamination dit « pire cas ». 

 De la puissance du design expérimental : BieŶ Ƌu͛il s͛agisse d͛uŶe Ġtude pilote à ŵiŶi 
échelle industrielle, le design expérimental semble manquer de puissance pour discriminer 

des ions uniquement issus du traitement au biocide. Les points critiques relèvent (i) de 

l͛usage des ŵġŵes Đuves pouƌ toutes les sĠƌies de faďƌiĐatioŶ Ƌui soŶt veĐteuƌs de 
ĐoŶtaŵiŶaŶtioŶ ĐƌoisĠe, ;iiͿ de l͛usage d͛uŶ Ŷoŵďƌe diffĠƌeŶt de Đuves pouƌ la faďƌiĐatioŶ 
des échantillons de PPC et doŶĐ d͛avoiƌ à dispositioŶ ϯ lots « traités » et 1 lot « non traité » 

et ;iiiͿ des ŵoǇeŶs dispoŶiďles à la Halle teĐhŶologiƋue d͛AĐtalia Ŷe peƌŵettaŶt pas de 
fabriquer un nombre de lots suffisants pour assoir une robustesse des modèles construits.  

 De la ŵĠthode d’aŶalǇse : Le Đhoiǆ s͛est poƌtĠ suƌ uŶe eǆtƌaĐtioŶ paƌ pƌĠĐipitatioŶ à 
l͛aĐĠtoŶitƌile, uŶe sĠpaƌatioŶ paƌ Đhƌoŵatogƌaphie liƋuide eŶ phase iŶveƌse et uŶe dĠteĐtioŶ 
en spectrométrie de masse à haute résolution par ionisation electrospray en mode positif. 

Quatre raisons principales peuvent expliquer la limite de la méthode analytique, (i) les 

pƌoduits poteŶtielleŵeŶt ŶĠofoƌŵĠs Ŷ͛oŶt pu être eǆtƌaits à l͛aĐĠtoŶitƌile, ;iiͿ les conditions 

chromatographiques (colonne, phase mobile) sont peu appropriés, (iii) le mode positif en ESI 

Ŷ͛est pas le plus appƌopƌiĠe pouƌ les dĠteĐteƌ, ou ;ivͿ la teĐhŶiƋue de sĠpaƌatioŶ et/ou de 
dĠteĐtioŶ Ŷ͛est pas adaptĠe.  

4.4 Essai complémentaire sur le lait 

EŶ ĐoŵplĠŵeŶt de l͛Ġtude, uŶ essai a ĠtĠ ƌĠalisĠ au laďoƌatoiƌe suƌ du lait UHT issus du 

commerce en tenant compte des facteurs limitants énoncés en conclusions préliminaires. Le but 

ĠtaŶt d͛Ġtudieƌ l͛iŵpaĐt du tƌaiteŵeŶt theƌŵiƋue appliƋuĠ loƌs des pƌoĐĠduƌes de 
tƌaŶsfoƌŵatioŶ du lait suƌ l͛appaƌitioŶ des résidus de biocides. Une comparaison des empreintes 

chimiques des échantillons de lait « traités » et « non traités » à l͛AMPD peƌŵettƌa de ŵettƌe eŶ 
évidence les éventuelles produits néoformés. Pour réaliser cet « essai laboratoire », nous 

disposons de 10 lots indépendants (n=1/lot) de lait entier stérilisé UHT pris aléatoirement dans 
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le ĐoŵŵeƌĐe, pƌĠalaďleŵeŶt aŶalǇsĠs paƌ la ŵĠthode ĐiďlĠe validĠe afiŶ de ĐoŶfiƌŵeƌ Ƌu͛ils 
soieŶt eǆeŵpts d͛AMPD pouƌ l͛usage. Pouƌ ĐhaƋue lot de lait eŶtieƌ ďlaŶĐ, ϯϬg oŶt ĠtĠ tƌaitĠs 
par ajout voloŶtaiƌe d͛AMPD à uŶe teŶeuƌ de ϭϱϬ µg/kg ;ϵϬ µL de SolInt1) : « Lait traité », et 30g 

ont reçu seulement le solvant de dilution (90 µL d͛ACNͿ  : « Lait non traité ». De façon similaire à 

l͛Ġtude pilote ƌĠalisĠe eŶ ĐollaďoƌatioŶ aveĐ AĐtalia, l͛aŶalyse des échantillons selon des 

appƌoĐhes ĐiďlĠes et ŶoŶ ĐiďlĠes a ĠtĠ ƌĠalisĠe. La dĠŵaƌĐhe eǆpĠƌiŵeŶtale ŵise eŶ œuvƌe est 
représentée sur la figure 65. 

 
Figure 65 : DĠŵaƌĐhe eǆpĠƌiŵeŶtale ŵise eŶ œuvƌe pouƌ la ƌeĐheƌĐhe de pƌoduits néoformés dans le lait UHT 

AvaŶt l͛Ġtape de tƌaiteŵeŶt theƌŵiƋue, uŶ pƌĠlğveŵeŶt eŶ tƌipliĐat ;ϯǆ ϭgͿ des ĠĐhaŶtilloŶs 
tƌaitĠs ;L.NC.TͿ a ĠtĠ ƌĠalisĠ eŶ vue d͛uŶe aŶalǇse ĐiďlĠe. Paƌ souĐis d͛ĠƋuiliďƌe voluŵiƋue, pouƌ 
chaque échantillon non traité une masse totale identique, soit 3g, a été prélevée.  

A l͛issue du tƌaiteŵeŶt, des pƌises d͛essai ;ϭg et ϯgͿ oŶt ĠtĠ effeĐtuĠes et les diffĠƌeŶts 
ĠĐhaŶtilloŶs oŶt ĠtĠ souŵis à l͛Ġtape d͛eǆtƌaĐtioŶ suivaŶt les pƌotoĐoles dĠĐƌits précedemment 

seloŶ le tǇpe d͛aŶalyse réalisé, ciblée ou non ciblée. Les pesées avant et après traitement 

theƌŵiƋue oŶt peƌŵis de vĠƌifieƌ Ƌu͛auĐuŶe peƌte de ŵasse au Đouƌs de l͛eǆpĠƌieŶĐe, 
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ŶotaŵŵeŶt d͛eau ĐoŶteŶue daŶs le lait, Ŷ͛est à pƌeŶdƌe eŶ Đoŵpte loƌs de l͛iŶteƌpƌĠtatioŶ des 
teneurs en AMPD dans les divers échantillons analysés.  

4.4.1 Résultats d’analyse ciblée pour le lait et discussions 

Les résultats du dosage des 10 lots de Lait Non Traités Chauffé (L.C.NT) a permis de confirmer 

l͛aďseŶĐe de ĐoŶtaŵiŶatioŶ eǆteƌŶe eŶ AŵiŶopƌopƌǇldodĠĐylpropane diamine au cours de 

l͛eǆpĠƌieŶĐe. Ces ĠĐhaŶtilloŶs pouƌƌoŶt doŶĐ seƌviƌ d͛ĠĐhaŶtilloŶs tĠŵoiŶs pouƌ l͛aŶalǇse ŶoŶ 
ciblée.  

Les résultats du dosage en AMDP des 20 échantillons traités (L.NC.T et L.C.T) prélevés au cours 

de l͛eǆpĠƌieŶĐe soŶt illustrés sur la figure 66.  
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Figure 66 : DistƌiďutioŶ ƋuaŶtitative des ĠĐhaŶtilloŶs tƌaitĠs à l’AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe seloŶ le 

niveau de prélèvement (avant ou après traitement thermique) 

La représentation des résultats sous la forme de boite à moustache montre un abattement net 

des concentrations dans les échantillons de lait chauffé traité (L.C.T). Le traitement thermique 

(90°C pendant 3h) appliqué aux échantillons a donc un impact direct sur la teneur en 
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Aminopropylpropyldodécylpropane diamine ajoutée volontairement dans le lait. Plusieurs 

hǇpothğses peuveŶt ġtƌe Ġŵises, doŶt uŶe iŶstaďilitĠ de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe 
à la température, ou une réactivité avec des constituants naturellement présents dans le lait. 

Dans les deux cas, la formation des substances chimiques indésirables peut être émise et leur 

ƌeĐheƌĐhe ŶoŶ ĐiďlĠe peut ġtƌe teŶtĠe eŶ ŵettat eŶ œuvƌe des ĐoŵpaƌaisoŶs d͛eŵpƌeiŶtes 
chimiques globales.  

4.4.2 Résultats d’analyse non ciblée pour le lait et discussions 

Les doŶŶĠes eǆtƌaites de l͛aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe oŶt ĠtĠ aŶalǇsĠes eŶ ACP puis eŶ PLS-DA. La figure 

67 ƌepƌĠseŶtaŶt le sĐoƌe plot issu de l͛ACP Ŷe ŵoŶtƌe auĐuŶe disĐƌiŵiŶatioŶ eŶtƌe les gƌoupes. 

Les échantillons QCpool sont tous regroupés au centre, ce qui indique la validité de la série 

d͛aŶalǇse. La valeuƌ de ‘ϮX Ġgale à Ϭ.ϱϭϵ iŶdiƋue Ƌu͛uŶ peu plus de la ŵoitiĠ de la vaƌiaďilitĠ du 
jeu de données, repartie sur 6 composantes principales, est représentée par le modèle.  

 
Figure 67 : SĐoƌe plot de l’ACP suƌ les ĠĐhaŶtilloŶs de lait souŵis à uŶ tƌaiteŵeŶt theƌŵiƋue 

Pour compléter ce résultat, une PLS-DA a été réalisée et est présentée en figure 68. Ce modèle 

PLS-DA peƌŵet de disĐƌiŵiŶeƌ les gƌoupes d͛ĠĐhantillons de lait, « traités » et « non traités », 

ayant été soumis au même traitement thermique. Une très faible proportion de la variabilité du 

jeu de données est représentée par le modèle (R2X = 0.185). Au regard de la valeur de R2Y à 

0.96, la capacité eǆpliĐative d͛appaƌteŶaŶĐe à uŶ gƌoupe paƌait satisfaisaŶte.  
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Figure 68 : PLS-DA sur les échantillons de laits soumis à un traitement thermique (90°C pendant 3h)  

(les laits « traités » et « non traités », sont respectivement de couleur rouge et bleue) 

Des tests de permutation (k=1000) ont été réalisés (Figure 69). Les p-values très élevées 

obtenues, pR2Y = 0.258 et pQ2Y = 0.91, sont non satisfaisantes, ce qui est en accord avec la 

valeur Q2Y = -0.5 associée au pouvoir prédictif du ŵodğle d͛appaƌteŶaŶĐe d͛uŶ ĠĐhaŶtilloŶ à uŶ 
gƌoupe. Le ŵodğle aĐtuel Ŷ͛est doŶĐ pas peƌfoƌŵaŶt et ƌoďuste pouƌ pƌĠdiƌe l͛appaƌteŶaŶĐe à 
un groupe et ne peut donc être validé. 

 
Figure 69 : Représentation des résultats des tests de permutations (k=1000) effectués et significativité des 

paramètres R2Y et Q2Y 

Toutefois, les vaƌiaďles d͛iŶtĠƌġt pƌĠseŶtaŶt uŶe valeuƌ de VIP supĠƌieuƌe à Ϯ,Ϯ oŶt ĠtĠ eǆtƌaites 
(Tableau 21). Parmi celles-ci, deux variables correlées, [M343T618] et [M172T618], ont été 
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jugées analytiquement pertinentes et semblent être discriminantes du traitement à 

l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe. EŶ effet, Đe soŶt les seules vaƌiaďles pƌĠseŶtes daŶs la 
quasi-totalité des échantillons « traités » (9/10) et absentes dans les échantillons « non 

traités ». Au ƌegaƌd de la vaƌiaďle [ϯϰϯTϲϭϴ] doŶt le ƌappoƌt ŵ/z est supĠƌieuƌ à Đelui de l͛ioŶ 
ŵolĠĐulaiƌe de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe ;ŵ/z = ϯϬϬ.ϯϰͿ, ĐeĐi permet de formuler 

l͛hǇpothğse d͛uŶe ƌĠaĐtioŶ eŶtƌe le ďioĐide et un constituant présent dans la matrice. 

Néanmoins, celle-Đi doit ġtƌe au ŵoiŶs vĠƌifiĠe paƌ l͛aŶalǇse du speĐtƌe de ŵasses eǆaĐtes. 

Tableau 21 : Liste des vaƌiaďles d’iŶtĠƌġts sĠleĐtioŶŶĠes paƌ PLS-DA répondant au critère de VIP (>2,2)  

Variables 
Nom Couple  

[m/z ; Tr] 

Blanc  

Réactif 

Non  

Traités 
QCPool Traités isotopes VIP 

M706T73 M705.6936T1.212 1 0 0 0   NA 

M343T618 M343.3422T10.301 0 0 2 9   2.88 

M101T61 M101.0593T1.02 0 4 3 4   2.80 

M325T935 M325.2194T15.587 2 5 5 7 [210][M+1]+ 2.62 

M172T618 M172.1747T10.302 0 0 4 9   2.47 

M123T55 M123.0549T0.913 1 0 1 0   2.43 

M357T655 M357.2261T10.92 0 0 3 4   2.38 

M402T655 M402.2838T10.916 0 10 8 10 [310][M]+ 2.32 

M192T59 M192.1669T0.981 0 3 0 5 [41][M+1]+ 2.31 

M385T352_2 M385.2726T5.867_2 2 10 8 10 [281][M+1]2+ 2.30 

M406T772 M406.2427T12.87 1 2 1 1 [315][M+2]+ 2.27 

M457T773 M457.3551T12.89 2 10 8 9   2.24 

 

Les EIC représentés en figure 70 sont une preuve visuelle de la pertinence de ces deux variables.  
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Figure 70 : EIC des variables [M343T618] et [M172T618] 

 

Le suivi de l͛iŶteŶsitĠ de ces deux variables [M343T618] et [M172T618] dans les différents 

échantillons (Figure 71) permet de confirmer leur significativité dans la discrimination des 
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groupes. Néanmoins, une variabilité importante des intensités entre les échantillons « traités » 

est constatée pour ces deux variables. Quatre facteurs peuvent expliquer cette variabilité :  

o Le constituant entrant en réaction avec une partie ou la totalité de 

l͛AŵiŶopropyldodécylpropane diamine est présent de façon hétérogène dans la 

matrice, de par la composition intrinsèque des laits ou suite à une réaction 

antérieure, 

o La ƌĠaĐtioŶ ĐoŶduisaŶt auǆ pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs Ŷ͛est pas totale, 

o La ŵĠthode d͛eǆtƌaĐtioŶ Ŷe peƌŵet pas d͛eǆtƌaiƌe de façoŶ optiŵale et ƌĠpĠtaďle le 
produit néoformé 

o Les conditions de détection ne sont peut-être pas optimales pour ce composé. 

 
Figure 71 : RepƌĠseŶtatioŶ de l’iŶteŶsitĠ des ioŶs ŵ/z ϭϳϮ et ŵ/z ϯϰϯ daŶs les ĠĐhaŶtillons de laits 

AfiŶ d͛Ġŵettƌe uŶe hǇpothğse de stƌuĐtuƌe de Đes deuǆ vaƌiaďles, leuƌ speĐtƌe de ŵasse a ĠtĠ 
étudié. Au temps de rétention des variables Tr = 618 secondes, soit 10.3 minutes, les ions m/z 
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172.17 et m/z 343.34 apparaissent en très faible intensité (Figure 72). La comparaion avec le 

speĐtƌe de ŵasse de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe ne montre aucun ion en commun. 

 
Figure 72 : Chromatographe et spectre de masses exactes des variables M172T618 et M343T618 

La faible intensité pourrait donc expliquer la variabilité du signal observé sur la figure 71. On 

constate sur le spectre de masse, trois autres ions : m/z 244.19, m/z 289.25 et m/z 471.30, qui 

Ŷe figuƌeŶt pas daŶs la liste des vaƌiaďles d͛iŶtĠƌets de la taďle de doŶnées issue de la PLS-DA, et 

pouƌ Đause puisƋue Đes ϯ ioŶs se soŶt ƌĠvĠlĠs pƌĠseŶts daŶs ĐhaƋue gƌoupe d͛ĠĐhaŶtilloŶ ;Figure 

73). Ce sont donc des ions issus de la matrice laitière.  
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Figure 73 : Comparaison des spectres de masses eǆaĐtes d’ĠĐhaŶtilloŶs de lait tƌaitĠ et ŶoŶ tƌaitĠ au teŵps de 

rétention 10.3 minutes 

L͛ideŶtifiĐatioŶ des vaƌiaďles s͛est doŶĐ poƌtĠe suƌ les ioŶs ŵ/z ϭϳϮ.ϭϳ et ŵ/z ϯϰϯ.ϯϰ à paƌtiƌ du 
spectre brut (Figure 74).  

 
Figure 74 : Spectres de masses exactes des ions corrélés m/ 172.17 et m/z 343.34 
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Pouƌ l͛ioŶ ŵ/z ϭϳϮ,ϭϳ, oŶ peut supposeƌ Ƌu͛il est douďleŵeŶt ĐhaƌgĠ puisƋu͛oŶ visualise uŶ ioŶ 
m/z 172,67 soit un écart de masse de 0,5 u.m.a. Le spectre pourrait correspondre à un composé 

de ŵasse ϯϰϮ, soit l͛oďseƌvatioŶ de l͛ioŶ [M+ϮH]2+, paƌ la pƌĠseŶĐe de l͛ioŶ ŵ/z ϭϳϮ,ϭϳ.  

A partir de ces informations spectrales, 2 formules brutes soŶt pƌoposĠes pouƌ l͛ioŶ ŵ/z ϯϰϯ,ϯϰ 

(Figure 75).  

 
Figure 75 : Propositions de foƌŵules ďƌutes pouƌ l’ioŶ ŵ/z ϯϰϯ.ϯϰ disĐƌiŵiŶaŶt à la pƌĠseŶĐe de l’AMDP daŶs le 

lait chauffé 

L͛hǇpothğse ƌĠaĐtioŶŶelle pouƌ l͛oďteŶtioŶ de Đes ioŶs peƌtiŶeŶts est pƌoĐhe de Đelle Ġŵise 
pour ceux obtenus dans le fromage fondu, à savoir une réaction entre un fragment de 

l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe et des ĐoŶstituaŶts à gƌoupeŵeŶts aŵiŶes. Cette 
hǇpothğse ŶĠĐessite uŶe Ġtude plus poussĠe des ĐoŶstituaŶts du lait Ƌui Ŷ͛a pas fait l͛oďjet de 
cette étude. Il est ĠgaleŵeŶt possiďle Ƌu͛il s͛agisse d͛uŶ ĐoŶstituaŶt du lait d͛où la ŶĠĐessitĠ de 
poursuivre le travail en ce sens.  

5 CONCLUSION ET DISCUSSIONS 

Cette Ġtude a peƌŵis de dĠŵoŶtƌeƌ Ƌue les appƌoĐhes d͛aŶalǇses ĐiďlĠe paƌ LC-MS/MS et non 

ciblée par LC-HRMS sont complémentaires pour étudier le dévenir des résidus de biocides dans 

les pƌoduits laitieƌs et l͛iŵpaĐt des pƌoĐĠdĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ du lait suƌ l͛appaƌitioŶ de 
pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs. Ces outils soŶt d͛iŶtĠƌġts pouƌ ŵieuǆ ĐaƌaĐtĠƌiseƌ les ƌĠsidus de ďioĐides et 
leurs dérivés dans les matrices alimentaiƌes. L͛Ġtude poƌtaŶt suƌ deuǆ ďioĐides d͛iŶtĠƌġts, le 
DDAC-CϭϬ et l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe, voloŶtaiƌeŵeŶt ajoutĠs daŶs le lait ou les 
fromages a soulevé plusieurs points intéressants.  

En analyse ciblée, une contamination croisée et une rémanence du DDAC-C10 sur les surfaces 

alimentaires en acier inoxydable a été démontrée. En effet, les échantillons de PPC « non 

traités » présentent une teneur en DDAC-C10 du même ordre de grandeur que celle des 

échantillons « traités ». De plus, l͛aŶalǇse Điďlée en DDAC-C10 des échantillons « traités » et 
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« non traités » en Aminopropyldodécylpropane diamine fabriqué le lendemain avec le même 

même matériel a permis de confirmer cette démonstration de rémanence. Les résultats 

d͛aŶalǇse ĐiďlĠe pouƌ l͛AŵiŶopƌopǇldodécylpropane diamine dans les différents échantillons 

(lait, fromages, « traités », « non traités ») ont montré deux phénomènes en lien avec les 

procédés de transformation du lait. Une concentration en résidus dans les échantillons de 

fromages fabriqués à partir de laits « traités » a pu ġtƌe oďseƌvĠe. L͛iŵpaĐt poteŶtiel des 
procédés de transfromation du lait qui pourrait conduire à la formation de produits néoformés 

a été ĠtudiĠ eŶ ƌaisoŶ d͛uŶe teŶeuƌ eŶ AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe iŶfĠƌieuƌe à Đelle 

attendue dans les fromages lors du traitement du lait à 50 µg/kg. Sur la base de ces résultats, 

deuǆ aǆes d͛aŵĠlioƌatioŶs peuveŶt ġtƌe pƌoposĠs, ;iͿ uŶ autƌe aŵŵoŶiuŵ ƋuateƌŶaiƌe, ŵoiŶs 
rémanent et/ou moins utilisé en IAA, pourrait être retenu pour étudier leur dévenir dans les 

produits laitiers, et (ii) une troisième série de fabrication de PPC à la suite de celles des 

échantillons « traités » à l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe seƌait à effeĐtueƌ pouƌ eǆĐluƌe 
un potentiel phénomène de rémanence sur les surfaces alimentaires et de transfert dans les 

aliments.  

En analyse non ciblée, la contamination en DDAC-C10 des échantillons de PPC « non traitrés » 

Ŷ͛a pas peƌŵis d͛Ġtudieƌ le deveŶiƌ des ƌĠsidus d͛aŵŵoŶiuŵs ƋuateƌŶaiƌes daŶs les pƌoduits 
laitiers en lien avec les procédés de transformation du lait. Le Đhoiǆ s͛ĠtaŶt poƌtĠ suƌ la SA 
majoritairement employée en industrie laitière, cette limitation de rémanence sur les surfaces 

aliŵeŶtaiƌes pouƌtaŶt pƌesseŶtie auƌait pu ġtƌe ĐoŶtouƌŶĠe paƌ l͛Ġtude d͛uŶ autre AQ (BAC ou 

DDACͿ à dispositioŶ. L͛aŶalǇse ĐiďlĠe pƌĠalaďle des ĠĐhaŶtilloŶs FF et PPC « traités » et « non 

traités » à l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe a ĐoŶfiƌŵĠ la validité des deux groupes 

d͛ĠĐhaŶtilloŶs pƌĠpaƌĠs pouƌ l͛Ġtude de recherche de produits néoformés.  

Les ƌĠsultats d͛aŶalǇses statistiƋues oŶt ŵoŶtƌĠ uŶe disĐƌiŵiŶatioŶ Ŷette eŶtƌe les gƌoupes 
« traités » et « non traités » d͛ĠĐhaŶtilloŶs de FF d͛uŶe paƌt, et de PPC d͛autƌe paƌt. L͛Ġtude de 
preuve de concept concernant les fromages fondus, a peƌŵis de ƌeteŶiƌ ϰ vaƌiaďles d͛iŶtĠƌġts 
dont la significativité a été confirmée en analyses statistiques univariées et multivariées. Un 

pƌeŵieƌ tƌavail d͛ĠluĐidatioŶ à paƌtiƌ des speĐtƌes de ŵasses eǆaĐtes a peƌŵis de pƌoposeƌ uŶe 
formule brute pour chaque variable, qui doit être confirmée par des essais complémentaires 

(ex.fragmentation).  

Néanmoins, le ŵaŶƋue de vaƌiaďilitĠ d͛ĠĐhaŶtilloŶŶage, ϭ lot « non traité » et 1 lot « traité » à 

l͛AMPD, ĐoŶstitue uŶ paƌaŵğtƌe ĐƌitiƋue du desigŶ eǆpĠƌiŵeŶtal et liŵitaŶt à l͛iŶteƌpƌĠtatioŶ 
des résultats obtenus. Des hypothèses de réaction peuvent être émises, telles que (i) une 

ƌĠaĐtioŶ de Maillaƌd eŶtƌe les foŶĐtioŶs aŵiŶes pƌiŵaiƌes de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌoapŶe 
diamine et les constituants aldéhydiques ou cétoniques de la matrice, (ii) des liaisons 

peptidiques formées avec les acides aminés libérés au cours de la transformation du lait, (iii) 
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une réaction avec les acides gras de la matrices dont la fonction acide carboxylique peut réagir 

avec les amines primaires de l͛AMPD.  

L͛aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe des fƌoŵages PPC « traités » et « non traités » Ŷ͛a pas peƌŵis de ŵettƌe eŶ 
ĠvideŶĐe d͛ioŶs ƌĠelleŵeŶt peƌtiŶeŶts ŵalgƌĠ la ƋualitĠ des aŶalǇses statistiƋues uŶivaƌiĠes et 
multivariées qui ont montré une discrimination nette eŶtƌe les gƌoupes d͛ĠĐhaŶtilloŶs. 
L͛affiŶage des fƌoŵages ĐoŶstitueŶt la plus gƌaŶde souƌĐe de vaƌiaďilitĠ du jeu de doŶŶĠes. De 
plus, un « effet-cuve » non pressenti correspondant à un nombre non équilibré de lots 

d͛ĠĐhaŶtilloŶs « traités » et « non traités » a ĠtĠ oďseƌvĠ, Đe Ƌui ƌeŶd diffiĐile l͛iŶteƌpƌĠtatioŶ 
des ƌĠsultats d͛aŶalǇses statistiƋues. L͛essai suƌ le lait a ĠtĠ ŶĠĐessaiƌe pouƌ ĐoŵplĠteƌ Đette 
étude. Celui-Đi a peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠvideŶĐe deuǆ vaƌiaďles d͛iŶtĠƌġts ĐoƌƌelĠes. Deux 

formules brutes ont pu être proposées pour la vaƌiaďle MϯϰϯTϲϭϴ Ƌui ĐoƌƌespoŶdƌait à l͛ioŶ 
[M+H]+. L͛ĠluĐidatioŶ de la stƌuĐtuƌe doit ŵaiŶteŶaŶt ġtƌe effeĐtuĠe.  

NĠaŶŵoiŶs, deuǆ faĐteuƌs peuveŶt eǆpliƋueƌ l͛aďseŶĐe de pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs :  

- Les températures appliquées lors des procédés de transformation peuvent constituées 

uŶe liŵite à l͛appaƌitioŶ ou à la dĠteĐtioŶ de pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs. A titƌe d͛eǆeŵple, les 
adduits de Maillard formés à des températures supérieures à 100°C sont des radicaux 

libres très réactifs Ƌue Ŷe peuveŶt ġtƌe dĠteĐtĠs aveĐ la ŵĠthode ŵise eŶ œuvƌe pouƌ 
cette étude. Ceci serait donc une limite de notre étude.  

- La loi d͛aĐtioŶ de ŵasse Ƌui dĠfiŶit la dǇŶaŵiƋue d͛uŶe ƌĠaĐtioŶ ĐhiŵiƋue eŶ foŶĐtioŶ de 
la concentration en substance est une règle clĠ Ƌui peut s͛appliƋueƌ daŶs le Đas de la 
recherche de produits néoformés à partir de résidus. En effet, les faibles concentrations 

en biocides (50 µg/kg) volontairement ajoutés dans les produits laitiers peuvent faire 

défaut à la détection de produits néoformés.  

 

Ces études de preuve de concept sur les fromages PPC et FF, complétées par un essai sur le lait, 

ont montré la difficulté de rechercher des composés non ciblés. Malgré les outils analytiques 

puissants et des outils chimiométriques performants, la recherche de composés néoformés 

inconnus est un exercice très complexe et le résultat des tentatives menées est parfois 

dĠĐevaŶt. DaŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps, il ĐoŶvieŶt de ƌĠpĠteƌ l͛eǆpĠƌieŶĐe daŶs les ŵġŵes 
ĐoŶditioŶs pouƌ s͛assuƌeƌ des ƌĠsultats. Pouƌ alleƌ plus loin dans la recherche de produits 

ŶĠofoƌŵĠs, il seƌait iŶtĠƌessaŶt de ŵettƌe eŶ œuvƌe d͛autƌes outils aŶalǇtiƋues tels Ƌue des 
teĐhŶiƋues d͛eǆtƌaĐtioŶ diffĠƌeŶtes, des conditions de séparation en chromatographique liquide 

différentes (colonne, phase mobile), des analyses en chromatographie gazeuse, des conditions 

eŶ H‘MS diffĠƌeŶtes ;ŵodes d͛ioŶisatioŶsͿ. 
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Conclusions générales et perspectives 
La présence de résidus de biocides dans les denrées alimentaires est un problème de santé 

publique avéré. En effet, leur usage massif lors des opérations de nettoyage-désinfection des 

suƌfaĐes aliŵeŶtaiƌes au seiŶ de l͛IAA eŶtƌaiŶe leuƌ tƌaŶsfeƌt, à l͛Ġtat de ƌĠsidus, daŶs l͛aliŵeŶt. 
Depuis 2012, la contamination des denrées par les biocides désinfectants, essentiellement les 

ammoniums quaternaires préoccupe les autorités européennes. Les plans de surveillances et 

uŶe eŶƋuġte ŵeŶĠe paƌ l͛EFSA oŶt ŵoŶtƌĠ la pƌĠseŶĐe de BACs et DDAC-C10 dans les aliments à 

des teŶeuƌs eŶ supĠƌieuƌes à ϱϬϬ µg/kg LM‘ eŶ vigueuƌ à l͛époque, ce plus particulièrement 

daŶs les pƌoduits laitieƌs. D͛utilisatioŶ plus ƌĠĐeŶte, l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe a ĠtĠ 
proposée, par les industriels formulateurs, aux professionnels de la filière laitière comme 

substance active de substitution. 

DaŶs Đe ĐoŶteǆte, deuǆ oďjeĐtifs oŶt ĠtĠ assigŶĠs à Đe tƌavail de thğse. Il s͛agissait de dĠveloppeƌ 
des ŵĠthodes d͛aŶalǇses ƋuaŶtitatives de ƌĠsidus d͛aŵŵoŶiuŵs ƋuateƌŶaiƌes et 
d͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe, afiŶ de fouƌŶiƌ à Ŷos tutelles des ŵĠthodes d͛aŶalǇses 
fiaďles peƌŵettaŶt de ŵesuƌeƌ l͛eǆpositioŶ des ĐoŶsoŵŵateuƌs à Đes Đlasses de ĐoŵposĠs. Ces 
mesures devant permettre une analyse du risque posé par ces substances. Le second objectif 

Ġtait de ƌĠpoŶdƌe à uŶ ƋuestioŶŶeŵeŶt de l͛iŵpaĐt des pƌoĐédés de transformation du lait sur 

les résidus de biocides en étudiant leur devenir dans les produits dérivés du lait.  

Pour répondre au premier objectif, nous avons développé deux méthodes indépendantes 

d͛aŶalǇse de ďioĐide daŶs les pƌoduits laitieƌs paƌ LC-MS/MS. Soient une méthode quantitative 

ŵultiƌĠsidus d͛aŶalǇse des aŵŵoŶiuŵs ƋuateƌŶaiƌes et uŶe ŵĠthode d͛aŶalǇse de 
l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe. Les pƌoduits laitieƌs ƌeteŶus, eŶ ĐoŶĐeƌtatioŶ aveĐ les 
pƌofessioŶŶels de l͛iŶdustƌie laitiğƌe et partenaires du projet Resbiolact, sont le lait cru de 

vache, la poudre de lait, et deux types de fromages, à pâte pressé cuite et fromage fondu.  

La mise au point de la méthode relative aux ammoniums quaternaires a été réalisée de façon à 

peƌŵettƌe l͛aŶalǇse quantitative des cinq BACs (C8 à C16) et des cinq DDACs (C10 à C18) dans les 

produits laitiers. Cinq standard internes deutérés ont pu être ajoutés pour améliorer la 

quantification. Au cours de cette phase de développement, une rémanence des AQs et plus 

particulièrement du DDAC-C10 dans le système analytique a été observée. Ce phénomène est 

connu et rapporté dans la littérature sans pour autant apporter des informations quant à son 

oƌigiŶe. Les eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs ƌĠalisĠes Ŷous oŶt ĐoŶduit à Ġŵettƌe l͛hǇpothğse d͛uŶe 
concentration du DDAC C10 eŶ tġte de ĐoloŶŶe aŶalǇtiƋue suite à sa pƌĠseŶĐe à l͛Ġtat de tƌaĐes 
daŶs la phase ŵoďile. Les ĐoŶditioŶs d͛eǆtƌaĐtioŶ oŶt ĠtĠ optiŵisĠes et appliƋuĠes auǆ Ƌuatƌe 
matrices étudiées. Le protocole final comprend une seule Ġtape d͛eǆtƌaĐtioŶ paƌ agitatioŶ 
mécanique dans un mélange acétonitrile : aĐĠtate d͛ĠthǇle ;ϱϬ :50 ; v :v).  
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Les peƌfoƌŵaŶĐes de la ŵĠthode aiŶsi dĠĐƌite oŶt ĠtĠ ĠvaluĠes au Đouƌs d͛uŶ pƌoĐessus de 
validation, sur un intervalle de 5 à 150 µg/kg, basé sur l͛appƌoĐhe d͛eƌƌeuƌ totale et la 
ĐoŶstƌuĐtioŶ du pƌofil d͛eǆaĐtitude, le pƌofil d͛eǆaĐtitude a ĠtĠ ĐoŶstƌuit eŶ fiǆaŶt les liŵites 
d͛aĐĐeptaďilitĠ à ± ϯϬ-ϰϬ%, et de la valeuƌ de β fiǆĠe à ϳϬ-80%. Les caractéristiques de 

performances ont ainsi été évaluées pouƌ ĐhaƋue ĐoŵďiŶaisoŶ ŵolĠĐule/ŵatƌiĐe. L͛oďjeĐtif 
iŶitial de liŵite de ƋuaŶtifiĐatioŶ ;LQͿ visĠ à ϭϬ µg/kg pouƌ ĐhaƋue ĐoŵposĠ est daŶs l͛eŶseŵďle 
atteint puisque pratiquement tous présentent une LQ à 5µg/kg.  

L͛appliĐaďilitĠ de la ŵĠthode a ĠtĠ testĠe suƌ uŶ paŶel d͛ĠĐhaŶtilloŶs de pƌoduits laitieƌs pƌis 
aléatoirement dans le commerce où une partie des échantillons (9%) présentait des teneurs en 

DDAC-C10 pouvant atteindre 200 µg/kg.  

A l͛issue de Đes Ġtapes de dĠveloppeŵeŶt et de validatioŶ de la ŵĠthode, la méthode a été 

jugée apte à être proposée à nos tutelles.  

L͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe a la paƌtiĐulaƌitĠ de N͛avoiƌ pas fait l͛oďjet de 
puďliĐatioŶ ƋuaŶt à l͛aŶalǇse de ƌĠsidus daŶs les deŶƌĠes aliŵeŶtaiƌes Coŵpte teŶu de ses 
propriétés physico-ĐhiŵiƋues, deuǆ stƌatĠgies d͛aŶalǇse eŶ Đhƌoŵatogƌaphie liƋuide eŶ phase 
inverse ont été testées : ;iͿ la dĠƌivatioŶ Ƌui Ŷeutƌalise les foŶĐtioŶs aŵiŶes et ;iiͿ l͛ajout 
d͛ageŶts d͛appaƌieŵeŶt d͛ioŶs daŶs la phase ŵoďile. L͛appƌoĐhe paƌ dĠƌivatioŶ a ĠtĠ étudiée 

paƌ la ƌĠaĐtioŶ de l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe et de la fluoƌesĐaŵiŶe. Les essais 
réalisés en infusion sur un spectromètre de masse ont montré une instabilité de la forme 

dĠƌivĠe eŶ ƌaisoŶ, d͛uŶ phĠŶoŵğŶe de dĠshǇdƌatatioŶ de la foƌŵe dĠƌivée. De plus, la nécessité 

d͛atteŶdƌe eŶviƌoŶ Ϯϰ h pouƌ atteiŶdƌe la staďilitĠ de la ŵolĠĐule dĠƌivĠe a ĠtĠ uŶ ĠlĠŵeŶt pouƌ 
aďaŶdoŶŶeƌ Đette stƌatĠgie. De Đe fait, le dĠveloppeŵeŶt d͛uŶe ŵĠthode ƋuaŶtitative paƌ 
l͛appƌoĐhe d͛appaƌieŵeŶt d͛ioŶs a ĠtĠ pƌĠfĠƌĠ pour analyser ce biocide dans les produits 

laitiers. La séparation chromatographique sur une colonne C18 à silice ultrapure est excellente 

aveĐ uŶ ŵĠlaŶge ďiŶaiƌe ĐoŵposĠ d͛eau et d͛ACN tous deuǆ aĐidifiĠs paƌ Ϯϱ ŵM d͛HFBA et ϭ% 
d͛AĐF. En ce qui concerne l͛eǆtƌaĐtioŶ, les ŵeilleuƌes peƌfoƌŵaŶĐes pouƌ les 4 matrices étudiées 

oŶt ĠtĠ oďteŶues aveĐ uŶe eǆtƌaĐtioŶ à l͛ACN à pH ϭϮ paƌ ajout d͛aŵŵoŶiaƋue à Ϯϱ% et eŶ 
présence de NaCl.  

La validation de la méthode ainsi décrite a été entreprise selon la même approche globale basée 

suƌ le pƌofil d͛eǆaĐtitude. L͛ĠvaluatioŶ des peƌfoƌŵaŶĐes de la ŵĠthode a peƌŵis de ŵoŶtƌeƌ 
uŶe justesse et uŶe fidĠlitĠ satisfaisaŶte, aveĐ des valeuƌs iŶfĠƌieuƌes à ϮϬ%, suƌ l͛iŶteƌvalle de ϱ 
à 150 µg/kg.  

Enfin, la méthode, elle aussi a ŵoŶtƌĠ soŶ appliĐaďilitĠ pouƌ l͛aŶalǇse de diveƌs pƌoduits laitieƌs 
pris aléatoirement dans le commerce. 

Ces ŵĠthodes d͛aŶalǇse ƋuaŶtitative d͛aŵŵoŶiuŵs ƋuateƌŶaiƌes et de 
l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe pƌĠseŶteŶt uŶ douďle iŶtĠƌġt. - Etudier le devenir des 
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ďioĐides daŶs les pƌoduits laitieƌs, eŶ lieŶ aveĐ l͛iŵpaĐt des pƌoĐĠdĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ du lait. - 
A l͛ĠĐhelle ŶatioŶale et euƌopĠeŶŶe, Đes ŵĠthodes pouƌƌoŶt ġtƌe ŵises eŶ appliĐatioŶ daŶs le 
cadre de plans nationaux qui permettront de mesurer l͛eǆpositioŶ des ĐoŶsoŵŵateuƌs auǆ 
pƌoduits ďioĐides dĠsiŶfeĐtaŶts et auǆ autoƌitĠs ĐoŵpĠteŶtes d͛eŶ faiƌe l͛ĠvaluatioŶ du ƌisƋue. 

La seĐoŶde paƌtie de Đe tƌavail doĐtoƌal a ĠtĠ ĐoŶsaĐƌĠe à l͛Ġtude du deveŶiƌ des ƌĠsidus de 
biocides dans les produits laitieƌs et la ƌeĐheƌĐhe d͛ĠveŶtuels pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs suite à 
l͛iŵpaĐt des pƌoĐĠdĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ du lait. Le DDAC-C10 et l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe 
diaŵiŶe oŶt ĠtĠ ƌeteŶus pouƌ Ġtudieƌ leuƌ deveŶiƌ. Pouƌ Đe faiƌe, deuǆ Ġtudes d͛appliĐatioŶ de 
l͛appƌoĐhe métabolomique en LC-HRMS sur des fromages PPC et FF ont été réalisées. Pour 

réaliser ce travail de recherche de composés néoformés en lien avec la présence de biocides 

dans les produits laitiers, un protocole analytique regroupant le design expérimental, la 

pƌĠpaƌatioŶ des ĠĐhaŶtilloŶs, l͛aĐƋuisitioŶ et le tƌaiteŵeŶt des doŶŶĠes faisaŶt appel à des 
outils analytiques et chimiométriques, a été établi. La fabrication des échantillons a été sous-

tƌaitĠe à la halle teĐhŶologiƋue d͛AĐtalia, paƌteŶaiƌe du pƌojet Resbiolact. La complémentarité 

des appƌoĐhes d͛aŶalǇses ĐiďlĠe eŶ LC-MS/MS et non ciblée par LC-HRMS a permis de mieux 

caractériser le comportement des résidus de biocides au cours de la fabrication de produits 

laitiers.  

L͛aŶalǇse ĐiďlĠe a peƌŵis de ŵettƌe en évidence une contamination et une rémanence du 

DDAC-C10 sur les surfaces alimentaires en acier inoxydables utilisées pour la fabrication des 

fromages PPC et FF. En effet, les échantillons « non traités » de PPC présentent des teneurs 

proches de celles des échantillons traités volontairement au DDAC-C10. EŶ l͛aďseŶĐe 
d͛ĠĐhaŶtilloŶs tĠŵoiŶs, le deveŶiƌ du DDAC-C10 Ŷ͛a pas ġtƌe ĠtudiĠ. Pouƌ 
l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe, l͛Ġtude du deveŶiƌ paƌ la ĐoŵpaƌaisoŶ des eŵpƌeiŶtes 
chimiques globales en LC-HRMS a pu être testée. Un phénomène de concentration (x5) a été 

observé dans les fromages PPC, ce qui est inférieur à ce qui était attendu. Ceci peut être lié à un 

iŵpaĐt des pƌoĐĠdĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ suƌ Đe ďioĐide ĐoŶduisaŶt dĠgƌadatioŶ ou l͛appaƌitioŶ de 

produits néoformés.  

Pouƌ les AQs, l͛aďseŶĐe d͛ĠĐhaŶtilloŶs tĠŵoiŶs Ŷ͛a pas peƌŵis d͛appliƋueƌ l͛appƌoĐhe d͛aŶalǇse 
ŶoŶ ĐiďlĠe paƌ ĐoŵpaƌaisoŶ d͛eŵpƌeiŶte ĐhiŵiƋue. La stabilité physicochimique des 

ammoniums quaternaires rendait peu pƌoďaďle l͛appaƌitioŶ de produits néoformés, il est plus 

judicieux de se pencher sur des molécules réactives chimiquement telles que 

l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe.  

CoŶĐeƌŶaŶt l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe, les ƌĠsultats d͛aŶalǇses statistiƋues pouƌ les 
échantillons « traités » et « non traités » ont montré une discrimination nette entre ces deux 

groupes, que ce soit pour les fromages PPC et FF. Pour les fromages fondus, 4 variables 

d͛iŶtĠƌġts doŶt la sigŶifiĐativitĠ a ĠtĠ ĐoŶfiƌŵĠe paƌ l͛aŶalǇse statistiƋue oŶt ĠtĠ retenues. 
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L͛aŶalǇse des speĐtƌes de ŵasses eǆaĐtes Ŷous a peƌŵis d͛Ġŵettƌe l͛hǇpothğse Ƌue Đes 
ĐoŵposĠs d͛iŶtĠƌġts seƌaieŶt issus d͛uŶe ƌĠaĐtioŶ eŶtƌe uŶ fƌagŵeŶt de 
l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopaŶe diaŵiŶe et les ĐoŶstituaŶts pƌĠseŶts ŶatuƌelleŵeŶt daŶs les 
fromages. Une seconde hypothèse a été émise quant à la nature de ces composés néoformés, à 

savoiƌ Ƌu͛ils foŶt paƌtie d͛uŶe ŵġŵe faŵille ĐhiŵiƋue puisƋu͛ils pƌĠseŶteŶt des fƌagŵeŶts 
communs représentés par les écarts de masses identiques sur leur spectre de masse respectif. 

UŶe phase d͛ĠluĐidatioŶ de la stƌuĐtuƌe de Đes vaƌiaďles ƌeste à ƌĠaliseƌ. NotoŶs Ƌue le ŵaŶƋue 
de vaƌiaďilitĠ d͛ĠĐhaŶtilloŶŶage liĠ auǆ ĐoŶtƌaiŶtes teĐhŶologiƋue au seiŶ de la halle est uŶ poiŶt 
liŵitaŶt à l͛iŶteƌpƌĠtatioŶ des ƌĠsultats. En perspective, il serait intéressant de reproduire 

l͛eǆpĠƌieŶĐe aveĐ uŶ Ŷoŵďƌe de lots iŶdĠpeŶdaŶts statistiƋueŵeŶt suffisaŶts pouƌ assuƌeƌ les 
résultats obtenus.  

MalgƌĠ uŶe disĐƌiŵiŶatioŶ Ŷette eŶtƌe les gƌoupes d͛ĠĐhaŶtilloŶs de PPC « traités » et « non 

traités », l͛aŶalǇse des vaƌiaďles d͛iŶtĠƌġts Ŷ͛a pas peƌŵis d͛eŶ ƌeteŶiƌ Đoŵŵe ĠtaŶt 
disĐƌiŵiŶaŶte de l͛eǆpositioŶ au ďioĐide. La ŵajeuƌe paƌtie de la vaƌiaďilitĠ oďseƌvĠe est liĠe à 
l͛affiŶage des fƌoŵages ĠtudiĠs. EŶ effet, Đette vaƌiaďilitĠ s͛eǆpliƋue par les réactions 

ďiologiƋues et ĐhiŵiƋues se pƌoduisaŶt au Đouƌs du pƌoĐessus d͛affiŶage, Ƌui soŶt l͛iŶtĠƌġt 
même de la maturation. De plus, un effet-cuve non pressenti lors du design expérimental a été 

observé. Les contraintes expérimentales de la halle qui disposait de 4 cuves nous ont conduits à 

faire le choix de fabriquer 3 lots « traités » et 1 lot « non traité ». L͛oďseƌvatioŶ suƌ les ϯ lots 
d͛ĠĐhaŶtilloŶs « traités » d͛uŶ effet Đuve iŶatteŶdu a ĐoŵpleǆifiĠ l͛aŶalǇse des ƌĠsultats et 
perturbé leur fiabilité. 

La ƌeĐheƌĐhe de ŵaƌƋueuƌs d͛eǆpositioŶ à uŶ ǆĠŶoďiotiƋue a des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs tƌaĐes paƌ 
l͛aŶalǇse ŶoŶ ĐiďlĠe est paƌ Ŷatuƌe Đoŵpleǆe. Les doŶŶĠes oďteŶues paƌ Đette Ġtude « pilote » 

soŶt ĠvideŵŵeŶt liŵitĠs, d͛autaŶt plus paƌ les ĐoŶsĠƋueŶĐes de cet « effet cuve » précité. Il 

aurait également été nécessaire de recourir à différentes techniques analytiques afin 

d͛augŵeŶteƌ la pƌoďaďilitĠ de tƌouveƌ des pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs ŵais ĐeĐi Ŷ »a pas été possible 

pour des raisons de temps limité mais aussi de de matériel à disposition.  

L͛appƌoĐhe Ƌue Ŷous avoŶs ŵeŶĠe daŶs le Đadƌe de Đe tƌavail doĐtoƌal suƌ les fƌoŵages PPC et 
FF est, à Ŷotƌe ĐoŶŶaissaŶĐe, uŶe pƌeŵiğƌe du geŶƌe pouƌ l͛Ġtude du deveŶiƌ de ƌĠsidus de 
biocides désinfectants dans les produits laitieƌs et de l͛iŵpaĐt des pƌoĐĠdĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ 
suƌ l͛appaƌitioŶ de pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs. BieŶ Ƌue les ƌĠsultats Ŷ͛aieŶt pas peƌŵis de ƌĠpoŶdƌe 
pƌĠĐisĠŵeŶt à la ƋuestioŶ, Đette Ġtude se devait d͛ġtƌe ƌĠalisĠe.  

Cette étude, avec ses défauts, a le mérite de dĠŵoŶtƌeƌ la ĐoŵpleǆitĠ de l͛appƌoĐhe ƌeĐheƌĐhe 
non ciblée en ce qui concerne le design expérimental. Si cette approche devait être reprise pour 

la ƌeĐheƌĐhe de pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs uŶe des pistes seƌait d͛utiliseƌ des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs tƌğs 
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élevées en biocide. Ceci permettrait de répondre à une interrogation quant à la pertinence de 

Đette appƌoĐhe. EŶ effet les lois foŶdaŵeŶtales de la ĐiŶĠtiƋue ĐhiŵiƋue ;loi d͛aĐtioŶ de ŵasseͿ 
pourraient à elles seules être un argument pour abandonner cette recherche. De plus, dans le 

Đadƌe de l͛ĠveŶtuelle appaƌitioŶ de pƌoduits de Maillaƌd les ĐoŶditioŶs de teŵpĠƌatuƌe pouƌ la 
transformation du lait sont assez loin des conditions de température associées à ces réactions. 

Dans une démarche de sécurité alimentaire, la contamination croisée des aliments et la 

rémanence des biocides sur les surfaces alimentaires constitue une problématique qui mérite 

d͛ġtƌe pƌĠĐisĠŵeŶt ĠtudiĠe. Il est ŶĠĐessaiƌe d͛Ġtudieƌ de plus pƌğs le tƌaŶsfeƌt des ƌĠsidus de 
biocides désinfectants de la surface alimentaire vers les aliments. Cette perspective 

conceptualisé dans le cadre de la thèse mais en dehors de celle-ci sera rapidement mise en 

appliĐatioŶ puisƋu͛elle ĐoŶstitue le deƌŶieƌ volet du pƌojet ‘esďiolaĐt suƌ leƋuel j͛auƌai plaisiƌ à 
travailler.  
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Annexe 1 
Rapport technique EFSA : Données de l’enquête sur les résidus de BACs et DDACs dans les denrées alimentaires 
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Annexe 2 

Technologie OrbitrapTM : Instrumentation 
 

L͛aŶalǇseuƌ de ŵasse à haute ƌĠsolutioŶ à technologie hybride LTQ-OrbitrapTM est un système 

hǇďƌide ĐoŵposĠ d͛uŶ piğge ioŶiƋue liŶĠaiƌe ;LTQ, de l͛aŶglais « Linear Trap Quadrupole ») à 

ďasse ƌĠsolutioŶ ĐouplĠ à l͛OƌďitƌapTM, analyseur à haute résolution. Le LTQ-Orbitrap XLTM est 

composé de quatre principaux éléments repris sur la figure suivante : la trappe ou piège 

linéaire, la C-tƌap, uŶe Đellule de ĐollisioŶ de haute ĠŶeƌgie et l͛OƌďitƌapTM.  

 

Les principaux éléments utilisés au cours de la thèse sont détaillés ci-dessous : 

1) La trappe linéaire 2D est ĐoŶstituĠe de Ƌuatƌe ďaƌƌes d͛uŶ Ƌuadƌipôle feƌŵĠ à ses 
eǆtƌĠŵitĠs paƌ des ĠleĐtƌodes d͛eŶtƌĠe et de soƌtie peƌŵettaŶt de ƌepousseƌ les ioŶs veƌs 
l͛iŶtĠƌieuƌ du Ƌuadƌipôle. Pouƌ Đe faiƌe, des teŶsioŶs ĐoŶtiŶues ;positive ou ŶĠgativeͿ soŶt 
appliquées au niveau de ces électrodes pour piéger les ions. Ces derniers réalisent un 

ŵouveŵeŶt d͛alleƌs-ƌetouƌs suƌ l͛aǆe z, de ŵaŶiğƌe sǇŶĐhƌoŶisĠe, eŶtƌe les ĠleĐtƌodes Ƌui 
les repoussent. Par ailleurs, une tension en radiofréquence (RF) est appliquée aux 4 barres 

du Ƌuadƌipôle iŶduisaŶt uŶ ŵouveŵeŶt osĐillatoiƌe seloŶ l͛aǆe Ǉ.  
Deux types de pièges linéaires existent selon les constructeurs : (i) avec éjection radiale ou 

(ii) avec éjection axiale. La trappe à configuration en éjection axiale, où les ions sont 

expulsĠs suivaŶt l͛aǆe z, est gĠŶĠƌaleŵeŶt ĐouplĠe aveĐ d͛autƌes aŶalǇseuƌs, tels Ƌue 
l͛OƌďitƌapTM, conçus pour la détection des ions. 
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2) La C-trap constitue le second élément sur le trajet des ions. A la sortie de la trappe linéaire, 

les ions traversent un octapole et sont ainsi amenés vers le C-trap situé en amont de 

l͛OƌďitƌapTM. Cette tƌappe est uŶ Ƌuadƌipôle Ƌui a la paƌtiĐulaƌitĠ d͛ġtƌe ĐouƌďĠ eŶ foƌŵe de 
C, et Ƌui piğge les ioŶs loƌsƋu͛uŶe teŶsioŶ ƌadiofƌĠƋueŶĐe ;‘FͿ est appliƋuĠe suƌ les ďaƌƌes 
du quadripôle. SuivaŶt le ŵode d͛aĐƋuisitioŶ Đhoisie, les ioŶs peuveŶt ġtƌe ƌapideŵeŶt 
eǆpulsĠs, soit veƌs l͛OƌďitƌapTM, soit vers la cellule de collision. Cette expulsion est réalisée 

loƌsƋue la teŶsioŶ ‘F diŵiŶue et Ƌu͛uŶe iŵpulsioŶ à haute teŶsioŶ DC est appliƋuĠe.  

 

3) L͛OrbitrapTM doŶt l͛idĠe ĐoŶĐeptuelle da e des aŶŶĠes ϭϵϲϬ, a ĠtĠ ƌĠiŶveŶtĠ eŶ ϮϬϬϬ paƌ 
Alexander Makarov puis commercialisé en 2005 sous le nom OrbitrapTM par ThermoFisher 

SĐieŶtifiĐ. L͛OrbitrapTM est uŶe alteƌŶative iŶtĠƌessaŶte à l͛aŶalǇseuƌ FT-ICR (non détaillé) 

pour les approches non ciblées puisque ce spectromètre donne un accès à la haute 

résolution sans avoir recours à un champ électromagnétique intense. Il est constitué de 

deux électrodes coaxiales : la pƌeŵiğƌe se pƌĠseŶte sous la foƌŵe d͛uŶ tonneau externe 

coupé en deux parties égales contenant la seconde électrode, centrale en forme de fuseau.  

L͛ĠleĐtƌode iŶteƌŶe est ŵise sous teŶsioŶ paƌ l͛aĐtioŶ d͛uŶ Đhaŵp ĠleĐtƌiƋue Ƌuadƌi-
logarithmique à haut voltage (3.5 kV) et un vide poussé (10-10 mbar) est réalisé. Les ions 

soŶt iŶjeĐtĠs, à uŶe ĠŶeƌgie de ƋuelƋues keV, taŶgeŶtielleŵeŶt à l͛ĠleĐtƌode ĐeŶtƌale paƌ 
l͛iŶteƌstiĐe, tƌğs Ġtƌoit, sĠpaƌaŶt les deuǆ ŵoitiĠs de l͛ĠleĐtƌode eǆteƌŶe, et osĐilleŶt eŶ 
oƌďite de l͛ĠleĐtƌode ĐeŶtƌale sous l͛effet ĐoŶcomitant du champ électrique, de la force 

ĐeŶtƌifuge et de la gĠoŵĠtƌie du piğge. L͛osĐillatioŶ des ioŶs ƌĠsulte d͛uŶ ŵouveŵeŶt ƌadial 
autouƌ de l͛ĠleĐtƌode et aǆial le loŶg de l͛aǆe z. Seule la fƌĠƋueŶĐe d͛osĐillatioŶ aǆiale, Ƌui 
dépend du rapport m/z de l͛ioŶ aŶalǇsĠ, est eǆploitaďle pouƌ uŶe ŵesuƌe de ŵasse. Les 
ioŶs, à leuƌs passages à pƌoǆiŵitĠ de la paƌoi de l͛ĠleĐtƌode eǆteƌŶe, gĠŶğƌeŶt des ĐouƌaŶts 
induits, qui sont amplifiés et mesurés au cours du temps. La déconvolution des différentes 

fréquences d͛osĐillatioŶ aǆiale des ioŶs est ƌĠalisĠe paƌ uŶe tƌaŶsfoƌŵĠe de Fouƌieƌ 
aboutissant à un spectre de fréquence, qui sera convertie en rapport m/z précis. 
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Ce type de spectromètre de masse hybride, LTQ-OrbitrapTM, combine les nombreux avantages 

de la trappe linéaire (haute sensibilité, gamme dynamique élevée, temps de cycle rapide, et la 

capacité de réaliser des analyses MSnͿ, aveĐ Đeuǆ de l͛OƌďitƌapTM (haute précision en masse et 

haute résolution) ; ce qui en fera un outil de choix dans le cadre de notre étude, en approche 

non ciblée. 
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Le travail de thèse décrit dans ce manuscrit porte suƌ l͛Ġtude de la pƌĠseŶĐe de ďioĐides dĠsiŶfeĐtaŶts daŶs les 
pƌoduits laitieƌs et suƌ l͛iŵpaĐt des pƌoĐĠdĠs de tƌaŶsfoƌŵatioŶ du lait suƌ l͛appaƌitioŶ de pƌoduits ŶĠofoƌŵĠs. 
Les biocides désinfectants sont des composés chimiques utilisés quotidiennement en industrie laitière lors des 

procédures de nettoyage-désinfection (ND) des surfaces en contact avec les aliments. Les ammoniums 

quaternaires de type chlorure de Benzalkonium (BACs) et chlorure de dialkyldimethylammonium (DDACs), et 

l͛AŵiŶopƌopǇldodĠĐǇlpƌopane diamine sont les désinfectants les plus largement utilisés en industrie laitière. 

Ces biocides peuvent entrainer des résidus sur les surfaces alimentaires, ce qui présente un risque pour la santé 

du consommateur. 

DaŶs le ďut de ŵesuƌeƌ l͛eǆpositioŶ des consommateurs, deux méthodes analytiques fiables ont été 

développées pour l'analyse de ces substances dans les produits laitiers impliquant la chromatographie liquide 

couplée à la spectrométrie de masse en tandem. Le lait cru de vache, la poudre de lait entier, les fromages à 

pâte pressée cuite et les fromages fondus ont été sélectionnés pour représenter la diversité des produits 

laitiers. L'évaluation des performances de chacune des méthodes a été réalisée par une approche globale basée 

sur le profil d'exactitude. Pour la plupart des composés et des matrices étudiés, les méthodes d'analyse ont été 

validĠes suƌ l͛iŶteƌvalle de dosage de ϱ à ϭϱϬ ʅg / kg. 
Pour répondre au questionnement de l'impact des procédés de transformation du lait sur les résidus de 

biocides désinfectants, l'évolution des teneurs en composés et leur devenir dans les différentes matrices issues 

du lait oŶt ĠtĠ ĠtudiĠes. Pouƌ Đela, deuǆ Ġtudes de faisaďilitĠ ŵettaŶt eŶ œuvƌe des ĐoŵpaƌaisoŶs d'eŵpƌeiŶtes 
chimiques globales, acquises par spectrométrie de masse à haute résolution, de fromages fondus et de 

fromages à pâte cuite (contaminés vs témoins) ont été réalisées. Ces études ont permis de détecter 4 ions 

discriminants liés à la présence de biocides dans le fromage fondu. Leur identification reste à réaliser. 

Tout ce travail a été réalisé à des fins de sécurité alimentaire. La première partie est à l'élaboration de 

méthodes analytiques ciblées pour les résidus de biocides dans le lait et les produits laitiers permettant ainsi de 

mesurer les résidus de biocides sur les denrées alimentaires. Ces mesures sont nécessaires pour effectuer une 

analyse du risque liée à ces résidus. La deuxième partie est en relation avec la question du comportement des 

résidus de biocides lors de la transformation du lait présentant la stratégie, les résultats que nous pourrions 

obtenir et la perspective de travaux futurs. 

Mots-clés 

BioĐides dĠsiŶfeĐtaŶts, sĠĐuƌitĠ aliŵeŶtaiƌe, ŵesuƌe de l͛eǆpositioŶ des ĐoŶsoŵŵateuƌs, appƌoĐhe ĐiďlĠe et 
non ciblée, produits néoformés 
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The thesis work focuses on the presence of disinfectants biocides in dairy products and on the impact of milk 

processing on the possible appearance of process-induced food contaminants related to the exposition of milk 

with biocides. Disinfectants biocides are chemicals daily used in the dairy industry in cleaning-disinfection (CD) 

processes of food contact surfaces. Quaternary ammoniums as benzalkonium chloride (BACs) and 

dialkyldimethylammonium chloride (DDACs), and the Aminopropyldodecylpropane diamine are the most widely 

used disinfectants in dairy industry. These biocides can lead residues on the surfaces of food contact materials 

therefore present a health risk for the consumer. 

With aim of measuring consumers exposure, two reliable analytical methods have been developed for the 

analysis of these substances in dairy products involving liquid chromatography hyphenated with tandem mass 

spectrometry. Raw cow's milk, whole milk powder, hard pressed and processed cheeses were selected as 

representing the diversity of dairy products. The evaluation of the performances of each of the methods was 

carried out by the global approach based on the accuracy profile. For most of compounds and matrices studied, 

analytical methods were validated within the ƌaŶge of ϱ to ϭϱϬ ʅg/kg. 
To answer to the questioning of the impact of milk processes on biocides disinfectants residues, the evolution 

of compounds contents and their fate in the various matrices resulting from the milk were studied. For this, two 

proof-of-concept studies implementing global chemical fingerprint comparisons, acquired by High Resolution 

Mass Spectrometry, of processed cheese and hard pressed cheese (contaminated vs control) samples were 

carried out. These studies allowed to detect 4 discriminant ions linked to the presence of biocides in processed 

cheese. Their identification remains to be done. 

Whole this work is related for food safety purposes. The first part was linked to elaborate targeted analytical 

methods for biocides residues in milk and milk products thus allowing the measurement of biocides residues on 

food. These measurements are necessary for the risk analysis linked to these residues. The second part is in 

relation with the question of the behavior of biocides residues within milk processing presenting the strategy, 

the results we could obtain and the perspective for future works. 

Keywords 

Disinfectants biocides; food safety, measuring consumers exposure, targeted and untargeted approach, 

process-induced food contaminants 


