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Avant-propos

Cette these a été financée par la société SGS France, laboratoire de Rouen, et a été réalisée
avec la collaboration d’un partenaire académique, I'équipe SMS (Sciences et méthodes
séparative) EA 3332 de I'Université de Rouen. Cette thése CIFRE n°2017/1389 a bénéficié
d’une aide subvention de la part de 'ANRT (Association Nationale de la Recherche et de la
Technologie). La doctorante a bénéficié d’un contrat a durée déterminée du 26 mars 2018 au

26 mars 2021 et a été inscrite a I’école doctorale de Chimie EDNC 508.

La Société Générale de Surveillance (SGS) a été créée en 1878 a Rouen afin d’inspecter des
produits agricoles lors de leur expédition. Aujourd’hui leader mondial dans les domaines de
I'inspection, de I'analyse et de la certification, SGS est présent dans 150 pays et emploie plus
de 90 000 personnes a travers le monde. En France, SGS compte 2800 employés répartis dans
plus de 120 bureaux et centres de contrdle ainsi que 34 laboratoires et centres d’essais. SGS
posséde une expertise dans un grand nombre de secteurs : les produits agricoles et agro-
alimentaires, la pharmacie, la cosmétique, les biens de consommation, I'énergie, la chimie,
I'environnement, les services industriels. Le laboratoire SGS de Rouen est installé au

Technopole du Madrillet a Saint-Etienne-du-Rouvray depuis 2005.
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Amines primaires et secondaires
Programmed temperature vaporizer
Quality control

Triple quadripdle

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe
Résolution

Rendement

Reverse Phase Liquid Chromatography
Residual Standard Deviation
Signal/bruit

Selected lon Monitoring

Extraction en phase solide

Single Reaction Monitoring
Triglycérides

Thermal Conductivity Detector
Temps de Vol

Temps de rétention

Unité de masse atomique

Union Européenne

Chromatographie liquide ultra haute performance

Ultraviolet



Liste des tableaux

Tableau I-1 : Evolution des trois grandes classes de pesticides entre 1900 et 2000

Tableau I-2 : Classification des grandes familles chimiques des pesticides

Tableau I-3 : Catégories de toxicité aigué

Tableau I-4 : Comparaison des sources ESI et APCI

Tableau I-5 : Exemples d’application de méthodes HPLC-MS/MS pour I'analyse de pesticides
Tableau I-6 : Quelques applications du couplage GC-MS/MS pour I'analyse des pesticides
Tableau II-1 : Parametres de I'analyseur triple quadripolaire

Tableau II-2 : Parametres d’ionisation ESI*

Tableau II-3 : Parametres de la source de collision

Tableau Il-4 : Parameétres MS/MS, tg et CE obtenus pour les pesticides analysés en GC-MS/MS
(1 correspond a la transition de quantification et 2 a celle de confirmation)

Tableau II-5: Résultats des taux de récupération (%) et des CV (%) des pesticides et
contaminants analysés en GC-MS/MS

Tableau II-6 : Paramétres MS/MS, tr, CE obtenus pour les pesticides analysés en HPLC-MS/MS

Tableau II-7 : Taux de récupération et coefficient de variation des pesticides et contaminants
analysés en HPLC-MS/MS

Confidentiel



Liste des figures

Figure I.1 : Schéma de la propagation des pesticides dans I'environnement

Figure I.2 : Principe de la méthode QUEChERS

Figure 1.3 : lllustration de I'automate Q40

Figure |.4 : Représentation schématique des mécanismes de rétention en mode HILIC
Figure L.5 : Phases stationnaires pour le mode HILIC et leur représentation

Figure I.6 : Processus d’ionisation avec une source ESI

Figure |.7 : Représentation du processus d’ionisation par APCl en mode positif
Figure 1.8 : Schéma de I'analyseur a champs quadripolaire

Figure .9 : Représentation schématique d’un analyseur de type triple quadripolaire
Figure 1.10 : Mode de balayage « full scan »

Figure .11 : Mode de balayage « SIM »

Figure .12 : Mode de balayage « PIS »

Figure .13 : Mode de balayage « SRM » ou « MRM »

Figure 1.14 : Représentation tridimensionnelle de la distribution du potentiel quadro-
logarithmique

Figure 1.15 : Représentation tridimensionnelle du potentiel effectif formé par la distribution
guadro-logarithmique du potentiel et le potentiel centrifuge

Figure 1.16 : Détection du courant a I'aide d'électrodes externes et d'un amplificateur
différentiel

Figure 1.1 : Composition de la phase stationnaire de la colonne (HP-5MS Ul)

Figure 1.2 : Gradient d’élution utilisé pour la séparation des pesticides en HPLC-MS/MS (A=
phase aqueuse et B= phase organique)

Figure 11.3 : Réaction d’hydrolyse du chlorpropham conduisant a la 3-chloroaniline

Figure 1.4 : Chromatogramme de I'injection de la 3-chloroaniline (20 mg/L) en mode « full
scan »

Figure I.5 : Spectre obtenu en mode « Product lon » de la 3-chloroaniline
Figure 11.6 : Intensité des pics en fonction de I’énergie de collision pour la 3-chloroaniline

Figure I.7 : Structure chimique de I’étalon interne de préparation

Confidentiel



Figure 11.8 : Structure chimique de I’étalon interne d’injection

Figure 1.9 : Courbe d’étalonnage de la 3-chloroaniline

Figure 11.10: Structure du nitenpyrame

Figure 11.11 :
Figure 11.12
Figure 11.13 :
Figure 11.14 :
Figure 11.15 :
Figure 11.16 :

Confidentiel

Spectre en mode « full scan » du nitenpyrame

: Spectre de la fragmentation de I'ion précurseur (m/z 271) du nitenpyrame

Structure chimique de I'atrazine-ds
Courbe d’étalonnage quadratique du nitenpyrame
Structures chimiques des molécules ayant une fonction sulfonamide

Variation des taux de récupération des pesticides en fonction de leur polarité



Liste des annexes

Annexe 1 : La méthode officielle américaine AOAC 2007.01 et |la méthode normalisée NF EN
15662

Annexe 2 : Protocole QUEChERS de la méthode interne MO-0336

Annexe 3 : Méthode finale des 600 pesticides et contaminants proposée par SGS

Confidentiel



Table des matieres

INTRODUCTION GENERALE ......cccotiiiieemmnnnsieiiiiieessnnsssssssirsensssssssssssireesssssssssssisrsessssssssssssssssssssssssns 2
CHAPITRE | : GENERALITES ET ETAT DE L’ART ....ccccceteueiieanereannerunereancrensssensesensscsassssnssessasssensasansasnns 2
INTRODUCTION .iieeruuusssssessneressssssssssssnssessssssssssssnmsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssss 6
I.1. GENERALITES ET ETAT DE L’ART SUR LES PESTICIDES .ccceuessseuesseereennnnssssssssesssnnsssssssssssssssnssssssssssssssnnnnssnnes 7
1.1.1. DEFINITION ET HISTORIQUE ...veeeutteesureesueeenueeesseeesseeesssesssseessssesssessnsessssesssssessssessnseessssessnsessnssessnseeensees 7
1.1.2. CLASSIFICATION DES PESTICIDES .vveeuveeruvreeureesresesseeesssessnseesssseesssessssesssssesssssessssessnsessssessssessnsensssseesssnes 9
1.1.2.1. Classification DiOlOZIQUE........ciiiciiiiiiciie e e e s ae e e e rtae e e s sataeeeesneaaeeeas 9
1.1.2.2. Classification CHIMIQUE ........uiiiieeiee e e et e e e et ee e e e abe e e e e abeee e e nreeas 10
1.1.3. LES SUBSTANCES ACTIVES DES PESTICIDES ...uvveeeuveeeureesureesseeesseessaeessseessessssseessssssssasessessnsessnsssesssesanes 13
1.1.4. DEVENIR DES PESTICIDES DANS L'ENVIRONNEMENT .....eeiuveeeteeesureesreeessreesseeessseessseessesessesssesensssssnseeees 14
1.1.5. TOXICITE DES PESTICIDES ..eeuuveeeveeesureessesesseesssessssesesssessssesssssessssessssesssssessssesesssessssesssssessssessnssessssesenss 14
1.1.5.1. TOXICIt& d@S PESTICIAES ..ceeitrieeiecitieeetiee e cctee et e e e e e e s e e e st e e e e s abee e e snbeeeesnseeesennrenas 14
1.1.5.2. Effets sur1a santé hUM@IiNe ......ccuvi ittt st e e sree e snree e 15
O T T £ Ul = = U1 =SOSR 16
O B Y=o 1= o Y=Y o = T o PP 16
1.1.6. PROBLEMATIQUES .....eeitttesureesteeenuteessesesseesassesssesesssessssesssssesssesesseesssessssesesssessnsesssssessnsessnseessnsessnne 18
1.2. APPLICATION DE LA METHODE QUECHERS POUR L’EXTRACTION DES PESTICIDES..ccuuseueierererrnnnsssnssssseeennnnes 20
1.2.1. METHODE QUECHERS ORIGINALE ....eeeuvteeitteeeteeeetreesteeesseeesseessesassseessesessssesssessssssessessnsessnsesesnsesanns 20
1.2.1.1. GENAralités et défiNItIONS ...cccuiiiiie et e st e e srae e eree e 20
1.2.1.2. Limitations de la méthode QUECHERS...........cooiiiiiiiiieeit ettt et e s 22
1.2.1.3. PrinCipales EVOIUTIONS. ......ccuuiiieeciiie et ettt e e e ette e e et te e e e et e e e s e abaeeeeabaeeeennbaeaeennseaeeennsenas 22
1.2.2. APPLICATION DE LA METHODE QUECHERS AUX MATRICES ALIMENTAIRES COMPLEXES ....veeevuveesveeenveeesveeenes 23
1.2.2.0. C8IBAIES ..ottt ettt ettt sttt ettt sttt s b b e e s bt e e hte e s abe e e baeenabeesabeesbaeesbaeene 24
[ V- ) o 0l To3 = = 1Y 25
1000 A TR 1 oY [0l =L OO PP PPTPPPPPPPPN 26
[.2.2.8, TR .ttt ettt ettt e sttt st esa b e e s bt e et e e s bt e e ba e e s bt e e bt e e aateeebaeenabeesabeesnaeesbae et 28
1.2.3. AUTOMATISATION ET ROBOTISATION DE LA METHODE QUECHERS ......cvviiiiiicieecieeeee e 29
1.3. RAPPELS THEORIQUES SUR LES TECHNIQUES ANALYTIQUES CONVENTIONNELLES UTILISEES POUR L’ANALYSE DES

PESTICIDES .eteeerussssssssssssrersnssssssssssssessnssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnsssnss 31
1.3.1. LA CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE ...cc.uvveerureeenreeeseeesnseeenseeesnsessssesesssessnsessnsenssnsessns 31
0 0 I B =T =T = 11 =T OO OO OO PPPPPRRINY 31
[0 T80 00 A 1Y oY =1 =1 1 - =PSRN 31
1.3.1.3. Les différents modes de chromatographie en phase liquide.........ccccccvveeeiiiieiiiiiee e, 32
1.3.2. COUPLAGE CHROMATOGRAPHIE EN PHASE LIQUIDE-SPECTROMETRIE DE MASSE ....veevuveeereeenireenieesneneessneeene 37
1.3.2.1. Sources d’ionisation a pression atMOSPREIIQUE ..........eeeeccuiieeieiiie e e 37
(0 T R 1 o =1 V2T U RSP 41
1.3.2.3. Couplage HPLC-MS/MS GPPIIGUE ......oeeereeiieeceeee ettt ettt ete et e e e eteeeeareeeteeeeteeeenreeenns 46
1.3.2.4. Intérét du couplage HPLC-MS/MS pour I'analyse multi-résidus de pesticides.........cccceveeene. 47
1.3.3. LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE ....eeuveeetieenureesteeenireesseesssseesseesssseesssessssesessseesssassnsaessssessns 50
1.3.3.1. L'injecteur split/Splitless et 'INJECLEUIN PTV ....ccuii ettt ettt ere e et e evee e 50
1.3.3.2. LES COlONNES .ttt ettt ettt st e st e e st e s te e s bt e e sabeesbaeesateesabaeesaseesasaesnsneesabaesnse 51
1.3.3.4. LS HBLECTEUIS ..eeiiuiiieieeiiee ettt ettt ettt et e st e st e st e s be e e s beeebeeesateesabaeesabeesasaesnbaeesaseesnse 51
I.3.4. COUPLAGE DE LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE A LA SPECTROMETRIE DE MASSE EN TANDEM .......... 52

Confidentiel



[ 2 0 B C1<T o T=Y =] L1 <Y TURRRR 52

1.3.4.2. Les SOUICES d'I0NISATION ...eiiiiiiiiiiiiiieeiee ettt sbe e e sbe e s e e sbeeesabeesabeesbaeesabeeenes 52
1.3.4.3. Intérét du couplage GC-MS/MS pour I'analyse de multi-résidus de pesticides.........ccccueeene. 54
1.4. APPORT DE LA SPECTROMETRIE A HAUTE RESOLUTION POUR LES ANALYSES AGROALIMENTAIRES .....coevereeennnes 56
1.4, 1. L' ANALYSEUR ORBITRAP ...c.uvteetteerureesteeesutessseessseeesssessssesssssessssessnseessssessssesensessssesesssessssassnssessssessnse 57
1.4.2. PRINCIPES FONDAMENTAUX DE L' ORBITRAP ...ecuvteiitreesureeeiteeessseessesessseessessssssessessnsesessessnsessnsesssnsesans 58
R N B U Tot AB o [U N 1 1=T =PRI 58
1.4.2.2. MoUVEMENTt AES IONS PIEZES .ccevveiieeiiieeeecee e ecttee e este e e e ete e e e e ttee e e s ttae e e e abaeeeesraeeeennseeesennsenas 59
1.4.2.3. Piégeage des ions dans 'Orbitrap ... .eeeiccieeeiiiiee ettt esree e e ree e s e e s s e e s areeas 60
1R 0 B D 1= T o o Ie [T T o IS PPRTRPURN 61
1.4.2.5. Formation de paquets d’ions CONEIrENtS ........cccccveiieiiieee e e e 61
1.4.2.6. Décomposition des paquets d'ionNs CONEIrENtS .......cocvuviiiiiiiiie i 62
1.4.2.7. Effets de densité de charge dans I'analyseur Orbitrap ......cccccceecvieeeeciiee e, 62
1.4.2.8. Fragmentation a I'intérieur d’un analyseur Orbitrap....cccccccvceeiriiieeiiiiiee s 63
1.4.2.9. Aperqu des principaux parametres analytiques de I'analyseur de masse Orbitrap.................. 63
1.4.3. PRINCIPE DE DETECTION DE LA MASSE EXACTE veuuveeetueesureesreesssseessesesseessssessssesesssessssessssessnsesssssessssessnns 64
1.4.3.1. Apercu des instruments basés sur I'analyseur 'Orbitrap .....cccccccveeeviiiee i, 64
1.4.3.2. L'hybride quadripOle-Orbitrap ........cccuieiiiiiiececee ettt e e ree e st ae e e areeas 64
1.4.4. APPLICATIONS DE L’ORBITRAP POUR L’ANALYSE DES PESTICIDES ...veeeuveeevreeereresrereseeesssesesseesssessssenssssessnns 65
CONCLUSION eutetientesiesiastassassassastassastessasssssassessssssssasssssasssssssssssssssssssssssasssssasssstasssssasssssassassassassassas 66

CHAPITRE Il : STRATEGIES ANALYTIQUES POUR LA QUANTIFICATION DE RESIDUS DE PESTICIDES ET

DE CONTAMINANTS EN GC-MS/MS ET HPLC-MS/MS ......ccuumreeriisiesssssnnneeeessssssssssnnseeessssssssssnnnneaees 68
Il.1. METHODES D’ ANALYSE DE PESTICIDES DEVELOPPEES PRECEDEMMENTAU LABORATOIRE SGS ......cceeeeveirrenenes 69
I1.1.1. METHODE GC-MS/MS DEVELOPPEE PAR SGS ....eeitviieitieeieeeetteeeteeeeteeeeeteeeeteeeeaeeeeteeesaseessaeensseesseeenns 70
11.1.2. METHODE HPLC-MS/MS DEVELOPPEE PAR SGS ...evviiiiieirieieiireeesiiireeessisseeessssseeessssseessssssseesssssseessssseees 71
I1.1.3. METHODE DE PREPARATION DE L’ECHANTILLON DEVELOPPEE PAR SGS...ceciiuiiieieiiieeeecieeeeeeteee e eeveee e 72
L B =X o L USSR 73
IL.1l. METHODOLOGIES PROPOSEES ET RESULTATS ...uueeeeeeernnesssesessseseennssssssesssssssnnnssssssssssnsssnnssssssssssssssnnnes 74
I1.11.1. NOUVEAUX PESTICIDES ANALYSES EN GC-IMS/MS ...ttt ettt ettt e tee et eetee e 74
IL11.1.1. Optimisation des parameétres de détection « SRM » .......cccccciieiciieiiieciee e 74
IL11.1.2. Résultats de I'optimisation des parametres MS/MS........c.ooooueeeieeeeieeeciiee et e ectee e eeaee e 76
IL11.1.3. EXtraction QUECKERS..........uiiiiee ettt e e et e et e e e tbe e e e e abae e e eabeeeeennbaeeeennneeas 79
ILIL1.4. Résultats des extractions QUECHERS.........c.uuiiiiiiiieiciiee ettt ee e e e s e e e e 81
11.11.2. NOUVEAUX PESTICIDES ANALYSES EN HPLC-IMIS/IVIS ..ottt ettt e e et enee e 85
I1.1.2.1. Optimisation des parameétres de détection « SRIM » ......cc.cccvueeeiieieiiieniieecciee e eree e eree s 85
I1.11.2.2. Résultats de I'optimisation des parametres MS/MS........c.cocveieeieeneeieeereeire e enreesteesieesneens 87
I1L11.2.3. EXtraction QUECKERS.......ccoi ittt e e e e e e et e e e e e e s e e anbe e e e e e e e e essannrraaeeaeeeeannn 90
I1.11.2.4. Résultats des extractions QUECHERS...........uiiiiiiiiiiiiiee ettt vee e e e e e s e 91
CONCLUSION c...itenneeeeeanneeserassassessssessensssesssnsssessensssesesnsssesesnsssssesnsssssssnsssssesnsssssesnsssssesnssnssesnssnsnsnns 96
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES.....ccciciiuiianieaniensiansiansransransssssesssosssssssassesssssssssssssssasssnsssnsssnssans 98

CHAPITRE Ill : QUANTIFICATION DE PESTICIDES DANS LES MATRICES A FORTES TENEURS EN
MATIERES GRASSES. .....ccitttummmmuuniiaiieeiannnnssniieineeiensnnssssseisneeessnsssssseisteeessssssssssasseeessssssssssasseeesannns 108

Confidentiel



INTRODUCTION euutuuiruntretsesrsssrassresseessassrassrasssssssssssssssssrssssssssessssssasssasssnssssssssstsssrsssrasssasssessasssasssns 109
ARTICLE |. MULTIRESIDUE PESTICIDE ANALYSIS IN RAPESEEDS BY USING DIFFERENT D-SPE SORBENTS BASED ON
QUECHERS METHODOLOGY FOLLOWED BY REVERSED-PHASE LIQUID CHROMATOGRAPHY-TANDEM MASS
SPECTROMETRY . tatausussnasancnasascrcseccsccsscsccsscssossessnnsansnnsanssasasssastcssccsscscossessossessosssssassanssasasssasscssscssosse 112
CONCLUSION ...eeuuiieunireesireastenesteenssraestreesreassteassseassstassstaessmessssessssensssmssssmesssrensssensssensssranssrenserennss 148

CHAPITRE IV : EVALUATION ET COMPARAISON DES PERFORMANCES GC-HRMS (Q-ORBITRAP) ET
GC-MS/MS (TRIPLE QUADRIPOLE) POUR L’ANALYSE DE PESTICIDES DANS LES MATRICES

ALIMENTAIRES COMPLEXES.....cccccttiiiueiairacraseacraseasroseassossassosssssasssssasssssssssssssssssssssssssssssssassansans 151
INTRODUCTION ...uvveeerueeeeneeseseesssssesssasessssssssssssssssssssssesesssesssssssssssssssssssssssesssssessssssessssessssnsssnssssnns 152
ARTICLE Il. COMPARISON OF NEW APPROACH OF GC-HRMS (Q-ORBITRAP) TO GC-MS/MS (TRIPLE-QUADRUPOLE)

IN ANALYZING THE PESTICIDE RESIDUES AND CONTAMINANTS IN COMPLEX FOOD MATRICES ....ceeevueererseeeesneenanns 155
CONCLUSION ...vveeeureeeesseeeeseesesssesesssesssssesssssesssssessssesssssesssssesssssesssssesssssesssssesssssesssseessssaessssesssssasssn 170
CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES.....ccccctutiateuceaceaceaceaseosesceasesceasessesssssessesssssassassassassasses 173
ANNEXES ...uiciieiieiienienianioiiesiosiosiostosiesssssesssssasssssasssssasssssasssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssnsans 179

Confidentiel



Confidentiel



Confidentiel



INTRODUCTION GENERALE

Confidentiel



Introduction générale

Les pesticides sont des substances utilisées en agriculture afin de lutter contre les organismes
nuisibles aux differentes plantes dans le but d’améliorer la qualité et la quantité des récoltes.
Méme si depuis quelques années, une prise de conscience sur I'abandon ou ['utilisation
raisonnée de ces substances est menée par le monde agricole et méme si les besoins
alimentaires mondiaux ne cessent de croitre, une augmentation de I'utilisation des pesticides
est incontournable afin de garantir les rendements de production. Ces molécules utilisées
peuvent étre classées, selon leur fonction biologique, en trois grandes familles qui sont les
insecticides, les fongicides et les herbicides. Cependant, la consommation de produits
alimentaires contenant ces substances, méme a tres faibles quantités, peut favoriser
I'apparition de certaines maladies telles que certains cancers, maladies pulmonaires,

malformations congénitales ou infertilité.

Afin de contréler I'usage de ces pesticides, les autorités européennes établissent des
réglementations de plus en plus strictes. Ces directives ont pour objectif d’établir des LMR
(Limites Maximales de Résidus) dans les denrées alimentaires, les eaux ainsi que dans
I’environnement. Les valeurs des LMR sont tres faibles, en particulier pour les molécules ayant
des effets indésirables sur la santé humaine et méme certaines substances sont strictement

interdites.

Afin de déterminer ces faibles teneurs de pesticides et contaminants dans diverses matrices
agroalimentaires, les laboratoires d’analyse se doivent de développer des méthodes
analytiques sensibles et robustes. Les deux techniques de référence utilisées pour I'analyse de
ces substances a I'état de traces, sont les chromatographies en phase liquide et en phase
gazeuse couplées a la spectrométrie de masse en tandem (triple quadrip6le). La méthode de
préparation de I’échantillon de référence utilisée pour I'extraction de ces molécules dans le
domaine agroalimentaire est, depuis quelques années, la méthode QUEChERS (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged and Safe). Cette derniére est réalisée en deux étapes : I'extraction
des pesticides de la matrice avec un solvant organique, généralement I'acétonitrile, suivie

d’une purification sous forme d’une extraction sur phase solide dispersive.

Dans ce manuscrit, composé de quatre chapitres, une étude bibliographique ainsi que I'état
de I'art dans ce domaine seront détaillés dans le premier chapitre. Apres une présentation des

généralités sur les pesticides, nous décrirons I'état de I'art sur I"application de la méthode
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QUEChERS pour l'extraction des pesticides dans les matrices agroalimentaires. Nous
focaliserons ensuite notre étude sur le principe et les applications du couplage des
chromatographies en phase gazeuse et liquide haute performance a la spectrométrie de
masse en tandem (GC-MS/MS et HPLC-MS/MS) pour I'analyse des pesticides. Dans la derniére
partie de ce chapitre, nous présenterons le spectrométre de masse a trés haute résolution de

type Orbitrap ainsi que son apport pour I'analyse des pesticides.

Ensuite, les résultats de mes travaux de thése seront présentés sont forme de trois grands
chapitres. Le chapitre Il est dédié a la description des deux méthodes d’analyse de résidus de
pesticides et contaminants en GC-MS/MS et en HPLC-MS/MS utilisées au sein du laboratoire
SGS. Ces méthodes HPLC-MS/MS et GC-MS/MS, permettaient d’analyser respectivement
environ 200 et 150 pesticides et contaminants dans diverses matrices agroalimentaires.
L’objectif premier de mes travaux a été d’étendre la liste des pesticides et contaminants
proposée aux clients a environ 600 molécules. La deuxiéme partie de ce chapitre s’est
focalisée sur la méthodologie utilisée pour I'optimisation des paramétres de spectrométrie de
masse en tandem et la méthode de préparation de I'échantillon (QUEChERS) utilisée pour
I’extraction de ces pesticides dans les céréales, les fruits et |égumes. Ensuite, les résultats en
termes de taux de récupération, de limites de quantification ainsi que le bilan des pesticides

ajoutés seront détaillés.

Le chapitre 3 est consacré a I'étude de I'extraction des pesticides et contaminants dans les
matrices a fortes teneurs en matiére grasse, en particulier les graines de colza, en vue de leur
analyse par HPLC-MS/MS. En effet, I'extraction de ces molécules dans les graines oléagineuses
demeure problématique a cause des differents interferents qui peuvent ére co-extraits avec
les molécules ciblées et qui peuvent fausser les résulttats de la quantification . Les molécules
lipophiles peuvent persister dans la matiere grasse mais aussi d’'importants effets matrice sont
généralement observés dus aux nombreux composés co-extraits avec les solutés d’intérét. La
méthode QUEChERS modifiée (purification réalisée en utilisant de nouveaux supports) a été
testée pour lI'extraction de 179 pesticides et contaminants dans des graines de colza. La
méthodologie, ainsi que les résultats obtenus seront présentés sous forme de la publication

scientifique soumise dans le journal Food Analytical Method.
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Le dernier chapitre est rédigé sous forme d’une publication scientifique publiée dans le journal
Food Chemistry. L'objectif principal de cet article a été d'évaluer les performances analytiques
d’une méthode GC-Q-Orbitrap en mode « full scan » pour la quantification de 95 pesticides et
5 contaminants (congéneres de PCB) dans différentes matrices agroalimentaires complexes,
dont le blé, le colza, le cumin et le thé. Ces résultats seront comparés a ceux obtenus avec la
méthode GC-triple-quadripole en mode « SRM ». La méthode QUEChERS a été utilisée pour
extraire ces 100 molécules de ces échantillons en utilisant un support solide de purification
adapté (extraction en phase solide dispersive) a chaque matrice. Dans un premier temps, la
méthode chromatographique a été optimisée pour éluer la totalité des molécules ciblées.
Ensuite, les performances analytiques obtenues avec les méthodes GC-Q-Orbitrap et GC-triple
quadripole, seront évaluées et comparées. Ainsi, la sensibilité, la linéarité, les taux de
récupération, la répétabilité des taux de récupération (CV%, n = 5) et les limites de
quantification seront étudiés. Enfin, I'apport de la spectrométrie de masse a haute résolution
pour réaliser un screening rapide de pesticides et contaminants dans des extraits non-purifiés

dilués, sera discuté.
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Chapitre | : Généralités et état de I'art

INTRODUCTION

Les pesticides sont des substances chimiques utilisées en agriculture afin d’améliorer les
rendements des récoltes et de lutter contre des organismes nuisibles [1]. Ces molécules
peuvent étre classées selon leur fonction biologique en trois grandes familles qui sont les
insecticides, les fongicides et les herbicides. Cependant, ces substances chimiques peuvent
étre toxiques et retrouvées dans les eaux en raison de leur dissémination dans
I’environnement durant I'épandage mais aussi dans l'organisme humain a cause de la
consommation de produits contaminés. Certaines molécules peuvent étre tres dangereuses
pour la santé humaine méme a faibles concentrations. Elles peuvent étre la cause de plusieurs
maladies telles que certaines maladies pulmonaires, certains cancers, malformations
congénitales ou infertilité [2]. De ce fait, il est trés important d’établir des études
bibliographiques afin de mieux connaitre la nature substances utilisées, leur toxicité ainsi que

leurs effets sur la santé humaine.

Les autorités européennes ont mis en place un grand nombre de réglementations et de
contréles afin de couvrir tous les types de pesticides auxquels la population est exposée. En
ce sens, diverses organisations ont établi des LMR pour les denrées alimentaires telles que les
céréales, les fruits, les légumes, I'eau... Ces teneurs peuvent étre trés faibles (0,003mg/kg pour
I'alimentation infantile par exemple). Afin de détecter ces faibles quantités de pesticides dans
ces matrices alimentaires complexes, il est important de mettre en place des méthodes

analytiques sensibles et robustes.

Dans ce chapitre d’études bibliographiques, quatre grandes parties seront étudiées. Aprés une
présentation des généralités sur les pesticides, la méthode conventionnelle d’extraction des
pesticides dans les matrices alimentaires (QUEChERS) sera détaillée. Nous focaliserons ensuite
notre étude sur I'analyse des pesticides par le couplage des chromatographies en phase
gazeuse et liquide haute performance avec la spectrométrie de masse en tandem (GC-MS/MS
et HPLC-MS/MS). Dans une derniére partie, nous présenterons le spectrométre de masse a
haute résolution de technologie Orbitrap et son apport pour I'analyse des pesticides et

contaminants dans les matrices agroalimentaires.
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I.1. GENERALITES ET ETAT DE L’ART SUR LES PESTICIDES

I.1.1. Définition et historique

Le terme pesticide provient du mot anglais pest qui signifie (animal, insecte ou nuisible) et du
suffixe -cide (du latin -cida, du verbe latin caedo, caedere, « tuer ») [3]. Bien que
majoritairement appelés « pesticides », les termes utilisés par la législation francgaise relative
a la protection des cultures sont : produits phytopharmaceutiques, produits phytosanitaires,
produits agropharmaceutiques ou encore produits antiparasitaires a usage agricole [4]. Ces
substances sont utilisées dans le but de réduire les pertes de rendements causées par des
parasites, adventices et micro-organismes en assurant une protection durable de la plante.
Leur utilisation permet également I'élimination des mycotoxines, substances qui peuvent

engendrer des risques pour la santé humaine et animale [5].

Les premiers produits utilisés furent le soufre, dés la Gréce Antique, pour la fumigation ainsi
gue les produits arsenicaux dans la lutte contre les sauterelles dans I'Egypte Antique. Ensuite,
les propriétés insecticides du tabac (nicotine) et des racines de Derris et Lonchocarpus
(pyrethre) ont été mises a profit pour la protection des récoltes. Les traitements a base de
soufre ont permis d’empécher de graves épidémies qui atteignaient des productions

agricoles comme la pomme de terre, les vignes ou encore les céréales.

Les insectes ravageurs ont principalement été combattus avec des composés a base d’arsenic
notamment I'arséniate de plomb et I'acéto-arséniate de plomb pour lutter respectivement
contre I'Eudémis de la vigne en France (1881) et en Algérie (1888) ainsi que les doryphores
aux USA (fin XIXeme siecle). Les premiers insecticides organiques sont d’origine naturelle et
sont extraits de fleurs séchées de Chrysanthemum ou de racines de diverses plantes des
genres Derris, Lonchocarpu et Tephrosia. Aprées la premiere guerre mondiale, la chimie
organique par voie de synthése est apparue. En 1930, la synthése du premier herbicide, le
dinitro-orthocrésol (DNOC), a été brevetée, ce qui marque le début de I'ére des produits
phytosanitaires de synthése. La synthése de l'insecticide dichlorodiphényltrichloroéthane

(DDT) marque la premiére génération de pesticides.
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Ce dernier a été développé pour lutter contre les ravageurs des cultures et les insectes
vecteurs de maladies. Et juste apres, la synthése d’autres composés organochlorés (aldrine,
dieldrine, lindane) a été développée. La synthése des pesticides organophosphorés
(malathion, parathion) marque la deuxieme génération des pesticides. Leurs propriétés
insecticides avaient été mises en évidence a travers le perfectionnement de gaz de combat
tels que le gaz sarin. C’est a partir des années 1950 qu’une augmentation considérable du
nombre et de la variété des pesticides de synthése a été observée avec le développement de
nouvelles familles telles que les dérivés d’ammoniums quaternaires (paraquat, diquat), les

triazines (simazine, atrazine), urées et dérivés substitués (diuron, linuron).

La fin du vingtieme siecle, signe I'arrivée d’une génération de pesticides caractérisée par une
meilleure efficacité permettant une diminution des doses employées (rapport
quantité/action) telles que les pyréthrinoides photostables (deltaméthrine) pour les
insecticides et les sulfonyls urées (chlorsulfuron) pour les herbicides. De plus, la famille des
phosphonates a été mise sur le marché avec dans ses rangs un herbicide tres célébre : le

glyphosate.

La troisieme génération des pesticides est apparue au début du vingt et unieme siécle. La
principale différence est que ces substances sont désormais développées a partir d’'une
recherche biorationnelle (nature biologique) afinn de limiter les effets indésirables que
peuvent générer les substances chimiques. En effet, les pesticides des générations
précédentes étaient développés a partir du criblage d’un grand nombre de molécules suite a
des tests biologiques généraux. Le tableau I.1 ci-dessous résume I’évolution des trois grandes

familles de produits phytosanitaires.

HERBICIDES FONGICIDES INSECTICIDES

Avant 1900 | Sulfate de cuivie @ Soufre (-] Nicotine Q
Sulfate de fer Sels de cuivre
1900 - 1920 | Acide sulfurique | @ Sels d'arsenic o
1920 - 1940 | Colorants nitrés ¥ | @
1940 - 1950 | Phytohormones... o Organo-chlorés ®
Organo-phosphorés |
1950 - 1960 | Triazines, Urées @ Dithiocarbamates | @ Carbamates | B
substituées i Phtalimides
Carbamates \l
1960 - 1970 | Dipyridyles, o Benzimidazoles L
Toluidines..
1970 - 1980 | Amino-phosphonates o Triazoles (o) Pyréthrinoides @
Propionates. .. Dicarboximides Benzoyl-urées
Amides, Phosphites (régulateurs
Morholines (=] de croissance)
1980 - 1990 | Sulfonyl urées... (=]
1990 - 2000 Phénylpyrroles o
YYYYYY | stobilurines yyvevy "y

Tableau 1.1 : Evolution des trois grandes classes de pesticides entre 1900 et 2000 [6]

Confidentiel



Chapitre | : Généralités et état de I'art

1.1.2. Classification des pesticides

Les pesticides peuvent étre classés en fonction de leurs natures chimiques et de leurs actions

biologiques.

1.1.2.1. Classification biologique

En fonction de leurs usages et des organismes ciblés, les pesticides peuvent étre classés en

guatre grandes familles.
+* Les herbicides

Les herbicides sont des substances chargées de ralentir la croissance ou de détruire les
plantes cibles, nommées adventices. Les plantes adventices sont considérées comme
ennemis des cultures car elles entrent en compétition avec la culture elle-méme pour la
ressource organique et minérale du sol, I’eau, I'espace et la lumiére. Cette définition inclut
également les repousses de cultures (repousses de colza, pommes de terre, tournesols, ...) a
I’endroit ou elles sont indésirables, c’est a dire dans les cultures qui suivent. Les herbicides

peuvent agir dans le sol au niveau des racines ou directement sur feuilles [7].

7

% Les fongicides

Les fongicides agricoles permettent de combattre les champignons phytopathogenes
susceptibles de provoquer des dégats sur les plantes cultivées et les récoltes. Les pertes
potentielles provoquées par les maladies fongiques sont estimées entre 10 et 30%. En dehors
des effets quantitatifs, il existe des champignons qui peuvent affecter les qualités des
productions végétales comme la présence de mycotoxines toxiques pour I'homme, ou des

altérations organoleptiques [8].

X/

* Les insecticides

Les insecticides sont des substances actives ayant la propriété de tuer les insectes, leurs larves
et/ou leurs ceufs. Les insecticides organiques de synthése sont des molécules carbonées,
synthétisées contrairement aux insecticides inorganiques ou minéraux. Parmi les insecticides
organiques, trois grandes familles se distinguent : les organophosphorés, groupe existant

depuis 1944, dont de nombreuses molécules ont été retirées du marché a cause de leur
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toxicité ; les carbamates et enfin les pyréthrinoides de synthése, qui présentent une toxicité

moindre que les organophosphorés et les carbamates, et s’emploient a faible dose [9].
+* Les autres pesticides

D’autres classes mineures correspondent a des substances actives destinées a combattre des
cibles spécifiques : acaricides (acariens), nématicides (nématodes), corvicides (oiseaux
ravageurs), rodonticides (rongeurs) et molluscicides (limaces et escargots). On trouve
également les fumigants qui servent a désinfecter les sols [10], mais également a la
fumigation des récoltes céréalieres également (phosphure d’hydrogéne) pour tuer les

insectes et rongeurs.

1.1.2.2. Classification chimique

Les pesticides peuvent étre classés en trois catégories en fonction de leur nature chimique :
+» Les pesticides organo- métalliques

La plupart de ces pesticides sont constitués par un complexe fait d’'un métal comme le zinc
ou le manganeése et d’un anion organique dithiocarbamate (exemple : mancozebe avec le

zinc) [11].
¢ Les pesticides inorganiques

Ce sont des pesticides trés anciens dont I'emploi est apparu bien avant la chimie organique
de synthese comme le soufre ou le cuivre qui restent utilisés en grande quantité. lls sont

essentiellement dérivés de minéraux [12].
N - .
% Les pesticides organiques

lls appartiennent a diverses familles chimiques et peuvent étre divisés en trois grands
groupes : pesticides de synthese (développés en laboratoire et produits en usine), pesticides
naturels (d’origine animale, microbienne ou végétale) et les micro-organismes. Une famille
chimigue ou une classe chimique correspond a I'ensemble des molécules dérivées possédant
le méme groupe fonctionnel [13]. Il existe actuellement plus de 80 familles ou classes

chimigues dont les plus connues sont présentées dans le tableau 1.2 :

10
Confidentiel



Chapitre | : Généralités et état de I'art

_ Formule développée Nom commun

Acides carboxyliques .
Acide2,4-

dichlorophénoxyacétique

(0]
o0
Cl Cl
0
cl /N‘ o
Amines c "¢ Piclorame
NHo
%WH
o N7I\I\Il/\
4

o Amines primaires

o Amines secondaires Ethirimol

o Amines tertiaires k Il

Trifluraline

Carbamates ) Chlorprophame
H
CHy s
|
HSC/N\H/S\S)J\N/CH!
Thiocarbamates J L Thirame
j“z
Hétérocycles azotés /HNL
)Ci )l\\)\ Atrazine
o Triazines he” W Na
Cl
OH
o  Pyrimidines Q O Cl
o | Fénarimol
N.:-\\_‘_/N
TN 1/ N+
o Pyridiniums H30—NC\>—<\:;N—CH3
cr cr Paraquat
11
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N
¢ N
N FF
O>§I/F Tétraconazole
Azoles cl i
Cl
Organophosphorés ?
P
CI%O/ \\O/CH3 Dichlorvos
o Orthophosphates Cl H3C/

i
o Thiophosphates o I?\O/\

Parathion éthyle

Pyréthrinoides

Deltaméthrine

cl
cl .
; L 0 Linuron
Urées substituées /[L
.0
NS
b
~o
Cl
3 P i i\ N Chlorsulfuron
Sulfonylurées P =
g N
H H

0]
Uraciles Br N/I\/

| /L% Bromacil
N (0]
H
o
d/N Cl
Diphényle éther b
paeny Aclonifen
cl
cl cl
DDT

Organochlorés O O
cl cl

Tableau 1.2 : Classification des grandes familles chimiques de pesticides [14]
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1.1.3. Les substances actives des pesticides

Tous les produits phytosanitaires sont constitués d’'un ou de plusieurs principes actifs,
d’origine naturelle ou synthétique, auxquels sont ajoutées d’autres substances (solvants,
mouillants, colorants, répulsifs...) afin d’améliorer leur efficacité et de faciliter leur emploi. La
substance active (molécule) constitue le principe actif (celui qui agit sur les nuisibles) du
produit. Les substances actives qui entrent dans la composition des pesticides sont

étroitement liées a leurs usages [15].

Pour les insecticides, apres l'interdiction des pesticides organochlorés au début des années
1970 (dont le DDT est le représentant le plus connu), du fait de leurs conséquences
irrémédiables sur la santé et I'environnement, les pesticides organophosphorés se sont
fortement développés. Par rapport aux pesticides organochlorés, les pesticides
organophosphorés présentent le méme mode d’action sur le systéme nerveux des ravageurs
et ont généralement une toxicité aigué plus élevée mais ils se dégradent beaucoup plus
rapidement ce qui fait qu’ils ont une faible rémanence. A la méme époque, sont apparus les
pyréthrinoides de synthése dont la composition se rapproche de celle des pyréthrines
(substances naturelles présentes dans les fleurs de chrysanthéme). Les pesticides
organophosphorés représentent aujourd'hui la famille d'insecticides la plus utilisée. Parmi les
autres familles d'insecticides commercialisées, on peut mentionner les dérivés carbamates,

les carbinols, les dérivés sulfones et de sulfonates.

Si le principal moyen de lutter contre les champignons a longtemps été la bouillie bordelaise
et le soufre, ces produits sont désormais supplantés par les fongicides de synthése. Il en existe
aujourd’hui de nombreuses familles : dérivés de carbamates, dérivés du benzéne, dérivés du

phénol, quinones, dérivés d’amines, amides et triazoles...

Enfin, s’agissant des désherbants, il en existe également de trées nombreuses familles : les
dérivés phénols nitrés, les benzonitriles, les dérivés de carbamates, les dérivés d’urées
substituées, les dérivés d’amides, les triazines, les dérivés d’ammoniums quaternaires, les
sulfonurées, les acides amino-phosphoriques, etc... Appartenant a cette derniere famille, le
plus célébre et le plus vendu dans le monde est le glyphosate, plus connu sous le nom

commercial de Roundup.
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1.1.4. Devenir des pesticides dans I’environnement

Au moment de la pulvérisation des pesticides, plus de 90 % des quantités utilisées de
pesticides n'atteignent pas le ravageur visé. Bien au contraire, la part primitive de ce
traitement aboutit dans les sols ou elle subit plusieurs altérations. Dés lors, les sols constituent
un compartiment clé dans l'environnement, car ils sont un lieu de passage quasi-obligé du
contaminant agricole lors de son transfert et ils jouent un role important dans son devenir

(figure 1.1).

Adsorption

Bio- -
dégradation

Figure 1.1 : schéma de la propagation des pesticides dans I’environnement [16]

1.1.5. Toxicité des pesticides

1.1.5.1. Toxicité des pesticides

Certains pesticides présentent une toxicité aiglie mais peuvent étre éliminés facilement et
rapidement par I'organisme. Tandis que d’autres substances présentent une faible toxicité
mais sont susceptibles de s’accumuler dans I'organisme et induire des effets graves a long
terme. De plus, leurs métabolites peuvent étre parfois tout aussi toxiques voire plus. Il a été
prouvé que le malaoxon et le paraoxon qui sont des métabolites respectifs de malathion et

parathion, sont plus toxiques que leurs parents respectifs.
Plusieurs niveaux de toxicité sont répertoriés :

+» Toxicité aigle : elle est évaluée par le pouvoir irritant pour la peau, les yeux et le
pouvoir de provoquer une sensibilisation de la peau. Les substances sont classées

comme le montre le tableau 1.3 :
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Tres toxique <25 <50 <0,5
Toxique 25-200 50-400 0,5-2
Nocive 200-2000 400-2000 2-20

Tableau 1.3 : Catégories de toxicité aigué [17]

Avec DL 50 : Dose |étale 50 est la dose de produit qui tue 50 % des animaux de |'expérience
aprés une seule exposition dans des conditions d’études normalisées par adsorption. Et
CL50 : Concentration létale 50 est la dose ou la concentration du produit qui tue 50 % des
animaux de l'expérience par inhalation aprés une seule exposition dans des conditions

d’études normalisées.

+» Toxicité chronique : elle est évaluée a partir des données expérimentales de la santé
chronique chez I'animal et exigée lors du dossier d’homologation. Elle est représentée

par différents symboles : T (toxique), T+ (trés toxique), Xn (nocif), Xi (irritant).

1.1.5.2. Effets sur la santé humaine

Bien que les pesticides soient efficaces pour améliorer les rendements des cultures et lutter
contre les organismes nuisibles, les effets de ces molécules peuvent étre trés nocifs pour la
santé des animaux, I'environnement mais aussi pour la santé humaine. Il a été montré que
certains résidus de pesticides peuvent entrainer des troubles de la reproduction, du
développement du systéme nerveux [18, 19]. L’exposition aux pesticides peut aussi étre la
cause du développement de certains cancers [20, 21], des maux de téte [22], des éruptions
cutanées [23] ou encore des troubles de la vision [24]. L'exposition a certaines substances
peut entrainer un déreglement du systeme immunitaire [25]. Certaines malformations
congénitales et développements anormaux du foetus en présence de ces substances dans le

lait maternel ont été reportés [26-28].
Etant donné toutes les maladies causées par la toxicité de ces pesticides qui constituent un

réel danger sanitaire, la protection du consommateur présente un enjeu important de santé
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publique. C’'est pour ces raisons que plusieurs réglementations portant sur les pesticides ont

été mises en place par les différentes autorités [29].

1.1.5.3. Effets sur la faune

Le traitement des cultures avec les pesticides n’est pas sans conséquence sur la faune. Par
exeemple, la responsabilité prépondérante, voire exclusive, des pesticides dans la
surmortalité des abeilles fait I'objet de vifs débats. En effet, I'abeille est soumise, dans son
environnement, a de nombreuses contraintes, tant externes (notamment les variations
climatiques et I'appauvrissement pollinique), gu’internes (parasites et maladies). Ces
pressions, qui peuvent étre trés importantes a certaines périodes de I'année ou dans certaines

zones géographiques, sont alors susceptibles d’affaiblir notablement les colonies [30].

Le fait le plus préoccupant reste toutefois la synergie fréquente de plusieurs de ces facteurs.
C’est cet argument de la multi factorialité qui est mis en avant par une majorité des acteurs
qui réfutent la responsabilité exclusive des pesticides dans la surmortalité des abeilles.
Certains scientifiques et les experts de |’Agence nationale de sécurité sanitaire de
I"alimentation, de I'environnement et du travail (Anses) favorisent cette hypothése tout en
maintenant les pesticides comme cause potentielle parmi les nombreux facteurs. C'est
pourquoi I’Agence européenne chargée de I’évaluation des risques associés aux pesticides en
relation avec I'écotoxicologie aquatique et terrestre vient de réviser ses méthodes, estimant
que le systeme précédent ne prenait pas entierement en considération les risques associés a
I’exposition chronique ou répétée aux pesticides, ni ceux auxquels seraient potentiellement

soumises les larves.

1.1.5.4. Réglementation

Les pesticides évoluent quantitativement et qualitativement au cours du temps apres leur
application sur les végétaux. Les quantités de ces substances actives présentes dans le végétal
a larécolte constituent le résidu. Ce dernier caractérise le passif du traitement phytosanitaire
et, afin de garantir la sécurité du consommateur, il est nécessaire de passer par un certain
nombre d’étapes avant de délivrer une autorisation de mise sur le marché d’une substance

active :

16
Confidentiel



Chapitre | : Généralités et état de I'art

» Proposer une définition du résidu dans les produits végétaux et éventuellement dans
les produits animaux si la culture est destinée a I'alimentation animale

» Fixer une LMR pour les cultures bénéficiant d’'une autorisation d’usage de la substance
active

» S’assurer que les LMR proposées sont compatibles avec la santé du consommateur en

réalisant une évaluation du risque.

Les autorités législatives dont le conseil de I'Union Européenne ont mis en place des
réglementations de plus en plus strictes afin d’éviter les risques pour la consommation. Ces
réglementations ont pour objectifs d’assurer la sécurité des matrices alimentaires ainsi
garantir la santé des consommateurs et la qualité des cultures. Pour cela, des valeurs de LMR

de pesticides dans différents produits de consommation ont été mis en place.

% Lerésidu:

Aprés avoir appliqué les substances actives sur les végétaux, la détermination du devenir de
ces molécules est une étape clé. La substance active est susceptible de se dégrader sous
I'influence de facteurs physiques (température, rayonnement UV, eau) ou biologiques
(métabolisation). Pour cela, des études de métabolisme sont réalisées dans des conditions
représentatives des pratiques agricoles en utilisant du 14C (substance active radiomarquée).
Ces études sont réalisées dans le but d’estimer la répartition des résidus dans le végétal, les
teneurs en résidus totaux dans les diverses parties de la plante et enfin, d’identifier puis de
qguantifier les métabolites susceptibles d’apparaitre apres traitement. La substance active
appliquée, appelée aussi molécule mére reste généralement le composé majoritaire dans la

plante et le résidu est défini comme la substance active elle-méme.

¢ LaLMR

Les LMR des pesticides sont les quantités maximales autorisées, établies a partir des bonnes
pratiques agricoles (BPa) déterminées lors de |'autorisation de la mise sur le marché des

pesticides. L’élaboration de ces LMR est une procédure qui se déroule en deux étapes
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distinctes correspondant d’abord a la définition de la BPa critique ensuite a la mise en place

des essais résidus.

La BPa critique pour un pesticide appliqué a un végétal donné, correspond a la pratique qui
conduit au risque résidu le plus important. Elle correspond, en général, a I'usage qui nécessite
de connaitre le délai avant récolte le plus court, la dose par hectare la plus élevée et le

nombre maximum d’applications par saison [31].

Telle qu’elle est établie, la LMR apparait comme une norme agronomique, reflet d’une
utilisation de la substance active conforme a une bonne pratique agricole. Un dépassement
de la LMR doit avant tout étre interprété comme un non-respect d’'une pratique agricole

(Reglement 396/2003).

1.1.6. Problématiques

Les autorités ont établiles LMR des pesticides pour les produits de consommation disponibles
sur le marché. Ces valeurs des LMR peuvent étre tres faibles de I'ordre du pg/kg ou méme
ng/kg pour l'alimentation infantile. Pour cela, il est trés important de développer des
méthodes analytiques de plus en plus sensibles afin de détecter ces faibles teneurs mais aussi

des méthodes d’extraction efficaces, robustes et rapides.

Les méthodes classiquement utilisées pour I'extraction des pesticides dans les matrices
alimentaires étaient chronophages telles que les extractions accélérées par solvant, le soxhlet
par exemple et nécessitaient des étapes de purification fastidieuses telles que I'extraction sur
phase solide. L'arrivée de la méthode QUEChERS a révolutionné le domaine de I'analyse des
pesticides. Elle a permis de réaliser des extractions et des purifications rapides et efficaces
d’un grand nombre de molécules de familles chimiques variées simultanément en obtenant
de bons taux de récupérations. Cette technique a été appliquée a diverses matrices telles que
les fruits et légumes, les céréales. Les résultats ont été concluants et plusieurs méthodes ont

été validées.

Cependant, malgré I'avancée des techniques analytiques, |’extraction de certaines molécules

(pyréthrinoides) dans certaines matrices complexes (graines oléagineuses) reste difficile. La
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polarité ou le caractére lipophile de quelques molécules rendent I'extraction difficile et les
taux de récupération dans ces matrices ne sont pas satisfaisants. De plus, certaines matrices

contiennent des composés susceptibles d’interférer avec les molécules d’intérét.

La partie suivante se consacrera principalement a la description de la méthode QUEChERS
utilisée pour I’extraction des pesticides dans les matrices alimentaires. Ensuite, les différentes
modifications de la méthode QUEChERS pour améliorer les performances analytiques seront
décrites. Enfin, I'application de la méthode QUEChERS pour I'extraction des pesticides dans
les matrices complexes telles que les céréales, thés, les graines oléagineuses et les épices sera

présentée.

19
Confidentiel



Chapitre | : Généralités et état de I'art

1.2. APPLICATION DE LA METHODE QUECHERS POUR L’EXTRACTION DES PESTICIDES

1.2.1. Méthode QUEChERS Originale

1.2.1.1. Généralités et définitions

La méthode QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) a été, pour la
premiere fois, développée par Anastassiades, Lehotay et Schenck en 2003 [32]. Elle
combine I’extraction des pesticides dans les matrices alimentaires suivi d’une purification
succincte. lls ont proposé I’acronyme QUEChERS signifiant le caractére rapide, facile, bon
marché, efficace, robuste et slr. Cette méthode est de plus en plus utilisée dans le domaine
de la chimie analytique surtout avec le développement du couplage de la chromatographie
avec les spectrométres de masse en tandem qui sont trés spécifiques. Elle est aussi appliquée
a l'extraction et la purification d’autres familles de molécules (mycotoxines, bisphénols,

HAP...) dans différentes matrices [33].

Son principe de base repose sur lI'extraction des pesticides avec |'acétonitrile puis la
purification de I'extrait obtenu par extraction sur phase solide dispersive (d-SPE) [32].
L'objectif de I'étape de purification est d’éliminer les interférents qui proviennent de la
matrice, ce qui permet de limiter des effets matrice pour une large gamme de solutés de
polarités tres variées. Récemment, I'ajout d’un étalon interne marqué a permis de minimiser
les erreurs liées aux différentes étapes de la méthode QUEChERS [34]. En effet, les molécules
et leurs homologues marqués ont des structures chimiques trés proches donc des
propriétés physicochimiques voisines. Ainsi, une suppression ou une exaltation du signal
devrait étre observée théoriquement pour les deux composés d’'une maniéere quasi similaire

[34].

La méthode QUEChERS originale a été appliquée la premiere fois pour I'extraction de

pesticides dans les fruits et légumes et a été réalisée en deux étapes distinctes (figure 1.2) :
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PREVOIR L'AVENIR DU LABORATOIRE
DEFI INNOVATION LA CREATION DU SYSTEME EXPERT
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Figure 1.2 : Principe général de la méthode QUEChERS [35]

Premiére étape : I'extraction des pesticides de la matrice

Quelques millilitres d’ACN sont ajoutés a une prise d’essai de 10 g d’échantillon. Le mélange
est agité vigoureusement pendant une minute a 'aide d’un vortex. Ensuite, un mélange de
4g de sulfate de magnésium anhydre, et de 1g de chlorure de sodium est ajouté afin de
favoriser la séparation de la phase organique (’ACN) et la phase aqueuse. Le tout est mélangé
vigoureusement afin d’éviter la formation d’agglomérat de MgSQ,. L'extrait est ensuite

centrifugé pour séparer les deux phases.
Deuxiéme étape : la purification par d-SPE

La totalité de la phase organique (ACN) est prélevée. L'élimination de I'eau résiduelle et la
purification de I'extrait sont effectuées simultanément en transférant cette phase organique
dans un tube contenant un mélange de 150mg de MgSO, (éliminer les résidus d’eau) et
25mg d’un adsorbant greffé par des amines primaires et secondaires (PSA). Le mélange est

ensuite centrifugé.

Les extraits obtenus sont ensuite analysés en GC-MS/MS et HPLC-MS/MS. Pour les analyses en
HPLC-MS/MS, les extraits sont injectés directement et pour les analyses en GC-MS/MS, un
changement de solvant est nécessaire (hexane/acétone 70/30 v/v) car I'acétonitrile est peu

compatible avec I'injection de volumes importants [36].
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1.2.1.2. Limitations de la méthode QUEChERS

Les fruits et légumes ont des valeurs de pH trés étendues comprises entre 2 et 7. Pour des
extraits ayant un pH supérieur a 5, la perte de pesticides (comme le captane, le captafol, le
folpet, le chlorothalonil, le tolylfluanide et le dichlofluanide) peut se produire au cours de
I’étape d’extraction. Ce phénoméne peut également se produire lors de I'étape de
purification des pesticides ayant un caractere polaire. En effet, 'adsorbant PSA contient des
amines primaires et secondaires qui sont susceptibles de piéger des pesticides tels que les

phénoxyacides (imazamox, clopyralid, imazaquin, aminopyralid, piclorame) [33].

1.2.1.3. Principales évolutions

La méthode QUEChERS originale a été développée pour |'extraction des pesticides des fruits
et légumes, ou de matrices présentant un fort taux d’humidité. Afin de pouvoir généraliser la
méthode a un éventail plus large de matrices (céréales, fruits secs, épices, thés...), cette
derniére a subi de nombreuses modifications. Elles portent notamment sur les natures
des solvants d’extraction, des adsorbants, |‘utilisation de différents tampons et I'ajout d’eau
pour I'hydratation des matrices seches. Ces adaptations contribuent a la diminution des
risques de dégradation des pesticides et la diminution des effets matrice. Les deux méthodes
de référence utilisant le principe QUEChERS sont : la méthode normée NF EN 15662 et Ia

méthode normée américaine AOAC 2007.01 (annexe 1).
A. Utilisation d’autres solvants d’extraction

Dans la méthode originale, I’ACN est utilisé comme solvant d’extraction. D’autres solvants tels
que l'acétone ou l'acétate d’éthyle ou encore I'éthanol ont été employés [32]. Cependant,
I’acétonitrile reste le solvant le plus utilisé car la solubilité des lipides dans I'ACN est faible, ce

qui limitera leur co-extraction.
B. Utilisation de tampons

Des tampons acides ou basiques ont été introduits dans la méthode QUEChERS pour obtenir
un pH constant pendant |'étape d’extraction et ainsi éviter la dégradation des pesticides
sensibles aux pH basiques [37]. L'utilisation de tampons permet ainsi d’étendre la méthode

QUEChERS a un plus grand nombre de pesticides. Les deux méthodes AOAC 2007.01 et EN
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15662 utilisent respectivement un tampon acétate et citrate de sodium pour fixer le pH des

extraits [38].
C. Utilisation de nouveaux supports de purification

Les supports PSA sont utilisés dans la méthode originale afin de purifier I'extrait avant son
analyse. lls peuvent étre mélangés a une silice greffée octadécylsilane (C18) afin d’éliminer
les stérols et les interférents apolaires. Les PSA peuvent également étre combinées a du
charbon graphite (GCB) afin d’éliminer les pigments apolaires co-extraits comme la
chlorophylle présente dans la laitue, les épinards, les feuilles ou les caroténoides dans les

carottes [33].

1.2.2. Application de la méthode QUEChERS aux matrices alimentaires complexes

La version originale de la méthode QUEChERS a été développée pour l'extraction des
pesticides dans les fruits et légumes considérés comme des matrices simples. Ces derniéres
sont des matrices non grasses, qui contiennent généralement plus de 80 % d’eau et
contiennent peu d’interférents. Pour les denrées qui ne présentent pas ces caractéristiques,
la méthode QUEChERS doit étre modifiée afin d’obtenir des taux de récupération corrects mais
aussi des extraits purifiés avec le moins d’interférents possibles. Les matrices complexes
étudiées ont été choisies en raison de leur grande diversité : les céréales, matrices grasses, le
thé et les épices. En effet, les céréales présentent un taux d’humidité inférieur a 25% et
contiennent quelques acides gras, le thé et les épices sont des matrices seches présentant de
nombreuses molécules interférentes. Enfin, les matrices grasses contiennent des quantités

importantes de lipides qui peuvent géner I’extraction certains pesticides apolaires.

Dans la littérature, plusieurs études ont été réalisées afin de limiter la présence de nombreux
interférents provenant des matrices complexes mais aussi optimiser les taux de récupération
de ces diverses molécules de pesticides [34-48]. Ces études consistant a modifier la masse de
I’échantillon, le solvant d’extraction, les quantités de sel utilisées mais aussi des différents

matériaux de supports solide d-SPE sont présentées dans la suite de ce chapitre.
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1.2.2.1. Céréales

Le choix de la quantité d’échantillon est une étape primordiale pour aboutir a de bons
résultats analytiques [34]. Pour une grande majorité de matrices céréalieres telles que les
farines de blé et le riz, I'utilisation de 5 g d’échantillon est préconisée [39-42]. Cependant, de
bon taux de récupération, de quelques pesticides, dans certaines matrices plus chargées
telles que le mais sont généralement plus difficiles a atteindre. En effet, cette matrice
contient une importante quantité d’acides gras (acides linoléique, oléique et palmitique) qui
sont co-extraits avec les analytes. En plus des co-élutions chromatographiques observées, ces
acides gras peuvent diminuer la durée de vie des colonnes chromatographiques et en
particulier les colonnes HPLC. He Z. et al [38] ont utilisé une masse d’échantillon de mais
moins importante (2,5 g contre 5 g) afin d’améliorer les étapes d’extraction. Les résultats
obtenus démontrent qu’en diminuant la prise d’essai pour le mais, les rendements de
certains pesticides ont été significativement augmentés. De plus, les produits dont la teneur
en eau est inférieure a 80% telles que les céréales nécessitent généralement |'addition d'eau afin

d'affaiblir les interactions solutés-matrice et d'assurer une bonne extraction [43].

Certaines céréales contiennent aussi plusieurs minéraux, de la cellulose ainsi que quelques
graisses, ce qui rend |'extraction des pesticides tres difficile. He Z. et al en 2015 [38] ont
comparé deux méthodes d’extraction utilisant des systémes tampons (méthode NF EN 15662
et AOAC 2007.01) afin d’optimiser I'extraction des pesticides. lls ont montré que la méthode
AOAC est plus adaptée pour I'analyse de céréales puisque les effets matrice sont moins
importants que pour la méthode NF EN 15662. Pour les pesticides instables a pH basique
comme l'amitraze, le captafol, le folpet et le dicofol, aucune des deux méthodes n’a donné
de résultats satisfaisants. En revanche, pour le chlorothalonil qui présente la méme
problématique, la méthode AOAC a donné de meilleurs résultats que la méthode EN (ou le
pH du systeme tampon est plus élevé). Ainsi, cette méthode QUEChERS modifiée, couplée a
une analyse GC-MS/MS permet de quantifier simultanément plusieurs dizaines de pesticides

dans des farines de mais, de riz et de blé avec des limites de quantification inférieures a 50

ug/ke.

En ce qui concerne I'étape de purification des extraits de céréales, les méthodes QUEChERS
NF EN 15662 et AOAC 2007.01 peuvent s’appliquer aux céréales en modulant la quantité de

silice greffée C18. En effet, les céréales ne contiennent pas de pigments, I'ajout de GCB n’est
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donc pas nécessaire. Comme évoqué précédemment [38], la méthode AOAC est plus efficace
pour les céréales. Les auteurs ont seulement ajusté la purification en utilisant 400mg de

supports PSA, 400mg de supports C18 et 1200mg MgSOa.

1.2.2.2. Matrices grasses

Pour les matrices grasses telles que les graines oléagineuses, les huiles, le lait et certains fruits
tels que les avocats, des modifications spécifiques de la méthode QUEChERS sont cruciales
pour obtenir des taux de récupération satisfaisants. En effet, I'extraction des pesticides de
ces matrices demeure complexe car certains lipides peuvent étre extraits par I'acétonitrile
alors que certains solutés apolaires et liposolubles peuvent rester dans I’échantillon gras [34].
Lorsque les lipides se trouvent dans les extraits finaux, ces derniers peuvent conduire a une
exaltation du signal et a une diminution de la durée de vie des colonnes chromatographiques
utilisées. Il est donc indispensable de modifier la méthode QUEChERS pour répondre a ces

problématiques.

Castillo et al. en 2011 [44] ont testé différentes quantités d’acétonitrile saturé en n-hexane
(7 mL et deux fois 15 mL) ainsi que plusieurs quantités d’échantillons (1g et 2g) pour réaliser
I’extraction. Les meilleurs chromatogrammes en termes de résolution et de sensibilité ont été
obtenus pour la plus petite quantité d’échantillon (1g) extraite par deux fois 15 mL de solvant.
Laina et al. [45] ont étudié différentes méthodes d’extraction pour I'analyse en UHPLC-MS
de plusieurs pesticides dans diverses matrices et plus particulierement, des graines de
tournesol. Celles-ci contiennent jusqu’a 50% de lipides et il est donc important d’en extraire
le moins possible. A lissue de différents tests, I'extraction de pesticides dans des graines
préalablement hydratées avec de |'acétonitrile et un ajout d’'un mélange de 4g de MgSO, et
de 1g de NaCl s’est avérée étre la meilleure option (méthode A) comparée a une extraction
dans les mémes conditions sans ajout de sels (méthode B) ou a une simple extraction a
I’acétonitrile sans hydratation préalable (méthode C). En raison de la polarité plus élevée du
mélange eau-acétonitrile utilisé dans les méthodes A et B, aucun signal correspondant aux
triglycérides (TAG) n’a été détecté dans I'extrait. Cependant, de faibles taux de récupération
inférieurs a 6 0 % pour les solutés moins polaires notamment les pyréthrinoides, ont été
obtenus avec la méthode B. De plus, aucune baisse des taux de récupération n’a été observée

lors de I'extraction avec la méthode A.

25
Confidentiel



Chapitre | : Généralités et état de I'art

Pour des matrices grasses telles que les olives, les graines oléagineuses, les huiles, les noix, le
lait, le poisson ou encore la viande, des modifications spécifiques de la méthode QUEChERS
sont cruciales pour obtenir de bonnes valeurs de taux de récupération et limiter I'effet
matrice. Castillo et al. [44] en 2011 ont comparé trois méthodes de purification : la d-
SPE, le traitement par oxydation et la chromatographie par perméation de gel (GPC). La d-
SPE est précédée par une pré-purification de I’extrait acétonitrile. En effet, aprés extraction
des pesticides par de l'acétonitrile saturé en n-hexane, les graisses sont précipitées par
refroidissement (4°C pendant une nuit). L'extrait dégraissé est alors purifié par d-SPE en
utilisant un mélange de MgSO, et de support C18 et PSA. Le traitement par oxydation consiste
en I'oxydation de I’échantillon de graisse par de l'acide sulfurique concentré. Pour la GPC,
I’échantillon est dissout dans du dichlorométhane puis est injecté. L’extrait collecté est
ensuite purifié par d-SPE, la fraction collectée est alors plus pauvre en graisses. Les extraits
obtenus avec la d-SPE contiennent moins d’interférents que ceux obtenus par la méthode
GPC mais ont une pureté similaire aux extraits des échantillons traités par oxydation. En
revanche, certains pesticides d’intérét ont été dégradés par ce traitement acide (Exo-HCE,

Endo-HCE, heptachlor, a et B - endosulfan).

1.2.2.3. Epices

Les épices sont des produits généralement trés secs et font partie des ingrédients les plus
utilisés a travers le monde en raison de leur go(t, de leur fonction de conservation ou encore
de leurs actions médicinales [37]. Afin d’obtenir des taux de récupération de pesticides
corrects, une étape d’hydratation est donc nécessaire et cruciale. Si on prend I'exemple de la
cardamome, Shabeer et al. [46] en 2018, ont comparé trois méthodes d’hydratation. Les
résultats montrent qu’en utilisant la méthode du broyage de I'épice puis son hydratation
pendant 30 minutes, une meilleure homogénéisation de I'épice a été obtenue. Cela est dii au
fait que la cardamome contient entre 9,5 a 12,8% de fibres brutes et lorsque I'échantillon est
hydraté avant (ou pendant) son broyage, les fibres dans la capsule empéchent |'obtention
d’une poudre fine. Yogendrarajaha et al. [37] ont utilisé cette méthode d’hydratation pour
extraire des pesticides dans le poivre noir, le poivre blanc et le piment rouge. L’hydratation a
permis de gonfler la matrice ce qui s’est traduit par la diminution des interactions de I'analyte

avec les composants de la matrice et a permis I'obtention de meilleurs taux de récupération.
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Shabeer et al. [46] ont comparé quelques méthodes d’extraction dans le cadre de I'analyse
de cardamome. lls ont comparé les résultats d’extraction liquide-liquide avec I'acétate
d’éthyle, puis avec I'acétonitrile, ensuite la méthode QUEChERS classique (extraction avec de
I’acétonitrile) et enfin la méthode QUEChERS modifiée ou I'extrait obtenu apres évaporation
de I'acétonitrile est redissous dans de I'acétate d’éthyle apres I'étape de purification. Plus de
90% des composés ont un taux de récupération inférieur a 60% en utilisant I’acétate d’éthyle
alors que 60% des composés ont un taux de récupération supérieur a 70% pour I'extraction
avec |'acétonitrile. La cardamome renferme environ 9.5% d'huile volatile apolaire. Cette huile
est plus soluble dans I'hexane et dans I'acétate d'éthyle que dans I'acétonitrile. Ainsi, en
utilisant la méthode QUEChERS avec I’acétonitrile comme solvant d'extraction, la quantité de
ce co-extrait huileux est réduite. Cependant, avec cette méthode, I'extrait d’acétonitrile
contenait encore 11,2 mg/mL de co-extraits de la matrice ce qui a conduit a des effets matrice
importants pour de nombreux composés tels que le triflusulfuron, tébuthiuron, disulfoton,
terbufos, et le lindane. La méthode QUEChERS modifiée permet de transférer les pesticides
extraits grace a I'acétonitrile dans de I'acétate d’éthyle juste avant I'injection. Cette étape de
changement de solvant permet de réduire la quantité de co-extraits a 4,5mg/mL et de réduire

les effets matrice des pesticides cités ci-dessus.

Pour ces épices qui sont considérées comme des matrices trées complexes et chargées, |'étape
de purification se doit d’étre trés efficace. En effet, la cardamome contient des huiles
essentielles, des sucres réducteurs et des pigments comme la chlorophylle et les
caroténoides. En 2018, Shabeer et al [46] ont comparé diverses combinaisons de supports :
PSA, C18 et GCB lors de I'étape de purification d’extraits de cardamome. L’adsorbant C18 est
trés efficace pour éliminer les composés lipidiques tandis que le GCB et le PSA adsorbent
préférentiellement les pigments colorés et les sucres. Ainsi, une combinaison de 25mg de
PSA, 100mg de C18 et 10mg de GCB a été considérée comme optimale pour I'étape de

purification.
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1.2.2.4. Thé

Le thé est I'une des matrices les plus chargées en interférents dans le domaine de
I’agroalimentaire. Il peut étre analysé sous forme solide ou liquide par le biais de feuilles ou
d’infusions. Dans le cadre de I'analyse de quelques pesticides et mycotoxines dans le thé en
HPLC-MS/MS, Cladiére et al en 2018 [43] ont comparé les résultats d’extraction de ces
contaminants en utilisant ces deux modes de préparation (feuille ou infusion). Les infusions
de thé ont été préparées conformément a la norme 1SO 3103 : 1980 [47]. Un volume de 200
mL d'eau est porté a ébullition puis mis en contact pendant 6 minutes avec 2 g de feuilles de
thé placées dans un filtre a thé. Les feuilles de thé « brutes » sont, quant a elles simplement,
broyées afin d’obtenir une poudre homogene. Les résultats montrent que I'extraction des
contaminants dans le thé infusé sont plus concluants que ceux obtenus sur les feuilles de thé.
Les taux de récupération de plus de 80% des contaminants ont été estimés entre 70% et
120%. Tandis que d’importants effets matrices ont été observés avec la méthode d’extraction

sur les feuilles de thé.

Le thé est un produit alimentaire complexe car il contient une grande variété de composés
biologiquement actifs : antioxydants, composés aromatiques, xanthines et alcaloides. Ces
composés sont responsables d’effets matrice importants durant I’analyse. Ainsi, I’extraction
est une étape clé pour s’en affranchir. En 2017, Wu [48] a appliqué une méthode QUEChERS
modifiée pour I'extraction de 89 pesticides contenus dans un thé Oolong. Un thé Oolong a un
état d’oxydation situé entre le thé vert et le thé noir. Aprés une extraction avec de
I’acétonitrile acidifié a 1% puis un ajout d’'un mélange d’acétate de sodium (NaCHs3CO>) (1,5
g) et de MgS04 (6 g), I'extrait est évaporé a sec sous azote puis redissout dans un mélange (n-
hexane/acétone). Enfin, I'extrait obtenu est filtré puis injecté dans le systeme
chromatographique. Les résultats montrent que I'étape de redissolution dans un autre
solvant permet d’éliminer certains interférents. Grace a cette méthode QUEChERS modifiée,
des composés tels que la bifenthrine, la cyhalothrine (pyréthrinoides) et le chlorpyrifos

(organophosphoré-organochlorés) ont été quantifiés dans le thé de maniéere satisfaisante.

La caféine est |'alcaloide principal du thé, qui est responsable de certains effets matrice en
raison de sa concentration élevée et de sa solubilité dans I'acétonitrile. Il est donc difficile
d’éliminer tous les composés interférents du thé en utilisant un seul type d’adsorbant [49].

Maa et al. [49], ont employé des oxydes de graphene possédant des groupements amine
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(amine-rGO en tant qu’adsorbant). Ils ont montré que la tributylamine-rGO (tri-BuA-rGO)
avait la plus grande capacité d’adsorption pour les catéchines et la caféine, comparé aux
oxydes de graphéne simples (GO) et aux autres rGO. De méme, des analyses gravimétriques
ont confirmé que la tri-BuA-rGO avait de meilleures performances de purification en
comparaison avec les adsorbants utilisés “traditionnellement” en d-SPE tels que le PSA, le
GCB ou le C18. Ainsi, une méthode d’analyse multi-résidus basée sur la purification a la tri-

BuA-rGO a été validée pour 33 pesticides représentatifs retrouvés dans le thé vert.

1.2.3. Automatisation et robotisation de la méthode QUEChERS

Bien que la méthode QUEChERS soit la méthode de référence pour |'extraction des pesticides
dans les matrices alimentaires en termes de colt, d’efficacité et de temps d’analyse, ce
dernier peut encore étre réduit par I'automatisation du procédé. Par exemple, le robot
Automate-Q40 (Teledyne Takmar) automatise toutes les étapes de la méthode QUEChERS. Ce

systeme garantit une meilleure reproductibilité ainsi qu’une meilleure précision [50].

Le systéme est configuré « prét a 'emploi » pour exécuter les deux méthodes de préparation
d'échantillons QUEChERS les plus utilisées : AOAC 2007.01 et EN 15662.2008. En début de
processus, le solvant d’extraction puis les sels sont ajoutés a I’échantillon. Un systéme de
détection optique identifie la couche organique et un volume prédéterminé du surnageant est
transféré dans un autre flacon afin de procéder a I'étape de purification par d-SPE avec des
adsorbants. Enfin, un volume spécifié est transféré dans un flacon d'extrait final qui peut
ensuite étre injecté dans le systéme chromatographique (LC-MS/MS ou GC-MS/MS). Des
étapes de mélange et de centrifugation sont prévues tout au long du processus.
L’enchainement de toutes ces étapes prend environ quatre heures pour préparer vingt

échantillons. La figure 1.3 présente le schéma de I’Automate Q40.

Simon et al. [51] ont comparé les résultats d’analyse obtenus aprés une préparation des
échantillons manuelle et automatique avec le robot Q40. lls se sont appuyés sur des
échantillons de chou, d’orange, de farine de mais et de raisins secs en utilisant la méthode
QUEChERS AOAC 2007.01 pour la quantification de 204 pesticides. Ils ont prouvé que les

limites de détection, de quantification et que le coefficient de détermination (R?) étaient
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comparables. Pour les deux méthodes, les valeurs des R? étaient supérieures ou égales a 0.998
pour la plupart des analytes. Pour les échantillons de chou et d’orange, les taux de
récupération des pesticides étaient de 10% plus élevés avec une préparation automatique.
Pour la farine de mais et les raisins secs, aucune différence n’a été relevée. D’autres études
portant sur des matrices différentes telles que le thé [52], le miel [53] ou encore le vin [54]
ont prouvé que les performances de I’Automate Q40 étaient comparables aux performances

obtenues manuellement.

Figure 1.3 : Illustration de I’Automate Q40 [50]
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1.3. RAPPELS THEORIQUES SUR LES TECHNIQUES ANALYTIQUES CONVENTIONNELLES
UTILISEES POUR L’ANALYSE DES PESTICIDES

1.3.1. La chromatographie Liquide Haute Performance

1.3.1.1. Généralités

La Chromatographie liquide haute performance (HPLC) est une technique qui permet de
séparer les différents composants d’'un mélange. Elle implique ['utilisation d’une phase
stationnaire et d’une phase mobile liquide [55]. De facon générale, la phase mobile circule a
travers la phase stationnaire en entrainant avec elle les différents composants de
I’échantillon. Les composés subissent deux effets antagonistes, I'un d’entrainement par la
phase mobile dans laquelle ils sont solubles et I'autre de rétention exercée par la phase
stationnaire. La rétention des composés dépend de leurs propriétés physicochimiques et de
leurs interactions avec la phase stationnaire et la phase mobile. Ainsi, la séparation des

composés repose sur leur différence d’affinités entre les phases stationnaire et mobile [56].

1.3.1.2. Appareillage

Une chaine HPLC est constituée de 5 éléments majeurs : un systéme de pompage de la phase
mobile, une colonne, un systeme d’injection, un détecteur et un systéme de traitement des

données :

» Le systéme de pompage permet de faire circuler la phase mobile a I'intérieur du
systeme et permet de réguler avec précision le débit et la composition de celle-ci.

» La colonne contient la phase stationnaire qui permet de séparer les constituants d’un
mélange en fonction de leur polarité, leur charge ou bien encore leur taille. Il est
également possible de faire varier la température des colonnes chromatographiques
afin de d’améliorer le profil des pics chromatographiques et faire varier la sélectivité.

» Le systéme d’injection permet d’introduire un volume précis d’échantillon dans le
systeme qui dépend des parametres géométriques de la colonne et la sensibilité
souhaitée.

» C’est ce qui permet d’obtenir les chromatogrammes et parmi les détecteurs les plus
utilisés, on peut citer les détecteurs spectroscopiques dans l'ultraviolet (UV) et le

visible, fluorimétriques ou le couplage avec les spectrométres de masse (MS).
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» L’analyse des données se fait a partir d’un logiciel qui donne des informations

qualitative et quantitative de I'analyse réalisée.

1.3.1.3. Les différents modes de chromatographie en phase liquide

L'HPLC est une des techniques de séparation les plus utilisées dans divers domaines
(environnement, pharmaceutique et agroalimentaire...). Les modes de chromatographie
utilisés doivent étre adaptés aux propriétés physicochimiques des solutés analysés. Le
coefficient de partage octanol-eau d’un soluté constitue un critére d’évaluation de la polarité
de celui-ci. Ainsi le logarithme du coefficient de partage (log P) est le logarithme du rapport
de la concentration du composé dans |’octanol sur la concentration de ce dernier dans I'eau

(équation I.1). Plus le log P est elevé, plus la molécule est apolaire.

synon—ionisé
[SOIute] octanol

2L équation I.1.
[Soluté]gglr}—wnlseJ q

|Og Poct/eau = |Og [

En général, trois caractéristiques principales des composés chimiques peuvent étre utilisées
pour contréler les séparations par HPLC : la polarité, la charge et la taille moléculaire [57]. Les

différents modes de HPLC achirales les plus répandus [58] sont :
» La chromatographie liquide en phase normale ou classique

La chromatographie liquide en phase normale fut la premiére technique en termes
d’apparition. Ce mode est, par exemple, utilisé pour la séparation par classe de polarité des
lipides selon leurs groupes fonctionnels. La phase stationnaire est principalement constituée
de silice (stabilité de pH 2-8) ou d'alumine (stabilité de pH 2-12) et la rétention des composés
est régie par un mécanisme d'adsorption des solutés sur la surface polaire, faiblement acide,
du gel de silice [59]. De plus, des phases stationnaires a base de silices greffées cyanopropyle,
diol ou aminopropyle ont été développées. Dans ce cas, le mécanisme impliqué est similaire
a celui de la chromatographie de partage. La phase mobile est généralement constituée d'un
mélange de solvants organiques non polaires tel que I’"heptane avec un solvant miscible de
polarité intermédiaire tel que l'isopropanol. La rétention des composés polaires est plus
grande que celle des composés non polaires. Cependant, ce mode est limité : les solvants
utilisés sont polluants et toxiques, non compatibles avec les sources électrospray (ESI) [60].

De plus, les composés tres polaires ne sont pas suffisamment solubles dans ce type de
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solvants. C’'est pour ces deux derniéres raisons, que ce mode de chromatographie reste trés

peu utilisé pour I'analyse de résidus de pesticides dans les matrices agroalimentaires [61-62].
» La chromatographie liquide a polarité des phases inversées

La chromatographie liquide a polarité des phases inversée est le mode le plus utilisé. La phase
mobile est constituée d’'un mélange d’eau et un ou plusieurs solvants organiques (méthanol,
acétonitrile, éthanol, isopropanol, tétrahydrofurane ...), miscibles avec 'eau. Les phases
stationnaires sont le plus souvent a base de silice, poreuse ou partiellement poreuse,
chimiquement modifiées par greffage d’une chaine alkyle octyle C8 ou octadécyle C18. De la
silice greffée avec des groupements cyanopropyle ou phényle peut aussi étre utilisée [63-68].
D’autres phases stationnaires a base de polyméres telles qu’un copolymére styréne
divinylbenzéne sont également employées. Par ailleurs, d’autres phases a base de carbone
graphite poreux (PGC) ont été étudiées. Ce type de phase stationnaire est réservé a I'analyse
de certains composés polaires car elle présente une rétention particuliere du fait de la
polarisabilité de sa surface. Les mécanismes mis en ceuvre entrainent aussi une forte
rétention des substances apolaires. Ainsi, le PGC n’est pas recommandé lors du
développement de méthodes d’analyse multi-résidus de pesticides du fait de sa capacité

rétentive élevée qui conduit a des temps d’analyse en général plus long [66].

» La chromatographie d’échange d’ions ou chromatographie ionique

La chromatographie d’échange d’ions est largement utilisée dans les processus industriels
(séparation des ions inorganiques, biomolécules, oligosaccharides...). La chromatographie
d’échange d'ions est probablement le procédé chromatographique a grande échelle le plus
répandu, mais il est limité aux molécules ionisables solubles dans I'eau [69]. Cependant, la
résine est généralement relativement co(iteuse par rapport aux autres types de phases

stationnaires.

Les phases stationnaires utilisées dans le mode d’échange d’ions sont caractérisées par la
nature des fonctions acides ou basiques a leur surface et les types d'ions qu'ils retiennent. Les
ions chargés positivement sont retenus et séparés sur une résine échangeuse de cations
possédant des charges négatives en surface. Au contraire, les ions chargés négativement sont
analysés sur une phase stationnaire porteuse de groupements échangeurs d'anions chargés

positivement a la surface. La rétention et donc la séparation dépend de la densité de charge
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et de la polarisabilité des solutés. On peut distinguer deux catégories d'échangeurs : les

échangeurs d'ions forts et les échangeurs d'ions faibles.

En fonction du pH, les groupes fonctionnels (fonctions amines secondaires ou acides
carboxyligues) sont chargés et retiennent les ions. Sous leur forme neutre, les échangeurs
d'ions acide ou base faible peuvent retenir et séparer les solutés par des interactions
hydrophobes ou hydrophiles. Ensuite, I'ordre d’élution est déterminé par la polarité des
phases mobiles, de sorte que des échangeurs d'ions faibles peuvent étre utilisés pour des
séparations en mode mixte (séparations basées a la fois sur la polarité et la charge). Il est
également possible de modifier le pH de la phase mobile pour moduler la sélectivité. Le type
de phase stationnaire le plus utilisé est un copolymeére synthétique de styréne et de
divinylbenzéne, produit sous forme de tres petites billes de I'ordre de quelques micrométres.
Le degré de réticulation, la porosité, la structure et la stabilité sont contrélés par la quantité
de DVB ajoutée lors de la polymérisation. Cependant, la chromatographie d’échange d’ions
présente certaines limites : la faible cinétique conduit a une diminution de I'efficacité et la
compatibilité avec la MS reste difficile une instrumentation spécifique est nécessaire.
Néanmoins certaines applications pour I'analyse de pesticides ionisés ou ionisables tel le

glyphosate et I’AMPA ont été développées récemment [70, 71].
» La chromatographie liquide d’interactions hydrophiles (HILIC)

Initialement décrit par Alpert en 1990 [72], c'est depuis 2006, grace aux travaux de McCalley,
Hemstroem et de l'lrgum [73-74], que le mode HILIC s’est répandu. La majorité des
applications est dédiée a I'analyse des composés trés polaires avec une détection par MS.
Cependant des travaux ont démontré que le mode HILIC était aussi applicable a des composés
moins polaires [75]. Dans ce mode de chromatographie, les phases stationnaires sont polaires
(silice, silice greffée aminopropyle, diol, sulfobétaine par exemple) et la phase mobile est
composée d'eau (23%), avec un pourcentage élevé de modificateur organique (>60%,
principalement de I'acétonitrile). Les mécanismes de rétention dépendent de la chimie de la
phase stationnaire, des caractéristiques physicochimiques de la phase mobile (pH, force
ionique, nature du modificateur organique) et de la nature du soluté. Les mécanismes de
rétention sont variés et complexes, parfois mal expliqués [76] et peuvent étre résumés comme

représenté sur la figure 1.4 [76-78] :
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» Interactions hydrophiles entre la phase mobile composée d’acétonitrile et la couche
d'eau adsorbée a la surface de la silice par liaisons hydrogéne.

» Adsorption des composés polaires a la surface de la phase stationnaire par liaisons
hydrogéne avec des silanols, des diols ou des groupes amides.

» Interactions électrostatiques entre les solutés ioniques et ionisables, et la surface de
la phase stationnaire chargée (négativement silanols acides, positivement avec les

groupements ammoniums ou les deux dans les greffons zwitterioniques).
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Figure 1.4 : Représentation schématique des mécanismes de rétention en mode HILIC [79]

La prédiction de l'ordre d'élution est délicate car elle dépend de la polarité, du nombre de
liaisons hydrogene et de I'état d'ionisation des solutés [80-82], ce qui est difficile a prévoir en
raison de la forte teneur en acétonitrile qui modifie le pH de la phase mobile et le pKa du
soluté. Méme s'il n'existe pas de phases stationnaires dédiées telles que les silices greffées
octadécylsilane en RPLC, de nombreuses phases stationnaires sont disponibles,
principalement sur support de silice ou de matériau polymérique comme présenté dans la

figure 1.5 [75], [83].
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Figure 1.5 : phases stationnaires pour le mode HILIC et leur représentation [75, 83]

Plusieurs études ont confirmé l'intérét de la chromatographie liquide en mode HILIC couplée
a la spectrométrie de masse en tandem pour 'analyse de pesticides polaires. Une méthode
HILIC couplée a la spectrométrie de masse en tandem a été développée et validée pour
I'analyse de pesticides polaires (chlormequat, daminozide, diquat, mepiquat, paraquat,
cyromazine et amitrole...) dans diverses matrices alimentaires [84]. D’autres études ont été
réalisées pour I'analyse de pesticides organophosphorés polaires dans les eaux avec une
méthode HILIC-MS/MS confirmant la faisabilité de ce couplage pour I'analyse de résidus de

pesticides [85].
» La chromatographie liquide a ultra haute performance (UHPLC)

Il est a noter que la chromatographie liquide a ultra haute performance présente le méme
principe que I’'HPLC mais en employant des phases stationnaires composées de particules de
diametre inférieur a 2um [86]. Cette technique a été développée par Waters en 2004 afin
d’améliorer la sensibilité, la résolution et la vitesse d’analyse. Cependant, 'augmentation de
pression requiert plus de maintenance et réduit la durée de vie des colonnes de ce type
[87]. UHPLC-MS/MS est de plus en plus utilisée pour I’analyse de multi-résidus de pesticides

car les durées d’analyses sont réduites et les sensibilités sont améliorées [88]. Plusieurs
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méthodes UHPLC-MS/MS ont été développées et validées pour l'analyse de traces de

pesticides dans les fruits et [égumes [89] et aussi dans les matrices céréalieres [90].

1.3.2. Couplage chromatographie en phase liquide-spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse occupe une place importante grace a ses capacités d’identification,
sa spécificité ainsi que sa sensibilité [91-92]. La variété des applications témoigne de la
polyvalence de cette technique analytique. Elle est, en effet, aussi bien utilisée en
protéomique, en physique atomique, pour la cinétique des réactions, en géochronologie, dans
toutes les formes d’analyse chimique quantitative et qualitative [93]. En vue de son couplage
a I'HPLC, une interface d’ionisation est placée avant I'analyseur et le détecteur. Aucune
interface universelle n’ayant émergé, plusieurs types d’interfaces ont été proposées au cours

de ces derniéres années afin de répondre aux différentes problématiques.

1.3.2.1. Sources d’ionisation a pression atmosphérigue

Avant le développement des sources d’ionisation a pression atmosphérique (API) au milieu
des années 1990, les interfaces entre I'HPLC et la MS utilisées étaient des interfaces
Thermospray et FAB (Fast Atom Bombardment). Les sources APl ont permis de limiter les
différents problemes existants lors de l'utilisation d’autres interfaces. Elles ont permis
d’ioniser des molécules de polarité variée et étre compatible avec des débits de phase mobile
plus élevés [89]. Le développement de ces sources d’ionisation a pression atmosphérique a
contribué a la percée des couplages HPLC a la MS [90] ce qui a révolutionné I'analyse par
HPLC/MS des pesticides et micropolluants. L’électrospray (ESI) et I'ionisation chimique a
pression atmosphérique (APCI) sont les deux sources les plus utilisées dans le domaine de

I’analyse des pesticides en agroalimentaire.

Les sources d’ionisation a pression atmosphérique permettent de former un spray continu,
issu d’un effluent de chromatographie liquide ou électrophorétique. Les ions préexistants en
solution, ou formés ultérieurement en phase gazeuse, sont extraits dans un processus
d’ionisation a pression atmosphérique a travers plusieurs étapes de pompages dans le vide du
spectrometre de masse. Les trois avantages significatifs a I'origine du succes des sources API

sont [94] :
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e Elles peuvent supporter des débits plus élevés,

e Elles sont adaptées pour réaliser I'analyse de composés non-volatils et thermiquement
instables et de polarités moyennes a trés polaires,

e Elles sont tres robustes et faciles d’utilisation.

A. Source ESI

La source ESI est considérée comme une source d’ionisation douce, qui permet de transférer
les ions, majoritairement préformés en solution, en ions en phase gazeuse. Le processus

d’ionisation se réalise en trois étapes principales [95]
1. Production de gouttelettes chargées a I'extrémité du capillaire

2. Rétrécissement des gouttelettes par évaporation du solvant et désintégrations répétées et
successives des gouttelettes conduisant a des gouttelettes hautement chargées et de tailles

réduites

3. Emission d’espéces ioniques solvatées en phase gazeuse a partir d'une gouttelette de

petite taille selon un mécanisme encore sujet a discussion (figure 1.6).

Analyte molecule Solvent Coulomb Naked charged
evaporation fission analyte
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l Taylor cone the Rayleigh limit

— Power supply —

Figure 1.6 : Processus d’ionisation avec une source ESI [96]

Premiérement, un fort courant électrique, sous pression atmosphérique, est appliqué au
liquide passant a dans le capillaire. Le courant est obtenu en appliquant une différence de
potentiel (2,5 a 6 kV) entre le capillaire et une contre-électrode, séparés de 0,3 a 2 cm. Ceci
créé un champ électrique qui engendre une accumulation de charge a la surface du liquide se
trouvant a la sortie du capillaire. Cette accumulation de charges entraine la déformation du
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liquide qui se traduit par l'apparition d’un cone de Taylor, puis sa rupture par répulsion
électrostatique et sa décomposition en gouttelettes chargées. Un gaz, qui est injecté a faible
débit et de facon co-axiale au capillaire, permet de focaliser et stabiliser le spray. Les
gouttelettes passent ensuite a travers un rideau de gaz inerte et chauffé, généralement de
I'azote dirigé a contre-courant du trajet des ions, dans le but de compléter la désolvatation.
Cette désolvatation cause un rétrécissement des gouttelettes et donc une augmentation de
la charge par unité de volume, jusqu'a ce que la limite de Rayleigh soit atteinte. Cette limite
correspond a la taille critique pour laquelle les répulsions coulombiennes entre les charges
deviennent égales puis supérieures aux forces cohésives de la tension de surface du liquide.
Les gouttelettes vont alors se déformer jusqu'a se rompre en des gouttelettes plus petites. Ce
phénomeéne se poursuit sur ces derniéres, et ainsi de suite, jusqu'a ce que le champ électrique
a leur surface soit assez important pour permettre la désorption des ions qu'elles contiennent.

Deux modes d'ionisation existent : le mode positif (ESI+) et le mode négatif (ESI-).

L’ESI peut générer des ions monochargés de type [M+H]* en mode positif ou [M-H] en mode
négatif mais également des ions multichargés [M+nH]"™ ou [M-nH]™. En plus de ces ions
multichargés, certains adduits peuvent étre formés par combinaison de I'ion moléculaire du
composé avec certains ions ou méme certaines molécules neutres présentes dans la phase
mobile (adduit avec le sodium, potassium ou ammonium) [97]. Néanmoins cette source
souffre de quelques inconvénients lors de I'analyse de matrices chargées car la coélution des
composés peut conduire a compétitions d’ionisation engendrant une suppression ou une

exaltation du signal des composés analysés [98-99].
B. Source APCI

Dans le processus de lionisation chimique, les réactions ions-molécules se produisent
essentiellement en phase gazeuse [100]. Cette source utilise un nébuliseur pneumatique a
azote pour former unaérosol a Vlintérieur d'une chambre chauffée a
des températures élevées (entre 350°C et 500°C). Dans cette chambre, l'effluent de Ia
colonne de chromatographie (solvant + soluté) est évaporé et se mélange avec le gaz
nébuliseur (ou gaz de transport) pour amener les analytes vers |'électrode a décharge
couronne (effet corona) constituée d’une aiguille et d’'une chambre de nébulisation qui sert
de contre-électrode. Une différence de potentiel élevée (entre +2 et +6kV) est appliquée sur

cette électrode, provoquant une décharge couronne (décharge électrique lumineuse) de 2 a
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3uA. Cette décharge est une source constante d’électrons pour le processus d’ionisation en
APCI : elle ionise I'air ambiant et crée un plasma, c’est-a-dire un gaz ionisé, autour de la pointe
de I'aiguille. Les ions radicalaires du plasma participent ensuite a des réactions chimiques qui

donnent lieu a I'ionisation des molécules d’analyte.
Le processus d’ionisation se déroule en trois étapes :

1. Une décharge Corona produit un jet d’électrons qui permet I'ionisation du gaz qui produit

des ions primaires de type Ny* et Oy

2. Les ions primaires formés réagissent avec les molécules de la phase mobile pour former des

ions réactifs de type H3O* (figure 1.7).
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Figure 1.7 : Représentation du processus d’ionisation par APCl en mode positif [101]

Ces ions réactifs vont réagir avec les molécules du mélange injecté pour former des ions de
type [M+H] * en mode positif ou [M-H] - en mode négatif. Cette source est beaucoup moins
sujette aux effets de matrice mais n’est pas adaptée a I'analyse de composés de haut poids

moléculaire car elle ne favorise pas la formation d’ions multichargés.

C. Comparaison de la source ESI et la source APCI

L'interface de choix pour le couplage de 'HPLC avec la MS dans le domaine de I'analyse multi-
résidus de pesticides reste I'ESI qui permet d’ioniser la plupart des pesticides. Il ne faut
cependant pas délaisser totalement I’APClI qui constitue une véritable méthode
complémentaire de I'ESI sur une gamme assez large de pesticides. Elle peut présenter moins

d’effets matrice et permettre d’accéder a I'analyse de composés moins polaires. Un dernier

40
Confidentiel


http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Physique%20des%20plasmas/fr-fr/

Chapitre | : Généralités et état de I'art

point important concerne le changement de source ESI/APCI qui est généralement tres aisé

sur les spectrometres de masse.

Des comparaisons de ces deux sources d’ionisation pour I'analyse des pesticides ont été
réalisées. Ces deux sources ne sont pas tres différentes physiquement, toutefois, il demeure

quelques distinctions générales a prendre en compte lors du choix de la source (tableau 1.4).

lonisation en phase liquide lonisation en phase gazeuse
lonisation douce lonisation par décharge couronne
Molécules thermolabiles Non recommandé aux molécules thermolabiles
Molécules polaires a moyennement polaires Molécules moyennement a faiblement polaires
Poids des molécules analysées : Poids des molécules analysées < 2000 uma
Faible a tres élevée

Sensible aux effets matrice Peu sensible aux effets matrice

Réponse proportionnelle a la concentration Réponse proportionnelle a la masse

Tableau 1.4 : Comparaison des sources ESI et APCI [101]

1.3.2.2. Analyseurs

L'analyseur est la partie du spectrométre de masse ou se fait la séparation des ions en
fonction de leurs rapports m/z. Plusieurs analyseurs de masse sont utilisés couramment tels
que les analyseurs a temps de vol (TOF ou Time Of Flight), piége a ions, résonance

cyclotronique (Orbitrap) ou encore quadripdle ou triple quadripéle (QqQ).

Chaque analyseur est caractérisé par : la gamme en rapport de masse sur charge m/z, la
vitesse de balayage, I'efficacité de transmission des ions, I'exactitude en masse et sa

résolution.

e Lagamme des rapports m/z : elle détermine les valeurs limites (minimale et maximale)
des rapports m/z mesurables

e La vitesse de balayage : elle correspond au temps mis par le spectrometre pour
analyser I'ensemble de la gamme des rapports m/z

e La transmission des ions : elle correspond au rapport entre le nombre d’ions arrivant

au détecteur et celui entrant dans I'analyseur
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e L’exactitude sur la masse : elle détermine la précision ou plus correctement la justesse
des rapports m/z mesurés, c'est-a-dire la concordance entre la masse mesurée et la
masse théorique de la molécule. Elle s’exprime en partie par million (ppm) (équation

1.2).

Mthéorique "Mexpérimentale 4 106

Exactitude (ppm) = équation 1.2

Mthéorique

e La résolution : elle peut étre calculée a partir d’'un spectre de masse en considérant
un pic isolé de rapport m/z. Elle se détermine en effectuant le rapport de la masse m

sur la largeur a mi-hauteur (FWHM : Full Width Half-height Maximum) (équation 1.3).

R=— équation 1.3

A. l’analyseur a champ quadripolaire

Les analyseurs de type quadripolaire sont des analyseurs a basse résolution (R =2000) a m/z
200 [98]. lIs font partie des analyseurs de basse résolution les plus utilisés. Ils sont constitués
de quatre barres parfaitement paralleles ayant une section circulaire ou idéalement

hyperbolique (figure 1.8).

2r, ‘ = U - Vcosmt
N4

-0y =~(U - Vcosomt)

Figure 1.8 : Schéma de I'analyseur a champs quadripolaire [104]

Une combinaison de voltage direct et alternatif est appliquée a chaque paire d’électrodes, I'un
positif et I'autre négatif. Les ions pénétrant au sein du quadripdle vont osciller et leurs
trajectoires seront plus ou moins stables en fonction des potentiels appliqués. Ainsi, seuls les
ions ayant une trajectoire stable seront sélectionnés et transmis a la sortie du quadripdle,

tandis que les autres s’élimineront sur les électrodes. En appliquant des voltages optimisés
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pour stabiliser les trajectoires d’ions de rapport m/z choisi, un quadripble peut, en ce sens,

étre considéré comme un sélecteur d’ions.

B. Analyseur triple quadripolaire (spectrométrie de masse en tandem)

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) est une technique qui a pris beaucoup de
place dans le domaine de la chimie analytique. Son principe consiste a sélectionner un ion
stable issu de la source d’ionisation appelé I'ion précurseur ou I'ion parent a I'aide du premier
quadripéle (Q1). Ensuite, I'ion précurseur sélectionné est fragmenté généralement dans une
cellule de collision elle-méme de type quadripolaire (g2). Les ions issus de la fragmentation
de l'ion précurseur appelés ions fragments sont ensuite transférés vers le détecteur via le
troisieme quadripdle (Q3) (figure 1.9). L'analyseur de type triple quadripolaire reste de loin
I'analyseur de masse en tandem le plus utilisé pour I'analyse ciblée des pesticides et des

contaminants dans les matrices environnementales et agroalimentaires.

Détecteur

Source

Figure 1.9 : représentation schématique d’un analyseur de type triple quadripolaire [105]

Les modes de balayage de scan d’un spectrométre de type triple quadripdle

L'analyseur de type triple quadripolaire permet de travailler en spectrométrie de masse
simple MS ou en tandem MS/MS. En mode MS simple, les ions produits dans la source sont
séparés par le quadripéle Q1 sans étre ensuite fragmentés. La spectrométrie de masse en
tandem consiste a effectuer dans un premier temps une MS simple. Sur la base du spectre de
masse obtenu lors de la MS1, un ion est sélectionné par le quadrip6le Q1 puis fragmenté en
g2 par percussions avec un gaz inerte avec une certaine énergie de collision (CE) qu’on peut
faire varier selon les besoins. Les fragments sont ensuite analysés par le quadripole Q3. Cet
ensemble d’événement constitue la MS/MS. En fonction des informations recherchées,

différents modes de balayage sont possibles.
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1. Mode « full scan » balayage complet

Les quadripdles ne jouent pas un role de filtre, tous les ions formés dans la source sont
transférés jusqu’au détecteur. Ce mode d’acquisition non sélectif permet d’obtenir des
spectres de masse complets (figure 1.10). Il permet ainsi de sélectionner les ions précurseurs

pour les modes « SIM » et « SRM » que nous exposerons dans la suite de ce manuscrit.

Cellule
Q1 de Q3

collision
405

o — O — o

Figure 1.10 : mode de balayage « full scan » [106]
2. Mode Single ion monitoring « SIM »

Les tensions U et V sont réglées de maniére a ne laisser passer que les ions possédant un seul
rapport m/z comme illustré sur la figure 1.11. Lorsque la molécule recherchée est connue,
I'utilisation du mode « SIM » offre de grandes sélectivité et sensibilité puisqu’il permet de ne

sélectionner que les ions possédant un seul rapport m/z pendant un temps déterminé (figure

1.11).
Cellule de
Q1 collision Q3
. | .|
405
@ > @ > @
240
| |

Figure I.11 : mode de balayage « SIM » [106]
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3. Mode Product ion scan « PIS »

Il consiste a sélectionner un ion spécifique dans le quadripole Q1 (= mode « SIM ») puis a le
fractionner dans la cellule de collision g2. Les ions appelés fragments sont alors analysés dans
le quadrip6le Q3 en mode « full scan » (figure 1.12). Ce mode d’acquisition permet d’obtenir
un spectre de masse caractéristique d’un ion de rapport m/z spécifique et donne acces ainsi
a de nombreuses informations structurales. Le mode se révele également tres utile pour la
confirmation d’identification d’'une molécule connue par comparaison du spectre de masse

obtenu avec celui de référence.

Cellule de

@ collision Q3

405 @ ®

- g @ > @

240 . ..
Mode SIM : Fractionnement Mode full scan :
sélection du rapport de l'ion 405 analyse de tous les

m/z = 405 rapports m/z

Figure 1.12 : mode de balayage « PIS » [106]

4. Mode Single Reaction Monitoring (« SRM »)

Ce mode d’acquisition « SRM » est obtenu en faisant fonctionner les quadrip6les Q1 et Q3 en
mode de balayage « SIM ». A noter que pour ce mode, I'abréviation « MRM », bien que non
recommandée par I'lUPAC, est couramment utilisée [107]. L'utilisation du mode « SRM »
permet de suivre un ion produit de rapport m/z spécifique issu de la fragmentation de I’ion
précurseur de rapport m/z sélectionné (figure 1.13). Cette relation entre un ion précurseur et
un ion produit est communément appelée « transition ». Il est possible de suivre un nombre
important de transitions au cours d’'une méme analyse mais cela dépend des performances
du spectrométre de masse, notamment de sa vitesse de balayage des rapports m/z. Dans
tous les cas, ce mode offre une tres grande spécificité par le suivi d’'une ou plusieurs
transitions spécifiques d’'un analyte. Une trés grande sensibilité est obtenue de part une
diminution du bruit de fond et I'optimisation des conditions de détection pour chaque
transition. Le mode « SRM » est donc le mode d’acquisition de choix pour les méthodes

d’analyses multi-résidus notamment dans les matrices complexes.
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Figure 1.13 : mode de balayage « SRM » [108]

1.3.2.3. Couplage HPLC-MS/MS appliqué

L’'HPLC-MS/MS s’est développée, il y a une vingtaine d’année, lorsque de nouveaux types de
sources d’ionisation en spectrométrie de masse ont été commercialisées : I'ESI et I’APCI. Ces
nouvelles sources ont permis d’augmenter la sensibilité des méthodes HPLC jusqu’a égaler
celles développées en GC [109]. Puis, 'utilisation de la spectrométrie de masse en tandem a
permis d’augmenter la spécificité et la sensibilité des méthodes. Le principal objectif du
couplage HPLC avec un spectromeétre de masse simple (MS?), ou en tandem, a été de pouvoir
détecter un plus large panel de molécules que ce soit en termes de polarité, de poids
moléculaire ou de stabilité thermique que la GC-MS. De plus, les étapes de dérivation des
composés polaires, qui étaient indispensables pour l'analyse en GC-MS ne sont plus
nécessaires. Cependant, la fragmentation obtenue en HPLC-MS/MS est moins reproductible
gu’en GC-MS car elle peut varier de maniére non négligeable entre deux instruments
notamment en ce qui concerne I'abondance relative des ions [110]. Une bibliotheque de
référence doit donc étre créée pour chaque appareil. De plus, un composé coélué présent
dans I’échantillon peut entrer en compétition d’ionisation avec le soluté. Les termes « effet
de matrice » ou « suppression ionique » sont employés pour qualifier ce phénomene. Ce
dernier peut grandement perturber les analyses et doit obligatoirement étre évalué lors de

I’étape de validation.
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1.3.2.4. Intérét du couplage HPLC-MS/MS pour "analyse multi-résidus de pesticides

L’'HPLC-MS/MS est capable de discriminer théoriquement plus efficacement que la HPLC-MS
les différences entre le signal du composé ciblé et celui des interférents de la matrice [111].
De plus, le mode « SRM » permet une amélioration du rapport Signal/Bruit ce qui entraine la
diminution des limites de détection et de quantification [112-115]. Par ailleurs, la sélectivité
de ce mode permet la détection des pesticides sans avoir nécessairement une séparation
chromatographique totale entre les composés et par conséquent une analyse plus rapide peut
étre effectuée. Il est en effet rare de trouver des molécules ayant la méme et unique transition
[116-117]. Cet aspect permet d’augmenter le nombre de pesticides pouvant étre analysés
simultanément en un temps raisonnable. L’analyse par HPLC-MS/MS est trés répandue dans
le domaine de I'analyse des pesticides. Le tableau |.5 résume diverses applications de la HPLC-
MS/MS pour différentes familles chimiques de pesticides et avec différentes conditions

chromatographiques.

Du fait de la gamme de polarité de la majorité de pesticides analysés en HPLC, c’est la
chromatographie a polarité des phases inversée qui est la plus répandue. Les phases
stationnaires a base de silice greffée octadécylsilane sont de loin les plus utilisées pour ce type
d’analyse. Concernant la phase mobile, I'acétonitrile et le méthanol restent les solvants
organiques les plus employés. Quelques additifs ont été utilisés tels qu’un tampon acétate
d’ammonium ou formiate d’ammonium ou des acides tels que I'acide acétique ou l'acide
formique pour controler 'ionisation des composés. Différentes dimensions de colonnes et
débits de phases mobiles ont été employés. Comme évoqué précédemment, les sources ESI

restent les sources les plus utilisées pour I'analyse des résidus de pesticides.
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ACN/ formate d’ammonium/15 Kromacil C8
Ammoniums quaternaires ESI+ 0,12 118
mM acidifié (200%2,1mm ; 5mM)
ACN/ H20 acidifiée a 0,01 d’acide Discovery C18
Triazoles ESI+ 0,3 119
formique (50%x2,1 mm ; 5um)
MeOH/ eau acidifiée a 0,1 % Zorbax SB-C8
Dinitroanilines ESI- 0,9 120
d’acide acétique (75%4,6 mm ; 3,5um)
ACN/H20 (10mM d’acétate Restek allure C18
Benzohydrazines ESI- 0,8 121
d’ammonium) (50%3,2 mm ; 5um)
MeOH/H0 acidifiée a 0,5% acide Ulltima C18
Organophosphorés, carbamates ESI+ 0,3 122
formique (150x3mm ; 5um)
MeOH/H,0 acidifiée a 0,1% acide Nucleosil 100-5 C18HD,
Carbamates, conazoles, pyrimidines, benzimidazoles ESI+ 0,3 123
formique 70x2mm
Discovery C18
Benzimidazoles, azoles, carbamates, phenylurées ESI+/ ESI- MeOH/H.0 0,5 124
(50%2,1 mm ; 5um)
MeOH/H,0 acidifiée avec 0,2%
Organophosphorés, carbamates, imidazoles, phenylurées, Genesis C18
ESI+ acide acétique+20mM acétate 0,3 125
pyridines, hydroxyanilides (100%x3mm ; 4um)
d’ammonium
MeOH/H20 (10mM Zorbax SB-C18
Triazines, phenylurées, organophosphorés, chloroacétamides ESI+/ ESI- 0,12 126
de formiate d’ammonium) (50%4,6 mm ;3,5 um)
Aryloxyacides, carbamates, carbamates, benzimidazoles, MeOH/H20 (10mM Hypersil C18 BDS
ESI+/ ESI- 0,5 127

imidazoles, triazoles, pyridines, hydroxyanilides, strobilurines

d’acétate d’ammonium)

(100x4,6 mm ; 3um)
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Luna C18 (250x4,6mm ;

Dérivés nitrés, triazoles, biphenyls, imidazoles, thiophosphates. APCI- MeQOH/H.0 0,6 128
5um)
Carbamates, néonicotinoides, carbamates benzimidazoles, Luna C18 (250x4,6mm ;
APCl+ MeOH/H20 0,8 129
imidazoles, carboxamides 5um)
Strobilurines, carbamates, triazoles, morpholines, quinazolines,
Synergy polar-RP
hydroxyanilides, phénoxypyrazoles, carboxamides, ESI+ ACN/H20 (0,1% d’acide formique) 0,25 130
(150%x2mm; 4um)
pyrazolamides
Aryloxyacides, carbamates, sulfonylurées, strobilurines,
benzonitriles, cyclohexanones, phénylaminopyrimidines,
MeOH/H20 5mM de formiate Aqua C18
hydrazine, benzoylurées, phénylurées, morpholines, ESI+/ ESI- 0,2 131
d’ammonium (50x2mm ; 5um)
organophosphorés, imidazoles, oxadiazines, urées, pyridines,
pyridaeines
Organophosphorés, carbamates, triazines, nitromethylenes,
strobilurines, nicotinoides, spiroacétalamines, benzonitriles,
MeOH/H-0 (0,1% d’acide
cyclohexanone, hydrazine, benzoylurées, phénylurées, ESI+ Atlantis C18 (100x2,1 ; 5um) 0,2 132

morpholines, organophosphorés, imidazoles, oxadiazines,

urées

formique)

Tableau 1.5 : Exemples d’applications de méthodes HPLC-MS/MS pour I'analyse de pesticides.
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1.3.3. La chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie gazeuse (GC) est une technique séparative appliquée a I'analyse de
composés volatils et semi volatils et thermiquement stables [133]. Le chromatographe est
constitué de trois modules principaux : un injecteur, une colonne placée dans un four et un
détecteur [134]. La phase mobile est constituée d’un gaz inerte, trés pur tel que I’hélium,

I’hydrogene ou 'azote.

1.3.3.1. L’injecteur split/Splitless et I'injecteur PTV

L'injecteur est une zone chauffée ou I’échantillon est introduit au moyen d’une seringue puis
vaporisé. Son role consiste a transférer les composés jusqu’a la colonne analytique. Cette
étape est délicate ce qui explique la variété de types et modes d’injection en GC. Nous
discuterons ici uniguement des injecteurs dédiés a I'analyse de traces. Il est intéressant Les

injecteurs utilisés actuellement sont équipés d’un régulateur électronique de débit [135].

L'injecteur le plus répandu est celui de type split/splitless (avec ou sans division). L’injection
se fait a haute température. L’échantillon est rapidement introduit dans I'injecteur ou il est
instantanément vaporisé et mélangé au gaz vecteur. Une électrovanne permet de régler le
débit de fuite [136]. Pour I'analyse de traces, seul le mode splitless est employé c’est-a-dire
qgue l‘électrovanne est fermée lors de l'introduction de I'échantillon et n’est ouverte que
lorsque 90 % de I’échantillon ont été transférés dans la colonne. Néanmoins, ce type
d’injection souffre de quelques inconvénients tels qu’une possible discrimination des
composés dans |'aiguille ou la dégradation de ceux-ci en raison de la température élevée de

I'injecteur.

Plus performants que les injecteurs split/splitless en termes de répétabilité et de sensibilité,
les injecteurs de type "on column" et PTV (Programed Temperature Vaporizer) permettent
d’introduire directement I’échantillon en solution a froid dans la colonne ou l'injecteur
respectivement. Ce type d’injection permet I'introduction de volumes d’échantillon dix fois
supérieurs a ceux injectés avec les injecteurs split/splitless (jusqu’a 10uL en "on column") voire
méme plusieurs dizaines de microlitres en mode ‘solvent vent’. L'échantillon est ensuite
rapidement vaporisé par une programmation de températures dédiée. Les injecteurs PTV sont
maintenant tres utilisés car ils permettent également une meilleure répétabilité d’injection
mais aussi de limiter la dégradation des composés thermosensibles [137].
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1.3.3.2. Les colonnes

De nos jours, les colonnes utilisées en GC sont pratiguement toutes des colonnes dites
"capillaires". Elles sont constituées d’un tube de silice fondue dont la paroi interne est
recouverte d’un film de polymére nommé « phase stationnaire » ; la paroi externe est gainée

d’un revétement en polyimide qui confére souplesse et robustesse a la colonne [138].

La phase stationnaire est le plus souvent un polysiloxane substitué par des groupements
méthyle, phényle ou cyanopropyle par exemple, permettant de moduler la polarité de celle-
ci. Des phases stationnaires plus polaires tels des polyéthylénes glycols et liquides ioniques
ont été développées. Pour des mélanges complexes de volatilités variées, on privilégie
souvent le choix d'une colonne peu polaire, en effet, ces phases stationnaires sont
généralement plus robustes et thermiquement beaucoup plus stables que leurs homologues

polaires [139].

Une colonne capillaire est caractérisée par trois parametres géométriques : sa longueur (de
10 a 100 m), son diameétre interne (de 0,1 a 1,4 mm) et I'épaisseur de la phase stationnaire
(de 0,1 a 5 um). Chacun de ces paramétres impacte la rétention, I'efficacité et donc la
résolution. La résolution augmente avec la longueur de la colonne et est inversement
proportionnelle au diameétre interne de celle-ci, au détriment du temps d’analyse ou de la
capacité d’échantillon respectivement. Une colonne de 15 m suffit a séparer des mélanges
simples alors que I'analyse d’échantillons complexes nécessite une colonne de longueur

supérieure a 30 voire 60 m [140].

1.3.3.4. Les détecteurs

Parmi les principaux détecteurs utilisés en GC, on peut citer :

» Le catharomeétre : sa réponse est basée sur la mesure de la conductibilité thermique
des gaz et est proportionnelle a la concentration du soluté dans la phase mobile. Il est
universel mais peu sensible.

» Le FID (Détecteur a ionisation de flamme) : c'est le plus courant des détecteurs en
GC grace a sa sensibilité, il est adapté a I'analyse des composés organiques. Sa réponse
est proportionnelle a la quantité massique de composés.

» Le photomeétre de flamme (FPD) : utilisé pour les composés contenant du soufre ou du
phosphore. Sa réponse est proportionnelle a la quantité massique de composé.
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» Le détecteur a capture d’électrons (ECD) : utilisé pour la détection des composés
contenant des éléments tres électronégatifs comme les halogénes. Il a notamment été
trés employé pour I'analyse des pesticides et les contaminants chlorés. Sa réponse est

proportionnelle a la concentration du soluté dans la phase mobile.

» Le détecteur Azote-Phosphore (NPD) : C'est un détecteur tres semblable au FID, tres
sensible pour I'analyse des composés organoazotés et organophosphorés. Sa réponse

est proportionnelle a la quantité massique de composés.

Comme I'HPLC, la GC peut étre couplée a un spectrométre de masse mais en utilisant des
interfaces d’ionisation tres différentes comme l'ionisation électronique (El) ou l'ionisation
chimique (CI) par exemple. Les couplages GC-MS sont les instruments de choix pour I'analyse
de résidus de pesticides. Ils ont remplacé dans les laboratoires environnementaux et
agroalimentaires la quasi-totalité des équipements de GC équipés de détecteurs spécifiques

(ECD, NPD et FPD).

1.3.4. Couplage de la chromatographie en phase gazeuse a la spectrométrie de masse en
tandem

1.3.4.1. Généralités

Les spectromeétres de masse équipés d’analyseurs dits quadripolaires représentent la trés
grande majorité des analyseurs a basse résolution utilisés en couplage GC-MS/MS pour trois
raisons principales: fréquence d’acquisition, leur colt raisonnable, leur facilité de
maintenance. La qualité du vide est un facteur déterminant pour I'analyse. Il s’agit d’évacuer
les molécules neutres telles que le gaz vecteur, I'azote, I'oxygéne et I'eau atmosphérique qui,
pour la plupart, n’auront pas été ionisées (les rendements d’ionisation sont trés faibles). Il
s'agit également de garantir le bon fonctionnement du filament et du multiplicateur

d’électrons qui sont extrémement fragilisés par une pression trop élevée [141].

1.3.4.2. Les sources d’ionisation

La source est la partie du spectrométre de masse ol sont produits des ions gazeux a partir des
molécules introduites. La nature de la source utilisée dépend de I'état physique de la

substance a analyser. En couplage avec un chromatographe en phase gazeuse, ou les
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composés élués arrivent au spectromeétre a I'état gazeux, les sources utilisées
sont principalement : I'ionisation électronique (El) ou I'ionisation chimique (Cl). La source est
maintenue a une température élevée (généralement comprise entre 200 et 300°C) pour éviter

la condensation des analytes [142].

N

L’El consiste a "bombarder" les molécules par un faisceau d’électrons de haute énergie.
L""impact" d’un électron (on parle toujours d’"impact électronique" alors que les physiciens
ont démontré I'impossibilité d’un réel impact) sur la molécule M a pour effet d’arracher un
électron a cette derniére, conduisant ainsi a la formation d’un ion radicalaire M*. L’énergie
des électrons incidents est telle que I'ion M* acquiert une grande quantité d’énergie interne
qui 'améne généralement a se fragmenter spontanément en ions de rapport m/z inférieur,
nommeés "ions-fils" ou "ions-fragments". Les électrons sont produits par le chauffage d’un
filament métallique (tungsténe ou rhénium, le plus souvent) et accélérés le plus souvent par
une différence de potentiel de 70 V, ce qui leur confére une énergie cinétique de 70 eV. La
reproductibilité des spectres de masse obtenus a 70 eV sur différents appareils permet de
construire des bases de données (comprenant plusieurs dizaines de milliers de spectres). Les
algorithmes de recherche, extraits des bases de données, comparent et évaluent la similitude
entre les spectres obtenus et ceux de référence. Néanmoins, les spectres obtenus avec
différents analyseurs montrent parfois quelques différences dans I'intensité relative des ions
observés rendant l'identification plus difficile. L’'universalité de I'ionisation électronique (la

guasi-totalité des molécules sont ionisables), justifie le succes de cette technique.

L'ionisation chimique est également largement employée en complément de l'ionisation
électronique. La Cl est plus sélective et toutes les molécules éluées ne sont pas ionisées, ce
qui peut constituer un avantage avec des échantillons particulierement complexes. Comparée
a I'El, la Cl est un mode d’ionisation "doux" : les ions MH* obtenus en Cl ont beaucoup moins
d’énergie interne que les ions M* produits par El et se fragmentent donc beaucoup moins que
ces derniers [143]. Le spectre de Cl informe presque toujours sur I'ion moléculaire du composé
alors que celui d’El fournit plus d’informations structurales mais sans certitude quant a la
présence de I'ion moléculaire sur le spectre. D'une facon générale, I'analyste n'a jamais la
certitude que I'ion de rapport m/z le plus élevé soit I'ion moléculaire dans un spectre d'El, ce

qui peut compliquer l'interprétation spectrale.
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1.3.4.3. Intérét du couplage GC-MS/MS pour I'analyse de multi-résidus de pesticides

Le couplage GC-MS/MS de type triple quadripolaire en mode « SRM » a permis un gain en
spécificité et donc une sensibilité accrue par rapport aux couplages utilisés précédemment
[144]. L'utilisation de la GC- MS/MS a permis de diviser par quatre les quantités minimales
détectables par rapport aux couplages GC-MS lors de I'analyse de multi classes de pesticides
et de contaminants dans des pommes (tableau 1.6). De nombreuses méthodes multi-résidus
basées sur ce couplage ont été ensuite développées pour diverses matrices alimentaires dont

guelques exemples sont rassemblés dans le tableau 1.6.

Ce couplage est facilité étant donné que les composés élués sont sous forme gazeuse a la
sortie de la colonne chromatographique et seront directement introduits dans le
spectrometre de masse. Le couplage de la GC et de la spectrométrie de masse tandem MS/MS
présente les criteres de sensibilité et de sélectivité nécessaires pour I'analyse de traces.
Comme le montre le tableau 1.6, I'analyse des pesticides en GC-MS/MS est appliquée a
plusieurs familles chimiques de molécules dont le nombre analysé simultanément est de plus
en plus important (plus de 200 molécules). Les premiéres applications ont été réalisées sur
des matrices de fruits et [égumes (pommes, haricots, carottes, concombres, oranges, ...). Plus
récemment, la GC-MS/MS a été utilisée pour I'analyse de pesticides dans des matrices dans

lesquelles leur extraction est plus difficile telles que les matrices séches.

De plus, la spécificité de la spectrométrie MS/MS a permis de simplifier les étapes de
préparation de I'’échantillon qui étaient trés chronophages et surtout spécifiques a chaque
famille chimique. Cette spécificité a notamment permis d’utiliser la méthode QUEChERS pour

I’extraction des pesticides dans diverses matrices alimentaires.

Cependant, la MS/MS (triple quadripdle) est limitée en termes de temps et de développement
étant donné que chaque transition doit étre optimisée et que le nombre de composés
analysables est limité par la vitesse de balayage. De plus, la spectrométrie de masse a basse
résolution peut conduire a limiter les interférences ce qui fait que les couplages HPLC ou GC
avec les spectrometres de masse a haute résolution sont de plus en plus utilisés dans le

domaine de I'analyse des pesticides.
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Pommes, haricots verts et

Multi classes 35 22 <2.10°% 145
carottes
5.10% 3
Organophosphorés et organochlorés Fruits et légumes 15 9 , 146
5.100
7.10° 3
Organophosphorés, organochlorés et pyréthroides Fruits et légumes 60 55 , 147
410
1.10° 4
Multi classes Concombres 68 22 148
2.103
1.10° 4
Organophosphorés, organochlorés, pyréthroides et organonitrés Fruits et légumes 58 80 , 149
3,5.10
Pommes, carottes, haricots
1.1033
Organophosphorés et organochlorés verts, céleris, citrons, poires 32 19 , 150
5.10°
et melons
Organochlorés, organophosphorés, pyréthroides, dinitroanilines, dicarboximides,
Matériels médicaux 29 74 107 151
triazoles
1.1033
Organochlorés, organophosphorés, pyréthroides, dinitroanilines, dicarboximides, Matrices séches 42 236 , 152
2.10°

Tableau 1.6 : Quelques applications du couplage GC-MS/MS pour I'analyse des pesticides.
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1.4. APPORT DE LA SPECTROMETRIE A HAUTE RESOLUTION POUR LES ANALYSES
AGROALIMENTAIRES

La spectrométrie de masse a haute résolution permet de mesurer avec précision les rapports
m/z des molécules et ainsi de déduire leur formule brute. Les analyseurs de masse a haute
résolution les plus répandus sont I'analyseur a temps de vol (TOF), I'Orbitrap, le secteur

magnétique et I'analyseur FT-ICR (Fourier-Transform lon Cyclotron Resonance) [153].

Dans le domaine agroalimentaire, le secteur magnétique est principalement utilisé pour
I’analyse des dioxines et des polychlorobiphényles (PCB) dans les aliments ou dans les matrices
environnementales. Le FT-ICR est un analyseur a ultra haute résolution (R= 10°) qui est moins
utilisé en raison de son co(t tres élevé. En revanche, I'analyseur TOF est trés utilisé pour
I'analyse de résidus de pesticides et est généralement couplé a un quadripdle. Il possede
plusieurs avantages, comme sa vitesse d’analyse trés rapide, une transmission tres élevée

proche de 100%, une gamme de m/z tres élevée [154].

Les performances des couplages chromatographie liquide couplée a un quadripdle-temps de vol
(HPLC-Q-TOF) et chromatographie gazeuse couplée a un quadripole-temps de vol (GC-Q-TOF)
ont été évaluées pour l'identification et la quantification de contaminants dans diverses
matrices environnementales. A titre d’exemple, une méthode HPLC-Q-TOF pour I'analyse de 35
pesticides et 8 métabolites dans les eaux a été développée et validée et les valeurs des LOQ sont
comprises entre 0,1 et 10,7 ng/L [155]. D’autres méthodes en GC-Q-TOF pour I'analyse de

pesticides ont été développées et validées avec succes [156-157].

Le dernier chapitre de ce manuscrit de thése a été rédigé sous forme de publication scientifique
publi¢ dans un journal international. Il comporte les résultats de la comparaison des
performances analytiques d’'un GC-triple quadripdle et celle d’'un GC-Orbitrap lors de I'analyse
d’une centaine de pesticides et de contaminants dans des matrices alimentaires. Ce qui fait que
notre étude bibliographique de I'apport de la spectrométrie a haute résolution se focalisera sur
le spectrometre de masse de type Orbitrap. Les principes fondamentaux de I'Orbitrap ainsi que

qguelques applications d’analyse des pesticides, seront détaillés.
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1.4.1. ’analyseur Orbitrap

Bien que I'analyseur de masse de type Orbitrap soit considéré comme I'un des plus récents, son
apparition remonte a 1923, lorsque le principe du piégeage orbital a été proposé par Kingdon
[158, 159]. Dans cette expérience, les ions ont été formés par application d’'un potentiel
électrique a l'intérieur d’un cylindre métallique et ont été guidés par un fil chargé
électriquement le long du cylindre. Les auteurs ont remarqué que plus l'ion a une vitesse
tangentielle importante, plus il est en orbite longtemps autour du fil chargé. Des expériences
menées au cours du dernier demi-sieécle ont démontré la faisabilité du piégeage des ions par
un champ électrique [160] mais son utilité pour la spectrométrie de masse n’avait pas encore
été établie. Ce n’est qu’au fil des années que les progres, dans le domaine de |'optique des
particules chargées, ont permis le développement de champs électriques applicables aux
expériences de spectrométrie de masse. A titre d’exemple, un champ avec une distribution
potentielle quadro-logarithmique a été appliqué pour le piégeage orbital des ions produits au
laser par Knight [161]. Malheureusement, cette expérience n’a pas permis de séparer tous les
composants d’'un mélange simple et a montré la nécessité d’améliorer la conception de
I"appareillage avec une définition plus précise du champ électrique généré. Ces problémes ont
été résolus grace aux travaux de Makarov [162, 163]. Contrairement aux précédents travaux,
I’électrode centrale n’est plus un fil mince mais une électrode métallique massive. Les
électrodes extérieures du piege sont identiques les unes aux autres et s’accordent a la forme
de I’électrode centrale. De plus, une électrode supplémentaire appelée déflecteur a été ajoutée
afin de permettre une injection par paquets d’ions en minimisant les pertes. Dans un tel
systeme, le mouvement oscillatoire des ions au cours du temps est mesuré et sa transformée

de Fourier permet d’avoir le spectre de masse.

Des avancées technologiques significatives ont été nécessaires pour rendre I'analyseur Orbitrap
utilisable comme le développement d’un dispositif externe de stockage d’ions pour permettre
de pulser I'injection des ions [164-165]. Le développement commercial de I'Orbitrap est récent

et date du début des années 2000 et ce dernier fut disponible au grand public en 2005.
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1.4.2. Principes fondamentaux de I’'Orbitrap

1.4.2.1. Structure du piége

L’Orbitrap se compose de trois électrodes. Les deux électrodes périphériques se font face, sont
en forme de coupe et sont distantes d’environ 100 um. La troisieme électrode, en forme de
broche, est I'électrode centrale. La forme des électrodes permet de produire le champ

électrique quadro-logarithmique (équation 1.4) :
k2 KR Y2 n squati
Ulr,2z)= > (z . )+ > (Rm) %+ In [Rm] +C équation 1.4

Avec r et z les coordonnées cylindriques (z =0 étant le plan de symétrie du champ), C est une

constante, k est la courbure du champ, et R, est le rayon caractéristique.

Cette distribution du potentiel est représentée en figure .14 ou les lignes équipotentielles
révelent la forme des électrodes. Ce potentiel électrostatique n’a pas de minimum et donc un
ion initialement statique sera inévitablement dirigé vers I'axe r=0 ou vers r = o=. Pour les ions
mobiles, ce potentiel s’ajoute au potentiel centrifuge formé en raison de I’élan initial d’ions

(équation 1.5) :
2
Uegr(r, 2) =U (r, 2) +Eo;—(2’ équation 1.5

Avec Eo = mvg?/2 (I'énergie initiale), vg est la composante tangentielle initiale de vitesse et ro

est le rayon initial.

Il en résulte un changement radical de la distribution de potentiel comme montré en figure
[.15. Un minimum se forme entre r=0 et r= Rm (marqué par une fléche) et les ions sont alors

piégés dans ce « fossé ».
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Ul 2) Ugplr, 2)
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Figure 1.14 : Représentation tridimensionnelle de Figure 1.15 : Représentation tridimensionnelle du
la distribution du potentiel quadro-logarithmique potentiel effectif formé par la distribution quadro-
(le potentiel descend brusquement quand r = 0) logarithmique du potentiel et le potentiel centrifuge.
[166] (un minimum local a z=0 et r= R est indiqué par une

fleche) [166]

1.4.2.2. Mouvement des ions piégés

Lorsque I'énergie appliquée par le champ électrique correspond a I'énergie d’oscillation de
I'ion, ce dernier se déplace selon une trajectoire stable, laquelle peut se décomposer en trois

mouvements cycliques :
-Mouvement de rotation autour de I’électrode centrale avec une fréquence de rotation we

-Mouvement radial avec une fréquence w: (entre le rayon minimum et le rayon maximum a

I'intérieur du « fossé »)

- Oscillations axiales le long de I'électrode centrale avec une fréquence w (équation 1.6).

Rmyo_
(R)°-1 . .
We=W \|[——— équation 1.6

et la fréquence d’oscillation radiale wr est (équation 1.7) :

Wr=w (Rﬂ

- )2 -2 équation 1.7

et la fréquence d’oscillation axiale w est (équation 1.8):
—° k
w =+ M2 "~ Avec e est la charge élémentaire (1,602 x 107° C). équation 1.8
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Comme le montre les 3 expressions mathématiques de fréquences précédentes, seule la
fréquence axiale est completement indépendante des vitesses initiales et des coordonnées des
ions. Par conséquent, seule la fréquence axiale peut étre utilisée pour la détermination des

rapports (m/z).

1.4.2.3. Piégeage des ions dans I’Orbitrap

Etant donné qu’aucune source existante n’est capable de générer des ions stables directement
dans I'Orbitrap, cette derniere doit se situer a I'extérieur de I’analyseur. Le piégeage des ions a
partir de la source se réalise en appliquant le principe de « compression électrodynamique »
[163] dans lequel une augmentation constante du champ électrique est appliquée afin de
pénétrer dans le piége. Les électrodes extérieures restent a un potentiel fixe, tandis que le
potentiel de I'électrode centrale est réduit (pour des ions de m/z positifs). Une fois que les ions
sont entrés dans le piege, ils ne peuvent pas s’en échapper car le potentiel de piégeage évolue
pour former une barriere de potentielle répulsive (figure 1.16). Le temps de montée du champ
(généralement 30-50 ps) est choisi pour assurer la plus large gamme d’ions de rapport m/z

piégés.

A Z(1)

Figure 1.16 : Détection du courant a l'aide d'électrodes externes et d'un amplificateur différentiel [166]

L’entrée des ions (par compression électrodynamique) est arrétée lorsque les ions atteignent
le rayon R (généralement, équidistant a la fois du centre et des électrodes externes), et la
tension de I'électrode centrale est stabilisée pour empécher la dérive de masse pendant la
détection.
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1.4.2.4. Détection des ions

Les fréquences d’oscillation axiale peuvent étre détectées directement en mesurant le courant
des électrodes externes. Comme les paquets d’ions oscillent harmoniquement le long de I'axe,
une différence de courants entre électrodes est détectée puis amplifiée sur un large éventail
de fréquences et donc un large éventail de rapports m/z (une fois la transformée de Fourier
effectuée). Cette différence est numérisée et soumise a une transformée de Fourrier qui
convertit le signal au cours du temps en spectre de masse (intensité en fonction de m/z) [164].
Comme la mesure du courant et sa technique d’amplification fonctionnent de la méme maniére
que les analyseurs de type FT-ICR, la sensibilité et le rapport Signal/Bruit sont similaires a ceux
de ce type d’analyseur. Cependant, de par la dépendance racine-carré propre au champ
électrique, I'Orbitrap pourrait fournir une meilleure résolution que I'analyseur FT-ICR pour les

rapports m/z supérieurs a 1000.

Il peut y avoir une autre facon de détecter les ions qui suit la proposition originale de Knight
[161]. Le principe consiste a exciter I'ion axialement en utilisant une tension a la fréquence de
résonance et de scanner la plage de m/z souhaitée en balayant cette fréquence. Le principal
avantage de cette approche par rapport aux pieges conventionnels est la capacité d’éjecter
n‘importe quel ion, y compris ceux de trés haut rapport m/z en utilisant uniquement des
tensions RF tres faibles. [163]. Toutefois, un tel piege ne permet pas de faire de la MS", ce qui

limite considérablement son intérét.

1.4.2.5. Formation de paquets d’ions cohérents

Le prérequis le plus important pour la détection des ions est la capacité de rassembler tous les
ions de m/z dans le méme espace (on appelle d’ailleurs généralement cette ensemble « paquet

d’ions »). Cela pourrait étre réalisé de I'une des deux facons :

 Excitation des ions du plan équatorial. Bien que cette technique soit utilisée avec I'analyseur
de type FT-ICR, cette approche complexifie I'introduction des ions dans le piege [162]. Cette
technique, déja expérimentée sur un Orbitrap, consiste a appliquer un potentiel de résonance

aux électrodes périphériques servant par la suite a la détection.

e Injection pulsée des ions (excitation par injection). Cette approche, plus pratique et robuste
gue la précédente, consiste a accumuler les ions dans une cellule en amont puis I'application

de potentiel instantané permet de les expulser par paquet. Cette technique, consistant a
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convertir le flux d’ions en une introduction pulsée, minimise les perturbations du champ

quadro-logarithmique mais nécessite une éjection tres rapide des ions de la source d’ionisation.

1.4.2.6. Décomposition des paquets d’ions cohérents

Dans des conditions idéales, les paquets d’ions doivent se mouvoir dans le piege indéfiniment
en conservant en permanence leurs mouvements causés par le champ électrique.
Malheureusement, la présence de gaz résiduel dans le piege entraine des collisions d’ions avec
ce dernier provoquant alors la dispersion des ions et donc une incertitude de mesure
(notamment une perte de résolution). Les collisions peuvent étre encore plus néfastes et

entrainer la fragmentation de I'ion, et ainsi une perte de matiére.

Ces processus sont aléatoires dans le temps et le nombre de collisions est inversement
proportionnel a la pression résiduelle a I'intérieur du piége et a la section transversale d’union.
Pour une pression de 1071° mbar, 'intervalle de temps entre deux collisions varie de plusieurs
secondes pour les petites molécules a moins de 1s pour les protéines de petite et moyenne

taille.

1.4.2.7. Effets de densité de charge dans I'analyseur Orbitrap

Comme dans tout systeme de piégeage d’ions, |'Orbitrap présente des effets de densité de
charge pouvant influencer I'exactitude et la précision de la mesure. Ces effets incluent les

éléments suivants [167] :

¢ Déplacement du rapport m/z causé par la dépendance de la période d’oscillation sur la charge
totale dans le piége et I'intensité des pics individuels. Contrairement a d’autres types de pieges,
les amplitudes relatives de ces changements sont généralement indépendantes du rapport m/z

et pourraient donc étre corrigées a I'aide d’un étalonnage. [165].

e Coalescence : c’est le regroupement d’ions de rapports m/z trés proches dans le méme

« paquet ». Lors de la détection, un rapport m/z moyen sera mesuré.

¢ Diffusion : c’est le grossissement de la taille du « paquet » d’ions causé par les répulsions

électrostatiques des ions. La diffusion peut étre responsable d’une imprécision de mesure.

e Synchronisation : a l'inverse de la diffusion, c’est une diminution de la taille du « paquet »

d’ions lorsqu’une certaine densité de charge est atteinte.
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Dans I'analyseur Orbitrap, tous les effets de densité de charge sont considérablement réduits

grace a I'action de I'électrode centrale.

1.4.2.8. Fragmentation a l'intérieur d’un analyseur Orbitrap

Les ions piégés dans I'analyseur Orbitrap ont des énergies de I'ordre du keV. En présence de
gaz résiduel, une fragmentation des ions se produit par collision avec ce dernier, et sa fréquence
est inversement proportionnelle a la pression en gaz. L’application pulsée d’un laser est une
autre facon de fragmenter les ions. Lorsqu’un ion en mouvement se fragmente, ses fragments
auront la méme vitesse. Comme leur énergie est proportionnelle a leurs rapports m/z, les
trajectoires deviennent trés elliptiques. Par conséquent, les fragments de faible masse (avec un
rapport m/z généralement en dessous de 30-50% de celui de I'ion précurseur) s’échoueront sur
I’électrode centrale, tandis que les fragments d’état (avec un rapport m/z généralement au-
dessus de 50% de l'ion précurseur) s’échoueront sur les électrodes extérieures. Cet effet
explique pourquoi I'abondance relative des ions observée avec cet analyseur est parfois

différente de celle observée avec un analyseur de type quadripolaire.

1.4.2.9. Apercu des principaux paramétres analytiques de I'analyseur de masse Orbitrap

Le niveau actuel de précision dans sa conception permet a I'Orbitrap d’atteindre une résolution
de plusieurs centaines de milliers [168] ainsi qu’une bonne sensibilité. L'étalonnage de
I’Orbitrap permet d’atteindre des erreurs de masse de I'ordre de 2-3 ppm mais n’est fiable que
pour une durée de 24h principalement a cause des micro-variations de I'appareil et des effets
de densité de charge expliquées précédemment. Cependant, une correction est possible par
rapport aux ions présents dans la phase mobile comme les cyclosiloxanes en GC (« lock mass »).
La fréquence d’acquisition du signal dépend de la résolution souhaitée et peut atteindre
plusieurs dizaines d’Hertz. En effet, plus le courant d’ions sera mesuré longtemps, meilleure la

résolution sera mais la fréquence d’acquisition sera plus faible.

La transmission des ions entre la cellule d’accumulation (pour la pulsation d’introduction dans
I’Orbitrap) et le piege Orbitrap via le potentiel électrique appliqué permet de détecter de 30 a
50% des ions. Ce pourcentage est une a deux fois plus important que celui des autres analyseurs

de masses précises ce qui permet par ailleurs d’obtenir une bonne sensibilité.
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1.4.3. Principe de détection de la masse exacte

1.4.3.1. Apercu des instruments basés sur I’analyseur I’Orbitrap

Comme expliqué précédemment, I'Orbitrap ne permet pas de réaliser une analyse de
fragments MS/MS ou MS" et cet inconvénient a conduit a une nouvelle solution. En effet,
I’Orbitrap est aujourd’hui utilisé comme la seconde partie d’un appareil hybride dans lequel la
premiere partie est un autre spectromeétre de masse, capable de faire de la fragmentation. Dans
cette configuration hybride, le premier spectrometre de masse réalise une premiére sélection
puis les ions sélectionnés sont fragmentés dans une cellule de collision et I'Orbitrap permet de
mesurer précisément les masses des fragments. Il existe plusieurs appareils hybride de ce type,
le spectrometre de masse situés en amont de I'Orbitrap peut étre un piege a ions classique ou

un quadripdle par exemple [169].

1.4.3.2. L’hybride quadripéle-Orbitrap

L'hybridation d’'un quadripble avec un Orbitrap a été introduit en 2011 sous I'acronyme
commercial « Q-Exactive MS ». Cet appareillage combine les avantages des deux spectrometres
de masse le constituant. En particulier, le Q-Orbitrap est capable de sélectionner un ion de
facon quasi-instantanée (grace au temps de switch tres rapide du quadripdle) et de le
fragmenter en cellule de collision sur une échelle de temps similaire, permettant ainsi d’assurer
la continuité du flux d’ions entrant dans la cellule de collision. De méme, cette configuration
permet de remplir d’ions la cellule de collision (permettant la fragmentation et la focalisation)
pendant que I'Orbitrap réalise la détection du paquet d’ions précédent [170]. De méme, le
guadrip6le peut fonctionner en « SIM » multiples c’est-a-dire que pendant que le quadripodle
filtre les ions souhaités, ces derniers et leurs fragments s’accumulent dans la cellule de collision,
permettant en méme temps de générer le paquet d’ions qui doit étre injecté de facon pulsée
dans I'Orbitrap. Par conséquent, le temps d’accumulation des ions dans la cellule de collision
et donc le temps de sélection des ions dans le quadripdle doit étre égal au temps de détection
dans I’Orbitrap, limitant alors la sensibilité lorsque le nombre d’ions ciblés dans le quadripdle
augmente. L'intérét du Q Exactive pour les études « omiques » a largement contribué a son

développement [171].
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1.4.4. Applications de I’Orbitrap pour I’analyse des pesticides

Les premieres applications de la HRMS de type Orbitrap dans le domaine agroalimentaire et
environnemental datent de 2011 [172]. Avant, les méthodes quantitatives des pesticides et des
contaminants étaient développées et validées, généralement, en utilisant des analyseurs de
type quadripolaire en tandem. Cependant, le développement de méthodes sur ce type de
spectrometre de masse est chronophage puisque chaque transition doit étre optimisée et le

nombre de composés analysables est limité par la vitesse de balayage (fréquence d’acquisition).

Au cours des 5 derniéres années, plusieurs études ont montré les performances des couplages
chromatographiques a la spectrométrie de masse a haute résolution (Orbitrap) dans ce
domaine. La sensibilité d’une méthode de spectrométrie de masse en tandem (triple
quadripole) est liée a la sélectivité des transitions « SRM » et a I'optimisation des parametres de
transmission et de fragmentation des composés d’intérét. Avec I'analyseur de masse Orbitrap,
les analyses peuvent étre réalisées en mode « Full scan » permettant de garder 'ensemble de
I'information analytique [173]. De plus, les problématiques critiques des méthodes validées
dans le domaine agroalimentaire sont la présence faux positifs et de faux négatifs. Alors gu’il
existe des évaluations formelles de cette spécificité pour les spectrométres de masse triple

qguadripoéle, des lignes directrices analytiques pour la HRMS sont en train d’émerger.

Il a été aussi démontré dans une étude de comparaison des performances de I'analyseur TOF et
I’analyseur Orbitrap que la précision de masse de I'Orbitrap était supérieure d’un facteur 3 par
rapport un TOF [174]. Plusieurs études ont été réalisées afin d’évaluer les performances de
I’Orbitrap pour I'analyses des pesticides et de contaminants dans diverses matrices alimentaires
et environnementales [175-176]. Les résultats obtenus démontrent la faisabilité et |'efficacité

en termes de sensibilité et de spécificité de cette technologie [177].
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CONCLUSION

Bien que les pesticides soient des substances utilisées pour protéger les plantes de différents
insectes et ravageurs et ainsi augmenter les rendements des récoltes, ces substances peuvent
se retrouver dans les produits finaux et étre dangereuses pour I'environnement et la santé
humaine. Afin d’assurer la sécurité des consommateurs, les autorités européennes ont établi
des valeurs de LMR dans les produits agroalimentaires qui peuvent étre trés faibles. Les
méthodes chromatographiques HPLC et GC couplées a la spectrométrie de masse en tandem de
type triple quadripolaires se sont imposées comme les méthodes de choix pour l'identification
et la quantification des résidus de pesticides. Mais récemment le développement des analyseurs
a haute résolution comme les analyseurs Q-TOF et Orbitrap ouvre de nouvelles perspectives en
termes de nombres de molécules analysables mais aussi de retraitement ultérieur des données
post-acquisition (recherche non-ciblée). De plus, leur sensibilité et leur précision de masse

permettent de séparer les ions isobares limitant ainsi les faux positifs.

En termes de préparation d’échantillon, le développement de la méthode QUEChERS a permis
de simplifier les étapes de préparation de I’échantillon. Néanmoins, |'extraction des pesticides
dans certaines matrices complexes telles que les matrices grasses, présente des difficultés
spécifiques. Ainsi, de nouveaux adsorbants ont été récemment commercialisés afin d’améliorer
la purification d’extraits de ce type de matrice. Dans la suite de ce manuscrit, nous présenterons
la mise au point des méthodes HPLC-MS/MS et GC-MS/MS pour I'analyse de plusieurs centaines
de pesticides et contaminants. Puis nous évaluerons I'apport des nouveaux adsorbants (Z-Sep,
Z-Sep*, EMR-Lipid) pour la purification des extraits de graines de Colza. Enfin, nous comparerons
les performances analytiques d’'une méthode GC-MS/MS (triple quadripdle) avec celles d’une
méthode GC-Orbitrap en mode « full scan » pour l'identification et la quantification d’une

centaine de pesticides et de contaminants dans diverses matrices alimentaires.
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I1.1. METHODES D’ANALYSE DE PESTICIDES DEVELOPPEES PRECEDEMMENTAU LABORATOIRE SGS

Actuellement, dans les laboratoires d’analyses agroalimentaires et environnementales, les
résidus de pesticides et de contaminants sont généralement analysés avec les techniques
séparatives couplées a la spectrométrie de masse (HPLC-MS/MS et GC-MS/MS). Les pesticides
organophosphorés, organochlorés, pyréthrinoides, triazoles sont généralement analysés par
GC-MS/MS [148] alors que ceux appartenant a la famille des urées, carbamates, triazines,
strobilurines sont analysés en HPLC-MS/MS [125]. De plus, quelques molécules polaires telles
qgue les glyphosate, éthéphon et ammoniums quaternaires nécessitent le développement de

méthodes spécifiques appelées « mono-résidu » [70, 71].

Au sein du laboratoire SGS France, laboratoire de Rouen, ou j’ai réalisé une grande partie de
mes travaux de thése, deux méthodes principales d’analyse de multi-résidus de pesticides et

contaminants ont été développées.

Une méthode GC-MS/MS permettant I'analyse d’environ 170 pesticides et contaminants avait
été mise en place. Cette méthode avait été validée pour I'analyse de pesticides dans les céréales,
les fruits et Ilégumes ainsi que certaines matrices grasses de type graines oléagineuses. En HPLC-
MS/MS, une méthode permettant I'analyse d’environ 200 pesticides et contaminants avait été

développée et validée sur quelques céréales.

La recherche de ces molécules dans diverses matrices agroalimentaires a impliqué le
développement de différentes méthodes d’extraction avant I'analyse telles que la méthode
QUEChERS pour I'extraction des pesticides dans les céréales telles que le blé, le riz, le mais et le
seigle, les fruits et légumes (pomme de terre, carotte, pomme et orange). Une méthode basée
sur I’ASE a été utilisée pour I'extraction des pesticides dans les matrices a fortes teneurs en
matiéres grasses telles que les graines oléagineuses, les amandes de karité, les graines de

sésame, les huiles de poisson.
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IL.1.1. Méthode GC-MS/MS développée par SGS

La méthode GC-MS/MS utilisée au sein du laboratoire SGS pour I'analyse de multi-résidus de
pesticides a été développée sur un chromatographe en phase gazeuse (7890 B) couplé a un
spectrometre de masse de type triple quadripolaire 7010 (Agilent Technologies). Il est équipé
de deux colonnes HP-5 MS Ul (ultra inerte) (Agilent Technology, Santa Clara, USA) en série (15m
x 0,25mm et 0,25um d'épaisseur de film) contenant une phase stationnaire dont la structure est

représentée en figure 1.1 (5%-phényl-95%-méthylpolysiloxane).

H, CH; CH ,

Lot
9T

H, CHi -~ CH,-

Figure 1.1 : Composition de la phase stationnaire de la colonne (HP-5MS Ul) [139]

La température de l'injecteur multimode (MMI) a été programmée de 60°C pendant 0,2min
jusqu'a 310°C a une vitesse de 720°C/min. L'hélium (haute pureté, 99,999%) a été utilisé comme
gaz vecteur (Air liquide, Bagneux, France) avec des débits de 0,9 et 1,1 mL/min dans la premiére
et deuxiéme colonne respectivement. La température du four a été programmée comme suit :
d’une température initiale de 60°C (1min) a 170°C a 35°C/min et jusqu'a 310°C a une vitesse de
10°C/min avec un palier de 2min a 310°C. L'injection a été réalisée en utilisant le mode sans
division (splitless) avec un volume d'injection de 1uL. Le temps de rétention du chlorpyrifos
méthyle (9,14min) a été utilisé pour ajuster les débits de gaz vecteur dans les deux colonnes afin

de maintenir les temps de rétention constants aprés chaque maintenance.

L’ionisation des pesticides et contaminants a été réalisée en mode d’ionisation électronique (El)

avec une énergie de 70 eV. La température de la source d’ionisation a été fixée a 280°C.

La détection spécifique des molécules analysées en GC-MS/MS a été réalisée grace a un
spectrometre de masse de type triple quadripolaire en mode « SRM ». Deux transitions ont été
choisies, la premiere transition correspond a la transition de quantification, généralement la
plus intense, et la deuxieme transition est pour la confirmation [144]. Le tableau Il.1 résume les

conditions de détection en spectrométrie de masse.
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Gaz de collision N2
Débit de gaz de collision 1,5 mL/min
Gaz tampon He
Débit de gaz tampon 2,25 mL/min
Température des quadripoOles 150°C

Tableau II.1 : Paramétres de I'analyseur triple quadripolaire

I1.1.2. Méthode HPLC-MS/MS développée par SGS

Dans le cadre de cette étude, la chaine HPLC utilisée est une chaine Thermo Scientific (pompe
Ultimate 3000 RS, LPG 3400 RS) équipée d'un passeur d'échantillons HPLC (Ultimate 3000 WPS-
300 TRS) (Bréme, Allemagne). Le mode de chromatographie choisi est la chromatographie de
partage a polarité de phases inversées. La colonne analytique retenue est une Aqua® C18 3um,
125A, 150X2mm (Phenomenex). C’est une phase stationnaire a base de silice totalement
poreuse, greffée par des groupements octadécylsilane (C18) compatible avec des phases
mobiles trés riches en eau jusqu’a 100%. Le volume injecté a été fixé a 10pL. La température du
four colonne a été fixée a 40°C. La perte de charge est d’environ 300 bars ce qui parfaitement
compatible avec le systeme utilisé (APmax = 400 bars). La composition de la phase mobile est la
suivante : phase aqueuse (A) : formiate d’ammonium 10 mM dans H;0 + 0,2% HCOOH (v/v) et
phase organique (B) : formiate d’ammonium 10 mM dans MeOH + 0,2% HCOOH (v/v). Le débit
de la phase mobile a été fixé a 0,5 mL/min. Le gradient d’élution a été optimisé de fagon a éluer

la totalité des pesticides étudiés en une dizaine de minutes et est présenté dans la figure 11.2.

B

0 95 5 m [om
0,6 95 5
2,4 36 64 rem
m- [N
5,4 10 90 BE
Bk [z
8,4 10 90 114
9'2 95 5 o< r L) T — T T T 1 -i
jili] 13 2I.5 3z 50 B3 15 ] it} 124
11,83 95 5

Figure I1.2 : Gradient d’élution utilisé pour la séparation des pesticides en HPLC-MS/MS (A= phase aqueuse et B=
phase organique)
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La source d’ionisation ESI, en mode positif a été utilisée pour l'ionisation des pesticides et
contaminants. Les paramétres d’ionisation de la source ESI+ pour I'analyse de ces molécules

pesticides sont présentés dans le tableau 11.2.

Curtain gas 25u.a
Spray voltage 5500 V
Capillary temperature 300°C
lon source gasl 50u.a
lon source gas2 60u.a

Tableau 11.2 : Parameétres d’ionisation de la source ESI*

La détection spécifique des pesticides a été réalisée grace a un spectrometre de masse de type
triple quadripolaire. De méme que pour la quantification en GC-MS/MS, deux transitions ont
été choisies. Les différents parametres opératoires de la cellule de collision sont présentés dans

le tableau Il.3.

Gaz de collision Argon
Pression du gaz de collision 1,5mTorr
Source CID 14v

Tableau I1.3 : Parametres de la source de collision

I1.1.3. Méthode de préparation de I’échantillon développée par SGS

Le protocole d’extraction/purification des pesticides dans les matrices agroalimentaires, utilisé
au sein du laboratoire SGS correspond a la méthode interne MO-0366 qui est une application
de la norme européenne NF EN 15662 de la méthode QUEChERS (ce protocole est présenté en

annexe 2).

Cette méthode est basée sur le principe d’une extraction avec un solvant organique en présence
de sels et de tampons [131]. Plusieurs parametres sont a optimiser afin d’obtenir de meilleurs
taux de récupération des pesticides. Pour les céréales, une quantité de 5 g est généralement
préconisée suivie d’'une hydratation de la matrice avec 10 mL de H,0 puis 10 mL d’ACN. Pour les
fruits et légumes, une quantité de 10 g est préconisée. Ensuite, deux types de tampon peuvent
étre utilisés : la méthode officielle AOAC qui utilise le tampon acétate et la norme européenne
EN 15662 qui implique I'utilisation du tampon citrate. Dans notre cas, la méthode développée
est basée sur la norme européenne EN 15662 qui implique I'utilisation du tampon citrate.
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Ensuite, I'étape de purification a pour but de limiter la présence d’interférents extraits en méme
temps que les composés d’intéréts et susceptibles de perturber I'analyse, phénoméne
couramment appelé effet matrice. Cette purification correspond a la deuxieme étape de la
procédure QUEChERS pour purifier I'extrait précédemment obtenu. L’extrait récupéré est placé
dans un tube de polypropylene de 15 mL contenant differents adsorbants de type PSA, C18 ou

un mélange des deux qui permettent d’éliminer les interférents.
11.1.4. Objectifs

Les pesticides légiférés dans les matrices agroalimentaires en Europe sont en constante
évolution et le nombre de molécules contrélées ne cesse de croitre [31], ce qui oblige les
laboratoires d’analyse a adapter leurs méthodes et a étendre leurs listes. De plus, les valeurs de
LMR sont de plus en plus faibles pour certains pesticides (inférieures a 10 pg/kg), ce qui fait que
les méthodes d’analyse de ces substances (HPLC-MS/MS et GC-MS/MS) doivent étre de plus en
plus sensibles et spécifiques afin de quantifier avec précision et justesse ces molécules a de

faibles teneurs.

Un des objectifs de ma thése a été d’étendre la liste des pesticides et contaminants proposée
aux clients a 600 pesticides et contaminants ce qui correspond a |'ajout de 150 nouvelles

molécules environ. Le cahier des charges pour atteindre cet objectif est :

» Conserver les conditions chromatographiques en HPLC et en GC

» Pour la détection en MS/MS, réaliser la quantification sur deux transitions comme exigé
dans le référentiel SANTE, 2017.

Analyser un maximum de composés en un minimum de temps.

Conserver la méme méthode de préparation de I’échantillon (QUEChERS).

Atteindre des limites de quantification de 10 pg/kg pour la totalité des molécules.

vV V V V

Valider la méthode GC-MS/MS sur les céréales (blé, riz; mais et seigle) et fruits et
légumes (pomme de terre, carotte, pomme et orange).

» Valider la méthode HPLC-MS/MS sur les céréales (blé, riz ; mais et seigle).
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I1.11. METHODOLOGIES PROPOSEES ET RESULTATS

Dans le but d’étendre la liste des pesticides analysés selon le cahier des charges imposé, une
recherche bibliographique des propriétés physicochimiques de ces molécules a tout d’abord été
effectuée afin de les séparer en deux groupes. Le premier groupe contiendra les pesticides
analysables en GC-MS/MS et le deuxiéme groupe comportera les pesticides analysables en
HPLC-MS/MS. La polarité, la volatilité ainsi que la structure chimique des molécules ont été
considérées pour effectuer ce choix. Les pesticides organophosphorés, organochlorés,
pyréthrinoides, triazoles sont généralement analysés par GC-MS/MS [125, 148] alors que ceux
appartenant a la famille des urées, carbamates, triazines, strobilurines sont analysés en HPLC-
MS/MS [9]. Aprés optimisation des parametres de détection en MS/MS de toutes les molécules,
des tests d’extraction avec la méthode QUEChERS ont été réalisés sur diverses matrices

agroalimentaires afin d’évaluer les taux de récupération.

IL11.1. Nouveaux pesticides analysés en GC-MS/MS

Al'issue de I'étude bibliographique préliminaire, une soixantaine de pesticides et contaminants

a été sélectionnée pour analyse en GC-MS/MS.

1.11.1.1. Optimisation des parametres de détection « SRM »

L'optimisation les parametres de détection des molécules sélectionnées pour cette étude est
réalisée en injectant individuellement chaque pesticide. Afin d’illustrer la méthodologie
appliquée, la molécule de la 3-chloroaniline a été choisie comme exemple. Cette molécule

provient de I'hydrolyse du chlorpropham (figure 11.3).

g /I\ — + CO:z +
cl N™ "0 H3C)\CH3
H Cl
Chlorpropharm 3-chloroaniline

Figure II.3 : Réaction d’hydrolyse du chlorpropham conduisant a la 3-chloroaniline
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Tout d’abord, la solution contenant environ 20 mg/L de soluté a été injectée en mode de
détéction « full scan ». Ce mode permet d’obtenir le spectre complet d’'une molécule, ses
fragments (les plus intenses). La cellule de collision et le troisieme quadripdle ne sont pas actifs.
Les fragments les plus intenses, et préférentiellement ceux possédant les rapports m/z les plus
importants, sont sélectionnés pour la suite du processus de développement. Le

chromatogramme en mode « full scan » pour la 3-chloroaniline est présenté en figure I1.4.

05 N
04 1
03 5 I
02 EDSARR s

o1 \\J’“L,J L JA_JL rrrrrrrrrrrr =

35 4 45 5 55 6 65 7 725 B 85 9 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18 185 19 195
Counts ve. Acquisition Time (min)

Figure 1.4 : Chromatogramme de I'injection de la 3-chloroaniline (20 mg/L) en mode « full scan »

La comparaison du spectre obtenu aux spectres de la bibliotheque (NIST 2020/2017/EPA/NIH)
permet de confirmer I'identité de la molécule. Ici, le pic détecté a 4,4 min correspond bien a la
molécule de 3-chloroaniline. Ce pic, le plus intense, correspond au rapport m/z de 127
correspondant a l'ion moléculaire. Il est sélectionné pour la suite de la procédure

d’optimisation.

La méme solution a été injectée en mode « Product lon » afin de fragmenter I'ion sélectionné
(m/z 127). Ce mode permet ensuite d’identifier les ions fragments produits suite a la
fragmentation de I'ion précurseur sélectionné, dans la cellule de collision. Les deux transitions
les plus intenses et les plus pécifiques (si possible) sont choisies pour la suite du
développement. Pour I’'exemple de la 3-chloroaniline, les pics ayant les rapports m/z 100, m/z

92 et m/z 65 sont sélectionnés (figure 11.5).

%107 |+El Scan (it 4.323-4.436 min, 74 scans) 0105 3_chloroaniline.D

\l‘»/;

60 80 100 120 140 160 150 200 200 240 260 280 300 30 340 30 380 400 40 440 450 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 1.5 : Spectre obtenu en mode « Product lon » de la 3-chloroaniline
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La derniére étape de I'optimisation consiste a injecter une solution plus diluée (0,2 mg/L) en
mode « SRM » qui permet de sélectionner une transition donnée. Dans le cadre de I'analyse
de nouvelles molécules, ce mode cécessite d’optimiser I'énergie de collision pour chaque
transition. Cing énergies de collision différentes (5-10-20-30-40-50 V) ont été testées pour
chaque transition et les intensités des pics ont été comparées. L'énergie de collision retenue

correspond a celle donnant la plus grande intensité de pic fragment.

L'exemple de la variation des intensités de pic en fonction de I'énergie de collision pour la

molécule de 3-chloroaniline est présenté en figure II.6.

3-chloreaniline

— 3-chloroaniline
e Intensité pic

127100 | 12765 127292 120608
10 7,00E+07 | 6,00EH07 7,.50E+07
20 7,00E+07 | S,00EH07 8,00E+07
30 4,50E+07 | 1,00E+03 6, 75E+07 g
40 1,10e+07 | 9,00E+07 | 2,20E+07 - : 1371
50 1,60E+06 | 7,00E+07 | 3,25E+06 5 Lames
energie selectionnée 20 30 20 = 4

quantifieur 2,00E+07

10 20 30 40 50

Energie de collision

Figure 1.6 : Intensité des pics en fonction de I'énergie de collision pour la 3-chloroaniline

La transition 127>65 correspondant au pic le plus intense sera sélectionnée comme transition
de quantification tandis que les deux autres transitions (127>100 et 127>92) seront utilisées
comme transition de confirmation. D’apreés la figure 11.6, les énergies de collision retenues pour
ces transitions sont respectivement 30 V, 20 V et 20 V. Cette démarche expérimentale a été
appliquée a la totalité des pesticides et contaminants retenus pour étre analysés en GC-MS/MS.
Pour la suite du développement, seules deux transitions seront conservées (une transition de

quantification et une transition de confirmation).

11.11.1.2. Résultats de I'optimisation des paramétres MS/MS

Le tableau 1.4 présente les transitions retenues pour les pesticides et contaminants ajoutés, le

temps de rétention, ainsi que les énergies de collision optimisées.

A l'issue de ce travail, seules 50 molécules ont été retenues pour étre analysées en GC-MS/MS
et 10 molécules ont été définitivement écartées. Ces dernieres ne sont pas éluées avec la

méthode GC utilisée ou ne sont pas détectées dans les conditions étudiées.
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1-naphtyl acétamide 1 185 141 9,05 10 Disulfoton-sulfone 1 153 97 10,90 15
1-naphtyl acétamide 2 142 141 9,05 15 Disulfoton-sulfone 2 125 97 10,90 10
3-chloroaniline 1 127 100 4,22 20 Edifenphos 1 201 109 12,40 10
3-chloroaniline 2 127 65 4,22 30 Edifenphos 2 173 109 12,40 5
Alléthrine 1 123 81 16,51 10 Esfenvalerate 1 225 119 16,88 20
Alléthrine 2 107 91 16,51 10 Esfenvalerate 2 181 152 16,88 25
Amétryne 1 227 170 8,77 10 Fluazifop-p-butyl 1 383 282 11,49 10
Amétryne 2 227 58 8,77 10 Fluazifop-p-butyl 2 282 238 11,49 15
Aminocarb 1 151 150 7,61 15 Fluchloralin 1 326 63 7,89 10
Aminocarb 2 151 136 7,61 15 Fluchloralin 2 306 264 7,89 10
Barban 1 153 125 10,68 10 Flumethralin 1 143 107 10,34 20
Barban 2 153 90 10,68 20 Fluméthralin 2 157 129 10,34 15
Beflubutamid 1 221 193 10,19 5 Flutolanil 1 281 173 10,91 10
Beflubutamid 2 193 145 10,19 15 Flutolanil 2 173 145 10,91 15
Benazolin-ethyl 1 271 170 10,05 20 Folpet 1 117 82 10,24 40
Benazolin-ethyl 2 198 170 10,05 10 Folpet 2 297 271 10,24 5
Benfluraline 1 292 264 6,87 5 Hexachlorobutadiéne 1 227 192 4,19 15
Benfluraline 2 292 206 6,87 10 Hexachlorobutadiéne 2 227 190 4,19 15
Benthiocarb 1 257 100 9,29 5 lodofenphos 1 377 362 10,95 15
Benthiocarb 2 125 89 9,29 15 lodofenphos 2 125 79 10,95 5
Bifenazate 1 300 258 13,45 5 Lenacile 1 153 110 12,45 20
Bifenazate 2 258 199 13,45 10 Lenacile 2 153 82 12,45 20
Butafenacil 1 331 180 15,46 25 Leptophos 1 171 77 14,10 15
Butafenacil 2 331 124 15,46 45 Leptophos 2 171 51 14,10 40
Carfentrazone-éthyle 1 201 312 12,31 10 Méfenpyr-diéthyl 1 299 253 13,09 10
Carfentrazone-éthyle 2 330 310 12,31 10 Méfenpyr-diéthyl 2 253 190 13,09 20

77
Confidentiel



Chapitre Il : Stratégies analytiques pour la quantification de résidus de pesticides et de Contaminants en GC-MS/MS et HPLC-MS/MS

Chlorbenside 1 127 89 10,40 15 Mephosfolan 1 196 140 10,15 15
Chlorbenside 2 125 99 10,40 15 Mephosfolan 2 168 140 10,15 5
Chlorthiamide 1 173 100 4,91 25 Métolachlore 1 240 162 9,39 10
Chlorthiamide 2 171 136 4,91 15 Métolachlore 2 238 162 9,39 10
Captane 1 148 70 9,38 15 Nitraline 1 316 274 13,04 5
Captane 2 264 79 9,38 25 Nitraline 2 300 258 13,04 5
Crimidine 1 173 144 5,87 5 Nitrapyrine 1 196 135 4,48 15
Crimidine 2 171 142 5,87 5 Nitrapyrine 2 194 158 4,48 20
Cyanophos 1 125 47 7,71 15 Phenol, 4-chloro-3-methyl 1 142 107 4,58 15
Cyanophos 2 125 47 7,71 15 Phenol, 4-chloro-3-methyl- 2 142 77 4,58 30
Cycloate 1 154 83 6,63 5 Phtalimide 1 147 103 5,31 5
Cycloate 2 154 72 6,63 5 Phtalimide 2 147 76 5,31 25
3,4-dichloroaniline 1 161 99 5,38 30 Prodiamine 1 321 279 9,08 5
3,4-dichloroaniline 2 161 90 5,38 25 Prodiamine 2 321 203 9,08 10
3,5-dichloroaniline 1 163 90 5,21 20 Propisochlor 1 162 147 8,83 15
3,5-dichloroaniline 2 161 99 5,21 20 Propisochlor 2 162 120 8,83 15
2,6-dichlorobenzamide 1 189 173 6,91 5 Prosulfocarbe 1 251 128 8,92 5
2,6-dichlorobenzamide 2 173 145 6,91 15 Prosulfocarbe 2 128 86 8,92 5
4,4-dichlorobenzophénonel 141 113 9,54 10 Pyraflufen-éthyle 1 412 349 12,54 10
4,4-dichlorobenzophénone 2 139 111 9,54 10 Pyraflufen-éthyle2 349 307 12,54 15
Dimethenamide 1 232 154 8,53 10 Transfluthrine 1 165 91 8,65 10
Dimethenamide 2 230 154 8,53 10 Transfluthrine 2 163 143 8,65 20
Diphenamid 1 239 167 9,77 15 Triflumizole 1 287 218 10,36 10
Diphenamid 2 167 165 9,77 20 Triflumizole 2 206 179 10,36 20

Tableau 1.4 : Paramétres MS/MS, tr et CE obtenus pour les pesticides analysés en GC-MS/MS (1 correspond a la transition de quantification et 2 a celle de confirmation)
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1.11.1.3. Extraction QUEChERS

Une fois, les parameétres de détection MS/MS et les temps de rétention des nouveaux pesticides
déterminés, des tests d’extraction QUEChERS, selon la méthode M0O-0336, ont été menés sur 4
familles de céréales (blé, riz, mais et seigle) et 4 familles de fruits et Iégumes (pomme de terre,
carotte, orange et pomme) issus de l'agriculture biologique afin d’évaluer les taux de
récupération. Pour cela, ces matrices biologiques ont été dopées a 10 pg/kg avec une solution
contenant les pesticides étudiés. Ce dopage correspond a la limite de quantification désirée

pour ces pesticides. Cinqg réplicats ont été réalisés afin d’évaluer la répétabilité de la méthode.

Aprées broyage et homogénéisation des échantillons, 5 g de céréales ou 10 g de fruits et légumes
sont prélevés dans un tube de centrifugation. Un étalon interne de préparation (le chlorpyrifos-
diéthyl-dio) est ajouté aux échantillons (figure 11.7). Pour la suite du projet, d’autres étalons

internes pour chauque famille chimique de pesticides seront utilisés.

Cl -
| S

CI” N7 ~0-P-0CD,CDs
OCD,CD,

Figure 1.7 : Structure chimique de I'étalon interne de préparation

La solution de dopage a été également ajoutée a une concentration de 10 pug/kg (équation 11.1).
Pour les échantillons secs comme les céréales, 10 mL d’eau ont été ajoutés pour hydrater la
matrice. Ensuite, 10 mL d’ACN ont été ajoutés pour I'extraction des pesticides. Il est a noter que

le pH des extraits d’orange étant acide, 600 uL d’une solution de NaOH a 1mM ont été ajoutés.

volume de dopage xconcentration de la solution de dopage

Equation I1.1

Valeur du dopage théorique =
pag q masse de I’ échantillon dopé

Valeur du dopage théorique en ug/kg (= ppb)
Volume de dopage en mL

Concentration de la solution de dopage en ug/L
Masse de I’échantillon dopé en g

Aprés homogénéisation, un mélange de sels QUEChERS a été ajouté (4 g de sulfate de
magnésium anhydre, 1 g de chlorure de sodium, 1g de citrate trisodique hydraté et 0,5 g de
citrate hydrogéne disodique sesquihydrate). Apres agitation manuelle et centrifugation, le la
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phase organique contenant les pesticides extraits est prélevé et ajouté dans un tube de

purification contenant 300 mg de PSA et 900 mg de MgSOa.

Apres agitation et centrifugation, I'extrait purifié est placé dans un flacon contenant 40 uL
d’acide formique pour stabiliser I'extrait. Une étape de changement de solvant pour l'injection
en GC est nécessaire. Ainsi, 'extrait sec, obtenu apres évaporation sous azote est repris avec 1
mL avec un mélange d’hexane/acétone (70/30) (v/v). Un étalon interne d’injection : le lindane
13 Cg (figure 11.8) a une concentration de 2 pg/L ainsi que de I'huile d’olive (a 200 pg/L) ont été
ajoutés a I'extrait. L’huile d’olive sert de protectant pour limiter I'adsorption des pesticides dans

I'injecteur [32].

Cl

cl
330_1302
N

CI~'---‘3C< 3G Gl
|3C_130/
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Figure 11.8 : Structure chimique de I'étalon interne d’injection

La détermination des teneurs des pesticides dans les matrices dopées a été effectuée grace a
un étalonnage externe avec étalon interne (1-2-4-40-200 pg/L). Les courbes de calibration
quadratiques avec une pondération (1/x) ont été établies. La courbe d’étalonnage de la

molécule de la 3-chloroaniline est présentée en figure 11.9.

Calibration Curve - X

IZ‘ L ),) =] (=] Type: Quadratic * Origin: Igno... * Weight: MN.. = | ISTD
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2 %1077 v =-4.182600E-005" x “2 +0.057270 " x - 0.005649 4,
124 R2=088992520 )

11 Type:Quadratic, Origin:lgnore, \Weight:None
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Figure I1.9 : Courbe de calibration de la 3-chloroaniline

Les taux de récupération sont calculés a partir des teneurs des pesticides déterminées grace aux

courbes d’étalonnage selon I'équation Il.2.
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teneur dans 1'échantillon dopé—teneur dans 1’ échantillon non dopé

Taux de récupération = x 100 Equation I1.2

valeur du dopage théorique

Avec :

Taux de récupération en %

Teneur en ug/kg (= ppb)

Valeur du dopage théorique en ug/kg (= ppb)
Volume de dopage en mL

Concentration de la solution de dopage en ug/L
Masse de I’échantillon dopé en g

Trois étalons correspondant aux concentrations les plus faibles (1, 2, 4ug/L) ont été injectés dans
le systéeme apres injection des échantillons. Ces étalons, appelés « Contréle Qualité »
(QC), permettent de vérifier I'absence de I’extinction ou I’exaltation du signal. Les variations des
concentrations des QC doivent étre comprises entre 70% et 130%. La concentration mesurée
pour ces étalons doit étre comprise entre 70 et 130% de la valeur théorique. La concentration
de I'étalon la plus faible qui vérifie cette condition est prise en compte pour le calcul de la limite

de quantification (équation I1.3).

Concentration de I’étalonQC x Volume final

LOQ = Equation I1.3

Masse de prise dsessai

Avec :

LOQ en ug/kg (= ppb)

Concentration de I’étalon QC en ug/L
Volume final en mL (10 mL pour le blé)

Masse de prise d’essai en g (5 g pour les céréales, 10 g pour les fruits et Iégumes)

Les taux de récupération calculés, suite aux extractions des pesticides et contaminants dans les
matrices dopées, doivent étre compris entre 70% et 120%, avec un coefficient de variation
inférieur a 20% (SANTE 2017). Cependant, certains taux de récupération compris entre 30% et
70% ainsi qu’entre 120% et 140% peuvent étre acceptés mais dans ce cas, les valeurs des LOQ

doivent impérativement étre corrigées.

1.11.1.4. Résultats des extractions QUEChERS

Le tableau II.5 présente les taux de récupération ainsi que les coefficients de variation obtenus
pour les tests d’extraction QUEChERS des pesticides analysés dans les céréales ainsi que les
fruits et légumes. Seules 44 molécules, répondant au cahier des charges, ont été ajoutées a la

liste des pesticides analysés en GC-MS/MS. Ce tableau montre que les taux de récupération de
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ces pesticides sont majoritairement compris entre 70% et 120% avec des coefficients de

variation inférieurs a 20%.

Quelques exaltations des signaux ont été observées pour certaines molécules conduisant a des
taux de récupération supérieurs a 120% dans le mais (matrice riche en lipides par rapport aux
autres céréales testées). Une diminution de la prise de masse est alors préconisée afin de
diminuer ces effets matrice pour les extraits de mais (2,5g) [43]. De plus, les taux de
récupération obtenus pour les molécules de 3,5-dichloroaniline et 3,4-dichloroaniline sont
globalement plus faibles que pour les autres pesticides, dans toutes les matrices a I’exception
de I'orange. Ce phénoméne peut s’expliquer par le fait qu’'une quantité de NaOH a été ajoutée

aux extraits d’oranges.

Un autre phénomene a été observé au niveau des molécules ayant une fonction ester
(carfentrazone-éthyle, méfenpyr-diéthyl et pyraflufen-éthyle). Les taux de récupération sont
faibles pour les extraits d’orange ce qui pourrait étre attribué a une saponification d’une
partie de ces molécules lors de I'étape de I'ajout de NaOH. Pour les autres molécules, la perte
de composés d’intéréts peut se produire tout au long de la procédure d’extraction/purification
puis lors de I'évaporation a sec de I'extrait nécessaire pour effectuer le changement de solvant

(molécules volatiles).

En ce qui concerne les 6 pesticides non retenus, on peut citer le captan et le folpet dont la LOQ
de 10 pg/kg n’a pas pu étre atteinte (LOQ>40 pg/kg). Pour les quatre autres molécules
(alléthrine, fluméthralin, phtalimide et disulfoton-sulfone), d’importants effets matrice ont été

observés rendant la quantification tres complexe ou impossible.

82
Confidentiel



Chapitre Il : Stratégies analytiques pour la quantification de résidus de pesticides et de Contaminants en GC-MS/MS et HPLC-MS/MS

. . 93 15 102 10 104 13 117 8 90 09 94 10 73 27 79 7
1-naphtyl acétamide
- 79 10 89 4 100 5 106 4 108 12 101 7 102 13 107 15
3-chloroaniline
Amétryne 95 13 109 7 104 7 111 6 119 19 108 17 118 22 117 17
Aminocarb 113 10 118 7 130 9 129 7 116 3 119 9 113 4 119 5
79 14 70 4 70 15 81 14 109 9 86 7 119 12 114 8
Barban
. 76 16 66 14 74 17 84 15 113 11 90 17 8 18 118 6
Beflubutamid
. 83 18 102 6 92 13 97 11 105 5 102 13 92 14 110 5
Benazolin-ethyl
. 115 10 118 6 115 19 118 24 93 6 80 19 74 13 89 4
Benfluraline
Benthiocarb 116 16 115 6 122 6 122 6 104 5 103 6 85 12 83 5
Bifenazate 119 15 40 17 26 14 130 12 93 17 105 14 97 12 90 5
. 100 13 96 7 88 2 104 5 56 15 71 2 76 14 51 12
Butafenacil
. 93 11 108 5 97 2 106 10 120 11 13 2 113 10 120 11
Carfentrazone-éthyle
. 82 18 115 7 101 5 98 9 118 7 98 5 108 4 112 11
Chlorbenside
Chlorthiamide 100 15 108 7 69 12 93 9 75 19 81 12 63 17 59 7
Crimidine 95 12 96 24 95 15 110 20 104 7 116 15 120 3 107 12
Cyanophos 117 15 116 6 26 5 125 5 103 9 109 5 104 14 104 11
125 11 81 16 14 17 79 19 113 9 117 17 108 11 101 4
Cycloate
. - 38 12 50 10 11 11 25 14 53 17 112 11 53 2 45 7
3,4-dichloroaniline
. - 54 17 73 9 19 12 51 12 51 14 114 12 27 5 29 18
3,5-dichloroaniline
2 6-dichlorobenzamide 120 13 120 5 112 5 112 5 84 14 116 5 68 4 71 16
4,4-dichlorobenzophénone 119 19 111 6 115 16 114 6 102 12 102 16 114 3 113 5
. . 88 15 115 15 80 19 92 5 90 20 108 19 21 38 90 6
Dimethenamide
. . 97 17 116 5 117 3 117 6 119 3 103 3 114 7 120 4
Diphenamid
Edifenphos 119 13 112 25 128 20 125 9 92 6 89 20 92 11 92 8
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87 6 85 3 84 4 100 6 90 13 91 4 77 21 67 9
Esfenvalerate
Fluazifop-p-butyl 81 15 88 7 61 17 88 7 117 12 119 17 99 17 112 6
. 111 11 104 11 107 3 116 5 80 16 67 3 76 11 77 10
Fluchloralin
. 99 11 106 6 105 14 98 11 105 3 106 14 99 9 89 2
Flutolanil
. 48 12 61 18 29 11 29 12 80 18 95 11 78 21 102 5
Hexachlorobutadiéne
83 10 91 7 64 2 76 15 54 12 41 2 38 10 31 27
lodofenphos
. 58 12 65 7 64 5 52 16 87 17 84 5 73 19 76 7
Lenacile
Leptophos 92 15 115 5 102 4 95 5 127 3 115 4 122 12 125 1
Méfenpyr-diéthyl 99 12 108 8 102 3 106 5 85 11 56 3 74 12 75 8
119 16 120 6 121 5 114 5 117 6 137 5 135 12 139 7
Mephosfolan
. 98 16 98 9 102 2 108 8 99 6 91 2 91 6 93 6
Métolachlore
. 80 22 73 22 80 5 75 19 74 8 20 5 77 11 59 0
Nitraline
. . 119 25 96 23 42 21 63 15 79 15 92 21 95 16 69 13
Nitrapyrine
Phenol, 4-chloro-3-methyl 80 17 84 13 79 19 78 17 98 3 95 19 94 8 91 2
N 94 10 107 12 77 3 102 13 75 13 64 3 55 12 72 6
Prodiamine
. 117 16 119 20 121 7 93 19 108 4 100 7 103 8 108 5
Propisochlor
120 13 116 7 112 3 114 6 105 15 110 3 95 15 83 21
Prosulfocarbe
. 112 10 111 6 118 2 120 6 94 7 5 2 86 13 71 18
Pyraflufen-éthyle
. 118 14 95 12 115 9 109 11 99 12 104 9 92 17 62 11
Transfluthrine
107 13 116 8 113 18 115 14 90 9 75 18 74 10 96 5

Triflumizole

Confidentiel

Tableau I1.5 : Résultats des taux de récupération (%) et des CV (%) des pesticides et contaminants analysés en GC-MS/MS
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IL.11.2. Nouveaux pesticides analysés en HPLC-MS/MS

A la suite des recherches bibliographiques préliminaires et des analyses réalisées en GC-MS/MS,
environ 150 pesticides et contaminants ont été sélectionnés pour étude en HPLC-MS/MS. Une
démarche analytique quasi-analogue a celle présentée pour les pesticides analysés en GC-
MS/MS, a été appliquée. Le nombre total de pesticides étudié dans cette partie étant important,
seuls les résultats obtenus pour I'analyse d’une soixantaine de molécules seront présentés. La

méthode finale appliquée a I'analyse des pesticides et contaminants est donnée en annexe 3.

11.11.2.1. Optimisation des paramétres de détection « SRM »

Dans un premier temps, une introduction directe des composés via un pousse-seringue a été
nécessaire afin de déterminer les ions précurseurs. Chaque molécule a été injectée
individuellement et les solutions ont été préparées dans les mémes solvants que ceux utilisés
pour les phases mobiles (50% A/ 50% B) a une concentration de 1000 pg/L. Les ions précurseurs
de chague molécule ont été déterminés avec une ionisation en mode positif (I'ion précurseur
étant généralement sous forme protonée [M+H]*). Cependant, quelques ions précurseurs sous
forme d’adduits [M+NH4]* ont été choisis car ils correspondent aux pics les plus intenses.
L’acquisition en mode « SRM » nécessite de déterminer un certain nombre de parametres

qualifiés de « composé-dépendant » pour chacun des pesticides étudiés.

Le rapport m/z de I'ion précurseur (filtré en Q1)
Les rapports m/z des deux fragments principaux (filtrés) en Q3
La tension de déclustérisation optimum (DP)

Les énergies de collision (CE) donnant les meilleurs rapports de fragmentation

vV V V V V

Les tensions de sorties (CXP) qui optimisent la transmission des ions fragments

Afin d’illustrer la méthodologie appliquée, le nitenpyrame (insecticide de la famille des
néonicotinoides) a été choisi comme exemple pour détailler les étapes de la détermination des

transitions « SRM » (figure 11.10).
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Ch_ _N CHs
)
NP N0,
HN
CHs

Figure 11.10. Structure du nitenpyrame

Comme précédemment, une solution contenant le soluté a une concentration d’environ 1000

pug/L a été injecté en mode « full scan ». Cette premiére étape permet d’identifier I'ion

précurseur généralement sous forme de [M+H]". La figure 11.11 présente le spectre obtenu pour

le nitenpyrame en mode full scan.
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Figure I1.11 : Spectre en mode « full scan » du nitenpyrame

Comme attendu, I'ion correspondant a la molécule ionisée en mode positif ([M+H]*) a été

identifié sur le spectre pour un rapport m/z 271. Cet ion a été ensuite sélectionné pour étre

fragmenté dans la cellule de collision et les ions fragments ont été filtrés dans le troisieme

qguadripoéle (figure 11.12). Les énergies de collision des 10 transitions ayant les intensités les plus

importantes ont été optimisées automatiquement par le logiciel.
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Figure I11.12 : Spectre de la fragmentation de I'ion précurseur (m/z 271) du nitenpyrame
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Cette démarche expérimentale a été étendue a la totalité des pesticides analysés en HPLC-
MS/MS en mode ESI*. Seules deux transitions « SRM » ont été retenues pour chaque molécules
(une transition de quantification et une transition de confirmation), les plus intenses et
spécifiques. Dans le cas du nitenpyrame, les transitons de rapport m/z 271>237 et 271>224 ont

été sélectionnées.

Etant donné que le nombre de pesticides analysées en HPLC-MS/MS avec la méme méthode
en une seule injection (11,83 min), le mode « scheduled-SRM » a été utilisé en combinant le
temps de rétention de chaque composé avec une fenétre de détection et un temps de cycle
fixé par l'utilisateur. Il permet au spectrometre de masse d’enregistrer les transitions dans une
fenétre de temps (généralement 60 s) autour du temps de rétention du soluté ciblé en générant
des chromatogrammes ayant un nombre de points par pic suffisant (>10). Les transitions
optimisées pour chaque pesticide ont été rajoutées a la méthode HPLC-MS/MS déja utilisée

pour I'analyse de 200 autres pesticides et contaminants.

11.11.2.2. Résultats de I'optimisation des paramétres MS/MS

Le tableau II.6 rassemble les résultats obtenus pour la premiére série de pesticides ajoutés, le

temps de rétention, le DP, le CXP ainsi que les énergies de collision.

Pour la premiere liste de pesticides, une centaine de molécules de familles chimiques et
polarité trés variées a été testée dans les conditions HPLC-MS/MS définies précédemment.
Suite aux premiers essais réalisés en introduction directe, il s'est avéré qu’une vingtaine de
molécules ne sont pas analysables avec cette méthode. Ces pesticides correspondent
généralement a des molécules appartenant a la famille des phénoxyacides. Ces pesticides sont
généralement détectés en électrospray en mode négatif [98, 99]. Nous avons donc développé
une méthode spécifique pour I'analyse de ces composés d’intérét qui est donnée en annexe 3

dans la méthode finale.
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6-benzylaminopurine 1 226 91 4,82 76 29 10 Fenamidone 1 312 92 5,93 44 33 4
6-benzylaminopurine 2 226 163 4,82 76 15 10 Fenamidone 2 312 236 5,93 44 19 12
Ametoctradine 1 276 70 7,15 26 81 10 Fenpiclonil 1 254 237 5,70 11 13 14
Ametoctradine 2 276 43 7,15 26 103 8 Fenpiclonil 2 254 140 5,70 11 61 10
Amisulbrom 1 466 227 7,25 86 31 10 Fénuron 1 165 46 4,48 61 19 8
Amisulbrom 2 466 148 7,25 86 73 16 Fénuron 2 165 72 4,48 61 21 10
Asulame 1 231 156 3,40 126 17 22 Flazasulfuron 1 408 182 5,62 96 23 12
Asulame 2 231 92 3,40 126 35 14 Flazasulfuron 2 408 83 5,62 96 57 12
Atraton 1 212 170 5,11 151 25 8 Flubendiamide 1 683 408 6,53 176 13 20
Atraton 2 212 100 5,11 151 35 8 Flubendiamide 2 683 274 6,53 176 45 18
Azaconazole 1 302 161 5,71 56 39 10 Fluométuron 1 233 72 5,32 131 23 10
Azaconazole 2 302 233 5,71 56 23 14 Fluométuron 2 233 145 5,32 131 47 18
Aziprotryne 1 226 156 6,13 76 21 12 Flurochloridon 1 314 294 6,16 156 31 26
Aziprotryne 2 226 125 6,13 76 17 14 Flurochloridon 2 314 145 6,16 156 61 14
Benodanil 1 324 231 5,46 111 31 16 Fluopyram 1 397 145 6,22 146 75 18
Benodanil 2 324 203 5,46 111 49 14 Fluopyram 2 397 173 6,22 146 41 16
Benoxacor 1 262 149 5,80 156 25 16 Fluxapyroxad 1 382 362 6,08 166 19 16
Benoxacor 2 262 134 5,80 156 39 14 Fluxapyroxad 2 382 342 6,08 166 29 32
Benzoylprop-éthyle 1 368 105 6,80 91 25 12 Forchlofenuron 1 248 129 559 111 23 12
Benzoylprop-éthyle 2 368 77 6,80 91 73 12 Forchlofenuron 2 248 93 559 111 49 14
Bixafene 1 415 395 6,55 126 21 24 Ipconazole 1 334 70 7,19 151 67 10
Bixafene 2 415 267 6,55 126 33 18 Ipconazole 2 334 125 7,19 151 61 16
Butocarboxim 1 191 75 4,83 46 19 10 Isoxabén el 333 107 6,04 76 79 8
Butocarboxim 2 191 59 4,83 46 59 10 Isoxabéne 2 333 165 6,04 76 21 34
Buturon 1 237 84 5,55 61 19 10 Mésotrione 1 340 228 4,78 166 25 14
Buturon 2 237 126 5,55 61 41 16 Mésotrione 2 340 104 4,78 166 41 12
Carbetamide 1 237 192 4,98 31 11 20 Metaflumizone 1 507 178 7,44 176 33 10
Carbetamide 2 237 118 4,98 31 17 8 Metaflumizone 2 507 287 7,44 176 35 6
Carpropamide 1 336 103 6,67 126 61 16 Methiocarb-sulfone 1 258 122 4,63 146 27 8
Carpropamide 2 336 139 6,67 126 29 8 Methiocarb-sulfone 2 258 201 4,63 146 13 14
Chlorbromuron 1 295 206 6,01 136 27 20 Methiocarb-sulfoxide 1 242 185 5,92 111 23 12
Chlorbromuron 2 295 182 6,01 136 23 20 Methiocarb-sulfoxide 2 242 170 5,92 111 25 12
Chlorfluazuron 1 542 385 7,95 176 33 18 Métosulam 1 420 177 523 156 35 18
Chlorfluazuron 2 542 158 7,95 176 27 10 Métosulam 2 420 140 5,23 156 73 12
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Chlorsulfuron 1 358 141 5,29 66 27 12 Metrafenone 1 409 209 7,00 39 21 10
Chlorsulfuron 2 358 167 5,29 66 27 12 Metrafenone 2 409 227 7,00 39 25 12
Chloroxuron 1 291 72 6,24 151 25 10 Nicosulfuron 1 411 182 5,12 61 25 8
Chloroxuron 2 291 164 6,24 151 23 16 Nicosulfuron 2 411 213 5,12 61 23 10
Chromafenozide 1 395 175 6,26 86 27 16 Nitenpyramee 1 271 224 3,94 6 43 14
Chromafenozide 2 395 91 6,26 86 79 12 Nitenpyramee 2 271 237 3,94 6 21 18
Clofentezine 1 303 138 6,99 60 27 10 Pencycuron 1 329 125 6,87 196 35 14
Clofentezine 2 303 100 6,99 60 21 8 Pencycuron 2 329 89 6,87 196 91 14
Cyantraniliprole 1 475 286 5,31 71 19 14 Penthiopyrad 1 360 276 6,64 141 21 26
Cyantraniliprole 2 475 444 5,31 71 27 16 Penthiopyrad 2 360 177 6,64 141 41 12
Dialifos 1 394 208 7,03 39 23 10 Pinoxaden 1 401 317 6,92 121 29 14
Dialifos 2 394 187 7,03 39 17 10 Pinoxaden 2 401 57 6,92 121 53 10
Diflubenzuron 1 312 159 6,45 1 15 10 Pyridalyl 1 492 85 9,42 76 109 10
Diflubenzuron 2 312 142 6,45 1 47 16 Pyridalyl 2 492 109 9,42 76 55 18
Dinotéfuranel 203 114 3,58 86 27 10 Pyridate 1 379 207 8,71 101 23 20
Dinotéfurane 2 203 87 3,58 86 69 10 Pyridate 2 379 351 8,71 101 15 16
Dipropetryn 1 256 214 6,46 51 31 12 Quinoxyfen 1 308 162 7,78 21 57 8
Dipropetryn 2 256 144 6,46 51 37 10 Quinoxyfen 2 308 197 7,78 21 43 10
Dodémorphe 1 282 55 7,53 41 53 8 Rimsulfuron 1 432 182 5,29 161 29 16
Dodémorphe 2 282 41 7,53 41 67 8 Rimsulfuron 2 432 325 5,29 161 21 14
Emamectine Benzoate 1 886 158 7,57 36 43 10 Spinétorame 1 760 142 7,58 101 37 10
Emamectine Benzoate 2 886 82 7,57 36 127 12 Spinétorame 2 760 98 7,58 101 101 12
EPTC1 190 86 6,63 66 21 10 Spirotétramate 1 374 216 6,25 116 45 14

EPTC 2 190 128 6,63 66 21 14 Spirotétramate 2 374 302 6,25 116 23 14
Etaconazole 1 329 159 6,43 86 37 12 Teflubenzuron 1 383 158 7,49 151 21 10
Etaconazole 2 329 55 6,43 86 47 8 Teflubenzuron 2 383 141 7,49 0 51 12
Ethiprole 1 398 352 5,91 146 27 26 Tepraloxydime 1 342 250 6,30 116 19 26
Ethiprole 2 398 256 5,91 146 45 18 Tepraloxydime 2 342 166 6,30 116 29 18
Ethirimol 1 210 98 4,93 46 37 6 Tralkoxydime 1 330 284 7,78 126 17 18
Ethirimol 2 210 140 4,93 46 9 8 Tralkoxydime 2 330 138 7,78 126 27 10
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Tableau I1.6: Parameétres MS/MS, tr, CE obtenus pour les pesticides analysés en HPLC-MS/MS
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1.11.2.3. Extraction QUEChERS

Comme pour la méthodologie définie pour I'analyse des pesticides en GC-MS/MS, aprés
optimisation des conditions de détection en MS/MS, des tests d’extraction QUEChERS, selon la
méthode interne M0-0336, ont été réalisés sur 4 familles de céréales (blé, riz, mais et seigle)
issues de I'agriculture biologique. Dans un premier temps, les taux de récupération de ces
pesticides ont été évalués sur ces matrices dopées a 10 pg/kg avec une solution contenant les
pesticides étudiés. Cing réplicats ont été réalisées et les coefficients de variation ont été

calculés.

La méme procédure d’extraction que celle présentée paragraphe IL.11.1.3 a été appliquée.
Cependant, I'étape de changement de solvant n’est pas nécessaire pour les extraits analysés en
HPLC-MS/MS. L’étalon interne d’injection utilisé est I'atrazine-ds (figure 11.13). Pour la mise en
pilulier, 100 pL d’étalon interne a une concentration de 20 pg/L ont été ajoutés a 900 plL

d’extrait.

DD

HN” ~CDj
CHs N;\N

ch)\ )Q\NJ\

N Cl
H

Figure 11.13 : Structure chimique de I’atrazine-ds

La quantification des pesticides dans les matrices dopées a été réalisée par la méthode de
I’étalonnage externe avec étalon interne (1-2-4-40-100 pg/L). Les courbes de calibration
guadratiques pour tous les pesticides analysés, ont été établies. Pour le calcul des taux de

récupération les équations Il.1 et 11.2 ont été utilisées.
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Figure 1.14 : Courbe de calibration quadratique du nitenpyrame

11.11.2.4. Résultats des extractions QUEChERS

Le tableau II.7 présente les taux de récupération ainsi que les coefficients de variation obtenus
pour les tests d’extraction QUEChERS des pesticides analysés en HPLC-MS/MS dans les céréales
(blé, riz, mais et seigle). Le tableau montre que la majorité des taux de récupération de ces

pesticides sont satisfaisants compris entre 70%-120% avec des valeurs de CV inférieures a 20%.

Il est a noter qu’une vingtaine de molécules sont trés bien détectées dans les conditions
opératoires, et répondent aux critéres de validation, mais ne sont pas extraites avec la méthode

QUEChERS (taux de récupération < 30%).

91
Confidentiel



Chapitre Il : Stratégies analytiques pour la quantification de résidus de pesticides et de Contaminants en GC-MS/MS et HPLC-MS/MS

6-benzylaminopurine 72 3 78 5 67 6 77 11 Fenamidone 86 5 91 7 93 7 88 7
Ametoctradine 79 8 82 6 78 17 93 20 Fenpiclonil 78 18 81 26 116 17 70 26
Amisulbrom 85 16 78 4 80 12 69 13 Fénuron 85 11 91 8 63 10 82 12
Asulame 33 20 69 5 30 9 30 8 Flazasulfuron 36 29 65 13 40 16 44 16
Atraton 84 5 84 4 65 22 83 7 Flubendiamide 97 13 82 6 99 8 102 8
Azaconazole 92 13 92 8 94 6 91 14 Fluométuron 102 3 106 4 86 6 96 7
Aziprotryne 97 9 99 10 89 7 87 12 Flurochloridon 89 7 94 8 94 5 80 11
Benodanil 85 4 90 5 79 7 76 8 Fluopyram 89 4 97 6 93 6 81 5
Benoxacor 92 9 97 7 94 10 95 6 Fluxapyroxad 94 6 98 3 97 6 93 5
Benzoylprop-éthyle 88 7 93 5 89 5 84 14 Forchlofenuron 74 6 84 7 75 10 82 8
Bixafene 94 12 86 8 88 16 91 17 Ipconazole 97 7 100 3 94 6 97 6
Butocarboxim 110 9 104 11 95 11 81 12 Isoxabéne 107 10 123 11 111 10 112 10
Buturon 98 10 97 11 96 7 93 6 Mésotrione 25 17 75 12 23 14 26 13
Carbetamide 102 5 105 6 83 7 97 3 Metaflumizone 74 15 81 11 68 11 76 12
Carpropamide 93 7 106 3 100 7 97 7 Methiocarb-sulfone 90 6 100 9 78 4 92 10
Chlorbromuron 94 10 92 4 95 7 92 9 Methiocarb-sulfoxide 90 7 100 9 73 15 84 4
Chlorfluazuron 82 13 75 20 68 10 53 8 Métosulam 40 8 82 8 42 13 48 7
Chlorsulfuron 76 13 81 14 68 31 70 11 Metrafenone 83 10 81 19 82 8 83 9
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Chloroxuron 65 13 77 18 83 14 82 6 Nicosulfuron 23 9 46 8 25 15 33 3
Chromafenozide 97 5 87 7 90 5 92 10 Nitenpyramee 88 7 91 9 89 6 84 6
Clofentezine 51 23 84 8 63 10 67 14 Pencycuron 83 10 89 6 81 7 82 6
Cyantraniliprole 89 15 83 10 65 23 84 17 Penthiopyrad 95 6 91 6 98 4 77 13
Dialifos 83 9 89 6 81 6 89 6 Pinoxaden 67 7 102 6 83 4 58 3
Diflubenzuron 62 12 39 13 50 14 40 16 Pyridalyl 87 14 79 24 75 16 68 23
Dinotéfurane 88 7 92 3 90 6 88 6 Pyridate 102 9 128 8 128 12 66 17
Dipropetryn 86 5 88 5 91 5 91 8 Quinoxyfen 82 8 81 10 75 11 72 8
Dodémorphe 88 4 87 5 93 4 90 11 Rimsulfuron 40 14 62 8 43 7 50 9
Emamectine Benzoate 98 8 101 12 89 4 99 10 Spinétorame 90 7 96 12 91 4 89 9
EPTC 75 14 88 11 86 16 67 21 Spirotétramate 88 4 94 8 83 9 86 8
Etaconazole 92 14 88 23 96 14 70 22 Teflubenzuron 55 18 72 14 69 20 71 17
Ethiprole 94 6 81 17 93 19 92 15 Tepraloxydime 80 10 92 8 85 15 68 10
Ethirimol 75 5 69 4 73 3 74 3 Tralkoxydime 75 5 85 9 70 9 71 10
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A partir de ces résultats, nous avons tenté d’expliquer les raisons pour lesquelles de faibles
taux de récupération ont été obtenus pour certains pesticides dans ces céréales avec la

méthode QUEChERS. Quelques hypotheses peuvent étre émises :

A. Purification d-SPE avec I'adsorbant PSA/MgS0a4

L’adsorbant PSA est préconisé pour I’élimination des acides et des sucres issus de la matrice.
Il est associé a du MgS04 afin d’éliminer les traces d’eau résiduelles. Cependant, il est possible
qu’il réagisse avec |es pesticides possédant une ou plusieurs fonctions carboxyliques comme
le daminozide et I'imazamox. Il est a noter aussi que la quantité de I'adsorbant utilisée peut
avoir un impact sur les taux de récupération des pesticides [33]. lci, les quantités utilisées
(300 mg de PSA et 900 mg de MgS0a4) sont un bon compromis pour aboutir a des taux de
récupération acceptables pour la majorité des molécules. De plus, les matrices riches en
lipides telles que le mais nécessitent une purification avec un autre support plus efficace (C18)

afin d’éliminer ces lipides et diminuer les effets matrice.

B. Famille chimique des pesticides

Des taux de récupération de I'ordre de 50% ont été obtenus pour certains pesticides ayant
une fonction sulfonamide, comme par exemple I'asulame (figure I1.15 a), le métosulame
(figure 11.15 b) et le nicosulfuron (figure 11.15 c). Ceci peut s’expliquer par la formation d’un

complexe entre le cation Mg?* et ce groupement fonctionnel lors de I'étape de purification.

CH,

CHs
o0 O 0 g| cl
Y HaCO Y HCO AW
S\NJ\OCHa / N/NY H 3 N/NYS\H
H =N cl 4 >;N Cl
H2N —N =N
H,CO HsCO
a b c

Figure I1.15 : Structures chimiques des molécules ayant une fonction sulfonamide
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C. La polarité des molécules

Un profil de variation des taux de récupération en fonction de la polarité des pesticides a été
établi figure 11.16. La polarité est exprimée en Log P qui est une mesure de la solubilité
différentielle de composés chimiques dans deux solvants (coefficient de partage
octanol/eau). D’aprés ce graphique, on peut constater que globalement, pour les molécules
les plus polaires (Log P<1), les taux de récupération sont inférieurs a 50%. Ceci peut s’expliquer

par la difficulté de les extraire de la phase aqueuse apres I'étape d’hydratation.
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Figure 11.16 : variation des taux de récupération des pesticides en fonction de leur polarité.
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CONCLUSION

Ce chapitre 2 résume la partie matériels et méthode ainsi que les résultats de I'extension de
la liste des pesticides et contaminants analysés au sein du laboratoire SGS France en GC-

MS/MS et HPLC-MS/MS.

En GC-MS/MS, 170 pesticides et contaminants étaient analysés avec une méthode de 20
minutes. Une cinquantaine de molécules supplémentaires a pu étre ajoutée a cette liste.
D’abord, les transitions « SRM » ont été déterminées avec I'énergie de collision optimale pour
chaque transition. Ensuite, des tests d’extraction QUEChERS ont été réalisés sur deux grandes
familles de matrices alimentaires (céréales, fruits et légumes). Les taux de récupération de
ces pesticides et contaminants ont été évalués grace a des dopages correspondant aux
valeurs de LOQ désirées (10 pg/kg). Les résultats obtenus pour les extractions des pesticides
et contaminants dans les céréales sont satisfaisants sauf pour le mais. En effet, les taux de
récupération de quelques molécules sont supérieurs a 120%. Quant aux taux de récupération
obtenus pour les fruits et légumes, les valeurs sont plus variées surtout pour les extraits
d’orange. L’ajout de soude, réalisé dans les extraits d’orange est en partie responsable de ces

résultats.

En HPLC-MS/MS, une liste de 200 pesticides et contaminants était analysée avec une
méthode d’environ 12 minutes en ESI*. Plus d’une centaine de molécules ont pu étre ajoutée
a cette liste. Comme pour les pesticides ajoutés en GC-MS/MS, les transitions « SRM » ont
été déterminées avec lénergies de collision optimale pour chaque transition. Ensuite, des
tests d’extraction QUEChERS ont été réalisés sur quatre matrices céréaliéres (blé, riz, seigle
et mais) dopées a 10 pg/kg afin d’évaluer les taux de récupération. Les résultats obtenus pour
ces extractions sont concluants et ont permis d’intégrer cette nouvelle liste de molécules a
I’ancienne. Une autre méthode HPLC-MS/MS a pu étre développée pour I'analyses de
molécules de type phénoxyacides. Les taux de récupération de ces phénoxyacides dans le blé

en utilisant la méthode QUEChERS sans |'étape de purification sont satisfaisants.

Grace a cette méthodologie et ce travail, actuellement, une méthode globale permettant
I'analyse de 600 pesticides et contaminants en GC-MS/MS et en HPLC-MS/MS dans les

matrices céréaliéres et les fruits et [égumes est proposée aux clients SGS (annexe 3).
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INTRODUCTION

La culture des graines de colza est considérée comme la deuxieme culture de graines
oléagineuses principalement en Europe orientale et en Asie. Dans le but d’améliorer les
rendements des récoltes, de nombreux insecticides (pyréthrinoides, organochlorés,
organophosphorés, carbamates), de fongicides (phtalimides, triazoles, imidazoles
sulfamides) et d'herbicides (sulfonylurées et diphényléthers) peuvent étre utilisés. Ces
différents pesticides sont retrouvés sous forme de résidus dans les récoltes et peuvent étre
dangereux pour la santé humaine, ce qui a poussé les autorités européennes a accentuer la

surveillance et la législation de ces substances.

Les principaux problémes rencontrés lors de I'analyse des pesticides dans les graines de
colza sont liés a I’étape de préparation de I'échantillon (extraction et purification). En effet,
les échantillons de graines colza contiennent jusqu'a 40% de matiéres grasses, des fibres et
des protéines. Les principaux composants de cette matiére grasse sont les acides gras
(oléique, linoléique et a-linoléique) et les TAG. La quantification d'une large gamme de
pesticides a I'état de traces dans ces graines est complexe. En effet, certains pesticides
lipophiles peuvent persister dans la matrice et de nombreux composés issus de la matrice

peuvent étre co-extraits avec les solutés et interférer lors de leur quantification.

Les techniques classiques d’extraction des pesticides de ces matrices, telles le Soxhlet et I’ASE
sont tres chronophages et nécessitent I'utilisation de quantités importantes de solvants
organiques, représentant eux-mémes un danger pour la santé humaine. En 2003, le
développement d’une nouvelle méthode de préparation d’échantillon simplifiée
(QUEChERS) dédiée a I'extraction des pesticides dans les fruits et [égumes, riches en eau, a
été décrite pour la premiere fois dans la littérature. Elle a permis de réduire
considérablement la consommation de solvants organiques, de diminuer la durée de I'étape
de préparation et le co(t, tout en simplifiant et en uniformisant I’extraction et la purification.
Cette méthode a été appliquée avec succes a l'extraction de résidus de pesticides dans
diverses matrices grasses, telles que les huiles et les avocats, en utilisant différents
adsorbants pour la purification d-SPE, comme le PSA et PSA/C18. Cependant, la purification

des extraits de graines oléagineuses en utilisant ces supports n’est pas concluante.
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Ce chapitre est rédigé sous forme d’une publication scientifique soumise dans le journal
Food Analytical Methods : Multiresidue pesticide analysis in rapeseeds by using different d-
SPE sorbents based on QUEChERS methodology followed by reversed-phase liquid

chromatography-tandem mass spectrometry.

De nouveaux matériaux d-SPE (Z-Sep, Z-Sep* et EMR-Lipid) ont été testés pour la purification
d’extraits de graines de colza en vue de la quantification de 179 résidus de pesticides de
familles chimiques et polarités variées. Les résultats obtenus pour ces extraits seront
comparés a ceux obtenus pour des extraits purifiés avec PSA/C18, des extraits congelés ou
méme des extraits non purifiés. Pour cela, les échantillons ont été dopés a deux niveaux, 10
ug/kg et 50 pg/kg et les taux de récupération, les effets de matrice et les LOQ ont été
comparés. Enfin, les extraits purifiés ont été injectés en GC-Q-Orbitrap pour estimer

I'efficacité de la purification de chacun des adsorbants.
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ARTICLE |. MULTIRESIDUE PESTICIDE ANALYSIS IN RAPESEEDS BY USING DIFFERENT D-
SPE SORBENTS BASED ON QUECHERS METHODOLOGY FOLLOWED BY REVERSED-
PHASE LIQUID CHROMATOGRAPHY-TANDEM MASS SPECTROMETRY.
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Abstract

Extraction of pesticides in rapeseed samples remains a great analytical challenge due to the
complexity of the matrix, which contains proteins, fatty acids, high amounts of triglycerides
and cellulosic fibers. In this study, a method was developed for the quantification of 179
pesticides from a wide variety of chemical families in rapeseeds using HPLC-MS/MS in the
selected reaction monitoring mode. The performance of the quick, easy, cheap, effective,
rugged, and safe (QUEChERS) method was evaluated using different purification methods,
including freezing and applying four dispersive solid phase extraction (d-SPE) sorbents
containing common octadecylsilane silica/primary-secondary amine adsorbent (PSA/C18) and
new commercialized d-SPE materials dedicated to fatty matrices (Z-Sep, Z-Sep* and enhanced
matrix removal (EMR-Lipid) sorbents). The analytical performances of these different sorbents
were compared according to the SANTE/12682/2019 document. Two spiking levels (10 pg/kg
and 50 pg/kg) were tested in 5 replicates. The best results in terms of pesticide average
recoveries were obtained using EMR-Lipid. With this d-SPE sorbent, the limits of
quantification (LOQ) were in the range of 1.72 pg/kg to 6.39 pg/kg for 173 of the pesticides.
Only the recovery for tralkoxydim was not satisfactory (29%). The matrix effect was evaluated
and proved to be limited between -50% and 50% for 169 pesticides with this EMR-Lipid and
freezing. GC-Q-Orbitrap analyses confirmed the best efficiency of the EMR-Lipid sorbent for

the purification of rapeseeds in accordance with the observed matrix effects.

Introduction

Rapeseeds are the second most important oilseed crops worldwide and are mainly grown in
Eastern Europe and Asia. They contain functional compounds, such as dietary fibers,
unsaturated fatty acids, proteins and phenolic compounds, which are associated with several
health benefits (EUROSTAT 2016). A wide range of insecticides (pyrethroids,

organochlorines, organophosphorus, carbamates), fungicides (phthalimides, triazoles,
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imidazole sulfamides) and herbicides (sulfonylureas and diphenyl ethers) are used to increase
harvest yields (European Food Safety Authority 2014). Some pesticides may remain in the
seeds at high levels after harvest. These pesticides pose a serious threat to environmental and
human health (Alberto et al. 2016). Between 2013 and 2020, several studies confirmed the
presence of these pesticides in various fatty matrices, such as olive oil (Anagnostopoulos and
Miliadis 2013; Likudis et al. 2014; Tuzimski T and Rejczak T 2016), soybeans (Zhao et al.

2014) and sunflower oil (Bajpai et al. 2007).

To ensure consumer security, European authorities have established strict maximum residue
limit (MRL) values for several pesticides. These MRL values can be very low; for instance, the
MRL value was 0.01 mg/kg diflufenican in rapeseeds. The most frequently detected molecules
in rapeseeds are pirimiphos-methyl, dichlorvos, and malathion. These insecticide residues are
found at relatively low levels, on average 0.1 to 0.25 mg/kg, in most crude oil samples from
rapeseeds and sunflower seeds (70-80% of cases) and in the seeds, themselves (20 in 30% of
cases). Moreover, maximum levels of the sums of these residues in the crude oils can increase

to 1 mg/kg (Parilla Vazquez 2016 et al.).

To ensure the accurate quantification of pesticides in rapeseed samples, purification steps were
necessary before injecting extracts to remove fat and coextracted compounds and to avoid
matrix effects (Gilbert-Lopez et al. 2010; Gilbert-Lopez et al. 2009). Indeed, rapeseed samples
contain up to 40% fat, fibers and proteins, and the major components are fatty acids (oleic,
linoleic, and o-linoleic) and triglycerides (Yanty et al. 2011). Analysis of a wide range of
pesticides at trace levels in rapeseed samples is very challenging because lipid coextracts can
affect the extraction and quantification performance (Farajzadeh et al. 2014). Moreover,

nonpolar and fat-soluble pesticides remain difficult to extract, leading to poor recoveries.

Several purification methods have been developed to eliminate the fatty matrix from the

extracts of various oil seeds. Freezing-out is the simplest method for fat removal from the
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extract because fat precipitates below 0°C and subsequently can be separated by centrifugation.
Unfortunately, this method is time consuming and does not totally remove the fatty matrix
(Koesukwiwat et al. 2010; Nguyen et al. 2010). Gel permeation chromatography helps to
separate low molecular mass compounds, such as pesticides, from high molecular mass
compounds, such as lipids. However, this technique is not suitable for pesticides that have a

high molecular weight, such as pyrethroids (Patel et al. 2005; Chung and Chen 2011).

QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) is the reference method for the
extraction of pesticides in food matrices (fruits and vegetables) to achieve satisfactory
recoveries (Anastassiades et al. 2003). This method was applied to the extraction of pesticide
residues in various fatty matrices, such as vegetables containing high oil amounts, oils and
oilseeds, using different sorbents for d-SPE cleanup, such as PSA (Hernando et al. 2007;
Castillo et al. 2011) and PSA/C18 (Polgar et al. 2012; Anagnostopoulos and Miliadis 2013).
This method appeared to be more convenient for enhancing pesticide recoveries and purifying
extracts than the methods previously described (freezing and gel permeation). However, the
extraction of some lipophilic pesticides remains problematic, especially in rapeseed. Currently,
no sample preparation can sufficiently minimize the matrix effects for these specific compounds

(Ferrer et al. 2005, Cunha et al. 2007).

A new type of d-SPE sorbent was developed by Merck based on zirconia sorbent materials (Z-
Sep, Z-Sep™) for fatty acid removal from fatty samples to improve matrix cleanup. Z-Sep is a
silica support coated with zirconium dioxide. Distinct classes of active sites are present on its
surface: Lewis acid sites, Brgnsted acid sites and Brgnsted base sites. Z-Sep* consists of silica
particles coated with a zirconium dioxide layer that is grafted with octadecylsilane groups.
Zirconium dioxide material has been demonstrated to be a good adsorbent for carboxylic acids
derived from fatty acids due to Lewis acid-base interactions (Dobson and McQuillan 2000).

The efficiency of this material has been demonstrated for pesticide residue quantifications in
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different vegetable oils (Parrilla VVazquez et al. 2016) as well as in almonds and avocados
(Rajskia et al. 2013).

Recently, studies with new d-SPE materials, such as the novel sorbent material Agilent Bond
Eluant Enhanced Matrix Removal-Lipid (EMR-Lipid), were published, demonstrating the
selective retention of fat compounds without retention of targeted pesticides (Parrilla Vazquez
et al. 2015; Zhao and Lucas 2015). EMR-Lipid material is a porous sorbent that selectively
retains long unbranched hydrocarbons that are characteristic of fatty matrices. Thus, large
analytes such as pesticides cannot interact with the sorbent and remain in solution. QUEChERS
extraction followed by EMR-Lipid d-SPE was successfully applied for multiresidue analyses
of pesticides in avocado by GC-MS/MS (Zhao and Lucas 2015b) and LC-MS/MS (Zhao and
Lucas 2015c). The performance of EMR-Lipid has also been tested for other representative
high lipidic matrices, including bovine liver (Zhao and Lucas 2015a) and salmon (Lucas and

Zhao 2015).

The main objective of this work was to evaluate different d-SPE materials, including Z-Sep, Z-
Sep*, EMR-Lipid and PSA/C18, as QUEChERS purification materials for pesticide analyses in
rapeseeds. For this, a sensitive, robust, and reliable multiresidue analytical method based on
QUEChERS followed by LC-MS/MS was developed on 179 pesticides of various polarities and
chemical families. Organic rapeseed samples were spiked at two levels, 10 pg/kg and 50 pg/kg.
Then, the recovery rates, matrix effects and LOQs were compared. Finally, the purified extracts
were injected using GC-Q-Orbitrap to estimate the amount of residual matrix compounds

remaining and the purification efficiency.
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Materials and methods

2.1. Chemicals and reagents

Ultrapure water (18.2MQ.cm) was obtained from a Milli-Q water purification system
(Millipore Ltd., Bedford, MA, USA). Acetonitrile (ACN) and methanol (MeOH) were
purchased from VWR (Fontenay-sous-Bois, France). Formic acid and ammonium formate were

purchased from Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France).

QUEChERS extraction kits were purchased from Agilent Technologies (Santa Clara, CA,
USA): kits contained 4 g of magnesium sulfate (MgS0Oa), 1 g of sodium chloride (NaCl), 1 g of
sodium citrate and 0.5 g of sodium citrate sesquihydrate. PSA/C18 and EMR-Lipid sorbents
were purchased from Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA). Z-Sep and Z-Sep*

sorbents were obtained from Supelco (Bellefonte, PA, USA).

High purity pesticide standards from a wide variety of chemical families and a large range of
polarities  (organophosphorus,  carbamates, benzimidazoles, triazoles, pyridines,
hydroxyanilides, strobilurins, etc.) were purchased from Sigma Aldrich (Steinheim, Germany)

and the Dr. Ehrenstorfer Laboratory (Augsburg, Germany).

2.2. Preparation of standard solutions

Individual stock solutions were prepared by dissolving 10 mg of standards in 20 mL of ACN
to obtain a solution of 0.5 g/L for each pesticide. An intermediate solution containing pesticides
at 1000 pg/L was prepared by adding 0.1 mL to individual solutions to a 50 mL volumetric
flask. Standard working solutions at various concentrations were prepared by dilution of the
intermediate solutions in ACN appropriately. Then, a calibration range (1, 2, 4, 40, 100 pg/L)
was also prepared for the quantification step. Atrazine-d5 was also prepared at a concentration

of 100 pg/mL and further diluted to 2 pg/mL in ACN and was added to the final concentration
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prior to HPLC-MS/MS analysis as an internal standard (IS). All stock and working solutions,

including the IS, were stored in amber vials with Teflon-lined caps and then stored at -20°C.
2.3. Samples and spiking procedure

Rapeseed samples were purchased from a local organic supermarket and had been previously
determined to be free of the target pesticides. All samples were mechanically ground until
homogeneity was reached. For recovery studies, the organic rapeseed samples were spiked with

the standard solution in ACN at 10 pg/kg and 50 pg/kg.
2.4. QUEChERS method

A mass of 5 g of homogenized samples of rapeseed was weighed into a 50 mL disposable
polypropylene centrifuge tube. Thereafter, ultrapure water (10 mL) was added, the mixture was
stirred vigorously for one minute, 10 mL of ACN was added, and then the mixture was
immediately shaken for 1 min. Next, a salt mixture containing 4 g of anhydrous magnesium
sulfate, 1 g of sodium chloride, 1 g of trisodium citrate dihydrate and 0.5 g of disodium
hydrogen citrate sesquihydrate was added for good separation of the water and ACN phases.
The tubes were immediately shaken for 1 min and then centrifuged for 5 min at 4,700 rpm at
20°C. A volume of 6 mL of the supernatant was transferred into a polypropylene centrifuge

tube containing various purification supports (QUEChERS d-SPE cleanup):

(a) d-SPE with PSA/C18 sorbent (750 mg of PSA and 125 mg of C18)
(b) d-SPE with EMR-Lipid sorbent (175 mg)
(c) d-SPE with Z-Sep sorbent (175 mQ)

(d) d-SPE with Z-Sep* sorbent (175 mg)

In addition, one sample of rapeseed extract was frozen at -20°C before PSA/C18 purification
to evaluate the influence of the freezing-out step. Purification tubes were immediately shaken

for 1 min and then centrifuged for 5 min at 4,700 rpm at 20°C. A volume of 4 mL for each
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extract was collected and acidified with 40 pL of 5% formic acid in ACN. Finally, an unpurified
rapeseed extract was also tested. The extracts were placed in a 1.5 mL vial (900 pL of extract
and 100 pL of atrazine-d-s) and injected into the HPLC-MS/MS for the evaluation of the various

sorbents.
2.5. HPLC-MS/MS conditions

HPLC-MS/MS using electrospray ionization in positive mode (ESI+) was used for the
identification and quantification of the 179 targeted pesticides in rapeseed samples. A Thermo
Scientific binary LC pump (Ultimate 3000 RS pump, LPG 3400 RS) equipped with an LC
autosampler (Ultimate 3000 WPS-300 TRS) (Bremen, Germany) was operated at a flow rate of
0.4 mL/min using an Aqua® C18 column 3 pm, 125 A, 150%2.0 mm (Phenomenex). A
volume of 10 pL of sample was injected. The binary mobile phase consisted of water with 0.2%
(v/v) formic acid and 10 mM ammonium formate (phase A) and methanol with 0.2% (v/v)
formic acid and 10 mM ammonium formate (phase B). The elution gradient started from 5% B
(v/v) and was held for 0.6 min, increased to 64% B (v/v) at 2.4 min and then increased to 90%
B (v/v) at 5.4 min and was held for 3 min. Then, the mobile composition was returned to the
initial conditions over 0.8 min and was held for 2.63 min for re-equilibration. The total analysis

time was 11.83 min.

A 5500 Q-TRAP (AB Sciex Instrument, Foster City, CA) with an electrospray ionization source
(ESI) was used for all experiments. The capillary voltage was maintained at 5500 V, and the
temperature was set to 300°C. Nitrogen was used at the nebulizer gas (GS1), auxiliary gas
(GS2) and curtain gas (CUR) at pressures of 50, 60, and 26 psi. Argon was used as collision
gas. For optimization of the MS/MS parameters of each pesticide, individual standard solutions
were directly injected into the source. The declustering potential (DP), collision energy (CE)
and collision cell exit potential (CXP) were automatically optimized by employing the

automatic function of Analyst Software 1.6.3 (AB Sciex). All pesticides were detected in the
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multiple reaction monitoring mode « SRM ». Two « SRM » transitions (most sensitive) were
selected, the first for quantification and the second for confirmation with a good ratio between
them. The “scheduled-SRM” mode with a time window of 60 s was selected for the detection

of these molecules.

2.6. GC-Q-Orbitrap operating conditions

Injections to evaluate the cleanup efficiency of the sample preparation step were performed
using a GC-Q-Orbitrap system in « full scan »mode (Q Exactive, Thermo Scientific, Bremen,
Germany) consisting of a GERSTEL MPS (Multi-Purpose Sampler) (Milheim, Germany)
autosampler, a trace 1310 GC with a PTV injector, an electron ionization (EI) source, and a
hybrid Q-Orbitrap mass spectrometer. A PTV Cool Injection System (CIS 6) was used with
splitless mode injection (1 pL injected) with the following temperature program: a to of 60°C
with a hold time of 0.2 min, followed by a temperature increase at a rate of 720°C/min until
reaching 310°C with a hold time of 5 min (run time: 20 min). Helium (99.999%, Linde Gas,
Schiedam, Netherlands) was used as a carrier gas at a constant flow of 1 mL/min. GC
separations were performed using an HP-5 MS Ul (30 m x 250 pm x 0.25 pum film thickness)
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) column using the following temperature program: a
to of 60°C (1 min), a ramp up to 170°C at 35°C/min and then a subsequent increase to 310°C at
a rate of 10°C/min with a hold time of 2 min at 310°C. The transfer line was maintained at
280°C. Electron ionization was performed at 70 eV with the source temperature set at 280°C.
« Full scan »MS acquisition was performed in profile mode using an m/z range of 50-500.
Nitrogen gas (Air liquid, Bagneux, France) was used for the C-Trap supply. For GC-Q-Orbitrap

data processing, X-Calibur 4.0 (Thermo Scientific) was used for peak identifications.
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Results and discussion

An HPLC-MS/MS method was developed for the identification and quantification of 179
pesticides from a wide range of chemical classes of compounds (carbamates, chloroacetamides,
benzamides, triazines, uracils, etc.) in rapeseed samples. The sample preparation steps were
carried out using the QUEChERS method. For the purification step (d-SPE), several sorbents
were tested. The first sorbent selected was the PSA/C18 mixture, which is the Réfrence mixture
for fatty matrix purifications. The performance of the PSA/C18 mixture was compared with
those of the new sorbents, EMR-Lipid, Z-Sep, and Z-Sep*, which were developed specifically
for fatty matrix purification. Performances were evaluated in terms of recovery rates,
repeatability, LODs, LOQs and matrix effects. The purified extracts were also analyzed using

a nontarget GC-Q-Orbitrap method to identify possible remaining interferents.
3.1. HPLC-MS/MS method optimization

Chromatographic performances were satisfactory using methanol as an organic modifier in
terms of retention, selectivity, and peak shape. The mobile phase pH also plays an important
role in acid pesticide retention. Formic acid and ammonium formate were added to the mobile
phase at 10 mM to adjust the pH, and they improved the chromatographic separation for these
pesticides. The flow rate was set at 0.4 mL/min as a compromise between analysis time and

resolution.

To achieve the best signal intensity in HPLC-MS/MS, the single reaction monitoring « SRM »
transitions were optimized using individual standard solutions (1000 pg/L) in flow injection
analysis mode. For electrospray ionization, positive mode (ESI+) was used for all pesticides.
The precursor ions [M+H]" of each pesticide were selected when they corresponded to the
highest peak intensity. Otherwise, the adduct [M+NH4]* (cyflumetofen) was chosen. After
fragmentation, the transition of the highest sensitivity was used for the quantifier transition, and
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the second most sensitive transition was used for the qualifier transition. The detailed « SRM »
transitions of each pesticide are listed in Table 1. All transitions were specific for each analyte,
so the chromatographic resolution of pesticides is not mandatory, allowing the analytical run

time to be reduced to 11.83 min.
3.2. Linearity

At concentrations ranging from 1 to 100 pg/L (1, 2, 4, 40, 100 pg/L), the detector response was
quadratic with a weighting of 1/x for almost all target molecules. A good correlation coefficient
(more than 0.995) was observed for all the analytes. The S/N ratios of chromatographic peaks
obtained for the lowest concentration of 1 pg/L were greater than 10° for both the quantifier
and qualifier transitions. Residual values were calculated and showed a deviation of less than +
20% from the calibration curve for each calibration level. The standard deviation of the IS peak

area was less than £ 20%.
3.3. Recoveries and precision

Recovery experiments were performed by analyzing rapeseed samples spiked at concentrations
of 10 pg/kg (n=5) and 50 pg/kg (n=5). The extraction recoveries of 179 pesticides as well as
the RSD (%) are presented in Table 2. Three QC (quality control) levels (1, 2, and 4 pg/L) were
injected after five sample injections to check the stability of the system. The standard deviations
of the QC peak area were less than + 20%. As suggested by the SANTE/12682/2019 document,
the acceptable criteria concerning recoveries of pesticides should be within the range 70-120%,
with an associated repeatability RSD < 20%. Moreover, mean recovery rates inside the range

of 30%-140% can be accepted if they are consistent, but the LOQ should be corrected.

For the majority of pesticides, the recoveries were similar for the samples spiked at 10 pg/kg
and those spiked at 50 pg/kg. No recovery below 30% was observed with samples spiked at 50

Ma/kg regardless of the purification sorbent used. For the samples spiked at 10 pg/kg, recoveries
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below 30% were obtained for a few molecules, specifically for the extracts purified with
PSA/C18 sorbent. Because the same sorbent amounts were used for each spiking level,
adsorption on the sorbent had a greater impact on the lower concentration of molecules. The
results showed that extracts purified with EMR-Lipid sorbent exhibited better recoveries with
103 and 70 of the 179 targeted pesticides, which had recoveries within 70-120% and 30-70%,
respectively, with low RSD values (Figure 1). The recoveries were outside of the validation
criteria for only 6 pesticides using this sorbent. The recovery of tralkoxydim was 29%, which
might be explained by the specific interaction of this compound with polar moieties of the
EMR-Lipid sorbent. For five pesticides (spirotetramat, saflufenacyl, isoxaflutole,
foramsulfuron, flazasulfuron), recoveries were up to 120%, demonstrating an overestimation

due to a lack of purification efficiency.

In comparison with EMR-Lipid, recoveries obtained using Z-Sep and PSA/C18 sorbents
exhibited generally lower values. Moreover, the recoveries were below 30% for 20 pesticides
and 7 pesticides, demonstrating important interactions between these analytes and these
sorbents. However, the use of Z-Sep* sorbent enhanced the recoveries of some pesticides. A
freezing step before PSA/C18 purification improved the recoveries compared to those obtained
with single PSA/C18 purification. This result could be attributed to precipitation of a lipid that

released pesticides in the solvent.

The relationship between Log P and the recoveries of pesticides in rapeseed extracts spiked at
10 pg/kg depending on purification sorbents is presented in Figure 2. For pesticides possessing
a Log P < 2, the recoveries were below 60% for most of these pesticides when PSA/C18 and
Z-Sep were used, confirming the strong polar interactions between the sorbent and polar
analytes. These results were consistent with the polar surface of amino groups (PSA) and

zirconium dioxide (Lewis acid). By contrast, the recoveries obtained using Z-Sep* sorbent for
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the same kind of pesticide were higher due to the presence of octadecylsilane chains, which

limited the accessibility of the zirconium dioxide surface.

It is interesting to note that 11 (cinosulfuron, fensulfothion, fensulfothion-oxon, fensulfothion-
sulfone, fenthion sulfone, fenthion sulfoxide, flazasulfuron, foramsulfuron, florasulam,
oxycarboxin, rimsulfuron) of the 20 molecules with the lowest recovery (<30%) for the extracts
purified with PSA/C18 have a sulfoxide or sulfone functional group in their structure.
Moreover, the low recovery observed for ametoctradin could be related to the presence of an
aliphatic hydrocarbon chain in its structure that can interact with the octadecylsilane chain
grafted onto silica through hydrophobic interactions. It is important to note that a few
compounds, such as oxycarboxin, presented low recovery values in unpurified and all purified
extracts. In this case, the low recoveries could be attributed to the extraction step due to the

high affinity of this compound to water.

3.4. Limits of quantification

The document SANTE/12682/2019 describes the LOQ as the minimum quantifiable
concentration; the criteria for this value are a mean recovery within the 70-120% range and an
RSD of <20%. Recovery rates outside the range of 70-120% can be accepted if they are
consistent (RSD < 20%), but the mean recovery should not be lower than 30% or above 140%.
However, in these cases, a correction for recovery is required. Table 3 presents the LOD
(1g/kg), LOQ (ug/kg) and matrix effects (ME%) for the 179 pesticides. For extracts purified
with EMR-Lipid at a level of 10 pg/kg, only 5 molecules could not be quantified due to having
recoveries outside of the performance criteria. Otherwise, the calculated LOQ values of the
other pesticides were less than 10 pg/kg (from 1.72 pg/kg to 6.39 pg/kg), which is very
satisfactory because they were lower than the MRL values. The method could not be validated
at 10 pg/kg for foramsulfuron, isoxaflutole, saflufenacyl, spirotetramat and tralkoxydim but

could be validated at 50 pg/kg. The LOQs calculated for the pesticides in the extracts purified
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with the other sorbents showed that the values were on the same order of magnitude as those
obtained with the EMR-Lipid sorbent, but the LOQs for 20, 7 and 6 pesticides could not be

established using PSA/C18, Z-Sep and Z-Sep*, respectively.

3.5. Matrix effects

As a consequence of coeluting sample components, the targeted analyte signal may be enhanced
or suppressed compared to the signal from the same targeted analyte when injected into a pure
solvent. Matrix effects are evaluated by comparing the slope of the calibration curves for the
standards in solvent against standards prepared in matrix extracts. The matrix effect (ME%) is

calculated using eq. 1:

Matrix effect (ME%) = ((slope of matrix/slope of solvent) -1)X100 eq. 1

The soft matrix effect (suppression or enhancement of 0-20%) is negligible. However, if some
of the analytes had a suppression or enhancement of 20-50%, the matrix effect appeared as
medium. When the matrix effect (suppression or enhancement > 50%) is strong, it is necessary
to use certain methods to overcome the ME, such as employing a matrix-matched calibration

or sample dilution. The ME% values are presented in Table 3.

Figure 3 shows that EMR-Lipid and Z-Sep presented similar results. For rapeseed extract
purified with EMR-Lipids, more than 90 molecules had a negligible matrix effect, and more
than 70 pesticides had a medium matrix effect; these results confirm the efficiency of
purification with the EMR-Lipid sorbent. The freezing process allowed us to significantly
eliminate the matrix effect. Therefore, a combination of freezing followed by EMR-Lipid
should be very efficient in limiting matrix effects. Moreover, the worst ME% values were
obtained on the extracts of rapeseed purified with Z-Sep™ with more than 120 strong matrix

effects. These purification materials appeared to be unsuitable for this specific matrix.
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To evaluate the amount of the residual compounds in the extracts after the cleanup process, GC-
Orbitrap analyses were performed in « full scan »mode. Rapeseed extracts purified with each
sorbent in acetonitrile were evaporated and reconstituted in a mixture of hexane/acetone (70/30,
v/v). The chromatograms of the extracts are presented in Figure 4. The intensity of the total ion
current obtained for the extract purified using EMR-Lipid (red line) was significantly less
intense. The EMR-L.ipid sorbent appeared to be very efficient in removing free fatty acids. The
total ion currents observed for extracts purified with Z-Sep and Z-Sep* presented a broad peak
at approximately 10 to 14 min, demonstrating a lack of purification with these sorbents

correlated to the strong matrix effect previously observed.

Conclusions

QUEChERS using acetonitrile has proven to be an efficient method for extracting 178 pesticides
(not including oxycarboxin) from rapeseeds. Among the d-SPE sorbents tested, the EMR-Lipid
sorbent exhibited good performances in terms of recoveries, LOQs and matrix effects. The
rapeseed extracts purified with Z-Sep and PSA/C18 sorbents exhibited important interactions
with polar analytes. Matrix effect values obtained for the extracts purified with Z-Sep* were not
satisfactory, with more than 120 strong matrix effects. GC-O-Orbitrap analyses of the extract,
performed in « full scan »mode, demonstrated that the EMR-Lipid sorbent was the most

efficient for the elimination of fatty acids and lipids.
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Table 1: Names, CAS number, Log P and HPLC-MS/MS acquisition parameters of studied pesticides and contaminants

Pesticides CAS number Log P Quantification transition Confirmation transition
Precursor Fragment DP (V) CE (V) CXP (V) Precursorions  Fragmentions DP (V) CE (V) CXP (V)
ions (m/z) ions (m/z) (m/2) (m/2)
Acephate 30650-19-1 -0.85 184 143 66 13 12 184 125 66 25 22
Acetochlor 34256-82-1 3.03 270 224 56 11 12 270 148 56 29 8
Acibenzolar-S- methyl 135158-54-2 3.01 211 136 46 39 6 211 140 46 31 6
Alachlor 15972-60-8 3.52 270 162 71 25 8 270 45 71 27 10
Aldicarb sulfone 1646-88-4 -0,57 223 86 76 29 14 223 148 76 13 14
Ametoctradin 865318-97-4 4.40 276 70 26 81 10 276 43 26 103 8
Ametryn 834-12-8 2.98 228 186 60 37 14 228 96 60 35 16
Anilofos 64249-01-0 3.81 368 199 66 19 18 368 125 66 45 18
Azaconazole 60207-31-0 2.32 302 161 56 39 10 302 231 56 23 12
Azinphos-methyl 86-50-0 2.75 318 261 71 11 20 318 132 71 21 8
Aziprotryne 4658-28-0 3.00 226 156 76 21 12 226 125 76 17 14
Azoxystrobin 131860-33-8 2.50 404 372 66 21 10 404 344 66 29 18
Barban 101-27-9 341 258 143 86 29 10 258 178 86 13 12
Benalaxyl 71626-11-4 3.40 326 148 76 27 8 326 208 76 21 10
Benoxacor 98730-04-2 2.70 262 149 156 25 16 262 134 156 39 14
Bifenox 42576-02-3 4.48 359 310 64 17 18 359 189 64 35 20
Bixafen 581809-46-3 4.70 415 395 126 21 24 415 267 126 33 18
Boscalid 188425-85-6 2.96 343 307 106 29 18 343 140 106 29 12
Bupirimate 41483-43-6 2.70 317 166 71 33 16 317 237 71 27 18
Buprofezin 69327-76-0 4.30 306 201 56 17 14 306 116 56 23 20
Chlorfenvinphos 470-90-6 381 359 155 69 19 8 359 99 69 43 16
Chlorobromuron 13360-45-7 3.09 295 206 136 27 20 293 203 136 31 12
Chlorfluazuron 71422-67-8 5.80 542 385 176 33 18 542 158 176 27 8
Chlorpyrifos 2921-88-2 4.96 350 97 86 41 6 350 198 86 25 10
Chlorpyrifos-methyl 5598-13-0 431 322 125 71 27 6 322 290 71 25 16
Cinosulfuron 94593-91-6 2.04 414 183 81 23 10 414 215 81 21 10
Climbazole 38083-17-9 3.70 293 197 111 23 24 293 69 111 59 16
Clodinafop-propargyl 105512-06-9 3.90 350 266 104 21 14 350 91 104 41 18
Clofentezine 74115-24-5 3.10 303 138 60 27 10 303 102 60 59 18
Cloquintocet-mexyl 99607-70-2 5.03 336 238 91 27 12 336 192 91 41 12
Coumaphos 56-72-4 4.13 363 227 101 35 12 363 307 101 23 16
Coumatetralyl 5836-29-3 3.46 293 175 66 45 16 293 141 66 41 12
Crufomate 299-86-5 3.42 292 236 96 27 14 292 108 96 39 6
Cyanazine 21725-46-2 2.22 241 214 81 25 12 241 243 81 25 14
Cycloxydim 101205-02-1 3.20 326 280 101 19 16 326 180 101 29 12
Cyflumetofen 400882-07-7 4.30 465 173 121 33 10 465 249 121 53 32
Cymiazole 61676-87-7 0.60 219 171 86 37 14 219 144 86 43 8
Cyproconazole 94361-06-5 2.9 292 70 81 35 10 292 125 81 35 6
Cyprodinil 121552-61-2 4.00 226 93 84 47 16 226 91 84 49 16
Demeton-S-methyl sulfone 17040-19-6 -0.30 263 169 61 23 14 263 121 61 23 10
Desmetryn 1014-69-3 2.38 214 172 126 23 10 214 124 126 59 20
Diafenthiuron 80060-09-9 6.00 385 329 26 25 20 385 270 26 19 18
133
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Dialifos
Diazinon
Diclofop-methyl
Diethofencarb
Difenoconazole
Diflufenican
Dimethachlor
Dimethenamid
Dimethomorph
Dimoxystrobin
Dioxathion
Dipropetryn
Ditalimphos
Emamectin Ba
Emamectin Bb
Epoxiconazole
Etaconazole
Ethion
Ethofumesate
Ethoprophos
Etoxazole
Etrimfos
Famoxadone
Fenamiphos
Fenarimol
Fenazaquin
Fenbuconazole
Fenpropidin
Fenpropimorph
Fenpyroximate
Fensulfothion
Fensulfothion-oxon
Fensulfothion-sulfone
Fenthion
Fenthion sulfone
Fenthion sulfoxide
Flamprop-isopropyl
Flazasulfuron
Florasulam
Flubendiamide
Flucycloxuron
Flufenacet
Flufenoxuron
Fluopicolide
Flurochloridon
Flurprimidol
Flurtamone
Flusilazole
Fluxapyroxad
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10311-84-9
333-41-5
51338-27-3
87130-20-9
119446-68-3
83164-33-4
50563-36-5
87674-68-8
110488-70-5
149961-52-4
78-34-2
4147-51-7
5131-24-8
155569-91-8
155569-91-8
133855-98-8
60207-93-4
563-12-2
26225-79-6
13194-48-4
153233-91-1
38260-54-7
131807-57-3
22224-92-6
60168-88-9
120928-09-8
114369-43-6
67306-00-7
67564-91-4
134098-61-6
115-90-2
6552-21-2
14255-72-2
55-38-9
3761-42-0
3761-41-9
52756-22-6
104040-78-0
145701-23-1
272451-65-7
94050-52-9
142459-58-3
101463-69-8
239110-15-7
61213-25-0
56425-91-3
96525-23-4
85509-19-9
907204-31-3

4.69
3.81
4.62
291
4.30
4.90
2.17
2.15
2.68
3.90
3.00
3.81
3.48
5.00
3.70
3.44
3.10
5.07
2.70
3.59
5.59
3.20
4.65
3.23
3.65
551
3.23
5.50
493
5.01
2.23
1.40
2.56
4.09
2.80
2.70
3.69
1.08
1.22
4.20
6.10
3.20
6.16
3.26
3.36
3.34
4.50
3.70
3.70
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305
358
268
406
395
256
276
388
327
474
256
300
886
886
330
329
385
287
243
360
293
392
304
331
307
337
274
304
422
309
264
325
279
311
295
364
408
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683
484
364
489
385
312
313
334
316
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226
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244
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158
158
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121
131
141
125
331
217
268
161
125
147
147
366
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269
247
125
280
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182
129
408
132
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158
175
292
270
247
247
362
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268
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395
256
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388
327
474
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300
886
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329
385
287
243
360
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392
304
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307
337
374
304
422
309
264
325
279
311
295
364
408
360
683
484
364
489
385
312
313
334
316
382
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Fluxastrobin
Fonofos
Foramsulfuron
Forchlofenuron
Furmecyclox
Haloxyfop-methyl
Heptenophos
Hexazinone
Hexythiazox
Imazalil
Imazosulfuron
Imibenconazole
Indoxacarb
Ipconazole
Isofenphos
Isofenphos-methyl
Isopyrazam
Isoxaflutole
Kresoxim-methyl
Linuron
Malaoxon
Malathion
Mecarbam
Mepanipyrim
Metaflumizone
Metalaxyl
Metazachlor
Methabenzthiazuron
Methidathion
Methiocarb
Methoprotryne
Methoxyfenozide
Metobromuron
Metolachlor
Metrafenone
Napropamid
Norflurazon
Oxadiargyl
Oxycarboxim
Paclobutrazol
Pencycuron
Penthiopyrad
Pethoxamid
Phenthoate
Phosalone
Phosmet
Phosphamidon
Phoxim
Picolinafen
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887973-21-9
944-22-9
173159-57-4
68157-60-8
60568-05-0
69806-40-2
23560-59-0
51235-04-2
78587-05-0
35554-44-0
122548-33-8
86598-92-7
144171-61-9
125225-28-7
25311-71-1
99675-03-3
881685-58-1
141112-29-0
143390-89-0
330-55-2
1634-78-2
121-75-5
2595-54-2
110235-47-7
139968-49-3
57837-19-1
67129-08-2
18691-97-9
950-37-8
2032-65-7
841-06-5
161050-58-4
3060-89-7
51218-45-2
220899-03-6
15299-99-7
27314-13-2
39807-15-3
5259-88-1
76738-62-0
66063-05-6
183675-82-3
106700-29-2
2597-03-7
2310-17-0
732-11-6
13171-21-6
14816-18-3
137641-05-5
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2.86
3.94
-0.78
3.20
3.10
4.07
2.32
1.85
5.57
3.82
2.43
4.94
4.65
4.21
4.12
3.80
4.00
2.32
3.40
3.20
0.60
2.36
2.29
3.28
6.20
1.65
2.13
2.64
2.20
2.92
2.82
3.70
2.38
3.13
4.60
3.36
2.30
3.95
0.77
3.20
4.82
4.00
3.50
3.69
4.38
2.78
0.79
4.39
4.90

460
247
453
248
252
376
251
253
353
297
413
411
528
334
346
332
360
360
331
249
315
331
330
224
507
280
278
222
303
226
272
369
259
284
409
272
304
341
268
294
329
360
296
321
368
318
300
299
377

428
137
182
129
170
316
127
171
228
159
153
125
293

245
231
244
251
116
160
127
127
227
106
178
220
134
165
145
169
198
149
148
252
209
129
284
230
175

125
276
131
163
182
133
127
129
238

135

460
247
453
248
252
376
251
253
353
297
413
411
528
334
346
332
360
360
314
249
315
331
330
224
507
280
278
222
303
226
272
369
259
284
409
272
304
341
268
294
329
360
296
321
368
318
300
299
377
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Chapitre 11l : Quantification de pesticides dans les matrices a fortes teneurs en matiéres grasses.

Picoxystrobin 117428-22-5 3.60 368 205 81 15 10 368 145 81 27 10
Pinoxaden 243973-20-8 3.20 401 317 121 29 14 401 57 121 29 18
Piperonyl Butoxyde 51-03-6 4.75 356 177 64 17 14 356 119 64 49 8

Pirimiphos-ethyl 23505-41-1 4.85 334 198 81 29 10 334 182 81 27 12
Pirimiphos-methyl 29232-93-7 4.20 306 164 71 29 8 306 108 71 39 6

Prochloraz 67747-09-5 4.10 376 308 66 17 16 376 266 66 23 14
Profenofos 41198-08-7 4.68 373 303 76 25 18 373 97 76 43 16
Prometon 1610-18-0 2.99 226 142 41 29 10 226 184 41 23 10
Prometryn 7287-19-6 351 242 158 86 33 10 242 200 86 25 12
Propaphos 7292-16-2 3.67 305 221 90 21 14 305 141 90 35 8

Propaquinazid 189278-12-4 5.50 373 331 41 21 30 373 289 41 33 16
Propargite 2312-35-8 5.00 368 231 49 17 24 368 175 49 23 16
Propazine 139-40-2 2.93 230 146 96 33 12 230 188 96 23 12
Propiconazole 60207-90-1 3.72 342 159 61 37 8 342 69 61 33 4

Propyzamide 23950-58-5 343 256 173 76 31 8 256 190 76 19 12
Prosulfocarb 52888-80-9 4.65 252 91 71 31 16 252 128 71 19 8

Pyraclostrobin 175013-18-0 3.99 388 194 66 19 16 388 163 66 29 6

Pyrazophos 13457-18-6 3.80 374 222 86 29 12 374 194 86 43 10
Pyridaben 96489-71-3 6.37 365 309 96 19 18 365 147 96 31 8

Pyridafenthion 119-12-0 3.20 341 189 61 29 10 341 205 61 27 10
Pyridate 55512-33-9 6.60 379 207 56 25 14 379 351 56 15 16
Rimsulfuron 122931-48-0 -1.46 432 182 161 29 16 432 325 161 21 14
Saflufenacil 372137-35-4 2.60 501 198 156 61 20 501 349 156 41 10
Spinosyn-A 131929-60-7 2.80 733 142 84 39 8 98 84 84 107 28
Spirotetramat 203313-25-1 251 374 216 116 45 14 374 302 116 23 14
Spiroxamine 118134-30-8 2.89 298 144 51 29 10 298 100 51 49 6

Sulfotep 3689-24-5 3.99 323 97 96 45 4 323 115 96 39 8

Tebufenozide 112410-23-8 4.25 353 133 71 23 6 353 297 71 15 16
Tebufenpyrad 119168-77-3 4,93 334 145 86 37 8 334 117 86 47 12
Tepraloxydim 149979-41-9 1.50 342 250 116 19 26 242 166 116 29 18
Terbufos 13071-79-9 4.48 289 103 69 13 6 289 233 69 9 14
Thiobencarb 28249-77-6 4.23 258 125 53 29 12 258 89 53 69 14
Tolfenpyrad 129558-76-5 5.61 384 197 121 41 16 384 154 121 59 10
Tralkoxydim 87820-88-0 2.10 330 284 126 17 18 330 138 126 27 10
Triadimefon 43121-43-3 2.77 294 197 71 23 14 294 69 71 59 8

Triallate 2303-17-5 4.60 304 86 81 25 14 304 143 81 37 12
Tridemorph 24602-86-6 6.90 298 130 51 35 6 298 116 51 33 8

Triforine 26644-46-2 2.20 435 390 81 15 10 435 98 81 31 10
Zoxamide 156052-68-5 3.76 336 159 100 47 16 336 187 100 29 14
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Chapitre 11l : Quantification de pesticides dans les matrices a fortes teneurs en matiéres grasses.

Table 2: Pesticide recoveries and the relative standard deviations using different purification sorbents, freezing process and without clean-up for
QUEChERS purification step of rapeseed extracts.

Analytes Without cleanup Freezing C18/PSA EMR-Lipid Z-Sep Z-Sep+

10 pg/kg 50 ug/kg 10 pg/kg 50 pg/kg 10 pg/kg 50 pg/kg 10 pg/kg 50 pg/kg 10 pg/kg 50 pg/kg 10 pg/kg 50 pg/kg

Rec, RSD, RSD, Rec, RSD, Rec, RSD, Rec, RSD, Rec, RSD, Rec, RSD, Rec, RSD, Rec, RSD, Rec, RSD, Rec, % RSD, Rec, RSD,

% % % % % % % % % % % % % % % % % % % % % % %
Acephate 63 11 64 7 66 8 58 3 72 4 68 22 80 12 82 4 59 8 60 9 81 12 67 4
Acetochlor 44 17 54 16 61 8 60 2 61 13 60 5 80 9 71 2 53 5 50 5 64 14 63 6
Acibenzolar-S- methyl 88 8 118 20 53 13 50 5 54 12 34 4 50 9 58 11 34 12 41 17 0 / 58 14
Alachlor 62 11 66 9 66 8 63 2 61 5 56 3 82 5 80 6 54 3 52 7 56 18 48 3
Aldicarb sulfone 92 3 89 4 45 6 31 11 90 11 82 6 103 4 101 7 0 / 0 / 104 11 91 5
Ametoctradin 82 19 94 10 77 14 65 7 56 10 59 6 7 4 79 7 65 11 59 7 57 18 46 11
Ametryn 48 7 52 8 41 5 40 2 29 4 28 5 64 5 63 8 34 2 33 6 49 22 47 9
Anilofos 64 14 44 3 51 7 42 3 37 6 28 3 67 14 57 3 41 4 33 8 72 19 51 4
Azaconazole 89 6 99 8 56 11 53 3 35 5 39 6 66 6 70 8 46 5 46 4 60 17 58 8
Azinphos-methyl 98 3 56 6 51 20 45 4 0 / 26 19 72 12 61 9 40 10 36 5 58 7 64 6
Aziprotryne 73 12 77 10 79 13 68 6 62 5 67 1 80 8 78 6 62 6 55 7 66 22 62 9
Azoxystrobin 74 9 72 5 63 10 56 3 47 8 44 5 75 6 76 5 51 2 46 6 59 19 55 9
Barban 109 18 90 21 73 19 67 10 74 12 59 11 52 36 70 17 74 3 60 10 0 / 60 31
Benalaxyl 64 13 60 14 72 17 65 2 57 4 55 3 90 5 91 9 63 5 60 11 69 19 71 14
Benoxacor 62 8 55 8 65 6 56 6 41 10 42 10 74 6 71 3 49 7 47 9 63 18 53 13
Bifenox 68 18 72 15 54 13 61 2 29 28 34 18 49 19 63 13 47 19 54 7 51 12 48 25
Bixafen 64 10 60 7 62 12 66 5 57 13 53 13 71 7 78 7 44 15 52 11 69 13 68 8
Boscalid 123 15 90 13 98 4 69 6 37 13 39 8 87 9 72 6 89 14 51 9 114 18 76 5
Bupirimate 68 12 60 13 63 9 61 3 50 4 48 5 73 5 71 4 52 5 52 5 62 25 62 5
Buprofezin 58 6 65 6 68 4 67 4 62 4 60 2 74 7 76 4 63 5 62 5 62 18 61 6
Chlorfenvinphos 66 19 70 9 57 5 53 3 40 7 44 4 66 7 71 7 45 5 45 4 72 12 69 7
Chlorobromuron 61 13 74 8 53 13 58 1 48 4 45 4 55 9 54 3 47 4 46 4 58 22 49 7
Chlorfluazuron 72 8 82 11 67 15 72 1 48 12 59 7 44 11 42 2 58 5 70 7 82 18 7 5
Chlorpyrifos 59 6 61 10 59 6 57 5 54 4 45 7 76 7 72 2 53 2 54 5 59 14 57 7
Chlorpyrifos-methyl 64 22 58 15 57 15 76 9 54 14 60 7 75 11 72 6 59 19 70 8 47 19 70 9
Cinosulfuron 50 9 60 4 28 4 29 4 16 5 22 5 114 4 118 4 34 5 35 6 80 11 79 6
Climbazole 64 7 56 9 49 7 48 3 29 6 35 7 81 10 74 5 37 7 39 6 64 29 57 6
Clodinafop-propargyl 71 13 77 12 62 7 63 3 42 7 44 6 79 8 92 3 49 6 52 5 75 18 79 7
Clofentezine 61 10 70 4 72 13 76 3 54 3 51 5 45 11 53 8 58 2 63 10 49 13 53 16
Cloquintocet-mexyl 66 1 70 8 71 10 70 2 62 4 62 2 74 4 76 3 63 3 63 6 59 21 56 4
Coumaphos 61 9 83 11 59 8 57 2 37 11 45 2 66 9 72 6 51 7 48 3 75 11 79 6
Coumatetralyl 45 6 48 11 53 8 49 6 46 3 46 2 70 5 67 6 36 6 34 4 54 27 50 6
Crufomate 65 10 75 9 83 12 81 3 63 13 63 2 91 11 95 7 67 3 69 6 63 27 59 6
Cyanazine 49 8 56 5 77 6 72 4 28 19 37 4 80 5 98 3 67 4 58 4 61 12 66 5
Cycloxydim 61 5 61 9 57 15 53 5 55 7 54 2 67 5 68 6 48 4 50 5 52 13 50 7
Cyflumetofen 76 20 77 4 85 12 75 5 82 22 56 11 100 11 87 4 81 2 76 7 85 26 77 8
Cymiazole 37 8 36 3 40 7 38 3 42 5 38 2 50 4 44 2 33 6 30 5 45 7 38 2
Cyproconazole 85 5 81 11 59 10 53 3 64 6 53 9 83 6 85 5 57 5 51 5 63 17 49 8
Cyprodinil 63 5 29 1 68 18 60 4 42 6 45 2 116 20 29 13 57 8 52 7 0 / 44 7
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Demeton-S-methyl
sulfone
Desmetryn
Diafenthiuron
Dialifos
Diazinon
Diclofop-methyl
Diethofencarb
Difenoconazole
Diflufenican
Dimethachlor
Dimethenamid
Dimethomorph
Dimoxystrobin
Dioxathion
Dipropetryn
Ditalimphos
Emamectin Ba
Emamectin Bb
Epoxiconazole
Etaconazole
Ethion
Ethofumesate
Ethoprophos
Etoxazole
Etrimfos
Famoxadone
Fenamiphos
Fenarimol
Fenazaquin
Fenbuconazole
Fenpropidin
Fenpropimorph
Fenpyroximate
Fensulfothion
Fensulfothion-oxon

Fensulfothion-sulfone

Fenthion

Fenthion sulfone
Fenthion sulfoxide
Flamprop-isopropyl
Flazasulfuron
Florasulam
Flubendiamide
Flucycloxuron
Flufenacet
Flufenoxuron
Fluopicolide
Flurochloridon
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Chapitre 11l : Quantification de pesticides dans les matrices a fortes teneurs en matiéres grasses.
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Chapitre 11l : Quantification de pesticides dans les matrices a fortes teneurs en matiéres grasses.

Flurprimidol 82 20 80 6 71 13 64 6 59 6 54 8 85 7 86 4
Flurtamone 65 7 63 6 55 8 52 2 36 5 35 7 84 4 77 6
Flusilazole 64 16 75 10 80 8 75 4 66 10 64 8 78 8 68 6
Fluxapyroxad 70 6 79 11 57 11 55 4 28 4 32 6 56 12 87 9
Fluxastrobin 40 30 73 9 52 8 51 10 51 5 45 5 73 6 86 9
Fonofos 68 13 55 19 88 13 68 9 74 9 58 6 81 15 83 8
Foramsulfuron 93 7 107 8 17 10 17 2 14 8 14 3 145 4 145 5
Forchlofenuron 67 10 58 5 71 3 67 3 0 / 46 15 63 8 82 2
Furmecyclox 50 5 51 13 68 5 65 3 52 5 68 6 65 6 60 10
Haloxyfop-methyl 70 6 71 7 69 11 70 4 43 6 47 2 76 6 78 5
Heptenophos 102 14 58 9 60 13 62 8 47 5 47 8 77 7 61 7
Hexazinone 37 5 37 6 34 4 32 3 21 3 20 4 46 5 50 4
Hexythiazox 52 6 57 10 57 10 59 6 37 14 47 4 45 12 46 7
Imazalil 47 5 45 6 55 7 52 5 44 8 43 7 82 5 75 7
Imazosulfuron 107 17 116 11 55 7 48 12 37 9 32 2 107 10 103 4
Imibenconazole 61 1 71 3 112 11 78 7 58 13 61 3 56 6 52 9
Indoxacarb 103 12 102 9 91 15 85 5 46 11 77 8 106 3 108 9
Ipconazole 80 7 81 5 71 18 74 6 52 10 63 6 116 4 117 7
Isofenphos 61 6 61 5 91 11 80 6 40 9 46 3 77 5 81 9
Isofenphos-methyl 72 11 75 12 58 6 53 4 35 15 36 8 72 4 63 6
Isopyrazam 67 9 73 8 70 10 65 2 54 9 55 5 78 8 83 6
Isoxaflutole 104 5 94 6 73 7 64 6 63 4 44 4 168 7 143 3
Kresoxim-methyl 70 16 67 11 72 6 66 4 58 15 50 8 84 10 71 5
Linuron 51 6 54 11 61 13 56 3 46 8 48 6 66 6 58 7
Malaoxon 37 3 41 7 49 6 36 2 36 1 23 3 64 6 59 3
Malathion 64 8 81 9 68 8 64 3 43 9 48 2 75 3 76 7
Mecarbam 64 6 51 4 48 8 46 4 38 8 37 4 74 10 73 1
Mepanipyrim 50 11 49 8 72 7 54 2 52 3 49 5 66 5 81 9
Metaflumizone 86 10 86 17 79 15 83 5 65 22 75 9 89 10 68 11
Metalaxyl 65 5 59 3 63 7 55 3 41 9 41 7 95 5 92 7
Metazachlor 38 16 56 7 49 7 53 4 34 6 36 5 67 5 67 4
Methabenzthiazuron 48 8 55 7 59 7 51 2 42 6 42 3 55 5 64 5
Methidathion 38 18 60 4 50 15 57 6 45 5 42 8 45 6 60 5
Methiocarb 56 3 68 10 64 10 61 4 59 7 60 3 65 2 72 3
Methoprotryne 51 6 57 6 58 10 55 6 43 4 46 7 81 4 84 7
Methoxyfenozide 53 18 72 12 50 9 50 4 37 6 31 5 54 13 72 7
Metobromuron 55 7 45 9 43 5 38 6 31 8 33 4 65 9 67 7
Metolachlor 52 13 59 10 62 6 60 3 46 1 50 3 78 6 78 3
Metrafenone 58 6 60 13 60 8 58 3 35 6 41 3 59 8 69 8
Napropamid 53 19 70 12 58 9 59 1 67 9 63 7 65 16 84 8
Norflurazon 53 5 50 6 49 8 50 4 31 15 30 10 55 9 69 6
Oxadiargyl 77 14 67 10 63 8 61 6 57 18 60 9 67 11 75 3
Oxycarboxim 27 3 24 4 24 8 29 3 22 5 28 5 31 6 33 2
Paclobutrazol 108 5 105 14 76 10 59 5 50 12 60 11 102 6 97 5
Pencycuron 54 4 85 10 65 12 62 6 47 7 44 8 74 5 80 9
Penthiopyrad 67 9 67 18 68 8 61 3 52 7 54 15 70 6 71 4
Pethoxamid 52 9 52 6 71 10 64 8 68 7 61 7 85 11 90 5
Phenthoate 58 12 62 17 62 9 65 5 46 7 46 5 72 9 74 5
Phosalone 56 16 61 8 58 13 56 4 38 11 46 5 54 7 55 3

139
Confidentiel

o

o]

[N

N

o - O
=

o

N

U'IO‘)G)K;U‘IH\lwmmmmmm(ﬂhh-b-l}l\)l—\-hld-bmldl—‘OOU'Ib-bOO\IHOOGJH-bl—‘wN\I-bLOP—‘LOO)wOO

OBRERPREANOOONOWPRONORRPROORARUUIOOIIWNITRORADOOORFRLOODOOOUITAUUITIWWOOONUN

OO NNEPEPNPOOOOODUIONDUJUITNWOURPROR WOORODWNPRARONWUAOITOO WO N



Chapitre 11l : Quantification de pesticides dans les matrices a fortes teneurs en matiéres grasses.

Phosmet 40 6 48 5 45 42 55 8 34 23 32 6 51 14 54 6 37 9 40 13 58 28 65 9
Phosphamidon 44 8 58 9 42 7 40 3 42 3 37 5 70 4 69 8 38 4 34 7 58 12 44 4
Phoxim 56 10 68 7 60 6 56 4 59 2 52 7 75 3 73 4 54 3 54 5 60 20 62 6
Picolinafen 56 3 59 7 58 15 61 4 33 8 47 4 59 6 65 4 51 7 51 8 65 17 67 5
Picoxystrobin 54 2 58 13 58 7 57 4 41 3 41 2 79 3 75 3 54 5 53 3 69 24 73 11
Pinoxaden 73 5 78 9 65 7 52 4 53 4 49 7 88 5 86 8 53 3 47 3 64 21 57 3
Piperonyl Butoxyde 62 12 77 8 65 10 66 2 63 3 55 4 85 5 82 3 66 8 57 6 83 17 71 9
Pirimiphos-ethyl 57 7 60 7 65 6 63 3 56 1 50 3 66 11 68 5 61 2 58 6 64 19 64 3
Pirimiphos-methyl 63 5 62 7 69 7 62 4 63 2 52 7 91 10 70 3 64 3 60 5 68 28 63 8
Prochloraz 63 8 68 12 60 7 55 4 42 9 48 9 65 9 67 1 51 5 45 7 57 21 59 6
Profenofos 62 9 58 4 61 9 56 4 46 12 46 5 72 8 75 4 51 4 53 6 57 20 51 4
Prometon 37 8 43 10 55 8 56 4 31 3 25 3 67 5 67 8 45 3 46 6 60 17 47 6
Prometryn 68 4 71 5 69 5 69 2 50 5 48 3 67 3 64 4 56 8 56 6 57 27 59 6
Propaphos 65 11 66 11 71 14 69 5 50 4 48 3 83 6 83 14 57 5 58 4 65 17 60 10
Propquinazid 51 7 50 9 44 19 44 3 33 12 36 2 32 7 32 2 36 6 39 5 52 18 48 4
Propargite 64 6 67 9 67 9 68 3 69 9 61 3 55 6 58 4 59 3 58 5 73 18 67 5
Propazine 52 7 55 6 83 4 73 3 53 5 53 6 53 6 53 6 63 4 61 5 52 20 47 5
Propiconazole 58 11 61 10 58 4 55 6 53 10 55 6 70 5 73 6 54 3 51 4 60 16 55 4
Propyzamide 82 13 75 11 72 9 68 2 49 12 53 4 70 10 69 7 59 3 56 6 75 30 56 8
Prosulfocarb 73 14 63 16 84 8 71 5 69 4 64 6 68 7 68 8 66 8 61 4 77 26 62 6
Pyraclostrobin 58 8 65 7 58 7 55 5 47 6 45 4 67 6 66 3 51 4 49 4 67 19 68 5
Pyrazophos 69 1 74 8 62 10 62 2 47 11 49 5 85 9 90 7 52 3 55 4 7 21 72 8
Pyridaben 63 7 65 10 54 16 54 2 31 12 34 4 40 4 39 4 46 4 48 5 66 24 58 6
Pyridafenthion 74 19 90 8 59 14 55 6 39 16 35 4 7 12 78 6 47 8 44 5 68 19 64 8
Pyridate 67 5 59 6 45 10 37 6 42 3 23 4 50 4 36 3 83 5 66 6 64 19 54 6
Rimsulfuron 48 7 54 11 18 6 20 2 13 17 14 4 72 4 77 5 27 11 26 8 76 13 55 6
Saflufenacil 102 14 96 18 68 9 72 8 41 13 43 10 141 14 154 10 75 11 78 5 141 16 149 25
Spinosyn-A 71 6 70 13 60 7 60 5 72 4 71 3 70 8 69 8 49 4 50 7 74 18 67 4
Spirotetramat 87 9 91 14 63 10 56 6 50 31 54 6 156 4 144 7 51 4 46 5 94 17 84 5
Spiroxamine 73 10 80 9 70 10 56 3 56 7 53 5 96 5 96 6 64 2 55 5 69 24 68 11
Sulfotep 61 16 62 20 59 9 59 3 46 16 53 6 83 11 83 5 48 10 50 8 64 15 56 5
Tebufenozide 57 14 65 11 65 11 62 4 39 8 41 4 67 2 65 7 56 8 49 7 73 25 70 2
Tebufenpyrad 61 10 63 8 73 15 71 5 47 13 55 6 68 11 73 4 66 7 62 7 62 23 64 3
Tepraloxydim 71 3 72 7 51 6 45 8 35 13 37 11 63 7 73 4 44 9 42 3 72 24 64 7
Terbufos 72 7 72 11 74 16 64 5 69 13 66 14 63 8 63 9 71 13 66 5 89 23 65 5
Thiobencarb 65 8 65 11 69 12 62 7 55 8 57 13 72 6 68 5 57 12 58 4 65 20 60 6
Tolfenpyrad 64 4 72 5 73 14 74 3 41 12 52 5 64 8 69 3 63 5 67 5 69 24 70 4
Tralkoxydim 60 6 61 6 60 14 56 3 44 8 48 4 29 14 56 9 53 6 53 8 55 19 55 5
Triadimefon 124 9 109 8 74 7 76 4 59 10 63 6 81 12 82 8 66 4 65 7 68 22 57 4
Triallate 104 14 62 10 64 19 63 8 64 14 58 7 37 18 65 9 62 13 56 8 0 / 59 11
Tridemorph 56 12 66 17 64 10 52 8 52 3 54 5 94 9 84 11 70 7 54 3 73 13 61 5
Triforine 78 17 79 5 63 8 54 4 34 22 39 18 75 8 80 1 50 14 49 9 32 44 101 17
Zoxamide 55 4 52 19 63 12 61 3 58 6 39 2 71 7 74 13 52 9 52 6 72 24 67 8
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Chapitre 11l : Quantification de pesticides dans les matrices a fortes teneurs en matiéres grasses.

Table 3: LODs, LOQs and ME of the different extraction/cleanup QUEChERS method in the rapeseed samples.

Without clean up Freezing C18/PSA EMR-Lipid Z-Sep Z-Sep+
Molecules LOD LOQ ME LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ
(Holkg)  (ug/kg) (%) (Mo/kg)  (ug/kg) ME (%)  (po/kg)  (ug/kg) ME (%) (ng/kg)  (ug/kg)  ME (%) (ug/kg)  (uglkg)  ME (%) (ho/kg)  (ug/kg) ME (%)

Acephate 1.06 3.18 -59 1.01 3.02 2 0.92 2.77 -46 0.84 2.52 -14 1.13 3.40 -71 0.82 2.46 -50
Acetochlor 1.52 457 -39 1.09 3.28 -27 1.10 3.30 -12 0.84 2.51 -14 1.25 3.76 -41 1.05 3.14 -60
Acibenzolar-S-

methyl 0.76 2.27 -22 1.26 3.77 8 1.22 3.67 -6 1.33 3.99 -13 1.96 5.87 -31 / / -72
Alachlor 1.07 3.21 -36 1.01 3.03 -19 1.09 3.28 4 0.81 2.43 -37 1.24 371 -28 1.19 3.58 -60
Aldicarb sulfone 0.73 2.18 -41 1.50 4.49 -17 0.74 2.22 -10 0.65 194 -37 / / -42 0.64 1.93 -40
Ametoctradin 0.82 245 -21 0.87 2.61 -9 1.19 3.58 34 0.86 2.59 -22 1.03 3.08 -20 117 3.50 -60
Ametryn 1.40 4.20 -44 1.64 4,92 -10 / / 7 1.04 3.11 -37 1.94 5.82 -30 1.35 4.05 -65
Anilofos 1.05 3.14 -12 131 3.93 -13 1.81 5.43 37 1.00 2.99 -6 1.62 4.87 -2 0.92 2.77 -48
Azaconazole 0.75 2.25 -24 1.19 3.58 -9 1.90 5.69 38 1.01 3.04 -11 1.46 4.38 -11 111 3.34 -65
Azinphos-methyl 0.68 2.04 -34 131 3.93 14 / / 19 0.93 2.79 -32 1.69 5.06 -13 1.14 3.42 -49
Aziprotryne 0.91 2.73 -24 0.85 2.54 4 1.07 3.22 32 0.83 2.49 -22 1.08 3.24 -20 1.01 3.03 -68
Azoxystrobin 0.90 2.69 -22 1.06 3.18 -10 141 424 8 0.89 2.67 -24 131 3.94 -21 113 3.39 -58
Barban 0.73 2.19 -24 0.92 2.75 -6 0.90 2.71 16 1.27 3.82 -4 0.90 2.69 -5 / / -63
Benalaxyl 1.04 3.13 -15 0.93 2.78 4 1.18 3.54 37 0.74 2.21 -15 1.07 3.20 -1 0.96 2.89 -48
Benoxacor 1.08 3.25 -17 1.02 3.07 -1 1.64 491 12 0.91 2.72 -40 1.36 4.09 -12 1.06 3.17 -48
Bifenox 0.99 2.96 14 1.23 3.70 52 / / 99 1.36 4.08 30 1.43 4.29 31 1.30 3.89 -54
Bixafen 1.05 3.15 -25 1.07 3.20 13 1.18 3.54 21 0.93 2.80 -10 151 454 -6 0.97 2.91 -53
Boscalid 0.82 245 -29 0.68 2.03 2 1.80 5.40 24 0.76 2.29 -6 0.75 2.25 -25 0.58 1.75 -55
Bupirimate 0.99 2.96 -25 1.06 3.17 -15 1.33 3.99 14 0.91 2.73 -37 1.27 3.81 -12 1.07 3.22 -51
Buprofezin 1.15 3.44 77 0.98 2.94 5 1.08 3.23 29 0.90 2.69 -11 1.05 3.16 -9 1.07 3.21 -53
Chlorfenvinphos 1.01 3.03 -37 1.16 3.49 -14 1.65 4.95 19 1.01 3.02 -21 1.49 4.48 -23 0.93 2.79 -59
Chlorobromuron 1.09 3.28 -31 1.25 3.74 -30 1.38 4.14 -10 121 3.62 -43 141 422 -36 1.14 3.43 -73
Chlorfluazuron 0.92 2.76 -52 1.00 3.00 -48 1.40 4.19 -35 1.50 4.50 -34 1.15 3.45 -53 0.82 2.45 -76
Chlorpyrifos 1.13 3.40 -15 1.12 3.37 1 1.23 3.68 46 0.87 2.62 -8 1.25 3.76 -9 113 3.39 -58
Chlorpyrifos-methyl ~ 1.05 3.14 -30 1.18 3.53 -23 1.22 3.67 -10 0.88 2.65 -21 1.12 3.36 -60 1.43 4.29 -69
Cinosulfuron 1.33 4.00 -29 / / 32 / / 54 0.58 1.75 2 1.99 5.96 21 0.84 2.51 -34
Climbazole 1.05 3.14 -43 1.37 411 5 / / 29 0.82 2.46 -28 1.78 5.34 -15 1.03 3.10 -59
Clodinafop-propargyl 0.93 2.80 -4 1.08 3.23 13 1.60 4.79 25 0.85 254 -7 1.35 4.06 -12 0.89 2.67 -42
Clofentezine 1.09 3.26 -26 0.93 2.78 5 1.24 3.73 28 1.47 4.40 -21 1.15 3.46 -22 1.35 4.06 -57
Cloquintocet-mexyl 1.01 3.04 70 0.94 2.82 18 1.08 3.24 90 0.91 2.72 51 1.05 3.16 58 113 3.39 87
Coumaphos 1.10 3.29 -36 112 3.37 -16 1.79 5.37 22 1.00 3.01 -20 1.32 3.95 -15 0.89 2.66 -56
Coumatetralyl 1.50 4.49 -30 1.25 3.76 -5 1.46 4.39 10 0.95 2.84 -37 1.84 5.53 -20 1.23 3.69 -58
Crufomate 1.02 3.07 -13 0.81 242 4 1.07 3.20 37 0.74 2.21 -11 0.99 2.98 -14 1.05 3.15 -51
Cyanazine 1.36 4.09 -38 0.87 2.60 -5 / / 3 0.84 2.51 -40 1.00 2.99 -28 1.09 3.26 -57
Cycloxydim 1.10 3.30 -60 1.18 3.53 5 1.22 3.65 60 0.99 2.98 1 1.39 417 -13 1.29 3.86 -48
Cyflumetofen 0.88 2.64 -27 0.78 2.35 -23 0.82 245 24 0.67 2.01 -22 0.82 2.46 -28 0.79 2.36 -62
Cymiazole 1.79 5.36 -62 1.65 4.95 -31 159 4.77 -33 1.34 4.03 -59 2.04 6.11 -50 1.48 4.43 -67
Cyproconazole 0.78 2.34 -32 1.13 3.40 5 1.04 3.12 20 0.80 2.40 -17 1.16 3.49 -20 1.06 3.18 -57
Cyprodinil 1.06 3.18 -18 0.98 2,94 2 157 471 31 0.57 172 -20 1.17 3.52 -18 / / -59
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Demeton-S-methyl
sulfone
Desmetryn
Diafenthiuron
Dialifos
Diazinon
Diclofop-methyl
Diethofencarb
Difenoconazole
Diflufenican
Dimethachlor
Dimethenamid
Dimethomorph
Dimoxystrobin
Dioxathion
Dipropetryn
Ditalimphos
Emamectin Ba
Emamectin Bb
Epoxiconazole
Etaconazole
Ethion
Ethofumesate
Ethoprophos
Etoxazole
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Famoxadone
Fenamiphos
Fenarimol
Fenazaquin
Fenbuconazole
Fenpropidin
Fenpropimorph
Fenpyroximate
Fensulfothion
Fensulfothion-oxon

Fensulfothion-sulfone

Fenthion

Fenthion sulfone
Fenthion sulfoxide
Flamprop-isopropyl
Flazasulfuron
Florasulam
Flubendiamide
Flucycloxuron
Flufenacet
Flufenoxuron
Fluopicolide
Flurochloridon
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1.40
1.49
0.91
114
117
1.05
111
0.85
0.95
1.16
115
0.80
1.00
0.93
1.49
1.37
0.79
0.93
112
0.86
1.19
1.05
1.37
1.09
1.07
0.95
1.24
0.97
1.08
0.88
0.92
1.09
0.92
1.26
2.01
0.74
1.13
151
1.55
113
0.68
117
0.97
0.84
1.00
0.94
1.05
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4.46
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2.78
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2.36
2.78
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2.57
3.56
3.15
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3.20
2.86
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291
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2.76
3.26
2.77
3.78
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3.40
4.52
4.66
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351
2.92
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2.81
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0.71
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121
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113
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0.90
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1.94
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1.75
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0.74
0.95
1.29
1.22
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0.81
1.03
1.05
0.95
1.66
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0.99
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Phosmet 1.66 4.99 -93 1.47 441 -68 1.94 5.83 -84 1.29 3.88 -49 1.79 5.36 -88 1.16 3.47 -94
Phosphamidon 1.52 4.57 -52 1.57 4.72 -35 1.60 4.79 -13 0.95 2.86 -44 1.74 5.22 -46 1.14 3.43 -70
Phoxim 1.19 3.57 -31 111 3.32 1 1.14 341 24 0.89 2.67 -13 1.24 3.73 -13 1.10 331 -62
Picolinafen 1.20 3.59 -14 1.15 3.44 12 2.04 6.12 30 112 3.37 -16 1.32 3.95 -5 1.03 3.10 -51
Picoxystrobin 1.23 3.70 -20 1.16 3.47 0 1.62 4.86 29 0.84 2.53 -12 1.24 3.73 -22 0.96 2.89 -41
Pinoxaden 0.92 2.75 -11 1.03 3.10 -5 1.26 3.77 32 0.76 2.28 -8 1.26 3.77 -48 1.03 3.10 -48
Piperonyl Butoxyde  1.07 3.21 -10 1.02 3.07 2 1.06 3.18 28 0.78 2.35 -8 1.01 3.02 -8 0.80 241 -16
Pirimiphos-ethyl 1.18 3.53 -13 1.02 3.06 9 1.19 3.57 32 1.02 3.05 -2 1.09 3.28 -4 1.04 3.13 -39
Pirimiphos-methyl 1.06 3.18 -31 0.96 2.88 -7 1.05 3.16 21 0.73 2.20 -18 1.04 3.13 -21 0.99 2.96 -56
Prochloraz 1.05 3.16 -23 111 3.34 -7 1.58 4.74 41 1.03 3.10 -20 131 3.93 10 1.16 3.49 -56
Profenofos 1.08 3.24 10 1.10 3.29 32 1.44 4.33 53 0.93 2.79 1 131 3.94 3 1.17 3.51 -48
Prometon 1.79 5.37 -37 1.22 3.67 -9 2.15 6.46 11 1.00 2.99 -29 1.47 4.40 -26 111 3.32 -63
Prometryn 0.99 2.96 -14 0.97 2.90 -2 1.34 4.03 20 0.99 2.98 -21 119 3.56 -23 1.17 351 -53
Propaphos 1.02 3.07 -10 0.94 2.81 3 1.34 4.03 47 0.81 242 1 117 3.51 8 1.02 3.06 -39
Propquinazid 131 3.92 -4 1.53 4.59 7 2.02 6.07 30 2.09 6.27 -1 1.84 5.52 0 1.29 3.86 -46
Propargite 1.04 311 -23 0.99 2.98 2 0.97 2.90 24 1.21 3.63 -18 1.14 3.41 -15 0.92 2.75 -54
Propazine 1.28 3.85 -28 0.80 2.41 -9 1.27 3.80 11 1.26 3.77 -31 1.06 3.17 -21 1.29 3.86 -55
Propiconazole 1.15 3.46 -26 1.15 3.45 -12 1.26 3.79 21 0.95 2.86 -94 1.23 3.68 -16 1.12 3.35 -53
Propyzamide 0.81 2.42 -20 0.92 2.76 13 1.35 4.06 4 0.95 2.86 -29 1.14 3.41 -33 0.89 2.67 -63
Prosulfocarb 091 272 161 0.79 2.37 51 0.96 2.88 30 0.98 2.95 71 1.01 3.03 65 0.86 2.59 18
Pyraclostrobin 1.16 3.47 -29 1.16 3.48 -2 1.42 4.25 -87 1.00 3.01 -24 131 3.94 -2 1.00 3.00 -49
Pyrazophos 0.97 2.92 -15 1.08 3.23 -1 1.43 4.28 45 0.78 2.35 -4 1.28 3.83 1 0.87 2.61 -10
Pyridaben 1.06 3.19 -29 1.23 3.69 3 2.16 6.47 34 1.68 5.04 -12 1.45 4.35 -9 1.01 3.04 -55
Pyridafenthion 0.90 2.69 -15 1.13 3.39 0 1.73 5.18 28 0.86 2.58 2 1.43 4.30 2 0.99 2.96 -42
Pyridate 1.00 2.99 -22 1.47 441 -68 1.58 4.74 -27 1.34 4.03 -21 0.81 2.42 -19 1.04 3.13 -58
Rimsulfuron 1.40 421 -15 / / -16 / / 15 0.93 2.78 -5 / / -3 0.87 2.62 -47
Saflufenacil 0.68 2.05 10 0.98 2.94 -8 1.64 4.93 54 / / -19 0.89 2.67 14 0.94 2.81 -63
Spinosyn-A 0.94 2.82 -20 1.12 3.36 -1 0.93 2.79 36 0.95 2.86 -18 1.36 4.08 -26 0.90 2.70 -62
Spirotetramat 0.77 2.30 0 1.06 3.17 -5 1.34 4.03 35 / / -16 1.32 3.95 -1 0.71 212 -45
Spiroxamine 091 2.72 -10 0.95 2.86 10 1.19 3.57 35 0.70 2.09 -8 1.04 311 -7 0.96 2.88 -48
Sulfotep 1.10 331 -19 1.12 3.36 -7 1.44 4.32 35 0.80 2.40 1 1.38 4.14 -14 1.05 3.14 -51
Tebufenozide 117 3.52 -13 1.03 3.09 4 171 5.13 -98 1.00 3.00 -11 119 3.58 -6 0.92 2.76 -51
Tebufenpyrad 1.10 3.29 -23 091 2.73 -5 141 4.23 20 0.97 2.92 -16 1.02 3.05 -19 1.08 3.25 -62
Tepraloxydim 0.94 2.82 -51 131 3.93 -11 1.89 5.67 17 1.05 3.16 -7 151 4.53 4 0.92 2,77 -51
Terbufos 0.93 2.79 -9 0.89 2.68 22 0.96 2.88 22 1.06 3.19 1 0.94 2.82 7 0.75 2.26 -49
Thiobencarb 1.03 3.09 -11 0.97 291 6 1.22 3.65 6 0.92 2.76 7 117 351 -10 1.03 3.08 -57
Tolfenpyrad 1.05 3.14 -23 091 2.73 6 1.61 4.83 6 1.05 3.14 -12 1.06 3.17 -6 0.96 2.89 -55
Tralkoxydim 111 3.34 -18 111 3.32 1 1.50 4.50 1 / / -10 1.26 3.79 -5 1.20 3.61 -56
Triadimefon 0.82 247 -22 0.90 2.69 -7 1.14 341 -7 0.82 247 -17 1.00 3.01 -31 0.98 293 -56
Triallate 0.69 2.07 -71 1.04 3.11 -89 1.04 311 -39 1.78 5.34 -70 1.07 3.21 -91 / / -96
Tridemorph 1.19 3.58 -22 1.04 3.13 2 1.28 3.85 2 0.71 2.14 -11 0.95 2.85 -7 0.92 2.76 -56
Triforine 0.86 2.57 -30 1.06 3.18 -30 1.97 5.90 -30 0.88 2.65 -34 1.33 4.00 -23 2.10 6.30 -68
Zoxamide 1.20 3.61 -27 1.06 3.17 -8 1.16 3.48 -8 0.94 2.81 -21 1.29 3.86 -9 0.92 2,77 -54
144
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Figure 1: Pesticide recoveries in rapeseed extracts purified with different d-SPE sorbents at two

spiking levels: 10 pg/kg (a) and 50 pg/kg (b).
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Figure 2: Relationship between Log P and pesticide recoveries from rapeseed samples using

different purification adsorbents
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Figure 3: Matrix effect of pesticides in rapeseeds depending on the different purification

sorbents.
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Figure 4: GC-Q-Orbitrap « full scan » chromatograms of rapeseed extracts using QUEChERS

methodology with different d-SPE sorbents.
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CONCLUSION

Ce chapitre sous forme de publication scientifique, a été rédigé dans le but de comparer les
performances de nouveaux supports solides (d-SPE) dédiés a la purification des extraits de

matrices grasses.

Ainsi, 179 pesticides de différentes polarités, appartenant a des familles chimiques variées,
ont été choisis pour cette étude. Des échantillons de graines de colza, issus de I’agriculture
biologique, ont été dopés avec le mélange de pesticides étudiés a deux niveaux de
concentration : 10 pg/kg et 50 pg/kg. Ces molécules ont été extraites des graines par la
méthode QUEChERS. Les extraits ont été purifiés avec ces nouveaux supports solides (EMR-
Lipid, Z-Sep et Z-Sep*). Les taux de récupération, les LOD, les LOQ ainsi que les effets matrice

obtenus ont été évalués et ont été comparés a ceux obtenus pour les extraits non purifiés.

Les résultats obtenus pour les extraits de graines de colza non purifiés ne sont pas satisfaisants
en termes de taux de récupération et d’effets matrice. Une augmentation significative du bruit
de fond a été observée lors de I'injection de ces extraits conduisant a une augmentation des

valeurs de LOD et LOQ.

Les résultats de cette étude ont montré que la méthode QUEChERS utilisant I'adsorbant EMR-
Lipid s'est avérée étre une méthode efficace pour extraire 178 pesticides dans les graines de
colza. Les taux de récupération obtenus pour la majorité des molécules étudiées, sont compris
entre 70% et 120%. Seuls les taux de récupération de I'oxycarboxine ne sont pas satisfaisants
(29%). De plus, les effets matrice observés pour les extraits purifiés avec cet adsorbant, sont
moins importants que ceux obtenus avec les autres adsorbants d-SPE. Les LOQ fixées a 10
ug/kg ont pu étre atteintes pour les 178 pesticides avec des critéres de validations

acceptables.

Les taux de récupération des pesticides obtenus pour les extraits de colza purifiés avec les
autres adsorbants (Z-Sep et le PSA/C18) sont faibles, principalement pour les pesticides
polaires. D’'importants effets matrice ont été observés pour plus de 120 pesticides dans les
extraits purifiés avec I'adsorbant Z-Sep*. |l est a noter que la congélation des extraits a permis
d’améliorer les taux de récupération et de diminuer significativement les effets matrice. Une

combinaison de la congélation des extraits de ces matrices avec la purification d-SPE utilisant
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I’'EMR-Lipid serait un bon compromis pour améliorer les résultats de quantification de ces

pesticides.

Enfin, I'injection des extraits de ces graines, purifiés avec ces différents supports, a été réalisée
en GC-Q-Orbitrap en mode « full scan » dans le but d’évaluer qualitativement I’efficacité de
purification de I'EMR-Lipid, le PSA/C18, le Z-Sep et le Z-Sep*. Les résultats obtenus ont
démontré que I'adsorbant EMR-Lipid était le plus efficace pour I'élimination des acides gras

(acide hexadécanoique, acide octadécanoique, acide linoléique...).
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Chapitre IV : Evaluation et comparaison des performances GC-HRMS (Q-Orbitrap) et GC-MS/MS (triple quadripéle) pour I'analyse de
pesticides dans les matrices alimentaires complexes

INTRODUCTION

De maniere générale, les pesticides et contaminants sont analysés avec les deux méthodes
chromatographiques (GC ou HPLC) couplées a la spectrométrie de masse en tandem de type
triple quadripolaire. Les résultats obtenus avec ces techniques sont globalement tres
satisfaisants en termes de sensibilité, répétabilité et robustesse. Cependant, en dépit des
méthodes de préparation de I’échantillon de plus en plus efficaces, la quantification de résidus
de pesticides et contaminants dans certaines matrices demeure un challenge en chimie
analytique du fait de leur complexité et/ou de leur taux de lipides élevés. La spectrométrie de
masse a basse résolution en tandem est limitée pour le nombre de composés analysés
simultanément. Au cours de ces derniéres années, la spectrométrie de masse a haute
résolution en mode « full scan » a été utilisée pour I'analyse de pesticides dans les matrices
agroalimentaires. Comme illustré dans l'introduction de I'article, différentes méthodes HPLC
ou GC couplées a I'Orbitrap ont été développées et validées pour I'analyse de quelques
pesticides et contaminants dans diverses matrices telles que les épices, les saumons, les fruits
et légumes...etc. Les résultats obtenus sont satisfaisants et de tres bonnes sensibilités ont été
observées. De plus, la spécificité de la spectrométrie de masse a haute résolution a permis de

limiter les interférences avec les ions de masses proches issus des composés de la matrice.

Ce dernier chapitre présente les résultats obtenus sous forme de I'article publié dans le journal
Food Chemistry : Comparaison of new approach of GC-HRMS (Q-Orbitrap) to GC-MS/MS
(triple-quadrupole) in analyzing the pesticide residues and contaminants in complex food
matrices qui vient d’étre accepté. Ces travaux ont permis de comparer les performances
analytiques d’une méthode GC-MS/MS (triple quadrip6le) en mode « SRM » avec celles d’'une
méthode GC-HRMS (Q-Orbitrap) en mode « full scan » pour la quantification d’'une centaine
de pesticides et contaminants dans diverses matrices complexes telles que les graines de blé,

les graines de colza, le cumin ainsi que le thé.

Tout d’abord, I'optimisation des parametres de détection sera réalisée afin d’identifier et
guantifier les 100 molécules choisies pour cette étude. Les limites de détection obtenues avec
la méthode GC-triple quadripdle en mode « SRM » seront comparées a celles obtenues avec
la méthode GC-Q-Orbitrap en mode « full scan ». Ensuite, une validation des deux méthodes

a été réalisée sur le blé en utilisant la méthode QUEChERS comme méthode de préparation de
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I’échantillon. Les taux de récupération, la répétabilité (RSD%), les limites de quantification
ainsi que les effets matrice seront évalués puis comparés. De plus, des extraits de blé non
purifiés dopés a 10 pg/kg seront analysés avec les deux méthodes pour évaluer la capacité de
la haute résolution a séparer les ions des composés ciblés de ceux des différents interférents
issus de la matrice. Le screening sera étendu a des extraits de graines de colza, de thé et de

cumin dopés.
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ARTICLE Il. COMPARISON OF NEW APPROACH OF GC-HRMS (Q-ORBITRAP) TO GC-
MS/MS (TRIPLE-QUADRUPOLE) IN ANALYZING THE PESTICIDE RESIDUES AND
CONTAMINANTS IN COMPLEX FOOD MATRICES
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Frywards: Performances of mulipesidue analysk of ene husdred of pesticides and contaminants, using GO-QuDbirap

stalisneadie paticd: il methed In full scan mode wese eompased 1o thise obtained with GEeiple-quadnopols method [n mulriple re-

CC-aciple qundrgly ACtion momioeing mode. b vems of sexsitivicy, B6% of molscules exhibined lower Imin of decection valoss using

b gt GC-Q-Orbitrap than using GC-triple-quadrupale. For the GC-Q-Orbitrap method, more than 85% af the pesticides

R and comtaminants showed good recovery [70-120%] in wheat samples, with relative smndand deviation valuss
< PP GC-QuOrbitrap methed appeared the meal sensitive for most pestichdes studied In wheat with limit of
quantification values ranged between 01 pg/kg amd 4 pg/kg. Moeeover, the marrix effert was aceeptable in
wheat extracts for B4 molscubes bur sirong suppression of the chromatographic signal wes otserved for 16
malerulies for the GC-Q-Orbicrap method. The injection of unpurified wheat extracts spiled at 10 kg proved
the potemaial of tee GC-Q-Orhiorap seethed for use In performing high-theoughpun pesicide sereening.

1. Introduction of flight (GC-TOF) and Q-Orbitrap mass spectrometers. The full san

Pesticides, including herbicides, fungicides, and insecticides, are
widely used in agricultare o control insect pesis, fungl, parasites or
weeds (Samsidar =t al., 2018). Therefore, pesticide residues are found in
food products afier barvest (European Union Report oo pesticide resi

dues in food, 2004) As some maolecules are toxic at very low levels
[Magboaol et al.. 2004], the Earopean Union has established a maximum
residual limdt (MRL) (Fico et al.. 2006). Trplequadrupaole mass spec-

trometers coupled with GC ar HPLC are usually employed in multiple
reaction monttoricg (MAM) mode for pesticide residue analyses becanse
of their specificity {Maritnez Vidal et al., 2002} However, the number of
rcampourds that can be momitored simultaneously is limited by the dwell
time, which Hmits the peak data number.

Eerently, full scan high-resolution mass specirometry (HEMS) bas
gained popularity in residee and contaminant analyses for food and
environmental samples, especially when high numbers of analytes meesd
to be covered (Eaufmann, 2012, Leendert ef al., 2005). Gas chromas
tography is coupled with different HEMS specirometers, including time

mude enables @rgeted and nomtargeted analyses combined with retro-
spective analyses in a single workflow, A GC-Q-Orbitrap system provides
a high mass resolving power (1200000 full width ar half maximum
(FWHM) {m/z 200]) combined with a high mass accuracy (<3 ppml,
which is needed to avoid isobaric interferences, allowing drastic
reduction of the nodse and thus decreasing the limit of detection (LOO)
[Liclés et al., 2017), GC-QOrbitrap spectrometry has been successhally
applied for the determination of different complex matrix compaositions,
such as biofels and light ails (Kondyli and Schrader, 2019, Hung et al.,
H040). In the metabolomic field, human plazma has been studied using
both eleciron icnization and chemical iomization GC-QuOrbitrap to
identify many metabolites (Biswapriya amd (fivier, 20200, A high-
throughpat scresning methiod has als been developed for the foxico-
logical analyses of 288 drugs and poisons in human blood samples for
forensic intoxication analysis (Fan ef al, 20190 In environmenial
mairices, varous persistent arganic pollutamts have been identified in
fly ash samples using a nontargeted strategy (Yang et al., 2005). Mores
over, the performance of GC-Q-Orbitrap has been evalmted for the
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monitaring of arganic pellutants in wastewater, demonstrating gocd
linearity, seositivity and recovery with precise values for 15 targeted
palycyclic aromatic hydrocarbors (PAHs) (Dominguesz = al., 2020). In
food chemistry, several studies have been camried out to quambify
pesticide multiresidwes and persistent crganic pollutants by using GC-0
Orbitrap in various matrices, such as cereals, fraits and vegetables, as
well as in some fishes. A method for the quantification of 8 alke-
nylbenzenes in different pepper varieties has been ssccessfully validated
with limits of quantification (LOCQs) close to 0.02 mg/kg (Rivera Perez
et al., 2030}, Chlorimsted paraffins and halogenated PAHs have been
quantified with low L0 wvalues in farmed and wild salmons
(Eratschmer et al, 2019) and hma (Wickrama-Arachchige et al., 20500
A method for mubtiresidue pesticides and polychlorinabed hiphemyls in
cereals and feed ingredients osing QuEChERS [Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe) exiraction has been suocessfully validated
with LOGs bediow 10 pg/kg (Tiensira and Mal, 201 8L Morepver, a study
forused om GC-C-Orbitrap performances for pesticide residue analysesin
varos fruits and vegetables has been carried out (4ol e all, 2006). In
full scan mode, optimal acqudisition conditions have been obtined at
60,000 FWHM with an aumiomatic-gam-comtrol target at 3E° providing
an optimum mass accuracy within 2 ppm, a minimum of 12 scars per
peak. GCeOrbitrap in full scan mode has been wsed to compare
GuEChERS parification solid supponts on the exiract of spices before
quantification using the GC-triple-quadrupole method (Halme et al,
2014). Nontargeted contamirants in the environment have been mves-
tigated in honeybees using GC-QTOF and GC-Q3-Orhitrap, deman-
strating that they are usefial for detecting a large range of contamdnamts
[ Gromez-Ramps et al., 3019).

Some comparisons between the performamces of GC-QuOrbitrap
spectrometer and thase of lowsrssolution mass spectrometers (quadne-
pale and triple-quadrupole amal yeers) and with those of high-resolutbion
[TOF analymer) mass spectrometers have been published. In 2016
[Cortes-Franciseo et al, 2016}, the sasitivity of a GC-triple-quadnapole
miethod with 1M and the full scan GC-Q-Orbitrap method for 9 PEDE
analyses wers comparesd. Both methods gave LOOs bedaw 0000 gg/dkg faor
the 9 PEDEs in fish and seafood, except for DBEE 204, with the GC-MS/
M5 method.

Currently, multiresidue pesticide quantification in sme matrices,
such as cereals (He et al., 200 5), teas (Ma et al., 2008), spices (Shabeer
et al.. 2015), and different kinds of fatty matrices (Castillo et al, 5011},
remiainsa chall=nge due fo the presence of large amounts of compounds,
such as sterols, pigments, and chlarophyll, which may interfere with the
analytes. Cereals have less than 25% mpisture and high bevels of farty
acid, and fatty matrices contain significant amounts of lipids that may
behave the same as some noapalar pesticides (Lacina = al, 20120 Tea
cantains anticwidants, aromatic compounds, xanthine and alkaloids.
Spires are dry samples and contain favonoids, terpenes and allalodds.
Al thess compounds may interfere with targeted analyte detection,
whiich can generate false positives and may interact with the targeted
analytes, which decreases the extracton yield. Since early 2000,
QuEChERS hax been the most widely wsed extraction-purification
method for pesticide analyses of food matrices. Despite the purifica-
Hion step, low-resolution moss spectrometry i oot always able to sepa-
rate matrix interferents from analytes, beading toa loss of sensitivity and
false positives.

The main grad of this paper is to evaluate the analytical performances
of the GC-0:0rbitrap method in fall scan mode for the determination of
&5 pesticide residues and 5 contaminants (PCE congeners) in different
camplex food matrices, including wheat, rapeseed, cumdn and tea. These
results will be compared to those obtained with GCtriple-quadnapole
method. As previously described, these matrices are challenging in
terms of eotraction, purification and matrix effects. Therefore, QuEChe
ERS extraction was used to extract 100 molsnales from these samples
using an adapéed purification solid support (dispersive solid phase
extractian [(d-5PE)) for each meatrix.
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2. Materials and methods
Z 1. Chemicals and reqgemnts

Ultrapure water (18.2 Mikom) was obtained from a Milli-Q) water
parification system (Millipore Lid., Bedford, MA, USA). Acetonitrile
(MeCN], acetone, and n-hexane were purchased from VWE (Pontenay-
sous-Baois, Francel. Formic acid was purchased from Sigma Abdrich
(Saint Quentin Fallavier, Francel Salt mixtures of 4 g of magnesium
sulfate, 1 g of sodium chloride, 0.5 g of sodium citrate dibasic sesqui-
hydrate, and 1 g of sdium citrate tribesic dehydmte were obtained from
Agilent [Santa Clara, USA). Preweighted sorbent mixtures from different
cleanup methods, PEAMgS0,, PSACLE and Q-Carb®, were parchased
fram Agilent (Samta Clara, USA)L One bundred pesticides and contami-
nants from a wide variety of chemical families (organochlorines,
organophasphonas  triaznles, carbamates, pyrethroids, PCBs, e,
including 91 solid standards {(purity = %8%) and % standards as single-
component stduticns (18 mg/L), were purchased from Sigma Abdrich
[Steinheim, Germamy) and the Dr. Ehrenstorder Laboratory (Augsburg,
Germany). The internal standand (lindane "3C,) (purity - %04%) was alsa
obtained from Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France).

22 Srandord sofehons

A mixture containing the 100 pesticides and comtaminants was pre-
pared &t a concentration af 3000 ug/L in a mixture of hexane/acetone
030 (w/w )l Standard waorking solutions from 1 to 204 pg/L were pre-
pared by dilution of the mixture solution at 2000 pg/l in hexane’
aceiome 70,30 viv. Lindane Y, was used a5 an imbernal standard (15)
and was prepared at a concentration of 20 pg/L in acetone. Then, 20 pl
of 15 were added to 180 pl of standard ‘extract. All stock and working
soluticns, including IS, were stared in amber vials with Teflan:lined caps
at -2 “C.

23 Analysis by @ GC-triple-quodrupole

An Agilent TEH0BE gas chromatograph was coupled to a 7000 MSMS
iriple-guadrupole system {Agilent Technologies, Santa Clam, LUSAJ
equipped with an El source and two HP-5 M5 Ul {Agilent Technology,
Santa Clara, USA) columns in series (15 m bang = L35 mm i.d., and 035
jum film thickness]. The multimode injector was programmed to start at
60 “C for 0.2 min, and then was increased at a mie of 72350 °C/min antil it
reached 310 “C. The carrier gas was belium (high parity, 99 95945 ) (A
liquid, Bagneux, France] with flow maies of (L9 and 1.1 ml/min in the
first and second columns, respeciively. The programmed temperatare
wven was set as follows: from an initial temperature of &0 °C (1 min) to
170 °C &t 35 °C/min and wp to 310 °C at a mie of 10 “C/min with a hald
time af 2 mdm at 310 “C. PTV injectar was used in splitless mode with an
injection volume of 1 pl. The retention time lock seiting (RTL) used
chlarpyriphos methyl as the locking compound at a retention Hime of
414 min. The fon source and quadrapale analyzer temperatures were
fixed ar 280 “C. High purity mitrogen (99 9999:) (Air liquid, Bagnews,
Framce] was used 2= the collision gas. The preliminary instrument setup
included the optimization of callision nergies far each MRM tramsition
in the mnge of 5-50 eV. Agilent Mass Hunfer (uantitative Analysis
BOT.00 softwars was used for data acquisition and processing.

24 Analysic by GC-0)-Orhitrap

[njections were performed wing a GC-C0rhitap system () Exac:
tive, Thermo Scientific, Bremen, Germany) consisting of a GERSTEL
MFS (Multi-Purpose Sampler) (Afiilheim, Germany) autosampler, a trace
1310 GC with PTV injector, an electron ionization (EI) sowrce, and a
hyhrid QeOrbitrap maes spectrometer. FTY, Coal Injection System, Cl56
wias ised with splitless mode imjection (1 gl injected) with the following
temperature progmam: t 60 “C, bold time of 0.2 min increassd at
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F20 “C/min until reaching 310 “C with a hald time of § min {run dme
X} min). Helmm (99.990%%, Linde Gas, Schiedam, Netherlands) was used
as a carmier gas at a canstant fow of 1.0 ml/min. GC s=parations were
performed using an HPS MS U (30 m = 250 ym = 0.25% pm flm
thickness) (Agilent Technologies, Santa Clam, USA) caolumn using the
following temperture program: ty; &0 “C (1 min), amp wp to 170 °C at
35 “C/min and then increased to 310 “C at a rate of 10 °C/min with a
hald time of 2 min at 310° C. The rrapsfer line was maintzined at 280 “C
Electran ionization was performed at 70 &V with the source temperatare
set at 280 °C. Full scan M5 acquisition was performed in profile mode
using an m/z range of 50500, Mitrogen gas (Air liquid, Bagnewmc,
France) was used for the C-Trap supply. The mass calibmtion procedure
was performed before each acquisition barch (FC 43, CAS 311-89.7)
The internal mass calibration was performed during the messurement of
background ioms from column blesding as lock mass tons using (myz)
(CaHoSi™, FRLO4680; CiHolhSdz, 133,00356; CaHyslhbiy, 207.03235;
ol 0,515, 281.06114; CgHo,0.57, 355.069%93)L Por GC-(eOrbitrap
data processing, X-Calibur 4.0 and Trace Finder 4.1 (Thermo Scienti-
fic) were used for peak identification for GC-MS. Por evaluation of the
camparahility of Orhitrap spectra with existing Ellibrary spectra, NIST
1.4 Mass spectral Library & Search Software (MIST 2004/EPA/NIH)
verson 2.2 build version June 10, 2014 was used.

25 Samples

Samples of wheat, rapeseed, cumin and tea were parchased from a
loral arganic supermarket that had been previously checked to be free of

the target pesticides. All samples were mechanically ground o be
homogeneous.

24 Sample preparation and cleamup

Five grams aof homogenized smples (wheat, mpeseed, cumin and
tea) were weighed infe a 50 mL dispesable polypropylene centrifuge
tube. Far recovery studies, samples were spilosd at 10 pg/kg with
pesticide and contaminant working solutions at 2000 pgkg. which
carresponds to the MEL for most pesticides. Therefter, ulirapuare water
(10 'mL) was added, the mixtune was stirred vigorously for 1 min, 10 mlL
of acetonitrile were added, and then, the mixture was immediately
shaken for 1 min Next, a salt micare containiog 4 g of anhydroos
magnesium sulfste, 1 g of sodium chlodde, 1 g of trisodiom citmte
dihydrate and 0.5 g af disodium bydrogen citrate ssquihydrate were
added for good separation aof the water and acetonitrile phases. The
tubses were immediately shaken for 1 min and then centrifuged for & min
at 4,00 rpem at 20 “C. On the one band, 1 mL of unpunfied extract from
each matrix was collecied; an the other hand, & ml of acetonitnle su-
pernatant were transferred info a palypropylene centrifuge tube con-
taiming warious purification sapparts (QuBChERS d-5PE cleanuple

(a) d-SPE with PEA (300 mg) and MgS0, (900 mg) for purification of
wheait exiracts

(k) d-SPEwith PEA {150 mg), C18 {150 mg) and Mg50, (%00 mg) for
puarificaticn of mpessed extracts

(c) d-SPE with (-Carb® containing PSA (150 mg), graphitized car-
ben black GCB (150 mg) and 8MgS0y (855 mg) for purification of
besa andd cumin extracts

A volume of 4 ml for each exiract was collected and acidified with
4} pl. of 5% formic acid in acetonitrile. Then, 1 mb of the extract was
evaporabed to dryness under nitrogen for a solvent change step becanse
of the poor compatibility of acetonitrile with the gas chromatographic
method. The evaporated extract was dissolved into 2 mixture of heanes
acetone 7030 (v/w). The same solvent change step was applied to the
unpurifisd extract. The same extracts and standard solutions were
imjected at the same time in bath the GC-triplequadrapale and the GC-
Qelirhitrap systems. Monsover, the purifisd extracts were also diluted 5-,
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10: and H-fold and injected to evaluate the sensitivity and sectivity of
bt systems.

3. Resulis and discussion

The goal of this study was to challenge the sensitivity and sebectivity
of a well-established targeted GC-triplequadropole method with a full
scan GC-(Orbitrap method for pesticide residue analyses of complex
food matrices. The high mass accuracy of the HEMS-Orbitrap provides
high selectivity that can avoid matrix interference. The performances in
terms of selectivity in full ssam mode using this high-resolution mass
analyzer wene comparned to the selectivity of the MM mode asing the
triple-quadrupole analyzer.

First, one hundred contaminants ([ abiz 51) af variows polarities from
a wide variety of chemical families (organochlorines, arganophosphanas
triazodes, carbamates, pyrethroids, PCBs, etc.) were selected oo cover a
large panel of analytes. Moreower, almost all pesticides are registered in
wheat with MRL valoes betwesn 10 and 8,000 ug/kg by the Ewropean
Commission (EL) Pesticides Daiabase (v.2.1), 2021% K was most
impaartant to use identical chromatographic canditions for both systems
to enzare an accurate performance evaluation of both methods. Then,
the chromatographic conditians were optimizsd to elute and s=parabe
the 100 targeted analyies for both syst=ms in approximately 30min. PTY
imjection was chosen to limit compound degradation, and the same
operating conditions were ussd for both systems. In the same way,
identical El spuarce conditions were set for both systems po limit the in-
flurnce of the ionization process on the sensitivity even when the iooi-
ztbon source geometries were different.

A1 GC-riple-quodrupole parameders

For each pesticide and contaminant, two charmacteristic MEM tran-
sithans {quanttative and qualitative) were s=lected after optimization.
lable 51 shows the compound names, retention times, and quantitative
and qualitative transitions at the selected collision energy voltages.
First, each molerule was analyzed s=parately in fall scan mode to select
precursor ioms in the first quadmupale, which wers submitted to another
set of analyses at different collision energy voltages in the second
quadrupale to generate the M5/MS product jons. Onee all MEM tran-
sithons were established for all molecules, the dwell time was optimized
to madntain the number of cycles per second at 10 throughout the
chromatographic run to obtain well-shaped chromatographic peals, low
detection limits, and sufficient chromatographic data points for all
campounds =100

32 GCQ-Orhitrap metfod

A resolving power set at 60,000 FWHM at m/z 200 with automatic
phmrtm]{ﬂ-ﬂf:ﬂif’mﬂrhut:nmpmiubﬂwanmmr—
curacy and acquisition rate for this kind of analysis (Hung et al., 2020)
Because the mjection time (IT) and AGC arget regulate the number of
ions in the Orbitrap cell, ion injection was stopped when one of the two
canditions were met. For the firg development, IT was s=t in automatic
made o maximize the number of bons transferred in the Orbitrap cell.

Starting from the NIST MS Search 2.2 library containing pesticide
and contaminant Orbitrap databases, two lons were selected: the maost
imtense for quantification and another intense ion a5 a qualifier icn for
each compound. The qualifier jon should not be a mass isotope of the
quantifier fon and should have a m/z = 100 if possible. Table 52 sum-
marizes compound names, analyte formulas, quantifier ons, qualifier
ions, rebention itmes and mass acoaracies.

For GC0:Orbitrap spectra, some differsnces were observed in jon
abundance in comparison with those eoorded with a quadrapole. As
shawn in Fig. 1, for triazophos, the fon m/z 161 presents the maost
relative intensity with both analyzers, but the relative intensity of the
ion m/z 91 was two-fald lower for the Orbitrap analyzer than for the
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Fig. 1. (a} GC-Q-Orbitrap accurate mass spectnom for triazophos, resclvisg power of 60,000 FWHM, (b} GC-guadrupele mas spectrum for oiazophes from

NEST v2.2.

quadrupale analyzer. This phenomenon bas already been reparted (2ol
et al., 2016) and can be attributed to bower trapping efficiency of ions

with my/z « 100 in the Carap. Moreover, the development of the method
is bess Hme-corsuming than for GC-riple-quadrupale, especially when
the mass spectra are already available in the database.

3.3 lmpact of the resolving power

Depending oo the complexity of the studied extracts, chromato-
graphic ssparation and high resalving power wers needed io separate
izobaric ions of analytes from the jons of the matrix compounds. [f the
resplving power is naot sufficient, coslution of the issharic jon signals
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Fig. 2. Mass spectr zoomed in at myz 121.0418 + 5 ppm [CH;p0oF ) for chibermephos in wheat spikied at 10 kg with a sesalving power seing of 15,000 FWHM,
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from analytes and mairix compounds can be observed. However, higher
resolving power allows a decrease in scan speed, which, therefors, re
duces the pumber of collected data points per peak. Fiz. 2 shows the
extracted ion chromatograms for chlormephos fons (mez 1210418 + 5§

ppm coeresponding to the CyHyp0xP” fragment) in wheat spilesd at 10
pgskg acquired at 15,000 FWHM, 30,000 FWHAM, 60,000 FWHM and
1200000 FWHM. The cosluiion between the signal of this ion and an
imterferent isnbaric ion peak was observed at 15,000 FWHM and 30,000
FWHM. However, when increasing the resolution at 00000 FWHM and
120,000 FW HM {at my'z 200), both inn signals were partially and totally
separated, respectively. As wheat extracts contain many coextractants, a
resolving power greater than or equal to 0,000 FWHM was necessary to
resolve the coslution signal and avodd overestimation of the targebed
compourd amount.

FA. Qualitntive results: Comparison of the Bmits of detection (LOD

Tao evaluate the semsitivity of both analyzers, the LOD for the 104
pesticides and contaminants were estimated by injecting different
standard calibration levels varying from .05 gL to 200 pgsl. Histo:
grams for the LOD obtained are presented in Fig. 2 The valwes for B6
pesticides amd contaminants amalyzed with GC-Q-Orbitrap are lower
than those obtained using the GC-triple-quadnapole. For % maolecules,
the same LODs were determined with both analyzers, and oaly 5 LOD
values were higher for the GC-(Q<0rbitrap method than those ohserred
using the GCsriple-quadrapole method. This difference in sersitivity
can be attributed to the high-resalution power of the GC-(Orhitrap M5
analyzer, which drastically decreases the noise level. Because notse re
miairs wery low, a very small amount of targetsd compound ioas can be
detected, allowing enhanced sengtivity. Por the GC:triple-quadrapale,
miost malecules with LODs < 0.2 pg/L {aldrin, chinomethionat, chior-
othalonil, endrin aldehyde, femitrothion, haloxyfop-methyl, parathion-
ethyl, parathion:methyl, pendimethalin, propham, prothiofos, and qui-
nalphos) yielded signal-noise ratios between 3 and 10. In contrast, all
the molecules that had LODs < 0.2 ugs/L using the GC-Q-Orbitrap
meethiod exhibited /N mbos =1000 in relation to the very low noise

35 Quaombrative reselis in wihear

351 Limearity

At a concentration range af 0.4-40 ug/L, all the molecules analyzed
with GC-(pOrbitrap showed good linearity for the calibration curves
[Table 1} with a good correlation coeffickent (greater tham 0996
However, at a concentration of 300 ug/L, sigmal saturation was ohserred
for some molecules. With the GCstriplequadrapole method, the

]
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Flg 3. Evaluation of LOD (/L) determined for 100 pesticides and contami-
namts in @ mbxiuse of hesane/acetone wlng the GCAQ-Oubitrap [omnge) and GC-
triple-quadrupale (bluel. (For interpertation of te relerences to colous in this
figure legend, the reades is refermed 1o the web version of this arvicle )
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respanse for the pesticides and contaminants was quadratic with a
weight of 1/x and a wider concentration range {up to 200 pg/L) than
that observed im the GCQ-Orbitrap method. Therefore, the dynamic
range of the GC-(Orbitrap appeared, in the concentration range stad-
ied, less extended doe to the saturation of the Orbétrap c=ll at the highest
cancentratian tested. To achieve comparable results with both methods,
rcalibration curves were establishied in quadratic mode with a weighting
of /2

352 Recovery

Eecovery experiments were performed by analyzing wheat samples
spiked at a concentration level of 10 pgdg (n = 5). For the GCAQ-
Orbitrap results, more than 5% of the pesticides and comtaminants
showed good recovery [F0-120%], with RSD walues < 20% demaon-
strating good repeatability [(Eurcpean Commisson, 2007). Some
organochlorine maolecules intermediate recovery, such as
aldrinm (62 + 10%), DDD (2,47 (61 + 20%), bexachlornbenzene (61 =
15%]), mirex (G4 + 14%]) and procymidone (68 + 5%). Ko malecule had
a recovery above 120%. The recovery of endrin aldebyde was 0%, and
the same recovery was observed with the GCoriple-quadrupaole. This
result could be attributed to the reaction of the aldehyde function of this
manlecule with the primary secondary amine used during the purification
step (d-SPE, PSA/MgS04).

For the G- triple-quadmnapale method, the recovery for pesticides and
cantaminants in wheat spiked at 10 pg/kg, was higher than that ob-
tained with the GC-Q:Orbitrap method for mast compounds. Mareover,
far 33% of the analytes, the recovery in the wheat matrix was over
120%. This phenomenaon can be attributed to the decrease in analyte
adsarpttan in the injection imsert due to the coinjection of the wheat
maxtrix compounds {Anastassiades et al., 20030 As described previcusy
[Anastassiades et al., 2000), the addition of protectant analytes can
overcome matriinduced effects during quantitation. Low recoveries
[« 7(¥4) were observed with both methods (deltamethrin, DDD (2,47,
demeton-S-methyl and tetrachlorvinpbos). This outcome is wsually due
to the inberaction of analytes with compounds in the matrix, which re-
duces the extraction yield. Por the GC-0Q-Ochitrap method, the recovery
wils, in most cases, < 100%, while for GC-triple-quadrupols method, the
recavery was clearly greater than 100%. This phenomencn could be
explained by a difference in ionization efficiency {competition between
analytes and matrix interferent malecubes) due to a difference in ioni-
zatian source designs. The difference in recovery could be also attrib-
uted 1o a difference in sebectivity of GC-triple-quadrupole in mode MR
and GC-Q0rbitrap in full scan mode. To confirm these opposite trends,
the matrix effects will be evaluated.

353 Limts of quaontificotion

Document {European Commission, $017) describes the L0 25 the
minimum concentration, which means the criteria for a mean recovery
within the 70-1230% range and an RED of <% Becovery rates outside
the mage of P-120% can be accepied if they are consistent (RSD <
N4}, bt the mean recovery should not be lower than 3M4G ar above
140%. However, if recoveries were between 3009 and 70 % ar between
120vand 140 % and RED < 20%%, a carrection aof LOD and LOG is required
even if uncertainty was enlarged. The GCQ-Orbitap method cannot be
validated for only 4 molecules (chinomethionat, demeton-Smethyl,
endrin aldebyde and quinalphos) becanse the criteria defined above
were oot met. To inclode these amalytes, spiking at a higher concens
tration bevel is reguired. The LOO) values caloalated for the aother mal-
ecules that complied with the specifications described above mnges
between 0.1 pp'kg and 2 pgikg. These results are very satisfactory
becauss the MEL values for these pesticides and contamdnants are > 10
ug/kg. For the GC-triple-quadrupole method, 7 molecales (bifenthrin,
carbophenothion, emdrn  aldebyde, fucrochloridone,  haloxyfop-
me=thiyl, malathion, mecarbam and phosmet) did not mest the croteria
defined above and therefore could not be validated with this method doe
to the overestimated recovery values. As previously mentioned, the
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recavery vahee for endrin aldehyde was 0%, which meant it could not be
quaniified using this sample preparation. The LOO) values calculated far
the other malecules that met the conditicns described above ranged
between 0.1 pg/Akg and 4 pgikg.

The LOG) values for both methods ars presented in Fig. 4. This figare
demonstrates that the L0 values obtained with the GCanple
quadrupale are slightly higher than those obixined with the GO
Orbitrap method. Thess results demansirate that the GC-(eOrbitrap
meethod is more sensitive than the GC-triple-quadrupale method for
minst pesticides and contaminants shadied in wheat.

.54, Muomix effects

Az a consequence of coeluting sample components, the @argebsd
analyte signal may be enhanced or suppresssd compared io the signal
from the same targeted analyte when injected in pure solvent. The
matrix effect is evaluated by comparing the slope of the calibration
curves for the standards in solvent against standards prepared in matrix

£l
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Fig. 4. Evaluatbon of LOG (pg/kg) decrmined for 100 pesticides and com-

taminants in wheat spiked a1 10 pg/%kg using the GC-Q-Orbitrap (nesage) and
GCriple-quadnapade (Wuel. (For interpretation of the references 0 colour in

thits figure legend, the reader is referred 1 the web version of this article )
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exiracts. The matrix effect (ME] is calculsted wxing Eq. (15
Mlawrin effect| ME] = ([slope mawix,'slope salvent)

The soft matrix effect (suppression or ephancement of 0-20%) &
negligible. However, if some of the analytes had a suppression or
enhancement of 20-50%, the matrix effect appeared as medium. When
the mairix effect {suppression or enhancement == 50%) i strong, it =
necessary to use some methods o overcomes the ME, such as employing a
mairix-matched calibrtion or sample dilotion. ME % values are pre-
sented im Table 1.

For GC-riplequadrapole amalyses, &4 molecules had a medinm
mairix effect, and 36 malecules had a strong marix effect; in mast cases,
they were positive. The enhancement of a signal is generally atirbated
to a decreame in analyte adsorption in the injector in the presence of
matrix compounds, such as the addition of protectants in the sample vial
before injection [ Anastassiades et al., 200%). Suppression af the signal is
often due io analyte degradation that ram occuar during exiraction steps
or in the El spurce. When an enhanced signal was observed, in most
rases with the GCriple-gquadrupale method, the opposite phenomenon
was ohserved for the GC-{eOrbitrap where the sigmal was sappressed.
For the GC-{eOrbitrap methods, the matrix effect for 84 molecules was
acceptable, with values ranging between <508 and 50%. Stroog sap-
pression of the chromatographic signal was observed for 16 molecules.
This phenomenon could be attributed to competition between argeted
analyte ions and matrix compound ions during their transfer in the C-
trap. A possibility to prevent this phenomenon would be a SIB approach
[selected ion monitoring) mode to overcome the signal suppression by
selecting the ions transferred in the Comap wsing the quadmapaole
implemented beforeband. In contrast to the full scan mode, this @rgeted
approach limits the number of compounds that can be analyzed and the
possibility of reprocessing the analysis data to detect the presence of
other pesticides and contamimants in the mjected extracts after
acqLisitian.

1 jw LMD (1]

355 Imjection of rmmpaurified wheot exirocr
Wheat extract spiked at 10 gg/kg without a purification step was
imjected wming the GC-Q-Orbitrap method. Most of the pesticides and
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cantamimants (97%) were detected. Ten replicates of mjection were
periormed without loss of sensitivity. According o the MEL, GCaQx
Orbitrap has been demonstrated to be a powerful methed for the rapid
screening of pesticides and contaminants in wheat without a purification
step. Mevertheless, contamination of the inlet can ooour with unparified
samples, and diluting can minimize this phenomenon. Then, the
unpurified extracts spiked at 10 yg/kg were injectesd after different di-
lations (% 10 and 20 times). Mone than #0% of the pesticides and the
cantaminants were guantified in soluticn diluted 10-fold. The njection
of (C srandards after 10 unpurified extract injecticns has shown that the
QC values were between 70 and 130 %. Nevertheless, after 30 unpuari-
fied extract injections a change of inlst and a cleaning of the ionization

56 Iejection of wheat exirocts of redd sample

Ta prove the sffectivensss of the two methods (GCQu0rbitrap and
latriple quadrapole), they were applisd to ten different real wheat
samples. Results obtained with GC-Q-Orbitrap and those obiained with
Gl-triple quadrupale showed that only five pesticide residues were
detected (chlorpyrifos ethyl, chlarpyrifos methyl, phiosmet, chlarprop-
ham and deltamethrin). The amount of detected pesticides in wheat
extracts did oot exceeded the MEL values of these pesticides in wheat

Food Chemisiry 350 (3031} 1hwa2

samples which were 10, 10, 50, 10 and 1,000 gg/kg respectively.
Using GC-Q-Orbitrap, chlarpyrifos ethyl and chlorpyrifos methyl
were detected in all the wheat samples, with concentration mnging from
26 to 6.3 pgeg. Fhosmet was detected at a concentration range from
189 to 21.5 pgr'kg, chlorpropham was detected in thres sample at a
cancentmation moge from 2.3 o 6.9 pp'kg and deltamethrin was
detected in one sample 2t 2 concentration of 33.5 ug/kg. Almost similar
values werne pbtained using the GCtriples quadripole: chlorpyrifos ethyl
and chlarpyrifos methyl were detected in all the wheat samiples, with

cancentmation ranging from 31 te 7.7 pg/kg. Chlorpropham was
detected in three sumple at a concemtration range from 3.0 to &6 pgkg

and dedtamethrin was detectsd inooe sample at 2 concentration of 36.6
g kg. Phasmet is detected using GC-triple quadripole method but could
not be quantified due to the too high recovery value up to 140% ab-
tained for pesticide. So, the results obtained with both approaches
[MEM miode using GC-tripls quadripols and full scan mode using GC-0)-
Oirbitrap) were consistent.

A6 njection of other complex matrix extrocts

The fimal part of our study was dsdicated to the influence of various
mairices an the detecton of both methods. The same ewiracts of

El':':' g1 3 m
£, a0
-
=2 E T3 72 1
g ]
F =
u a3
£l
T« ia)
_% = 19
.,E il 14 1%
N
B, |
£ Extract dhlisted 70 Exteact diluted 40 Extract dilsted 5 Extvact of zamipla
& folds falds folds spkad at 10 gy
P win il
m Rapsssed ®mCumin mTea
100 % oq oq
- ==-1
& @b =
rE & 73 T Ir
g A 61
g &
g =
T P
£ 3 ()
LT}
; H
10
£
| 0
Extract diluted 30 Extract dluted 10 Extract dilsted 5 Estract of sample
folds falds felds spked at 10 pgikg
undiluted

B Rapessed W Cumin W Tes

Flg. 5. Comparisca of the percentage of detected compounds with different dilutiose (5-, 10- and 20-fold) wsisg the GC-triple-quadrupale (a) and GC-Q-Orbitesgp (k)
In the complex matrices spiled ar 10 pp/kg: mpeseed (bdue), cumin (oange) and black tea (green), [For interprecation of the references bo oodour In this figare legend,

e redader @5 nelemed oo the web version of this amicke.]
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5. Belarby ot ol

rapessed, cumin ar tea samples spiked at 10 pg/kg were analyzed wing
the Glsriple-quadropole and GC-Q=Orbitrap methods. For the latter
method, optimized parameters, determined in this study, were selected:
60,000 PWHA and 1E® far the AGC target value. For daia treatment,
tolemnce for the mass (+5 ppm) and retention tme (+0.1 min} was
used. The extracts from these different matrices underwent different
dilutioms, 5=, 10- and 20-fold, to assess the sensitivity and selectivity of
both methods. The histograms presented in Fig. & summarize the results
obtained for the thres matrices.

The results showed that for undiluted extracts for the three madrices,
similar percentages of detected compounds were obtained regandbess of
the method used. The endrin aldebyde was recovered in rapeseed ex-
tracis. This result can be explained by the nature of the d-5PE material
used for mpesesd purification that contzies less amount of PSA. Cons
rcerning diluted extract analyses, the GC-(Orbitrap sensitvity appeansd
ta be clearly higher than the GC-triple-quadmpole sensitivity due to the
wery bow noise ohserved with the GC-(QxOrbitrap method. Far the extract
dilated 20:fold, the namber of pesticides and contaminants still detected
ranged from 30 to 63% (Fig. 5). Moreover, when injecting exiracts
dilated 20-4odd into the GC-Q-Orbitrap system, some ions provided in
matrices were clearly separated from the analyte bons.

4. Comclusion

In this study, the GC-QuOrhitrap (60,000 FWHM 2t m/2 200) method
and Gl triple-quasdnapole method were evalumted and compared for the
screening and quantification of 100 pesticides and contamdnamis in
different complex food matrices, sach as wheat, rapeseed, cumin and
black tea. The GC-(Orbiirap method development in full scan mode
was found to be less time-consuming than the GCstriple-quadnopole
method. The GC-C-Orbitrap and GC-triple-quadrupole methods were
able to detect 1004 of the pesticides and contaminants with an LOD of
< 0.4 pgsl and < 2 pgsL, respectively. In terms of semsitivity, the LOD
values were lower for Bb pesticides and contaminants analyzed with the
GL-Q-Orbitrap method than those obtained wming the GCriple
quadrupale metbhod. Good linearity for the calibmtion curves at a con-
rcentration range of 0.4—40 pg/L with a good coefficient and commelation
[greater than 0.996) was abtained for almaost all the molecules studied.
Howesver, the GC-0-Orbitrap method exhibited a smaller dynamic mnge
than the GC-triple-quadrapale method. Maore than 85% af the pesticides
and contaminants showed good recovery [P0-1208] with the GG
Orbitrap method, which can be atiribated to better selectivity. More-
oveT, 3 negative matrix effect was observed with the GCQeOrbitrap
method. This phenomenon mary be dwe to competition between tar-
geted analyte iors and matrix compound icns during their trarsfer in the
Cetrap, which thait can be overcome using a $I8 approach. In contrast to
the full scan mode, this targeted approach lmits the mumber of com-
pounds that can be analyzed and the possibility of reprocessing the
analysis data to detect the presence of other pesticides and contaminants
in the injected extracts after acquisition. The injection of unpurified
wheat extracts spiked at 10 pg/kg proved the potemtial of the GO

Orbitrap method for e in performing high-throughput screening faor
pesticides and comtaminanis in food matrices.
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Chapitre IV : Evaluation et comparaison des performances GC-HRMS (Q-Orbitrap) et GC-MS/MS (triple quadripéle) pour I'analyse de
pesticides dans les matrices alimentaires complexes

Table S1: The GC-triple-quadrupole acquisition parameters for 100 pesticides and

contaminants.

No Name tr (min) Quantitative transition Qualitative transition
Precursor>product (m/z) ~ CE (V) Precursor>product (m/z) CE (V)

1 2-Phenylphenol 6.47 169.1>141.1 10 141.1 > 115.1 10
2 Alachlor 9.56 188.1>160.1 10 188.1>132.1 25
3 Aldrin 10.23 254.9 > 220.0 20 257.0>222.0 20
4 Anthraguinone 10.23 180.0 > 152.1 10 208.0 > 152.2 20
5 Azinphos-ethyl 15.51 160.0>77.1 20 132.0>77.1 20
6 Azinphos-methyl 14.90 160.0>77.0 20 132.1>77.0 20
7 Bifenthrin 14.20 181.0 > 165.0 25 181.0>141.0 20
8 Bromophos-ethyl 11.32 357.0>301.0 20 241.9>96.9 15
9 Bromophos-methyl 10.58 125.0>47.0 20 330.9>285.9 35
10 Butralin 10.52 266.0 > 190.0 10 224.1>132.1 15
11 Carbophenothion 13.12 342.0 > 157.0 10 153.0 > 96.9 10
12 Chinomethionat 11.32 234.0 > 206.0 15 206.0 > 148.0 15
13 Chlormephos 11.67 175.0>111.0 15 111.0>75.0 15
14 Chlorfenson 6.05 153.9>121.1 5 121.1>65.0 10
15 Chlorobenzilate 12.48 251.1>139.1 15 139.1>75.1 15
16 Chlorthal-dimethyl 10.35 298.9 > 221.0 20 300.9 > 223.0 20
17 Chlorothalonil 8.91 265.9 > 133.0 25 265.9 > 230.9 25
18 Chlorpropham 7.43 153.0>90.0 15 127.0 > 65.1 10
19 Chlorpyriphos-ethyl 10.38 198.9>171.0 15 196.9 > 169.0 15
20 Chlorpyriphos-methyl 9.45 285.9>93.0 25 286.0>271.0 15
21 Coumaphos 16.16 361.9>109.0 15 210.0>182.0 15
22 DDD (2,4 12.08 235.0 > 165.1 20 199.1 > 164.1 10
23 DDE (2,4 11.37 317.8>248.0 20 246.0>176.2 15
24 DDE (4,4") 11.92 317.8>248.0 20 246.0>176.2 15
25 Deltamethrin 18.42 252.9>172.0 10 174.0 >93.0 10
26 Demeton-S-methyl 7.25 142.0>78.9 15 88.0 > 60.0 10
27 Diazinon 8.59 199.1>93.0 10 137.1>54.0 20
28 Dichlobenil 5.58 173.0 > 100.0 25 171.0>136.0 15
29 Dichlofenthion 9.27 279.0 > 223.0 15 279.0 > 204.9 15
30 Dichlorvos 4.99 184.9>93.0 20 109.0 > 79.0 15
31 Dicloran 8.12 160.1 > 124.1 5 143.0>111.0 25
32 Dimethoate 8.11 125.0>47.0 10 143.0 > 111.0 15
33 Diphenylamine 7.29 169.0 > 139.1 30 169.0>77.1 35
34 Disulfoton 8.74 142.0 > 109.0 10 142.0 > 80.9 10
35 Endosulfan sulfate 13.32 271.9 > 237.0 15 273.8>236.9 15
36 Endrin aldehyde 12.95 344.9 > 280.9 20 249.9>214.9 25
37 Ethion 12.72 230.9 > 175.0 10 124.9 > 96.9 10
38 Ethoprophos 7.33 157.9>97.0 15 138.9>97.0 5
39 Etridiazole 6.16 213.1>185.0 10 183.0 > 140.0 25
40 Fenamiphos 11.64 303.0 >154.0 15 154.0 > 139.0 5
41 Fenchlorphos 9.69 285.0 > 269.9 15 286.9>272.0 25
42 Fenchlorphos-oxon 9.14 261.9>247.1 20 261.9>217.0 20
43 Fenitrothion 9.89 277.0>109.0 20 277.0>260.1 5
44 Fenpropathrin 14.34 265.0 > 210.0 10 181.1>152.1 25
45 Fenson 10.50 141.0>77.1 5 267.9>77.1 15
46 Fludioxonil 11.85 248.0>127.1 30 248.0>154.1 20
47 Fluorochloridone 10.43 145.1>95.0 20 187.1>159.1 15
48 Formothion 9.08 170.0 > 93.0 5 170.0 > 63.0 25
49 Haloxyfop-methyl 11.23 375.1>316.0 20 180.0 > 160.0 10
50 HCH (o) 7.96 218.9>183.0 15 180.9 > 145.0 15
51 HCH (B) 8.39 218.9 > 183.0 15 180.9 > 145.0 15
52 HCH (y) 8.47 218.9 > 183.0 20 180.9 > 145.0 20
53 HCH (9) 8.86 218.9 > 183.0 20 180.9 > 145.0 15
54 HCH (¢) 9.02 218.9 > 183.0 5 180.9 > 145.0 15
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55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

70

71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

Heptachlor
Heptenophos
Hexachlorobenzene
Isazophos

Isodrin

Malaoxon
Malathion
Mecarbam
Metalaxyl
Methacriphos
Methidathion
Methoxychlor
Mevinphos

Mirex
Monochrotophos
N-Desmethyl-
pirimiphos-methyl
Nitrofen
Paraoxon-methyl
Parathion-ethyl
Parathion-methyl
PCB 118

PCB 138

PCB 153

PCB 28

PCB 52
Pendimethalin
Pentachloroanisole
Pentachlorobenzene
Phosalone
Phosmet
Phosphamidon
Pirimiphos-ethyl
Procymidone
Profluralin
Propham
Prothiofos
Quinalphos
Quintozene
Sulfotep
Tecnazene
Tetrachlorvinphos
Tetradifon
Tolclofos-methyl
Triazophos
Trifluralin
Vinclozolin

9.63
6.92
8.10
8.82
10.74
9.38
10.02
10.96
9.63
6.37
11.29
14.32
5.92
15.15
7.63

9.54

12.31
8.73
10.27
9.46
12.53
13.41
12.92
9.35
9.91
10.82
10.06
6.68
14.88
14.20
8.64
10.58
11.14
8.42
6.10
11.79
11.03
8.54
7.68
7.21
11.45
14.71
9.53
12.95
7.56
9.42

271.7>236.9
124.0 > 89.0
283.8>213.9
256.9 > 162.0
193.0 > 123.0
126.9 >99.0
172.9>99.0
130.9 > 86.0
234.0>146.1
124.9>47.1
144.9 > 85.0
227.0>169.1
127.0>94.9
271.8 >236.8
127.1>109.0

277.0>168.0

202.0>139.1
229.9>136.1
291.0>109.0
262.9 > 246.0
253.9>184.0
287.9>217.9
287.9>217.9
256.0 > 186.0
289.9>219.9
251.8>162.2
264.8 > 236.8
249.9 > 215.0
182.0 > 75.0

160.0 > 77.1

264.0 > 127.0
318.1>182.0
282.8>96.0

318.1>199.1
178.9>93.0

308.9 > 238.9
157.0 > 102.0
295.0 > 237.0
321.8>201.9
260.9 > 203.0
328.8>108.9
158.9 > 111.0
265.0 > 250.0
161.2 > 134.2
306.1 > 264.0
197.9 > 145.0

25
10
25
5
40
15
15
15
20
10
10
10
15
15
15

10

25
5
10
5
25
40
40
25
25
20
20
40
10
20
15
15
20
15
10
25
15
20
15
15
15
10
15
10
10
15

273.7>238.9
124.0 > 63.0
281.8>2119
161.0 > 146.0
193.0 > 157.0
195.0 > 109.0
157.8 > 125.0
130.9>74.0
234.0>174.1
124.9>79.0
85.0 >58.0
227.0>141.1
109.0 > 78.9
236.9>118.9
127.1>95.0

277.0>152.0

282.9>162.0
247.0>96.0

109.0 > 81.0

262.9>109.0
325.9>253.9
359.9>289.9
359.9>289.9
258.0>186.0
291.9> 2219
161.9>161.1
279.9>236.8
248.0>213.0
182.0 > 111.0
160.0 > 105.0
264.0 > 193.0
152.1 > 84.0

282.8 > 68.0

346.9 > 330.1
119.0>91.0

266.9 > 239.0
146.0 >91.0

237.0>119.0
201.8>145.9
214.9>179.0
330.8>108.9
158.9 > 131.0
267.0>93.0

161.2>91.0

264.0 > 160.1
212.0>172.1

20
35
35
10
40
15
10
20
10

10
15
20
15
18

15
10
10
15
30
25
25
25
20
10
25
20
20
15
10
10
30
20
10
15
20
30
25
10
15
10
25
20
15
15

Confidentiel

167



Chapitre IV : Evaluation et comparaison des performances GC-HRMS (Q-Orbitrap) et GC-MS/MS (triple quadripéle) pour I'analyse de
pesticides dans les matrices alimentaires complexes

Table S2: Analyte names, formula and retention times, experimental mass of quantifier and

qualifier ions, and mass error of pesticides and contaminants.

No  Compound names Formulas Quantifier Am(ppm) Qualifier  Am (ppm) tr (min)
m/z m/z

1 2-Phenylphenol C12H100 169.0648 0.9 141.0698 0.4 6.23
2 Alachlor C14H20CINO2 188.1072 1.3 160.1122 0.5 9.32
3 Aldrin C12HsClg 262.8565 0.4 292.9268 0.1 9.99
4 Anthraquinone C14Hs0: 208.0518 1.2 180.0569 0.1 9.99
5 Azinphos-ethyl C12H16N303PS; 132.0444 0.5 104.0494 0.9 15.27
6 Azinphos-methyl C10H12N303PS; 132.0444 0.2 104.0494 0.4 14.66
7 Bifenthrin C23H22CIF30: 181.1011 0.3 166.0777 0.5 13.96
8 Bromophos-ethyl C10H12BrCl,03PS 302.8463 0.3 358.9089 0.3 11.08
9 Bromophos-methyl CgHsBrCl,03PS 330.8779 05 124.9823 0.1 10.34
10  Butralin C14H21N304 266.1136 0.0 277.1422 0.7 10.28
11 Carbophenothion C11H16CIO;PS3 156.9873 1.0 199.0010 1.0 12.88
12 Chinomethionat C10HsN20S; 205.9972 1.2 233.9921 0.8 11.08
13 Chlormephos CsH12CIO.PS; 121.0412 0.6 96.9507 1.0 5.81
14 Chlorfenson C12HsCl,03S 1749615 1.3 139.0055 0.2 11.43
15 Chlorobenzilate Ci16H14Cl203 138.9945 0.2 251.0025 0.2 12.24
16  Chlorthal-dimethyl C10HsCl404 300.8802 0.1 331.8987 0.4 10.11
17 Chlorothalonil CsClsN2 265.8778 0.1 228.9121 0.3 8.67
18  Chlorpropham C10H12CINO2 171.0081 0.7 127.0184 1.1 7.19
19  Chlorpyriphos-ethyl CoH11CIzNO3PS 196.9196 0.7 313.9569 0.7 10.14
20  Chlorpyriphos-methyl  C;H;CIsNO3sPS 285.9259 0.8 124.9823 1.3 9.21
21 Coumaphos C14H16CIOsPS 225.9850 0.3 362.0139 0.8 15.92
22 DDD (2,4) C14H10Cl4 235.0078 0.6 165.0700 1.1 11.84
23 DDE (2,4) C14HsCly 245.9997 0.6 317.9344 0.5 11.13
24  DDE (4,4) C14HsCly 245.9997 0.8 317.9344 0.4 11.68
25 Deltamethrin C22H19BraNO3 181.0647 0.5 252.9046 0.1 18.18
26 Demeton-S-methyl CeH1503PS; 141.9848 1.2 169.0082 0.3 7.01
27  Diazinon C12H21N203PS 179.1179 0.8 199.0631 0.4 8.35
28  Dichlobenil C7HsCI:N 170.9637 0.2 100.0182 0.4 5.34
29  Dichlofenthion C10H13C,03PS 2229382 1.1 279.0008 1.2 9.03
30  Dichlorvos C4H-Cl,04P 1849765 0.7 109.0049 0.1 4.75
31  Dicloran CsH4Cl2N,0- 205.9644 0.4 175.9664 0.2 7.88
32  Dimethoate CsH12NO3PS; 1249822 0.5 142.9822 0.6 7.87
33 Diphenylamine Ci2HuN 169.0884 0.7 154.0651 0.7 7.05
34  Disulfoton CsH190,PS3 1419672 0.5 153.0135 0.7 8.51
35  Endosulfan sulfate CoHsCls04S 271.8097 0.4 236.8408 0.4 13.08
36 Endrin aldehyde C12HsClO 249.8487 0.5 344.8983 1.1 12.71
37  Ethion CoH2204P2S4 230.9731 09 153.0133 0.5 12.48
38 Ethoprophos CsH1902PS; 157.9619 0.4 138.9977 0.6 7.09
39  Etridiazole CsHsCl3sN20S 210.9494 0.6 182.9181 0.4 5.92
40  Fenamiphos C13H22NO3PS 303.1053 0.1 260.0506 0.1 11.41
41  Fenchlorphos CgHsCl3s03PS 284.9303 0.5 269.9068 0.4 9.45
42 Fenchlorphos-oxon CsHsCl304P 268.9532 0.6 166.9216 0.4 8.91
43 Fenitrothion CoH12NOsPS 260.0142 0.1 277.0169 0.1 9.65
44 Fenpropathrin C22H23NO3 181.0647 0.2 265.0734 0.8 14.11
45  Fenson C12HoCIOsS 141.0004 0.8 267.9957 0.1 10.26
46 Fludioxonil C12HsF2N20; 248.0391 1.2 126.0361 0.1 11.61
47 Fluorochloridone C12H10Cl2FsNO 187.0238 1.0 174.0524 0.2 10.19
48  Formothion CsH12NO4PS; 1249826 0.8 142.9390 0.6 8.84
49  Haloxyfop-methyl Ci6H13CIF3NO, 316.0337 1.3 375.0469 1.1 10.99
50 HCH (o) CsHsClg 180.9374 0.9 218.9113 0.8 7.72
51  HCH (p) CeHeCls 180.9374 1.2 218.9113 0.1 8.15
52 HCH (y) CeHeCls 180.9374 0.0 218.9113 0.6 8.23
53  HCH (9) CeHsCls 180.9374 0.6 218.9113 0.5 8.62
54  HCH (¢) CeHsCls 180.9374 0.4 218.9113 0.3 8.78
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55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

Heptachlor
Heptenophos
Hexachlorobenzene
Isazophos

Isodrin

Malaoxon
Malathion
Mecarbam
Metalaxyl
Methacriphos
Methidathion
Methoxychlor
Mevinphos

Mirex
Monochrotophos
N-Desmethyl-
pirimiphos-methyl
Nitrofen
Paraoxon-methyl
Parathion-ethyl
Parathion-methyl
PCB 118

PCB 138

PCB 153

PCB 28

PCB 52
Pendimethalin
Pentachloroanisole
Pentachlorobenzene
Phosalone
Phosmet
Phosphamidon
Pirimiphos-ethyl
Procymidone
Profluralin
Propham
Prothiofos
Quinalphos
Quintozene
Sulfotep
Tecnazene
Tetrachlorvinphos
Tetradifon
Tolclofos-methyl
Triazophos
Trifluralin

100 Vinclozolin

pesticides dans les matrices alimentaires complexes

C10HsCly
CoH1,CIO4P
CsClg
CyH17CIN3O3PS
C12HsClg
C10H1907PS
C10H1006PS2
C10H20NOsPS;
C15H21NO4
C7H1305PS
CsH11N204PS3
Ci16H15Cl302
C7H1306P
C1oCl12
C7Hw1sNOsP
CoH11C1203PS

C12H-;CI;NO3
CgH10NOgP
C10H14NOsPS
CgH10NOsPS
C1oHsCls
C12H4Cls
C12H4Cls
C12H/Cls.
C12HsCla
C13H19N304
C-/HsClsO
CsHCls
C12H15CINO4PS;
C11H12NO4PS;
C10H19CINOsP
C13H24N303PS
C14H16F3N304
C10H13NO>
C11H15C|202P52
C12H15N203PS
CsCisNO2
CgH2005P2S>
CsHCI4NO;
C10HoCl404P
C12HsCl40,S
CoH1:Cl,05PS
C12H16N3O3PS
C13H16F3N304
C12HoCIoNO3

271.8098
124.0075
283.8098
162.0427
192.9372
127.0156
124.9821
131.0036
206.1177
207.9949
145.0066
227.1066
127.0155
271.8097
127.0153
127.0153

202.0179
230.0213
291.0326
263.0011
325.8798
359.8406
359.8406
255.9607
219.9841
252.0979
264.8595
249.8487
183.0003
160.0393
127.0154
168.0588
283.0161
318.0696
137.0471
308.9934
157.0759
236.8408
237.9294
202.8798
328.9298
158.9666
264.9849
162.0658
264.0223
178.0418

0.8
0.8
0.3
0.0
0.4
1.2
0.2
0.1
0.7
11
0.0
0.8
0.7
0.2
11
0.4

1.0
0.6
0.2
0.9
0.4
0.9
0.0
0.1
0.3
11
0.9
0.0
0.1
11
0.6
1.2
0.8
0.1
0.0
0.2
0.4
1.3
0.5
0.6
0.1
0.9
0.3
0.5
14
0.3

236.8408
215.0467
141.9372
256.8784
262.8564
194.9875
173.0807
160.0426
160.1122
179.9999
85.0396

212.0831
164.0233
236.8408
164.0231
164.0231

282.9798
200.0233
109.0050
124.9821
253.9451
289.9030
289.9030
186.0231
289.9218
208.0716
191.9169
214.8797
121.0414
133.0285
264.0996
318.1034
255.0161
347.1087
179.0941
161.9633
190.0558
213.8718
322.0222
260.8729
239.8876
226.8886
249.9614
172.0869
306.0691
212.0028

0.2
1.3
0.1
0.4
1.3
0.1
1.0
0.3
0.7
0.9
0.3
0.6
0.1
0.2
0.1
0.3

0.8
0.1
0.2
0.8
0.7
1.3
0.4
0.1
0.3
0.3
0.5
0.1
0.6
0.5
13
0.3
0.4
0.1
0.3
0.2
0.8
0.2
0.2
0.2
0.3
0.2
0.8
0.7
0.4
0.4

9.39
6.68
7.86
8.58
10.51
9.14
9.78
10.72
9.39
6.13
11.05
14.08
5.68
14.91
7.39
9.31

12.07
8.49
10.03
9.22
12.29
13.17
12.68
9.11
9.67
10.58
7.88
6.44
14.64
13.96
8.9
10.38
10.91
8.18
5.86
11.55
10.79
8.31
7.44
6.97
11.21
14.47
9.29
12.71
7.32
9.18
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Chapitre IV : Evaluation et comparaison des performances GC-HRMS (Q-Orbitrap) et GC-MS/MS (triple quadripéle) pour I'analyse de
pesticides dans les matrices alimentaires complexes

CONCLUSION

Une comparaison des performances analytiques d’une méthode GC-triple quadripble en
mode « SRM » et une méthode GC-Q-Orbitrap a été réalisée pour la quantification de 100
pesticides et contaminants dans diverses matrices agroalimentaires complexes. La méthode
GC-Q-Orbitrap, développée avec une résolution de 60000 FWHM a m/z 200 en mode « full

scan », s’est avérée étre le meilleur compromis.

La démarche expérimentale pour la mise au point des paramétres de détection des deux
méthodes a été comparée. Les ions de quantification et de confirmation déterminés en GC-Q-
Orbitrap ont été choisis grace a une base de données Orbitrap Thermofisher. En revanche,
I'optimisation des transitions « SRM » en GC-triple quadripble, a nécessité l'injection des

solutions individuelles de chaque molécule, et a été plus chronophage.

Les limites de détection des pesticides et contaminants ont été déterminées en injectant des
étalons préparés dans un mélange hexane/acétone 70/30 (v/v). Les valeurs des LOD obtenues
avec la méthode GC-Q-Orbitrap et la méthode GC-triple quadrip6le sont toutes inférieures a
0,4 pug/Let a2 pg/L respectivement. Les pics chromatographiques correspondant aux valeurs
des LOD des molécules analysées en GC-Q-Orbitrap présentent des valeurs de rapport
Signal/Bruit supérieures a 100 (bruit de fond quasi-inexistant), tandis que celles obtenues en

GC-triple quadripdle sont comprises entre 3 et 10.

En ce qui concerne les gammes d’étalonnage, la réponse des pesticides et contaminants
analysés en GC-triple quadripdle est quadratique avec une pondération de 1/x tandis que celle
des pesticides et contaminants analysés en GC-Q-Orbitrap est linéaire. Cependant, une
saturation du signal pour le point de gamme a 200 pg/L a été observée pour la majorité des
pesticides analysés en GC-Q-Orbitrap. Ainsi, cette derniére présente une gamme dynamique

plus petite que la méthode GC-triple-quadripdle.

L'injection d'extraits de blé non purifiés dopés a 10 pg/kg, a prouvé le potentiel de la méthode
GC-Q-Orbitrap a réaliser un screening de pesticides et contaminants dans les matrices

alimentaires complexes.

En termes de résultats quantitatifs, les taux de récupération de plus de 85% des pesticides et

contaminants sont compris entre 70 et 120% avec la méthode GC-Q-Orbitrap alors qu’une
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surestimation de ceux obtenus pour certains pesticides analysés en GC-triple quadripdle est

observée. Ceci pourrait s’expliquer par une meilleure sélectivité de I’Orbitrap.

D’importants effets matrice négatifs ont été observés avec la méthode GC-Q-Orbitrap pour
guelques pesticides. Ce phénomeéne peut étre expliqué par la compétition entre les ions des
pesticides et contaminants et les ions issus de la matrice lors de leur transfert dans le C-trap.
L'utilisation d’une approche SIM pourrait diminuer ces effets matrice. Cependant, cette
approche ciblée limiterait le nombre de composés analysables et la possibilité de retraiter les
données d'analyse pour détecter la présence d'autres pesticides et contaminants dans les

extraits injectés apres acquisition.
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Conclusion générale et perspectives

Afin de protéger la santé des consommateurs, la législation envers les pesticides autorisés et
leurs quantités résiduelles admissibles dans les matrices agroalimentaires, est en constante
évolution. Les valeurs des LMR de ces substances sont de plus en plus strictes pour un plus
grand nombre de composés. Afin de répondre a toutes ces exigences, ces travaux se sont
focalisés sur I'identification et la quantification de pesticides et contaminants dans diverses
matrices agroalimentaires par différentes méthodes analytiques et ont été réalisés en trois

grandes parties.

D’abord, deux méthodes d’analyse en GC-MS/MS d’une durée de 20 min et en HPLC-MS/MS
d’une durée de 12 min, ont été mises au point pour I'analyse de plus de 220 et 350 pesticides
et contaminants dans diverses céréales, fruits et légumes, respectivement. Pour cela, une
optimisation des paramétres « SRM » de chaque molécule a été effectuée puis des tests
d’extraction QUEChERS ont été réalisés sur ces matrices. Les taux de récupération de ces
pesticides et contaminants ont été évalués grace a des dopages de matrices issues de
I’agriculture biologique a 10 pg/kg. Au total, une liste d’environ 600 pesticides et
contaminants qui peuvent étre analysés et quantifiés avec succes grace a ces deux méthodes
et deux autres méthodes spécifiques non présentées dans ce manuscrit, est actuellement
proposée aux clients SGS dans des matrices agroalimentaires variées. Les perspectives de ce
travail seraient de transposer la méthode HPLC-MS/MS vers une méthode UHPLC-MS/MS qui
permettrait de gagner un temps précieux pour les unités d’analyses de pesticides dans les

laboratoires de routine.

Néanmoins certaines matrices agroalimentaires, riches en lipides ou seches et riches en
molécules interférentes comme les thés ou les épices, présentent des spécificités qui ont
nécessité d’adapter la méthode QUEChERS afin d’améliorer les taux de récupération des

pesticides et de limiter les effets matrice pour une quantification plus juste et plus précise.

Ainsi, pour améliorer les performances de la méthode QUEChERS pour les matrices riches en
lipides, telles que les graines de colza, il est apparu intéressant de tester plusieurs supports
solides de purification d-SPE (EMR-Lipid, Z-Sep et Z-Sep*) innovants et procédé comme la
congélation de l'extrait. Pour cette étude, des graines de colza issues de I’agriculture
biologique ont été dopées avec un mélange contenant les molécules étudiées, a deux niveaux
de concentration : 10 ug/kg et 50 pg/kg. Les résultats obtenus montrent que pour les extraits

non purifiés, une augmentation significative du bruit de fond a été observée lors de leur
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injection qui peut étre attribuée a la présence de nombreux interférents co-extraits. La
purification avec I'adsorbant EMR-Lipid a donné les meilleurs résultats en termes de taux de
récupération, d’effets matrice et de limites de quantification. De plus, la congélation des
extraits de graines de colza apreés |'étape d’extraction QUEChERS, a amélioré significativement
les taux de récupération ainsi que les effets matrice. Il apparait donc que la combinaison de
I"utilisation d’un support EMR-Lipid et la congélation de I’extraction pourrait s’avérer trés
efficace plus limiter les effets matrice et améliorer les taux de récupération., Néanmoins,
d’ores et déja, une méthode HPLC-MS/MS en mode « SRM » utilisant une méthode QUEChERS
avec une extraction avec I'acétonitrile et une purification d-SPE avec le support solide EMR-
Lipid permet I'identification et la quantification de 178 pesticides et contaminants dans les

graines de colza avec des LOQ inférieures a 10 pg/kg,.

Ces derniéres années, la GC-HRMS (TOF et Orbitrap) est venue concurrencer la GC-MS/MS
(triple quadripble) en permettant notamment une analyse en approche non-ciblée des
composés d’intéréts. La derniére partie de ces travaux de thése a été dédiée a |'évaluation de
I'apport de la GC-HRMS dans le cas spécifique de I’'analyse de pesticides et contaminants dans
des matrices agroalimentaires complexes. Ainsi, les performances analytiques d’une méthode
GC-Q-Orbitrap en mode « full scan » et une méthode GC-triple quadripble en mode « SRM »,
ont été comparées pour I'analyse d’'une centaine de pesticides et contaminants dans les

matrices agroalimentaires (blé, graines de colza, thé et cumin).

D’abord, la résolution fixée a 60000 FWHM a m/z 200 en mode « full scan », s’est avérée étre
le meilleur compromis pour obtenir un nombre de points par pic suffisant. La mise au point
des conditions expérimentales s’est avérée beaucoup plus rapide pour la méthode GC-Q-
Orbitrap. En termes de sensibilité, les valeurs obtenues avec la méthode GC-Q-Orbitrap et la
méthode GC-triple quadripble sont toutes inférieures a 0,4 pg/L et a 2 pg/L respectivement.
Cependant, la gamme dynamique de la méthode GC-Q-Orbitrap est moins étendue que celle
de la méthode GC-triple quadripodle. Les taux de récupération de plus de 85% des pesticides
et contaminants sont compris entre 70 et 120% avec la méthode GC-Q-Orbitrap alors qu’une
surestimation de ceux obtenus pour les pesticides analysés en GC-triple quadripble est
observée. Cependant, d'importants effets matrice négatifs ont été observés avec la méthode
GC-Q-Orbitrap pour quelques pesticides. Ce phénomene peut étre expliqué par la compétition

entre les ions des pesticides et contaminants et les ions issus de la matrice lors de leur
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transfert dans le C-trap. Enfin, I'injection d'extraits de blé non purifiés dopés a 10 ug/kg, a
prouvé le potentiel de la méthode GC-Q-Orbitrap, a réaliser un screening de pesticides et
contaminants dans les matrices alimentaires complexes. L’injection des extraits de cumin, thé
et graines de colza dilués, a démontré le potentiel de la GC-HRMS pour réaliser des dépistages
rapides de I'absence ou de la présence des pesticides. Dans un deuxiéme temps, seuls les

extraits ‘positifs’ seraient purifiés pour réaliser une analyse quantitative.

Les perspectives de ce travail seraient de développer une méthode GCxGC-HRMS pour limiter
la saturation de la C-trap et les effets matrice négatifs. Cela nécessitera néanmoins de
diminuer la résolution de I'analyseur de masse et générera un volume de données tres élevé.
De plus, les logiciels de retraitement de chromatogrammes bidimensionnels sont peu adaptés

a des analyses de routines.
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Annexes

ANNEXES

Annexe 1 : La méthode normée NF EN 15662, La méthode normée américaine AOAC

2007.01 ainsi que la méthode origale

Etape 1 - Extraction
QuEChERS OuEChERS CuEChERS
Anastassiades et ADAC 2007.01 EM 15662
al. 2003
Ajouter 10 mi de Ajouter 15 mL de Ajouter 10 miL de
MeCH & 105 MeCh {3 1% de Melh allg
d'échantillan ArDHpa15g d'échantillan
homogénéisé dans un d'échartillon homogénésé dans un
tube de 50 mL homogénéisé dans un tube de 50 mL
tube de 50 mL
Ajouter 15 Ajouter 15
Ajouter &
Mélanger Mélanger
vigoure use ment Metanger vigoureusement
wigDureusesmasnk
Ajouter 4 g de Ajouter & g de Ajouter 4 g de
MgS0iet 1gde MigSi et 1 g de fdgS04,1 g de Nacl, 1
Hacl Hatiac g de MayCltrate -
2Ha0,10.5 g de
Mdlanger Mélanger MazMCHrate - 1.5H:0,
WigOurEusEmEnt vigoureusement .
pendant 1 min pendant 1 min hdelanger
wigoureusement
) pendant 1 min
cenioger e i
pendant & min a pe ]'_H]ﬂr:m Centrifuger pendant
S000 rpm % man 2 3000 Ly min
Etape 2 = Purification par d-SPE
Transférer 1 mLde Transférer 1 ml de Transférer 1 mL de
surmageant dans un sumageant dans un swmageant dans un
tube contenant 150 tube contenant du tube contenant 150
mig de Mg=0, et 50 150 mg MgS0s et du mg de Mgs0s et 25
mg de P5A 50 mg de PSA [+ i, mg de PSA [+ 2.5 3
GEA) 75 mg de GCB)
Mélanger pendant Mélanger pendant Mélanger pendant
1 min s 0s
Transférer 0.5 mL Conserver avec du Conserver avec de
dans un vial pour toluéne pour une I"ACH javec 5%
une analyse par analyse GC-MS/ M5 d'acide formigue]
GO WSS au cu dans MeCM [avec
LE-MEMS BT mMa d'acide Transférer 0.% mL
formique] pawr une dares un vial pour
analyse par une analyse par
LIS A5 GL-MAS/ M5 o
LE-MSAAS
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Annexe 2 : Méthode interne M0O-0336

Echantillon broyé =t homogéndiss (CF. PRT-0058)

¥
Pour fruits secs ou légumes secs, Prelever 10 £ 0.1g dans un tube 3 centrifuger (avec bouchen 3 vis).
échantillon sec (Céreales ou miel) - Différencier entre les teneurs en eau (CF. tableau: annexe 1)

50,059
Produits fermentés ou épices riches en
extraits - 2 + 0,03g

Ayouter de Neau (contenu total=prise essai totale requise

Sl echantiion =00 e eau

[Cf. annexe 1))

¥

Ajouter 10 miL 4" actonitrile

¥

— - Fermer le fube et secouer wigoureusement pendant exactement 1 minute
lere etape de lextraction | 5i broyage ou extraction des résidus insuffisant. agiter 20 min avec agitatewr

mecanigque

2éme exfraction avec

l

phase de séparation

Pour produits acides (pH<3), pour les

FAjouter les sels tampons - 4g de MgS04, 1g de MaCl, 1g de Ma3Citrate
dihydrate et 0,5 g de MaZHCitrate sesquihydrate.

citrons verts, bes groseilles, ajouter

!

G00pL et pour les framboises : 200 pL de

solution 2 5 mollL NaOH aux sels Fermer le tube et secouer vigoureusement sans attendre pendant

tampons {Cf. annexe 1).

exacternent 1 minute

Si présence d'eau : voir Note méthode

I

Centrfuger pendant 5 min 2 >3 000 g

Option : isoler un aliquot de I'extrait brut pour
* determimation des pesticides acides {pas de
purification pour les composés injectés en ESI negatif)

h 4

Pouwr les échantillons contenant de |a cire ou de la

nuit {solidification/ précipitation des graisses et cires)

graisse, fransvaser un aliquot de 3 mL dans un tubs 3
centrifuger 3 usage wnique &t ke conserver au congelateur 1

Transvaser ensuite @ mL de Mexirait dans
un fube contenant 150 mg C187 150 mg de
PSA et 300 mg de MgS04

Transvaser & miL de |'exirait dans un tube 3

centrifuger 3 usage unique contenant le
melange - 800 mg de MgS04-150 mg PSA.

¥

L ]
Piour les échantillons avec des
quantités elevées de
chlorophylle ou caroténoides

r

Transwaser ensuite @ mL de Mextrait

dans un fulbe contenant 150 mg PSA

et bes mélanges 1 ow 2 3 la place de
Mps04

Secouer pendant au moins 30 sec
(si utilisation GCB. pendant au moins 2 min)

!

Centrifuger pendant 5 min 3 >3000 g

L
SENS atendre, Trancerer [exial dans

U dans un pildlier en verme (valler & ne
pas fransférer de particules o adsorbant). Ajouter 'acide formigque 3 5%
{Exemple 4 mL d'exdrait powr 40 pl. d'acide formique 5%)

Les extraits netioyés et acidifiés sont ransférés dans des vials pour injection
en GC (apres un changement de solvant) ou LC

Confidentiel
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Annexe 3 : Méthode finale des 600 pesticides et contaminants proposée par SGS

Liste globale des 600 pesticides et contaminants proposée par SGS France

I. Molécules analysées en HPLC-MS/MS

Matrices : Céréales et dérivés/ fruits et légumes riches en eau

- Peser5 g (+/- 0,05 g) d’échantillon (homogénéiser avant) dans un Chromapack de 50
mL (céréales)

- Peser 10 g (+/- 0,10 g) d’échantillon (homogénéiser avant) dans un Chromapack de
50 mL (fruits et légumes)
Ajouter 10 mL d’eau pour les céréales et les matrices ayant moins de 80 % d’eau (cf.
norme 15662)
Ajouter 10 mL d’acétonitrile
Agiter manuellement et vigoureusement 1 min (si besoin 20 min d’agitation
mécanique)

- Ajouter le mélange de sels 1 et agiter 1 min

- Centrifuger 5 min a 4700 tr/min a 20°C

- Prélever 1 mL de I'extrait non purifié pour I'analyse des Phenoxyacides
Prélever environ 6 mL de I'extrait non purifié puis le verser dans le mélange de sels
de purification, puis agiter 1 min

- Centrifuger 5 min a 4700 tr/min a 20°C

- Prélever 4 mL d’extrait, puis acidifier avec 40 uL d’acide formique 5% (ACN)

Dopage :

D1 HPLC total : Ajout de 250 puL du mélange total de pesticides a 0,2 mg/L

D2 phenoxyacides : Ajout de 50 pL du point a 1 mg/L (dopé a 0,01 mg/kg)

Deux injections :

- Mix HPLC final (364 molécules) : 100 pL d’atrazine d5 (1 mg/L) + 900 uL de la gamme
ou de I'extrait (purifié)

- Mix Phenoxyacides (16 molécules) : 1 mL de la gamme ou d’extrait (non purifié)
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Il. Molécules analysées en GC-MS/MS

Matrices : Céréales et dérivés/ fruits et légumes riches en eau

- Peser5 g (+/-0,05 g) d’échantillon (homogénéiser avant) dans un Chromapack de 50
mL (céréales

- Peser 10 g (+/- 0,10 g) d’échantillon (homogénéiser avant) dans un Chromapack de
50 mL (fruits et Ilégumes)
Ajouter 10 mL d’eau
Ajouter 10 mL d’acétonitrile
Agiter vigoureusement 1 min (si besoin 20 min d’agitation mécanique)

- Ajouter le mélange de sels 1 et agiter 1 min

- Centrifuger 5 min a 4700 tr/min a 20°C

- Ajouter le mélange de sels de purification et agiter 1 min

- Centrifuger 5 min a 4700 tr/min a 20°C

- Prélever 4 mL d’extrait, puis acidifier avec 40 pL d’acide formique 5% (ACN)

- Prélever 1 mL d’extrait, évaporer puis reprendre dans 1 mL d’hexane/acétone 70/30

(v/v)

Dopage :
Dopage 1 :
D GC total : Ajout de 250 pL du mélange total a 0,2 mg/L (dopé a 0,01 mg/kg)
Dopage 2 :
Mix Oeko-Tex/Captafol /Dicofol (4,4’)
-25 plL du mix Oeko-Tex a 2 mg/L (dopé a 0,01 mg/kg)
-100 pL du captafol a 100 mg/L (dopé a 2 mg/kg)
-100 pL du dicofol (4,4’) a 100 mg/L (dopé a 2 mg/kg)
Deux injections :

- Mix GC total : 20 pL Mix El marqués (0,2mg/L) + 20 uL huile d’olive + 160 pL
(gamme/extrait).

- Pesticides Oeko-Tex :

- 20 pL lindane Ci13+ 160 pL de gamme ou d’extrait
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Liste des molécules analysées en HPLC :

Molécules Numéro de CAS LOQ (ng/kg) Molécules Numéro de CAS  LOQ (ug/kg) Molécules Numéro de CAS LOQ (ng/kg)
6-benzylaminopurine 1214-39-7 10 Dipropetryn 4147-51-7 10 Metsulfuron-méthyl 74223-64-6 10
Acephate 30650-19-1 10 Disulfoton 298-04-4 10 Mevinphos 7786-34-7 10
Acétamipride 135410-20-7 10 Ditalimphos 5131-24-8 10 Molinate 2212-67-1 10
Acetochlor 34256-82-1 10 Diuron 330-54-1 10 Monocrotophos 6923-22-4 10
Acibenzolar-S-méthyle 135158-54-2 10 Dodémorphe 1593-77-7 10 Monolinuron 1746-81-2 10
Aclonifen 74070-46-5 10 Emamectin Benzoate a 155569-91-8 10 Myclobutanil 88671-89-0 10
Alachlore 15972-60-8 10 Emamectin Benzoate b 155569-91-8 10 Napropamide 15299-99-7 10
Aldicarbe 116-06-3 10 EPN 2104-64-5 10 Nicosulfuron 111991-09-4 10
Aldicarbe-Sulfone 1646-88-4 10 Epoxiconazole 133855-98-8 10 Nitenpyram 150824-47-8 10
Aldicarbe-sulfoxide 1646-87-3 10 EPTC (S-ethyl-dipropylthiocarbamate) 759-94-4 10 Norflurazon 27314-13-2 10
Allethrin 584-79-2 10 Etaconazole 60207-93-4 10 Novaluron 116714-46-6 10
Ametocradin 865318-97-4 10 Ethiofencarb 29973-13-5 10 Nuarimol 63284-71-9 10
Amétryne 834-12-8 10 Ethion 563-12-2 10 Ofurace 58810-48-3 10
Aminopyralid 150114-71-9 500 Ethiprole 181587-01-9 10 Ométhoate 1113-02-6 10
Amisulbrom 348635-87-0 10 Ethirimol 23947-60-6 10 Oxadiargyl 39807-15-3 10
Amitraze 33089-61-1 10 Ethofumésate 26225-79-6 10 Oxadixyl 77732-09-3 10
Anilazine 101-05-3 10 Ethoprophos 13194-48-4 10 Oxamyl 23135-22-0 10
Anilofos 64249-01-0 10 Ethyléne thio-urée (ETU) 96-45-7 10 Oxasulfuron 144651-06-9 10
Asulam 3337-71-1 10 Etofenprox 80844-07-1 10 Oxycarboxine 5259-88-1 10
Atraton 1610-17-9 10 Etoxazole 153233-91-1 10 Paclobutrazol 76738-62-0 10
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Atrazine
Azaconazole
Azimsulfuron
Azinphos-éthyl
Azinphos-méthyl
Aziprotryne
Azoxystrobine
Barbane
Bénalaxyl
Bendiocarbe
Bénodanil
Benoxacor
Benzoximate
Benzoylprop-éthyl
Bifénox
Bitertanol
Bixafene
Boscalid
Brodifacoum
Bromacil
Bromoxynil
Bromuconazole
Bupirimate

Buprofezine

Confidentiel

1912-24-9

60207-31-0

120162-55-2

2642-71-9

86-50-0

4658-28-0

131860-33-8

101-27-9

71626-11-4

22781-23-3

15310-01-7

98730-04-2

29104-30-1

22212-55-1

42576-02-3

55179-31-2

581809-46-3

188425-85-6

56073-10-0

314-40-9

1689-84-5

116255-48-2

41483-43-6

69327-76-0

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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Etrimphos
Famoxadone
Fenamidone
Fenamiphos

Fénarimol

Fenazaquin
Fenbuconazole
Fenhexamid
Fenobucarbe
Fénoxycarbe

Fenpiclonil

Fenpropidine
Fenpropimorphe
Fenpyroximate
Fensulfothion
Fensulfothion-Oxon
Fensulfothion-Oxon-Sulfone
Fensulfothion-Sulfone
Fenthion
Fenthion sulfone
Fenthion sulfoxide
Fenthion-Oxon
Fenthion-Oxon-Sulfone

Fenthion-Oxon-Sulfoxide
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38260-54-7

131807-57-3

161326-34-7

244-848-1

60168-88-9

120928-09-8

114369-43-6

126833-17-8

3766-81-2

72490-01-8

74738-17-3

67306-00-7

67564-91-4

134098-61-6

115-90-2

6552-21-2

6132-17-8

14255-72-2

55-38-9

3761-42-0

3761-41-9

6552121

14086-35-2

6552-13-2

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

Paraoxon
Paraoxon-méthyl
Penconazole
Pencycuron
Penthiopyrad
Pethoxamid
Phentoate
Phosalone
Phosmet
Phosphamidon
Phoxime
Picolinafen
Picoxystrobine
Pinoxaden
Piperonyl Butoxide
Pirimicarbe
Pirimiphos éthyle
Pirimiphos méthyl
Prochloraze
Profénofos
Promécarbe
Prometon
Prométryne

Propamocarb

311-45-5

950-35-6

66246-88-6

66063-05-6

183675-82-3

106700-29-2

2597-03 7

2310-17-0

732-11-6

13171-21-6

14816-18-3

137641-05-5

117428-22-5

243973-20-8

51-03-6

23103-98-2

23505-41-1

29232-93-7

67747-09-5

41198-08-7

2631-37-0

1610-18-0

7287-19-6

24579-73-5

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10



Butocarboxim
Buturon
Butylate
Carbaryl

Carbendazime

Carbétamide
Carbofuran
Carbofuran-3-Hydroxy
Carbophenothion
Carboxine
Carpropamid
Chlorobromuron
Chlorbufame
Chlordécone
Chlorfenvinphos
Chlorfluazuron
Chloridazone
Chlorimuron-éthyl
Chlorobenzuron
Chloroxuron
Chlorpyrifos-éthyl
Chlorpyrifos méthyl
Chlorsulfuron

Chlorthion
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34681-10-2

3766-60-7

2008-41-5

63-25-2

10605-21-7

16118-49-3

1563-66-2

16655-82-6

786-19-6

5234-68-4

104030-54-8

13360-45-7

1967-16-4

143-50-0

470-90-6

71422-67-8

1698-60-8

90982-32-4

57160-47-1

1982-47-4

2921-88-2

5598-13-0

64902-72-3

500-28-7

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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Fénuron
Flampropisopropyl
Flazasulfuron
Florasulam
Flubendiamide
Flucycloxuron
Flufénacet
Flufénoxuron
Flumetsulam
Flumioxazine
Fluopicolide
Fluopyram
Fluoxastrobin
Fluguinconazole
Flurochloridon
Fluroxypyr
Flurprimidol
Flurtamone
Flusilazole
Flutriafol
Fluxapyroxad
Fomesafen
Fonofos

Foramsulfuron
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101-42-8

52756-22-6

104040-78-0

145701-23-1

272451-65-7

94050-52-9

142459-58-3

101463-69-8

98967-40-9

103361-09-7

239110-15-7

658066-35-4

361377-29-9

136426-54-5

61213-25-0

69377-81-7

56425-91-3

96525-23-4

85509-19-9

76674-21-0

907204-31-3

72178-02-0

944-22-9

173159-57-4

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

Propaphos
Propaquizafop
Propargite
Propazine
Propiconazole
Propoxur
Propyzamide
Proquinazid
Prosulfocarb
Prosulfuron
Prothiofos
Pymetrozine
Pyraclostrobine
Pyrazophos
Pyridaben
pyridafol
Pyridalyl
Pyridaphenthion
Pyridate
Pyrifenox
Pyrimethanil
Pyriproxyfen
Quinalphos

Quinchlorac

7292-16-2

111479-05-1

2312-35-8

139-40-2

60207-90-1

114-26-1

23950-58-5

189278-12-4

52888-80-9

94125-34-5

34643-46-4

123312-89-0

175013-18-0

13457-18-6

96489-71-3

40020-01-7

79101-81-6

119-12-0

55512-33-9

88283-41-4

53112-28-0

95737-68-1

13593-03-8

84087-01-4

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10



Chlorthiophos
Chlortoluron
Chromafenozide
Cinosulfuron
Clethodim

Climbazole

Clodinafop Propargyl Ester

Clofentezine
Clopyralid
Cloquintocet-Mexyl
Clothianidin
Coumaphos
Coumatetralyl
Crufomate
Cyanazine
Cyanofenphos
Cyantraniliprole
Cyazofamid
Cycloxydim
Cyflumetofen
Cyhalofop-butyl
Cymiazole
Cymoxanil

Cyproconazol
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60238-56-4

15545-48-9

143807-66-3

94593-91-6

99129-21-2

38083-17-9

105512-06-9

74115-24-5

702-17-6

99607-70-2

210880-92-5

56-72-4

5836-29-3

299-86-5

21725-46-2

13067-93-1

736994-63-1

120116-88-3

101205-02-1

400882-07-7

61676-87-7

61676-87-7

57966-95-7

94361-06-5

10

10

10

10

10

10

10

10

500

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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Forchlofenuron
Fuberidazole
Furmecyclox

Haloxyfop-Methyl
Heptenophos
Hexaconazole
Hexaflumuron

Hexazinone
Hexythiazox
Imazalil
Imazamox
Imazethapyr
Imazosulfuron

Imibenconazole

Imidaclopride
Indoxacarb
loxynil
Ipconazole
Iprobenfos
Iprovalicarb
Isocarbophos
Isofenphos
Isofenphos Methyl

Isoprocarb
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68157-60-8

3878-19-1

60568-05-0

69806-40-2

23560-59-0

79983-71-4

86479-06-3

51235-04-2

78587-05-0

35554-44-0

114311-32-9

81335-77-5

122548-33-8

86598-92-7

138261-41-3

173584-44-6

1689-83-4

125225-28-7

26087-47-8

140923-17-7

24353-61-5

25311-71-1

99675-03-3

2631-40-5

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

Quinoclamine
Quinoxyfen
Rimsulfuron
Saflufenacil

Simazine
Spinetoram
Spinosad

Spirodiclofen

Spirotetramat
Spiroxamine

Spriomesifen

Sulfosulfuron

Sulfotep
T(2,4,5)

Tebuconazole

Tebufenozide

Tebufenpyrad
Tebuthiuron

Teflubenzuron

Tepraloxydim

Terbacil
Terbufos
Terbumeton

Terbuthylazine

2797-51-5

124495-18-7

122931-48-0

372137-35-4

122-34-9

187166-15-0

131929-60-7

48477-71-8

203313-25-1

203313-25-1

400882-07-7

141776-32-1

3689-24-5

93-76-5

107534-96-3

112410-23-8

119168-77-3

34014-18-1

83121-18-0

149979-41-9

5902-51-2

13071-79-9

33693-04-8

5915-41-3

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10



Cyprodinil
Cythioate
D (2,4-)

Db (2,4)
Demeton-S-Methyl
Demeton-S-Methyl Sulfone
Desmedipham
Desmethyl pirimicarb
Desmetryn
Diafenthiuron
Dialifos
Diallate
Diazinon
Dicamba
Dichlofenthion
Dichlorprop
Dichlorvos
Diclobutrazole
Diclofop-methyl
Dicrotophos
Diethofencarb
Difenoconazole
Difenoxurone

Diflufenican
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121552-61-2

115-93-5

4-75-7

94-82-6

919-86-8

17040-19-6

13684-56-5

30614-22-3

38083-17-9

80060-09-9

10311-84-9

2303-16-4

333-41-5

1918-00-9

97-17-6

120-36-5

62-73-7

78-34-2

51338-27-3

141-66-2

141-66-2

119446-68-3

14214-32-5

83164-33-4

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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Isoproturon
Isopyrazam
Isoxaben
Isoxaflutole
Kresoxim Methyl
Linuron
Lufenuron
Malaoxon
Malathion
Mandipropamid
Mcpa
Mcpb
Mecarbam
Mecoprop
Mefenacet
Mepanipyrim
Metaflumizone
Metalaxyl
Metamitron
Metazachlor
Methabenzthiazuron
Methamidophos
Methidathion

Methiocarb

34123-59-6

881685-58-1

82558-50-7

141112-29-0

143390-89-0

330-55-2

103055-07-8

1634-78-2

121-75-5

374726-62-2

94-74-6

94-81-5

2595-54-2

93-65-2

73250-68-7

110235-47-7

139968-49-3

57837-19-1

41394-05-2

67129-08-2

18691-97-9

10265-92-6

950-37-8

2032-65-7

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

Terbutryn
Tetrachlorvinphos
Tetraconazole
Thiabendazole
Thiacloprid
Thiamethoxam

Thidiazuron

Thifensulfuron Methyl

Thiobencarb

Thiofanox

Thiometon

Thiophanate Methyl

Tolfenpyrad
Tralkoxydim
Triadimefon
Triadimenol
Triallate
Triasulfuron
Triazophos
Triazoxid
Triclopyr
Tricyclazole
Tridemorph

Trietazine

886-50-0

22248-79-9

112281-77-3

148-79-8

111988-49-9

153719-23-4

51707-55-2

79277-27-3

8249-77-6

39196-18-4

640-15-3

23564-05-8

129558-76-5

87820-88-0

43121-43-3

55219-65-3

2303-17-5

82097-50-5

24017-47-8

72459-58-6

55335-06-3

41814-78-2

24602-86-6

1912-26-1

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10



Dimethachlor
Dimethenamid
Dimethoate
Dimethomorph
Dimoxystrobin
Diniconazole
Dinoseb
Dinotefuran

Dioxathion

50563-36-5

87674-68-8

60-51-7

110488-70-5

149961-52-4

83657-24-3

88-85-7

83657-24-3

78-34-2

10

10

10

10

10

10

10

10

10

Annexes

Methiocarb sulfone
Methomyl
Methoprotryne
Methoxyfenozide
Metobromuron
Metolachlor
Metosulam
Metrafenone

Metribuzin

2179-25-1

16752-77-5

841-06-5

161050-58-4

3060-89-7

51218-45-2

139528-85-1

220899-03-6

21087-64-9

10

10

10

10

10

10

10

10

Trifloxystrobine
Trifloxysulfuron sodium
Triflumuron
Triforine
Trimethacarb (2,3,5-)
Triticonazole
Vamidothion

Zoxamide

141517-21-7

99119-58-9

64628-44-0

26644-46-2

2655-15-4

131983-72-7

2275-23-2

156052-68-5

10

10

10

10

10

10
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Liste des molécules analysées en GC :

Molécules Numéro de CAS LOQ (ug/kg) Molécules Numéro de CAS LOQ (ug/kg) Molécules Numéro de CAS LOQ (ug/kg)
2,6-dichlorobenzamide 2008-58-4 10 Dicloran 99-30-9 10 Methacrifos 62610-77-9 10
3,5 Dichloroaniline 626-43-7 10 Dicofol 16606-46-9 2000 Methamidophos 10265-92-6 10
3,4 Dichloroaniline 95-76-1 10 Dicrotophos 141-66-2 10 Methidathion 950-37-8 10
4-Chloro-3-Methylphenol 59-50-7 10 Dieldrine 60-57-1 10 Methoxychlor 77-43-5 10
Acephate 30650-19-1 10 Dimethenamid 87674-68-8 10 Metolachlor 51218-45-2 10
Acetochlor 34256-82-1 10 Dimethoate 60-51-7 10 Mevinphos 7786-34-7 10
Acibenzolar-S-Methyl 135158-54-2 10 Diphenamid 957-51-7 10 Mirex 2385-85-5 10
Aclonifen 74070-46-5 10 Diphenylamine 122-39-4 10 Monocrotophos 6923-22-4 10
Acrinathrine 101007-06-1 10 Disulfoton 298-04-4 10 Piri:}g:é‘zfm'thyl 67018-59-1 10
Alachlor 15972-60-8 10 Edifenphos 17109-49-8 10 Nitralin 4726-14-1 10
Aldrine 309-00-2 10 Endosulfan (Alpha-) 559-98-8 10 Nitrapyrin 1929-82-4 10
Ametryne 834-12-8 10 Endosulfan (Beta-) 33213-65-9 10 Nitrofen 1836-75-5 10
Aminocarb 2032-59-9 10 Endosulfan Sulfate 1031-07-8 10 Nonachlor -Cis 5103-73-1 10
Anthraquinone 84-65-1 10 Endrine 72-20-8 10 Nonachlor -Trans 39765-80-5 10
Azamethiphos 35575-96-3 10 Endrine Aldehyde 7421-93-4 10 Omethoate 1113-02-6 10
Azinphos-ethyl 2642-71-9 10 Esfenvalerate 66230-04-4 10 Orthophenylphenol 90-43-7 10
Azinphos-methyl 86-50-0 10 Ethion 563-12-2 10 Oxadixyl 77732-09-3 10
Beflubetamid 11316-08-7 10 Ethoprophos 13194-48-4 10 Oxychlordane 27304-13-8 10
Benazolin-ethyl ester 25059-80-7 10 Etridiazole 2593-15-9 10 Oxyfluorfen 42874-03-3 10
Benfluralin 1861-40-1 10 Etrimphos 38260-54-7 10 Paraoxon 311-45-5 10
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Bifenthrine
Bromocyclen
Bromophos Ethyl
Bromophos Methyl
Bromopropylate
Bromoxyniloctanoate
Butafenacil
Butralin
Cadusafos
Captafol
Carbaryl
Carbophenothion
Carfentrazone ethyl

CHB25

CHB50

CHB62
Chinomethionate
Chlorbenside
Chlordane (cis)
Chlordane (Trans)
Chlordimeform
Chlorfenapyr

Chlorfenson

Confidentiel

82657-04-3

1715-40-8

4824-78-6

2104-96-3

18181-80-1

1689-99-2

134605-64-4

33629-74-9

95465-99-9

2425061

63-25-2

786-19-6

128639-02-1

8001-35-2

8001-35-2

8001-35-2

2439-01-2

103-17-3

5103-71-9

5103-74-2

6164-98-3

122435-70-0

80-33-1

10

10

10

10

10

10

10

10

10

2000

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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Fenamiphos
Fenchlorphos
Fenchlorphos-Oxon
Fenitrothion
Fenpropathrin
Fenson
Fensulfothion
Fensulfothion-Oxon
Fensulfothion-Oxon-Sulfone
Fensulfothion-Sulfone
Fenthion
Fenthion sulfoxide
Fenthion-Oxon

Fenthion-Oxon-Sulfone

Fenthion-Oxon-Sulfoxide

Fenthion-Sulfone
Fenvalerate
Fipronil
Fluazifop-P-Butyl
Fluchloralin
Flucythrinate
Fludioxonil

Flumioxazin
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244-848-1

299-84-3

3983-45-7

204-524-2

39515-41-8

80-38-6

115-90-2

6552-21-2

6132-17-8

14255-72-2

55-38-9

3761-41-9

6552121

14086-35-2

6552-13-2

3761-42-0

66230-04-4

120068-37-3

79241-46-6

33245-39-5

70124-77-5

131341-86-1

103361-09-7

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

Paraoxon Methyl
Parathion Ethyl
Parathion Methyl
Pcb 101
Pcb 118
Pcb 138
Pcb 153
Pcb 180
Pcb 28
Pcb 52
Pendimethalin
Pentachloroaniline
Pentachloroanisole
Pentachlorobenzene

Pentachlorophenylsu
Ifide (-Methyl)

Permethrine
Perthane
Phenothrine
Phorate
Phosalone
Phosmet
Phosphamidon

Piperonyl Butoxide

950-35-6

56-38-2

298-00-0

37680-73-2

31508-00-6

35065-28-2

35065-27-1

35065-29-3

7012-37-5

35693-99-3

40487-42-1

527-20-8

1825-21-4

608-93-5

1825-19-0

52645-53-1

72-56-0

6002-80-2

298-02-2

2310-17-0

732-11-6

13171-21-6

51-03-6

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10



Chlorfenvinphos
Chlormefos
Chlorobenzilate
Chloroneb
Chlorothal Dimethyle
Chlorothalonil
Chlorpropham
Chlorpyrifos Ethyl
Chlorpyrifos Methyl
Chlozolinate
Coumaphos
Crimidine
Cyanophos
Cycloate
Cyflufenamid
Cyfluthrine
Cyhalothrine (Lambda-)
Cypermethrine
DDD (2,4')
DDD (4,4")

DDE (2,4")

DDE (4,4')

DDT (2,4")

DDT (4,4'-)
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470-90-6

2439012

510-15-6

2675-77-6

1861-32-1

1897-45-6

101-21-3

2921-88-2

5598-13-0

84332-86-5

56-72-4

535-89-7

2636-26-2

1134-23-2

180409-60-3

68359-37-5

91465-08-6

52315-07-8

53-19-0

72-54-8

3424-82-6

72-55-9

789-02-6

50-29-3

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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Flurochloridon
Flutolanil
Fonofos
Formothion
Fosthiazate
Haloxyfop-Methyl
Hch (Alpha-)

HCH (Beta-)

Hch (Delta)

HCH (Gamma-)
Hch-Epsilon
Heptachlor
Heptachlor Endo Epoxide
Heptachlor Exo Epoxyde
Heptenophos
Hexachloro-1,3-butadiene
Hexachlorobenzene
lodofenphos
Iprodione
Isazophos
Isobenzan
Isodrine
Isoprothiolane

Lenacil
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61213-25-0
66332-96-5
944-22-9
2540-82-1
98886-44-3
69806-40-2
118-74-1
118-74-1
118-74-1
118-74-1
118-74-1
76-44-8
28044-83-9
1024-57-3
23560-59-0
87-68-3
118-74-1
18181-70-9
36734-19-7
421509-80-8
297-78-9
465-73-6
50512-35-1

01/08/2164

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

Pirimiphos Ethyl
Pirimiphos Methyl
Procymidone
Prodiamine
Profenofos
Profluraline
Propetamphos
Propham
Propisochlor
Prosulfocarb
Prothiofos
Pyraflufen-ethyl
Quinalphos
Quintozene
Resmethrin
S421
Sulfotep
Tau-Fluvalinate
Tecnazene
Tefluthrine
Terbufos
Tetrachlorvinphos
Tetradifon

Tetramethrine

23505-41-1

29232-93-7

32809-16-8

29091-21-2

41198-08-7

26399-36-0

31218-83-4

122-42-9

86763-47-5

52888-80-9

34643-46-4

129630-19-9

13593-03-8

82-68-8

10453-86-8

127-90-2

3689-24-5

102851-06-9

117-18-0

79538-32-2

13071-79-9

22248-79-9

116-29-0

7696-12-0

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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Deltamethrine 52918-63-5 10 Leptophos 21609-90-5 10 Tolclofos Methyl 57018-04-9 10
Demeton-S-Methyl 919-86-8 10 Malaoxon 1634-78-2 10 Transfluthrine 118712-89-3 10
Desmethyl primicarb 30614-22-3 10 Malathion 121-75-5 10 Triazophos 24017-47-8 10
Diazinon 333-41-5 10 Mecarbam 2595-54-2 10 Tribufos 78-48-8 10
Dichlobenil 1194-65-6 10 Mefenpyr-Diethyl 135590-91-9 10 Trichlorfon 52-68-6 10
Dichlofenthion 97-17-6 10 Mephosfolan 950-10-7 10 Triflumizole 68694-11-1 10
Dichlofluanide 1085-98-9 10 Mepronil 55814-41-0 10 Trifluraline 1582-09-8 10
Dichlorvos 62-73-7 10 Metalaxyl 57837-19-1 10 Vinclozoline 50471-44-8 10
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Résumé

Le développement de méthodes analytiques trés sensibles est crucial pour pouvoir détecter
et quantifier les teneurs en pesticides dans les matrices agroalimentaires aux limites imposées
par le législateur. Dans le cadre de ces travaux, une méthode HPLC-MS/MS (triple quadripodle)
a été mise en place pour analyser plus de 350 pesticides et contaminants dans diverses
céréales avec des valeurs de LOQ généralement fixées a 10 ug/kg. Une deuxiéme méthode
d’analyse de plus de 220 pesticides et contaminants dans les céréales, les fruits et légumes
avec des valeurs de LOQ également fixées a 10 pg/kg pour la quasi-totalité des molécules, a
été développée en GC-MS/MS. Ensuite, une méthode HPLC-MS/MS pour l'identification et la
quantification de 179 pesticides, de polarité et familles chimiques trés variées, dans les graines
de colza, a été développée. La méthode QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe) en utilisant différents supports solides de d-SPE (PSA/C18, Z-Sep, Z-Sep* et EMR-Lipid),
a été employée afin d’évaluer les taux de récupération, les LOD, LOQ ainsi que les effets
matrice. Les résultats obtenus ont montré que I'utilisation de I'adsorbant EMR-Lipid s’est
avérée étre la plus efficace pour la majorité des molécules étudiées. Enfin, les performances
analytiques d’'une méthode GC-triple quadripdle, en mode « SRM » et une méthode GC-Q-
Orbitrap en mode « full scan », pour la quantification d’une centaine de pesticides et
contaminants dans diverses matrices agroalimentaires complexes, ont été évaluées et
comparées. Cette étude a démontré |'efficacité de I’'Orbitrap en termes de sensibilité, de
sélectivité ainsi que de spécificité.

Abstract

The development of very sensitive analytical methods is crucial to determine the low amounts
(Maximum Residue Levels) of pesticides in food matrices. An HPLC-MS/MS (triple-quadrupole)
method was developed to analyze more than 350 pesticides and contaminants in various
cereals with LOQ values set at 10 ug/kg. A second analysis method was developed in GC-
MS/MS to analyze more than 220 pesticides and contaminants in cereals, fruits, and
vegetables with LOQ values set at 10 pg/kg. In the second part of these works, an HPLC-
MS/MS method for the identification and quantification of 179 pesticides in rapeseed, was
developed. The QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) method using
different solid supports of d-SPE (PSA/C18, Z-Sep, Z-Sep* and EMR-Lipid), was tested to
evaluate the recovery, the LODs, LOQs and the matrix effects. The results obtained showed
that the use of the EMR-Lipid adsorbent proved to be the most efficient for most of the
molecules studied. Finally, the analytical performances of a GC-triple-quadrupole method, in
"SRM" mode and a GC-Q-Orbitrap method in "full scan" mode, to the quantification of a
hundred pesticides and contaminants in various complex food matrices, were evaluated and
compared. This study demonstrated the effectiveness of Orbitrap in terms of sensitivity,
selectivity as well as specificity.



