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I. Introduction 

 

Cette troisième partie du manuscrit a pour but de montrer la viabilité et la justesse de la 

méthode ainsi que son applicabilité en routine sur des matrices réelles diverses de produits de la 

pêche. Par conséquent, après validation de la méthode d'analyse, des contrôles qualités internes 

(CQI) ont été mis en place et compléter par des contrôles qualités externes (CQE) conformément à 

la norme ISO 17025:2005 (ISO 2005) et au système d‟assurance qualité (AQ) mis en place au sein 

du LNR « métaux » de l‟ANSES pour toutes nos activités, qu‟elles soient de référence ou de 

recherche (Cf. également chapitre IV).  

Par la suite, une première application a été menée au sein du laboratoire LCABIE sur des 

échantillons réels lyophilisés mais non dégraissés (contrairement aux MRC étudiés), d‟anguilles et 

civelles prélevés dans l‟estuaire de l‟Adour situé au sud-ouest de la France afin de s‟assurer que la 

méthode de spéciation est applicable à l‟analyse d‟échantillons réels (Cf. Article I). Nous nous 

sommes ensuite questionné sur l'influence de la lyophilisation sur la distribution des espèces 

mercurielles car ce procédé, utilisé dans l'étude précédente, est couramment utilisé pour 

l'échantillonnage. Cette application a été menée sur différentes matrices de produits de la pêche et 

en collaboration avec le LCABIE. Pour finir et d'après les observations faites après étude du 
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procédé de lyophilisation, nous avons décidé d'analyser les échantillons lyophilisés de l‟étude EAT 

2, plutôt que les matières fraiches (Millour et al., 2011) (Cf. Article II). Les données d‟occurrence 

ainsi obtenues pourraient par la suite être utilisées pour une évaluation plus juste de l‟exposition 

humaine au MeHg via la consommation de produits de la pêche 

 

II. Contrôles qualités internes (CQI) mis en place 

 

Lors de chaque série d‟analyses d‟échantillons réels, un blanc d‟extraction pour surveiller 

une éventuelle contamination ou détecter des effets de mémoire, un MRC pour vérifier la justesse et 

la mesure du rapport isotopique 
203

Tl/
205

Tl pour calculer le biais en masse et vérifier la stabilité du 

signal dans le temps, sont systématiquement utilisés comme CQI. Enfin, les concentrations et les 

abondances isotopiques des spikes 
199

iHg et 
201

MeHg sont vérifiées par dilution isotopique inversée 

et par analyse des abondances isotopiques (Rodriguez-Gonzalez et al., 2005).  

Concernant le suivi de la justesse, une carte de contrôle a été mise en place sur le DOLT-4 selon la 

procédure CIME VII.03 du 05 décembre 2008 « Cartes de contrôles » et la norme NF X 06-031-0 : 

décembre 1995 (AFNOR 1995) (Figure 38). Les limites de surveillance sont calculées comme M ± 

2s, les limites d‟action comme M ± 3s, l‟intervalle de confiance comme M ± (k x CVR x M) avec 

M la valeur certifiée, s l‟écart-type, k = 3 (p = 99%) et CVR le coefficient de fidélité intermédiare 

de reproductibilité estimé lors de la validation de la méthode à 1,5% pour le MeHg et 2,2% pour le 

THg.  
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Figure 38 : Cartes de contrôle du DOLT-4 pour le MeHg et le HgT (n = 10).  

 

Les résultats indiquent que les concentrations trouvées sont généralement dans l'intervalle de 

confiance du fabriquant. Les valeurs moyennes obtenues sur le DOLT-4 pour le MeHg et HgT sont 

respectivement de 1,36 et de 2,56 mg kg
-1 

avec un écart-type relatif de 1,9% et de 3,2%, 

respectivement (n = 10). Cependant, il faut noter que les deux premières valeurs de MeHg se situent 

entre la limite supérieure de surveillance et la limite supérieure d‟action, mais comme les limites 

d'action restent inférieures à l'intervalle de tolérance de la valeur certifiée du DOLT-4 (1,33 ± 0,12 

mg.kg
-1

), aucune action corrective n‟a été nécessaire. Ces données démontrent une justesse 

satisfaisante de la méthode lors de l‟analyse d‟échantillons réels. 

Aucune dérive de la stabilité du signal des isotopes du thallium n‟a été mise en évidence lors 

de ces analyses et le contrôle des blancs n‟a montré aucune contamination significative en mercure 

lors de ces essais.  
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III. Contrôles qualités externes (CQE) effectués 

 

Les CQE sont complémentaires aux CQI mis en place, afin d‟évaluer régulièrement la 

méthode sur des échantillons réels à teneurs inconnues de l‟élément d‟intérêt. Ce type d‟exercice est 

communément appelé « Essais interlaboratoires d‟aptitude (Eilas) ou essais d‟aptitude » ou 

« Comparaison interlaboratoires (CIL) », à ne pas confondre avec « Essais interlaboratoires de 

validation ». Selon les organismes organisateurs d‟Eilas, la matrice et le contaminant d‟intérêt, 

plusieurs dizaines à plusieurs centaines de laboratoires y participent. Après traitement statistique et 

éventuellement, élimination des valeurs aberrantes, une valeur consensuelle correspondant à la 

moyenne des valeurs observées, sert de valeur de « référence ». Les Eilas permettent à chaque 

participant de vérifier sa justesse et de comparer ses données au moyen d‟une évaluation externe et 

d‟entreprendre d‟éventuelles actions correctives, en cas de résultat non-conforme. Les résultats de 

chaque participant sont généralement évalués en calculant des Z-scores à partir de l‟équation 11 :  

 

 

 

avec        = résultat expérimental,        = valeur certifiée, sR = écart-type de reproductibilité, n = nombre de résultats 

expérimentaux 

 

Les Z-scores sont interprétés comme : 

- |Z| ≤ 2, résultats conformes 

- 2 < |Z| ≤ 3, résultats questionnables 

- |Z| > 3, résultats non conformes. 

 

Au cours de ces travaux, nous avons participé à 2 Eilas organisés par le CSL-FAPAS 

(FAPAS, 2010) sur un échantillon de thon en conserve, en mai 2010 et par l‟IRMM (Geel, 

Belgique), sur le matériau IMEP-109 de produit de la pêche pour déterminer, entre autres, le MeHg 

et HgT. 

L‟Eila organisé par le FAPAS a compté 56 participants issus de 27 pays dont 16 laboratoires 

ont participé à la détermination de la teneur en MeHg. Cinq techniques analytiques différentes ont 

été utilisées pour la détermination du MeHg (analyseur automatique de Hg, CV/HG-AAS, GC-

ECD, GC-ICP-MS et HPLC-ICP-MS). Le tableau 5 de l‟article II présente les valeurs cibles et les 

(11) 
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résultats obtenus. En complément, la figure 39 présente les Z-scores obtenus pour le MeHg par les 

16 laboratoires participants. Le code laboratoire CIME est le n°15. 

 

 

Figure 39 : Z-scores pour le MeHg sur l'échantillon de thon en conserve (FAPAS, 2010) 

 

 Sur 16 laboratoires participants, 13 laboratoires, dont le notre (Z-score = 0,8), ont obtenu des 

résultats conformes. Le laboratoire n°48 a eu un résultat questionnable et les laboratoires n°47 et 54 

ont eu des résultats non conformes. Parmi les laboratoires jugés conformes, 5 d‟entres eux (n° 10, 

16, 17, 32 et 33) ont utilisé une méthode accréditée.  

 

Concernant l‟Eila IMEP 109 (IRMM, 2010), 38 participants issus de 27 pays ont participé 

mais seuls 5 laboratoires ont déterminé la teneur en MeHg dans l‟échantillon. Un couplage HPLC-

ICP-MS a été utilisé par les laboratoires n°13 et 38. Le laboratoire n°7 a utilisé un analyseur de 

mercure et détection SAA. Enfin, notre laboratoire (n° 1) et le laboratoire n° 10 ont utilisé un 

couplage GC-ICP-MS. La figure 40 présente les teneurs en MeHg observées (mg kg
-1

). La ligne 

noire présente la teneur certifiée du MRC DOLT-4 (Xréf) qui a été utilisé lors de cet Eila. 

L‟intervalle de tolérance du MRC (Xréf ± Uréf) est spécifié par les lignes vertes. L‟intervalle cible 

défini par les organisateurs de l‟Eila est caractérisé par les lignes rouges. 
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Figure 40 : Teneurs en MeHg obtenus de l'IMEP-109 (IRMM, 2010) 

 

Les teneurs en MeHg observées sont conformes pour 4 laboratoires dont le notre (Z-score = 

0,6), et le laboratoire n° 38 a rendu un résultat non-conforme avec un Z-score > 3.  

 

Les résultats obtenus pour le MeHg et le HgT lors de ces 2 Eilas sur des échantillons de 

poissons sont satisfaisants, démontrant la justesse de notre méthode validée. A noter qu‟aucun Eila 

n‟a porté sur les autres produits de la mer (mollusques, coquillages…) au cours de cette période. 

Nous avons également participé à un troisième Eila organisé par le FAPAS sur une matrice de 

poisson, dont le traitement des données statistiques est actuellement en cours. 
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IV. Applications 

IV.1 Etude des échantillons lyophilisés d’anguilles et de civelles 

 

Cette étude a été menée au sein du laboratoire de Pau lors de mon stage de formation de 3 

mois sur la technique GC-ICP-MS. Cette étude a fait l‟objet d‟un article (Article I) sous presse dans 

le journal « International Journal of Environmental Analytical Chemistry ». 

 

IV.1.1 Contexte de l’étude 

 

L‟anguille est un poisson migrateur de grand intérêt écologique. Selon son âge, son 

alimentation varie (d‟abord du plancton puis des crustacés, des mollusques et des poissons) ainsi 

que sa physionomie (poids : jusqu‟à 3 kg, longueur : jusqu‟à 1,5 m, longévité : 10 ans, graisse : 30% 

poids corporel en moyenne pour les anguilles argentées de plus de 500 g) font qu‟elle tend à 

bioaccumuler et bioamplifier les polluants dans son organisme. Elle devient donc un parfait 

indicateur de pollution de l‟environnement aquatique de part ses évolutions marines et estuariennes 

(lieux et durées) qui peuvent être évaluées par l‟étude de ses otolithes (os de l'oreille interne) 

(Tabouret et al., 2010, Daverat et al., 2011).  

Depuis les années 1980, la population des anguilles diminuent drastiquement en raison de 

surpêches et de changements climatiques (Dekker, 2000, Feunteun 2002). Elles sont classées 

comme espèces menacées d‟extinction depuis juin 2007. Le cycle biologique de l‟anguille 

européenne (Anguilla anguilla) est détaillé dans l‟article I et résumé dans la figure 41.  

 

 

Figure 41 : Cycle biologique de l'anguille (source :  

http://www.rhone-mediterranee.eaufrance.fr/milieux-continentaux/poissons/anguille-migrateur.php) 

 

http://www.rhone-mediterranee.eaufrance.fr/milieux-continentaux/poissons/anguille-migrateur.php
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Dans cette étude, les teneurs en espèces Hg et butylétains (BuSn) d‟échantillons réels 

d‟anguilles et de civelles ont été déterminées par analyse GC-ICP-MS et quantifiées par D-IDMS et 

IPD. Les échantillons étudiés concernaient 2 stades de l'espèce Anguilla anguilla (civelles et 

anguilles jaunes) prélevés le long de l'estuaire de l'Adour dans le Sud-ouest de la France. Les 

civelles ont été prélevées la nuit en milieu marin, à Moliets et dans des rivières, à Urt en décembre 

2004 et avril 2005. Les anguilles jaunes ont été prélevées le long de la rivière de l‟Adour, à Redon, 

Saint Laurent de Gosse, Termi et Cauneille de juillet 2005 à juillet 2007. Le muscle des anguilles 

jaunes et les civelles entières ont été séparément lyophilisés et homogénéisés avant analyse. Une 

description plus détaillée des matériels et méthodes utilisés pour cette étude, ainsi qu‟une 

présentation des sites de prélèvement, de la méthode analytique et des résultats obtenus sont faites 

dans l‟article I. Seuls les résultats en mercure sont présentés et discutés dans ce paragraphe. Il est à 

noter qu‟à notre connaissance, aucun article dans la littérature n‟a concerné des études de spéciation 

du Hg dans les civelles (stade juvénile de l‟anguille). Les résultats présentés ici sont les premières 

données d‟occurrence pour cette matrice. 

 

IV.1.2 Résultats expérimentaux 

 

Les résultats de cette étude sont présentés dans l'article I. 
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IV.1.3 Discussion 

 

Malgrè des taux de méthylation élevés (1,0 à 9,5%, résultats présentés dans le tableau 4 de 

l‟article I), les concentrations en MeHg calculées par IPD et par D-IDMS ne sont pas 

significativement différentes. Par contre, une différence de quantification entre la D-IDMS et l‟IPD 

a été constatée pour le iHg (taux de déméthylation = 0,5 à 3,9%). Les résultats IPD ont donc été 

conservés. Les principaux résultats de l‟étude sont présentés dans le tableau 5 de l‟article I et ont été 

reportés ci-dessous (tableau 22). 

 

Tableau 22: Valeurs moyennes obtenus pour les anguilles et civelles (en µg Hg kg
-1

) 

 Localisation n MeHg iHg %MeHg Longueur (mm) Poids (g) 

Anguilles 

jaunes 

Estuaire 14 652 ± 265 33 ± 13 95 ± 1 240 - 550 26 - 287 

St Laurent de 

Gosse 
3 488±160 37 ± 8 93 ± 1 280 - 550 31 - 231 

Cours d'eau 12 705 ± 312 34 ± 14 95 ± 1 220 - 392 15 - 145 

Cauneille 2 630 ± 60 26 ± 7 96 ± 1 336 - 374 62 - 85 

Civelles 
Estuaire 40 116 ± 32 4.5 ± 2.5 96 ± 2 62 - 80 0.04 - 0.1 

Mer 20 117 ± 21 6.6 ± 5.1 93 ± 5 63 - 81 0.05 - 0.1 

 

Pour chaque stade de l‟anguille, les concentrations en iHg et MeHg sont similaires, quelque 

soit les sites de prélèvement. Les concentrations en MeHg et iHg des anguilles jaunes sont en 

moyenne 6 fois supérieures aux concentrations mesurées dans les civelles, confirmant un 

phénomène de bioaccumulation du Hg relatif à l‟alimentation, au poids, à l‟âge et au taux de graisse 

de l‟organisme. Ces observations sont renforcées par une étude de la concentration en Hg en 

fonction du poids de l‟anguille (Cf. article I). Il est en effet constaté que les teneurs en MeHg 

augmentent avec le poids corporel.  

Les données individuelles de chaque anguille et civelle montrent une nette différence de 

pourcentage de MeHg entre les deux stades (tableau 23). 
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Tableau 23 : Pourcentages de MeHg d'après les données par IPD du tableau 4 de l'article I 

  iHg MeHg ∑Hg % MeHg 

A
n

g
u

il
le

s 

Cours d'eau 

10,5 597 608 98 

15,3 829 844 98 

15,8 1244 1260 99 

8,1 391 399 98 

17,8 534 552 97 

moyenne 13,5 719 733 98 

sd 4,0 333 335 1 

Estuaire 

7,7 308 316 98 

9,3 635 644 99 

14,6 591 606 98 

15,1 1082 1097 99 

22,2 1004 1026 98 

moyenne 13,8 724 738 98 

sd 5,7 318 323 1 

C
iv

el
le

s 

Mer 

10,9 138 149 93 

18,0 150 168 89 

7,8 121 129 94 

13,9 156 170 92 

16,5 143 160 90 

moyenne 13,4 142 155 91 

sd 4,1 13 17 2 

Estuaire 

10,4 111 121 91 

7,5 83 90,5 92 

18,6 150 169 89 

14,5 119 134 89 

10,9 138 149 93 

moyenne 12,4 120 133 91 

sd 4,3 26 29 2 

 

En moyenne, 98% du HgT est présent sous forme méthylé chez les anguilles prélevées dans 

les cours d‟eau et l‟estuaire, contre 91% chez les civelles. Ces résultats laissent supposer un 

phénomène de bioamplification.  

 

Une discussion de comparaison entre les résultats obtenus pour les anguilles lors de cette 

étude et les résultats retrouvés dans la littérature a été faite dans l‟article I. Les teneurs et 

pourcentages en MeHg déterminés dans cette étude sont généralement en accord avec les données 

présentées dans d‟autres travaux.  
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IV.1.4 Conclusion 

 

La méthode analytique développée dans cette étude a été appliquée avec satisfaction à des 

échantillons réels et s‟est montrée suffisamment sensible pour permettre l'analyse des faibles 

masses de civelles (60 à 100 mg). De plus, la comparaison faite entre une quantification par IPD et 

une quantification par D-IDMS a mis en évidence des phénomènes de méthylation du iHg et donc 

une quantification plus juste et précise par IPD. Enfin, en plus de l'intérêt de cette étude a montrer 

l'applicabilité de la méthode d'analyse de spéciation du Hg dans des matrices réelles, l‟analyse de 

deux stades d‟évolution de l‟anguille a permis d'observer le caractère de bioaccumulation et de 

bioamplification du MeHg dans cette espèce. 

 

IV.2 Impact de la lyophilisation sur la spéciation du Hg 

 

IV.2.1 Contexte de l’étude 

 

Comme cela fût le cas pour l'application précédemment présentée et pour la majeure partie 

des applications en HgT et en spéciation du Hg dans les produits de la pêche, les analyses ont 

généralement lieu sur des échantillons lyophilisés et homogénéisés (Arleny et al., 2007, Mishra et 

al., 2007, Bustamante et al., 2010, Batista et al., 2011). Cette étape de prétraitement a pour but 

d‟homogénéiser et de faciliter le conditionnement et l‟éventuel transport des échantillons. Pourtant 

et malgré une utilisation intensive de ce procédé d'échantillonnage, seulement deux études semblent 

s'être intéressées au comportement des échantillons lyophilisés par rapport aux échantillons frais 

(Yu et Yan, 2003, Point et al., 2007). Yu et Yan (2003) ont évalué, parmi d‟autres paramètres, 

l‟influence de la texture de la matrice (fraîche ou lyophilisée) sur la stabilité du iHg et du MeHg lors 

du stockage des échantillons. Les résultats ont indiqué que les échantillons frais et lyophilisés 

étaient équivalents en terme de stabilité des espèces Hg mais qu‟une congélation – décongélation 

répétée des matrices fraiches favorisait la perte de MeHg. Enfin, l‟étude de Point et al. (2007) sur la 

quantification par S-IDMS et D-SS-IDMS, des teneurs en iHg, MeHg et HgT sur 3 MRCs 

lyophilisés et 2 MRCs frais a montré une surestimation du MeHg dans les échantillons lyophilisés 

en raison de l‟acide utilisé pour l‟extraction, montrant un comportement différent de ce type de 

matrice par rapport aux matrices fraîches. En raison du peu de données publiées dans la littérature, 

une évaluation des pertes potentielles ou transformations inter-espèces ayant pu survenir durant la 

lyophilisation a été réalisée.  
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Dans un souci de clarté et afin d'alléger ce paragraphe, la description des conditions 

expérimentales appliquées a été faite en annexe (Annexe I). 

 

IV.2.2 Résultats expérimentaux et discussion 

 

Les résultats de l‟étude, obtenus par les deux partenaires, sont présentés dans le tableau 24. 

Les plages bleues correspondent aux résultats d‟analyses menées sur les échantillons frais (étape 1), 

les plages blanches correspondent aux échantillons marqués isotopiquement puis lyophilisés (étape 

2) et les plages orange représentent les échantillons lyophilisés puis marqués isotopiquement (étape 

3).  

 

Tableau 24 : Concentrations et écart-types en MeHg et HgT (mg kg
-1

) des 2 laboratoires  

 Analyses   MeHg ∑ Hg % MeHg M (%) D (%)  

 D-IDMS 
CIME 

0,462  ± 0,014 0,481  ± 0,017 96 - - 

J
u

li
en

n
e
 

IPD 0,457  ± 0,005 0,464  ± 0,007 98 3 ± 6 1  ± 0,3 

D-IDMS 
LCABIE 

0,430 ± 0,009 0,531 ± 0,035 81 - - 

IPD 0,435 ± 0,009 0,443 ± 0,019 98 -13 ± 5 23 ± 4 

D-IDMS 
CIME 

0,379  ± 0,036 0,410  ± 0,033 92 - - 

IPD 0,368  ± 0,031 0,389  ± 0,023 95 -0,1  ± 4 3  ± 0,3 

D-IDMS 
LCABIE 

0,395 ± 0,020 0,472 ± 0,055 84 - - 

IPD 0,393 ± 0,019 0,401 ± 0,022 98 2 ± 3 15 ± 7 

D-IDMS 
CIME 

0,510 ± 0,014 0,536 ± 0,017 95 - - 

IPD 0,469 ± 0,005 0,481 ± 0,005 98 349 ± 127 -2 ± 1 

D-IDMS 
LCABIE 

0,387 ± 0,049 0,483 ± 0,028 80 - - 

IPD 0,384 ± 0,047 0,390 ± 0,044 98 -1 ± 1 24 ± 9 

 D-IDMS 
CIME 

0,880  ± 0,028 0,912  ± 0,029 96 - - 

T
h

o
n

 

IPD 0,899  ± 0,007 0,930  ± 0,012 97 -127 ± 6 5  ± 0,2 

D-IDMS 
LCABIE 

0,811  ± 0,010 0,939  ± 0,020 86 - - 

IPD 0,809  ± 0,007 0,838  ± 0,012 100 -1  ± 1 13  ± 6 

D-IDMS 
CIME 

0,768  ± 0,023 0,817  ± 0,022 94 - - 

IPD 0,762  ± 0,008 0,794  ± 0,004 96 59  ± 70 -0,002  ± 0,12 

D-IDMS 
LCABIE 

0,723  ± 0,048 0,820  ± 0,043 88 - - 

IPD 0,719  ± 0,038 0,738  ± 0,038 97 -0,4  ± 2 10  ± 4 

D-IDMS 
CIME 

0,904  ± 0,040 0,949  ± 0,045 95 - - 

IPD 0,914  ± 0,081 0,953  ± 0,092 96 90  ± 243 -2  ± 1 

D-IDMS 
LCABIE 

0,708  ± 0,026 0,772  ± 0,033 92 - - 

IPD 0,715  ± 0,034 0,738  ± 0,038 97 -4  ± 3 -4  ± 3 

 D-IDMS 
CIME 

0,404  ± 0,022 0,424 ± 0,020 95 - - 

B
a

r 
lo

u
p

 

IPD 0,405 ± 0,009 0,417  ± 0,011 97 -54  ± 73 2  ± 0,1 

D-IDMS 
LCABIE 

0,336  ± 0,020 0,426  ± 0,038 79 - - 

IPD 0,330  ± 0,017 0,335  ± 0,011 99 -1  ± 3 26  ± 6 

D-IDMS 
CIME 

0,360  ± 0,001 0,377  ± 0,003 95 - - 

IPD 0,354  ± 0,010 0,364  ± 0,010 97 8  ± 17 -0,3  ± 1 

D-IDMS 
LCABIE 

0,325  ± 0,015 0,364  ± 0,024 89 - - 

IPD 0,324  ± 0,013 0,328  ± 0,013 99 -3  ± 5 10  ± 2 

D-IDMS 
CIME 

0,409  ± 0,014 0,428  ± 0,017 96 - - 

IPD 0,378  ± 0,015 0,385  ± 0,014 98 660  ± 148 2  ± 0,3 

D-IDMS 
LCABIE 

0,316  ± 0,009 0,367  ± 0,029 86 - - 

IPD 0,317  ± 0,01 0,320 ± 0,011 99 -2  ± 2 15  ± 5 
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Les taux de M calculés sont peu exploitables, principalement en raison d‟écart-types 

importants, probablement dus aux grandes différences de concentrations entre l‟iHg et le MeHg 

comme expliqué par Monperrus et al (2008) et précédemment dans la partie II paragraphe VI.4.  

Les résultats obtenus par le laboratoire CIME n‟indique aucune réaction de déméthylation, 

quelque soit la matrice étudiée ou la procédure analytique utilisée, à l‟exception d‟un taux de D de 

5% noté pour le thon lors de l‟analyse du produit frais. Par contre, les résultats du laboratoire 

LCABIE indiquent d‟important taux de D (D moyen = 16%) sur l‟ensemble des échantillons, à 

l‟exception du thon lyophilisé puis spiké (D = -4 ± 3%). Des taux de D minimum de 10% pour le 

thon et le bar-loup spikés puis lyophilisés et un taux maximum de 26% pour le bar-loup frais sont 

observés. Le phénomène de D est constaté quelque soit la procédure analytique utilisée et la matrice 

étudiée, il semble donc que ces réactions soient liées à la méthode d‟extraction MAE comme cela a 

été précédemment constaté lors de l‟étude présenté dans l‟article I. 

 

La figure 42 présente les résultats de chaque matrice analysée en spéciation par les 2 

laboratoires. Les résultats en rouge et bleu foncés correspondent aux concentrations en iHg et 

MeHg calculés par D-IDMS du laboratoire CIME et ceux en clairs correspondent aux résultats du 

laboratoire LCABIE calculés par IPD. L‟appellation « Frais » correspond à l‟étape 1, « Spikes + 

lyoph » à l‟étape 2 et « Lyoph + spikes » à l‟étape 3. Les barres vertes représentent les 

concentrations en mercure total des échantillons frais par une méthode ICP-MS accréditée (Noël et 

al., 2005). 
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Figure 42 : Concentrations en iHg et MeHg (mg.kg

-1
) dans les trois poissons analysés. 

 

Concernant les résultats du laboratoire CIME, une diminution des teneurs en MeHg est 

observée sur les échantillons marqués isotopiquement puis lyophilisés (étape 2). Par contre, les 

teneurs en MeHg des échantillons frais (étape 1) et lyophilisés puis spikés (étape 3) sont similaires 

et la somme des espèces iHg et MeHg est proche de la valeur quantifiée en total. Si des pertes ou 

transformations inter-espèces étaient survenues au cours de l‟étape de lyophilisation, une 

diminution des teneurs en espèces Hg aurait été observée au niveau de l‟étape 3 où les spikes ont été 

ajoutés après lyophilisation et donc où les résultats finaux ne sont pas corrigés des éventuelles 

modifications ayant pu survenir au cours de ce traitement. Il ne semble donc pas y avoir d‟influence 

de la lyophilisation sur les espèces Hg. Par contre, des diminutions des teneurs en espèces Hg sont 

constatées dans l‟étape 2, où la lyophilisation est contrôlée par IDMS. Il est donc probable que la 

perte apparente observée en MeHg lors de l‟étape 2 soit en fait due à une quantification faussée liée 

à un équilibre isotopique incomplet entre les spikes et les espèces endogènes. Il faut toutefois noter 

que cela ne remet pas en question la méthode analytique développée et validée lors de ces travaux 
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de thèse car dans le cas présent, l‟équilibre isotopique doit se faire entre une matrice fraîche et des 

spikes en solution, dans un milieu où le solvant d‟extraction est absent. 

Pour le laboratoire LCABIE, une lègére décroissance des teneurs en MeHg est observée 

entre l‟étape 1 et les étapes 2 et 3, uniquement significative sur le thon avec des valeurs similaires 

entres les étapes 2 et 3. Ces pertes en espèces Hg étant constatées pour l‟étape 2 mais également 

pour l‟étape 3, elles ne peuvent pas être imputables à la lyophilisation, qui ne semble pas modifier 

pas la distribution des espèces Hg. Ces pertes semblent plutôt liées à la nature de la matrice, les 

matrices lyophilisées réagissant différemment des matrices fraîches face à la méthode analytique 

utilisée par le laboratoire..  

Pour les deux laboratoires, les teneurs en HgT des échantillons lyophilisés sont en accord 

avec les teneurs en HgT des échantillons frais. Cela renforce l‟hypothèse stipulant qu‟il ne semble 

pas y avoir de pertes d‟espèces durant le processus de lyophilisation. 

Les différences observées entre les 2 laboratoires s‟expliquent probablement par la 

différence des méthodes de lyophilisation utilisées (masses et support de lyophilisation différents) 

(Cf. Annexe I). Ces résultats semblent confirmer ceux de Yu et Yan, (2003) qui concluent que les 

résultats observés sur des échantillons frais ou lyophilisés étaient équivalents sauf si les échantillons 

frais subissaient une congélation – décongélation trop répétée. 

 

IV.2.3 Conclusion 

 

Cette étude a été menée conjointement par les laboratoires LCABIE et CIME et les résultats 

obtenus laissent supposer qu'il ne semble donc pas y avoir de pertes ni de modification d‟espèces 

durant le processus de lyophilisation. Néanmoins, afin de pouvoir confirmer cette hypothèse, cette 

étude nécessite la participation d‟un plus grand nombre de laboratoires et la mise en place d‟une 

procédure analytique unique. Idéalement, l‟étude d‟un plus grand nombre de matrices permettrait 

d‟avoir une vision plus globale de l‟éventuelle influence de la lyophylisation sur les produits de la 

pêche. A ce jour, nous avons décidé de poursuivre nos travaux en analysant les échantillons 

lyophilisés des produits de la pêche de l‟EAT 2 plutôt que les échantillons frais (EAT 2, 2011).  
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IV.3 Etude des échantillons lyophilisés de l’EAT 2 

IV.3.1 Contexte de l’étude 

En 2000, Le ministère de l‟agriculture et de la pêche ainsi que l‟institut national de 

recherche agronomique (INRA) ont décidé d‟implanter en France la méthode dite « d‟étude de 

l‟alimentation totale (EAT) », méthode standardisée et recommandée par l‟Organisation Mondiale 

de la Santé (OMS) et qui vise à rechercher diverses substances chimiques susceptibles d‟être 

présentes dans les aliments « tels que consommés ». Les EAT sont des études nationales de 

surveillance des expositions alimentaires qui évaluent les risques liés à des substances chimiques 

d'intérêt en termes de santé publique. Elles sont construites, d‟après des enquêtes de consommation, 

à partir de paniers représentatifs des consommations alimentaires des français. 

Les EAT apportent des informations sur la composition et/ou la contamination des aliments, 

ainsi que sur leurs apports nutritionnels et permettent une évaluation des risques sanitaires des 

populations liée aux aliments étudiés. Une prise de décisions en matière de contrôle, de 

réglementation des produits chimiques et de sécurité des produits alimentaires, aussi bien au niveau 

national, qu‟européen ou international est alors faite. Pour le gestionnaire du risque, ces études 

apportent les éléments scientifiques permettant de réviser ou d'établir une réglementation afin de 

réduire l'exposition du consommateur. Dans le cas d‟une substance bénéfique, elles orientent les 

recommandations de consommation permettant d‟optimiser les apports. 

Une première EAT française (EAT 1) a été réalisée entre 2000 et 2004 par l‟INRA, en 

collaboration avec l‟AFSSA (Leblanc et al., 2005) et une seconde EAT (EAT 2) a été entreprise par 

l‟AFSSA en 2006, incluant un nombre plus large de substances à rechercher et l‟ensemble des 

régions administratives du territoire métropolitain (contre 3 grandes villes dans l‟EAT 1). 

L‟élaboration des paniers représentatifs des consommations alimentaires des français de l‟EAT 2 

s‟appuie sur des données de l‟enquête INCA 2 (seconde enquête individuelle et nationale sur les 

consommations alimentaires) réalisée en 2006-2007. 

Dans ces travaux, les échantillons lyophilisés et non dégraissés de produits de la pêche de 

l‟EAT 2 ont été étudiés. 34 échantillons de mollusques et crustacés (10 moules, 4 huîtres, 16 

crevettes et 4 coquilles Saint-Jacques) et 28 échantillons de poissons (6 thons, 16 saumons, 6 lieu-

colins) ont été analysés par D-IDMS et D-SS-IDMS et par GC-ICP-MS. Les matériels et méthodes 

utilisés ainsi que les résultats obtenus sont discutés dans l‟article II. Les matériels et méthodes 

utilisées sont discutés dans l‟article II et des informations complémentaires relatives à la procédure 

de traitement d'échantillon ont été ajoutées en annexe (Annexe II). Il est à noter que les résultats de 

3 échantillons de poissons panés non présentés dans cet article indiquent des concentrations très 

faibles de MeHg ([MeHgmoy] = 24 µg.kg
-1

 avec % MeHg ≈ 100%).  
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IV.3.2 Résultats expérimentaux 

Les résultats de cette étude sont présentés dans l'article II. 
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IV.3.3 Résultats complémentaires et discussion 

 

Les données obtenues par analyse des échantillons de produits de la pêche de l‟EAT 2 ont 

été traitées par D-IDMS et D-SS-IDMS afin d‟évaluer l‟impact de ces nouvelles matrices sur les 

réactions de méthylation (M) et déméthylation (D). La D-SS-IDMS a été choisie plutôt que l‟IPD 

pour alléger le traitement des données en raison du nombre conséquent d‟échantillons analysés. Les 

résultats sont présentés dans le tableau 25 (les données individuelles sont présentées dans les 

tableaux 6 et 7 de l‟article II).  

 

Tableau 25 : Concentrations en Hg (µg kg
-1

) des échantillons de produits de la pêche EAT 2 

Espèces n Mode de calcul MeHg ∑espèces Hg % MeHg M (%) D (%) 

Moule 10 
D-IDMS 11 ± 5,4 18 ± 7,4 59 ± 15 - - 

D-SS-IDMS 8,9 ± 6,3 18 ± 7,0 50 ± 19 4 ± 26 -18 ± 41 

Huître 4 
D-IDMS 6,5 ± 2,4 11 ± 2,6 84 ± 13 - - 

D-SS-IDMS 9,0 ± 1,6 11 ± 1 82 ± 11 -151 ± 85 18 ± 59 

Coquille Saint-

Jacques 
4 

D-IDMS 5,1 ± 3,2 7,5 ± 4,6 68 ± 5 - - 

D-SS-IDMS 4,8  ± 3,4 7,4  ± 4,7 63 ± 9 18 ± 32 -1  ± 27 

Crevette 16 
D-IDMS 25 ± 7,2 28 ± 7,4 90 ± 6 - - 

D-SS-IDMS 25 ± 6,9 28 ± 4 93 ± 7 4 ± 93 4 ± 3 

Lieu-colin 6 
D-IDMS 66 ± 17 72 ± 17 91 ± 3 - - 

D-SS-IDMS 62 ± 18 65 ± 19 95 ± 3 -27 ± 110 -0,3 ± 1,1 

Thon 6 
D-IDMS 254 ± 163 281 ± 179 90 ± 4 - - 

D-SS-IDMS 251 ± 169 277 ± 183 90 ± 4 17 ± 38 0,5 ± 1,9 

Saumon 16 
D-IDMS 40 ± 7,7 43 ± 7,6 93 ± 2 - - 

D-SS-IDMS 40 ± 6,8 42 ± 6,7 94 ± 2 -45 ± 88 0,4    ± 1,8 

 

D‟importantes fluctuations des taux moyens de M et de D sont observées. Ces fluctuations 

sont également significatives au niveau du triplicata d‟injection d‟un même échantillon, comme 

constaté précédemment sur les MRCs (partie II, paragraphe VI.4.). Néanmoins, à l‟exception d‟un 

échantillon d‟huître qui présente un taux de D de 18% (résultats par échantillon non montrés), ces 

taux restent négligeables pour l‟ensemble des échantillons. Les teneurs en iHg et MeHg déterminées 

par D-IDMS sont généralement similaires aux concentrations calculées par D-SS-IDMS, ce qui 

confirme une faible influence des réactions de transformation sur les résultats finaux. 

 

Les pourcentages moyens de MeHg déterminés par D-IDMS sont similaires à ceux 

déterminés à partir des données D-SS-IDMS, à l‟exception des moules où un pourcentage moyen de 

MeHg plus élevé (59% contre 50%) est calculé. Les taux de M et D pour cette matrice sont 

négligeables, ils n‟expliquent donc pas cette différence. Par contre, les variations de pourcentage 



Partie III 

187 

entre les deux méthodes de calculs sont observées sur les échantillons les moins concentrés. Il est 

donc probable que ces différences soient liées aux incertitudes de mesure.  

Le pourcentage moyen de MeHg dans les mollusques et crustacés est de 75% avec 

d‟importantes variations inter-espèces mais également intra-espèces. Le pourcentage minimum de 

MeHg a été mesuré dans un échantillon de moule (28%) et le maximum dans un échantillon de 

crevette (98%). Les teneurs moyennes de MeHg sont comprises entre 1,9 µg kg
-1

 et 33 µg kg
-1

, avec 

une teneur moyenne de 16 µg kg
-1

. Les concentrations les plus elevées sont mesurées dans les 

crevettes. 

Le pourcentage moyen de MeHg dans les poissons (93%) est plus élevé que dans les 

mollusques et crustacés. Les variations inter-espèces et intra-espèces sont plus faibles avec un 

pourcentage en MeHg minimal de 84% dans un échantillon de thon et un pourcentage maximal de 

97% dans un échantillon de saumon et un de lieu-colin. Les teneurs moyennes de MeHg sont 

comprises entre 28 µg kg
-1

 et 588 µg kg
-1

, avec une teneur moyenne de 90 µg kg
-1

. Les 

concentrations les plus fortes sont mesurées dans le thon. 

 

 La fiabilité des résultats a été évaluée en comparant les teneurs en HgT obtenues en 

sommant les teneurs des espèces Hg déterminées par spéciation, avec les teneurs en HgT 

déterminées par la méthode ICP-MS accréditée (Noël et al., 2005). Les résultats de cette 

comparaison sont présentés dans les tableaux 6 et7 de l‟article II. En moyenne, les teneurs en HgT 

déterminées par spéciation sont en accord avec les teneurs déterminées en total. 

Les teneurs et pourcentages en MeHg des échantillons ont également été comparées aux 

données de la littérature (cf. tableau 8 de l‟article II). Cette comparaison comprend peu d‟études en 

raison de deux difficultés rencontrées. La première concerne la nature des données de MeHg. En 

effet, plusieurs études déterminent la teneur en HgT dans l‟échantillon et utilise une hypothèse de 

pourcentage de MeHg présent dans le HgT (Cf. partie I, paragraphe III.8.) (AFSSA 2002, Usydus et 

al., 2009, Ström et al., 2010). La seconde réside dans l‟origine et le domaine d‟application de 

l‟étude. Plus particulièrement pour les mollusques et crustacés que pour les poissons, ces produits 

de la pêche sont régulièrement utilisés comme indicateur de pollutions environnementales. Par 

conséquent, ils sont le plus souvent prélevés dans des milieux contaminés et sont peu susceptibles 

d‟être consommés. Ils n‟ont donc pas d‟intérêt alimentaire. Les articles entrant dans ces deux 

catégories n‟ont pas été pris en considération. 

En général, les pourcentages en MeHg déterminés dans cette étude sont similaires ou 

supérieures aux valeurs de la littérature alors que les teneurs en MeHg sont soit similaires, soit 

inférieures (cf. tableau 8 de l‟article II). Comme expliqué dans l‟article II, les différences entre les 

études sont principalement liées au nombre de poissons prédateurs analysés et à la biogéochimie 
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complexe du Hg dans le milieu marin (par exemple, chaîne trophique marine dans lequel 

l'organisme a été recueilli, son âge, le temps de l'exposition et le niveau de contamination 

anthropique). 

 

IV.3.4 Conclusion 

 

Les résultats obtenus par le couplage ID-GC-ICP-MS sur des échantillons de produits de la 

pêche lyophilisés et non dégraissés de l‟EAT 2 sont à la fois en bonne corrélation avec les valeurs 

en HgT quantifié par une méthode ICP-MS accréditée et en bon accord avec les données de la 

littérature.  

 

V. Conclusions et perspectives de la partie III 

 

Pour une utilisation en « routine » de la méthode validée sur des échantillons réels, des 

contrôles qualités internes ont été mis en place et la justesse de la méthode a été évaluée par le biais 

de 2 contrôles qualités externes avec des résultats satisfaisants sur des matrices de poisson.  

Par la suite, l‟applicabilité de la méthode a été évaluée sur des échantillons réels. Dans un 

premier temps, des essais ont été réalisés avec satisfaction sur des échantillons lyophilisés non 

dégraissés, d‟anguilles et de civelles, au sein du laboratoire LCABIE. Les résultats sont présentés 

dans l‟article I. Parmis les observations faites, cette étude a clairement montré l‟avantage d‟utiliser 

la déconvolution isotopique par rapport à la dilution isotopique classique car elle a permis d‟obtenir 

des résultats finaux plus justes et précis, car corrigés des transformations inter-espèces engendrées 

par l‟étape d‟extraction. 

Dans un second temps, une étude sur l‟influence de la lyophilisation sur les espèces Hg dans 

les produits de la pêche a été menée aux laboratoires CIME et LCABIE dans le but de déterminer 

l‟impact de la lyophilisation sur la distribution naturelle des espèces Hg. Des résultats différents ont 

été obtenus par les deux laboratoires, probablement en raison des méthodes de lyophilisation 

utilisées (masses et support de lyophilisation différents). Néanmois, cette évaluation a permis de 

constater qu‟il ne semble pas y avoir de pertes ni de modification d‟espèces durant le processus de 

lyophilisation. Toutefois, de nouvelles expérimentations pourraient être envisagées afin de renforcer 

les premières constatations faites, en augmentant le nombre de laboratoires participants, en 

définissant une procédure unique de lyophilisation et sur un plus grand nombre de matrices. 

Enfin, la méthode validée a été utilisée avec succès sur les échantillons lyophilisés et non 

dégraissés des produits de la pêche de l‟EAT 2, au sein du laboratoire CIME. Les conclusions de 

cette étude sont présentées dans l‟article II. Les résultats obtenus ont montré que, pour les sept 
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matrices différentes analysées, la dilution isotopiques classique a permis une quantification juste, au 

regard des résultats retrouvés dans la littérature et des résultats déterminés par analyse de l‟élement 

mercure sans spéciation et donc nous conforte dans la constatation que la méthode analytique 

développée et présentée dans ces travaux ne semble pas engendrer de transformations inter-espèces. 

En perspective, ces données d‟occurrence pourraient être utilisées pour une évaluation plus juste de 

l‟exposition humaine au MeHg via la consommation de produits de la pêche, lors du traitement de 

l‟ensemble des données de l‟étude EAT 2 dont le rapport final est en cours de rédaction. Enfin, il 

serait intéressant d‟analyser également les échantillons frais des produits de la pêche de l‟EAT 2 

afin de comparer les résultats avec les échantillons lyophilisés et de conforter ou non les résultats 

sur l‟influence de la lyophilisation sur les espèces Hg. 

 

 


