N

N

Développement d’une méthode d’analyse du zirame par
LC-MS/MS pour les mesures d’exposition des
agriculteurs lors du nettoyage des semoirs
Justine Lanson, Yannick Lecluse, Jérémie Le Goff, Juliette Pompili, Gildas

Griveau, Marie Rannou, Raphael Delepee, Pierre Lebailly, Valérie Bouchart

» To cite this version:

Justine Lanson, Yannick Lecluse, Jérémie Le Goff, Juliette Pompili, Gildas Griveau, et al.. Développe-
ment d’une méthode d’analyse du zirame par LC-MS/MS pour les mesures d’exposition des agricul-
teurs lors du nettoyage des semoirs. 15éme Congres de 1’Association Francophone des Sciences Sépar-
atives, Mar 2023, Paris, France. hal-04055768

HAL Id: hal-04055768
https://normandie-univ.hal.science/hal-04055768
Submitted on 3 Apr 2023

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est

archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://normandie-univ.hal.science/hal-04055768
https://hal.archives-ouvertes.fr

Développement d’'une méthode d’analyse du zirame par
LC-MS/MS pour les mesures d’exposition des agriculteurs lors

L A B E O du nettoyage des semoirs

Justine LANSON %3, Yannick LECLUSE >%>, Jérémie LE GOFF %>%>, Juliette POMPILI >%> , Gildas GRIVEAU ¢, Marie RANNOU %, Raphaél

Péle d'analyses et de recherche DELEPEE %345, Pierre LEBAILLY %45, Valérie BOUCHART %23

interdepartemental de Normandie 1LABEO, Pdle recherche développement et innovation, Caen *Centre de Lutte Contre le Cancer Francois Baclesse , Caen

www.laboratoire-labeo.fr 2 INSERM U1086 « ANTICIPE » , UNICAEN, Centre Francois Baclesse, Caen > Université de Caen Normandie , Caen
3 Plateforme PRISMM, UNICAEN, Centre Francois Baclesse, Caen ® Mutualité Sociale Agricole (MSA) Armorique

—— CONTEXTE ET OBJECTIFS

Le projet « PESTEXPO — Nettoyage semoirs » est une étude d’évaluation de I'exposition aux pesticides en milieu agricole au cours des différentes taches de travail effectuées lors du nettoyage des
semoirs ayant contenu des semences enrobées de pesticides. Lobjectif est de déterminer le niveau d’exposition cutanée et respiratoire des utilisateurs. Parmi les matieres actives présentes dans
’enrobage de semences de mais, on trouve le zirame qui est utilisé en traitement répulsif contre les corvidés (Korit 400 FS).

Le zirame est un dithiocarbamate (DTC), famille de produits phytosanitaires incluant des substances actives utilisées comme corvicides et fongicides dans l'agriculture. La famille chimique des DTC
compte plus de 20 substances qui sont classées en sous-familles selon leur structure et se différencient par leur complexe métallique. Les diméthyl dithiocarbamates (DMD) avec le zirame, |le ferbame,
le thirame et le nickel diméthyl dithiocarbamate sont une des 8 sous-familles?.

LABEO a mis au point une méthode d’analyse par LC-MS/MS permettant de doser le zirame, comme marqueur d’exposition, et d’atteindre une limite de quantification la plus basse possible afin de
détecter des concentrations potentiellement faibles. La méthode développée doit étre simple et rapide pour permettre le traitement d’'un nombre important d’échantillons.

MATERIEL ET METHODE

DISPOSITIFS DE MESURE DE L'EXPOSITION AU ZIRAME METHODE ANALYTIQUE

Afin de mesurer les niveaux d’exposition, les | Préparation des échantillons
volontaires sont equipés de : A Filtres XAD2 - N
o Extraction

» gants en coton
» patchs en coton disposés sur les différentes Patch : ACN/EUP
(50%/50%)

parties du corps
» pompes d’échantillonnage équipées de filtres Gants et filtres :
\ ACN 100%

Méthylation A ~
diméthyl sulfate (100 | -~ |
ul) + ajout DTT 1M et :N LC-MS/MS

NaHCO, 1M

\_ ; J

Frottis du matériel

XAD2
Des frottis sont effectués avec des patchs sur le = Agitation 15 min
matériel avant et apres son nettoyage. v R T B Gantsen coton (60 tr/min)

Patchs

=> environ 130 échantillons Dosage des DMDMe par LC-MS/MS

[ Suivi du nettoyage des semoirs de 5 individus ]

Parametres LC :
ﬂf, Chaine Agilent 1290 UPLC = Colonne Acquity UPLC® BEH C18 100 x 2,1 mm — 1,7 um
. couplée au spectrometre de = Température colonne = 40°C

PRINCIPE DE LA METHODE

Les diméthyl dithiocarbamates (DMD) sont instables (processus d’hydrolyse et de photolyse)
avec un temps de demi-vie inférieur a une journée!. Pour réaliser leur dosage, une étape de
méthylation est nécessaire pour stabiliser la molécule?3. Cependant, aprés méthylation des DMD
(zirame, ferbame, thirame, nickel diméthyl dithiocarbamate) il n’est pas possible de différencier
individuellement les composés.

= masse triple quadripdle 6495 = Débit = 0,40 mL/min

= Volume d’injection =10 pL

= Phases mobiles = EUP + 0,1% acide formique et ACN +
0,1% acide formique

= Temps d’analyse =12 min

. oy . Parameéetres MS/MS : lons lons Energie de | Temps de
Dimethyl dithiocarbamates (DMD) . .D'methyl " Gaz=150°Ca 1l L/min Molécule précurseurs | produits | collision | rétention
g ] - g ' dlt:|(:car(bamates) » Sheath gas =250°Ca 10 L/min (m/2) (m/2) (eV) (min)
HaC. 0 Ha( T méthylés (DMDMe MNaira = _ *
"N-C-S5—| 2Zn L n—C-s— y " Ca,plllaflre 1500V + et 3500V . N 136.1 88 15 3234
H3yC H4C 0, 0 = Nébuliseur = 30 psi 73,1 45
L = = \ // * o o
Zirame HaC\O/S\O/CHs oG ﬁ fon quantifieur
————————————————— 3 :N_C_S_GHS "‘E"E:‘ES”C”“”F'”M”"CF”"“”DF*""’”CD@"'""’IZ'”‘”°2I“SI'““"T‘ S — - +MRM [135.1—>BB.GJEJHAMﬂ22.dSnﬁuH1 +MRM (1361 ->73.1) ZIRAM 022.d Smooth
Méthylation H3C . Zirame §-3] B Y it e
g (diméthyl sulfate) RT = 3,234 min 25, N
HEE“H-E-S— Ni Molécule dosée . & o1
HEE : “"ﬁj 1}:2: :
) 2 35 T 37 2 s e T 7 32 32 e
N ic ke I d i m ét hyl ‘;g Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

62 64 66 68 7 72 74 76 T
Counts vs. Acquisition Time (min)

dithiocarbamate Figure 1 : Chromatogramme et transitions du zirame

VALIDATION DE LA METHODE SELON LA NORME NF T90-210

> Etude de linéarité : 5 gammes d’étalonnage avec référence synthétique (2 - 5 -
10 — 20 — 50 - 100 - 500 pg/L) en étalonnage externe. L'écart maximal

» Détermination des limites de quantification (LQ) : 200 ng/patch et 400 ng/gant

acceptable (EMA) est flxe a 30% a la LQ et 20% pour les autres niveaux. » Controle qualité : Labsence de zirame marqué ameéne a faire des contrbles dopés dans chaque série et
mﬂ%m - . d’intercaler des contrdles qualité au sein de la série d’analyse. Le thirame d12 ne se comporte pas de la
w““' S S méme maniere dans les contrbles qualité et dans la gamme donc la méthode a été validée en étalonnage
. e externe.
14 s 10% - *
091 % % x o % Z ooy 7 ;7 ey 7 . . ’
o e 0% - 7 * x » Etude de stabilité : Dopage de patchs en répétabilité au niveau 2 (50 pug/L) et conservation au congélateur
" ;:j o a -20°C. Etude de stabilité sur les extraits méthylés congelés a -20°C. L'écart maximal acceptable est fixé a
Ej I e 30%-
D; 40% . . ‘ . ‘ . A Patch mGant
o 200 0 20 4D 6D B0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 >0 égé?ﬂjeur théor?gﬁ%o 000 2% ?D-UD 8.00
) e , Ny oy .. o = 65.00 g *— o0
Figure 2 : Etalonnage linéaire du zirame Flgt{re 3 Repart/t/on des biais en % en N . “EMA 30% e e = _ EMA 30% _
fonction des niveaux par rapport aux EMA v . - % 6.00 4
® 55.00 o .
z . s e , \ . "N n
» Etude d’exactitude : 5 séries de patchs et gants dopés a 3 niveaux de & 50.00 _ E s.00 § ! . Cible
concentration (LQ =5 pg/L; NIV2 = 50 pg/L et NIV3 = 100 pg/L). L'écart maximal g 45.00 " Cible § 400 . EMA 30%
acceptable est fixé a 40% a la LQ et 30% pour les niveaux 2 et 3. £ 4000 + f.0 T TTTTTTTTTTTTTTTOTAT
. . . _ 5 3500 mm——————— o “ - E
> Etude de rendement : dopage de patchs et gants a 3 niveaux de concentration 0,00 | | | | EMA 30%
finale dans les extraits : LQ =5 pg/L; NIV2 = 50 pg/L et NIV3 =100 pg/L. 0 5 10 15 20 25 30 oo : " L - e
Temps (semaine) Temps (jours)
L NIV2 NIV3 : : e , : : e : 1
Q \\\ LQ \\\ NIV2 \\\ NIV3 Figure 4 : Etude de stabilité des patchs dopés Figure 5 : Etude de stabilité des extraits méthylés
101% 102% 94% 7% 6%
‘ % ‘ < V - On observe une dégradation des extraits méthylés a partir de 25 jours apres conservation au congélateur a -20°C.

Les extraits méthylés (patchs et gants) sont conservés et analysés jusqu’a 9 jours apres conservation a -20°C.
-> Pas de correction de rendement nécessaire

CONCLUSION

La méthode de dosage des résidus de pesticides a été validée selon le référentiel NF T90-210 avec une limite de quantification en zirame de 200 ng/patch et 400 ng/gant. Cette méthode est adaptée
aux besoins de I'étude et a permis la mise en évidence de résidus de zirame dans plusieurs échantillons issus de 4 Coopératives d’Utilisation de Matériels Agricoles (CUMA) et 1 Entreprise de Travaux

Agricoles (ETA), principalement sur les combinaisons et les frottis de matériel. Ces données préliminaires montrent l'intérét d’étudier cette phase de nettoyage de semoir et son exposition aux
pesticides.
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