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ABSTRACT 

High-resolution gas chromatography-mass spectrometry of polychlorinated biphenyl congeners in bi- 

ological samples 

A study is performed on polychlorinated biphenyl (PCB) congener residues in samples of human 
blood and milk as well as in falcon and pigeon eggs. 

Most of the PCB congeners found in these biological samples were quantified by high-resolution gas 
chromatography (HRGC). A PCB technical mixture -namely, DP6 (Phenochlor)- was used for the 
calibration as its composition was previously determined by HRGC-mass spectrometry. 

The usefulness of such a congener analysis is outlined. 
It is the first time to the best of our knowledge that a Phenochlor mixture is used for standardization. 

INTRODUCTION 

L’analyse des residus de biphenyles polychlorts (PCBs) debute par leur 
extraction de la matrice originelle; l’extrait ainsi obtenu est soumis, apres purification, 
a la chromatographie en phase gazeuse (CPG) avec detection a capture d’electrons 
(ECD). 

L’utilisation des colonnes capillaires dans le domaine de l’analyse des PCBs 
a permis l’obtention d’une information qualitative detaillee de la composition des PCB 
[l-5]. Le pouvoir de separation et la haute resolution de ces colonnes de chromato- 
graphie ont revelk que les PCBs, dans les melanges techniques, ttaient represent& par 
pres d’une centaine de composes [6] et que dans les produits environnementaux, 
l’empreinte des PCBs pouvait varier d’une matrice a I’autre. 

L’incertitude sur la mesure, exprimee en equivalent de melange technique, est 
d’autant plus importante que le profil des PCBs differe de celui des produits de 
reference. Ce fait est particulierement frappant dans le cas de materiel biologique 
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provenant d’organismes superieurs (oiseaux, mammiferes) [7-91 pour lesquels les 
composes fortement chlorts sont amplifies, ce qui conduit a une surestimation de la 
quantification en termes d’equivalent de melanges techniques. 

Les limites de ce mode de quantification apparaissent ainsi doublement. Dune 
part, la reduction des nombreuses donntes contenues dans un chromatogramme a une 
seule grandeur qui est l’expression de la concentration en PCBs totaux, fait perdre 
l’information qualitative sur la contamination [lO,ll]. D’autre part, l’expression de la 
mesure en equivalent de melange technique ne permet pas une appreciation 
satisfaisante des processus discriminants vis-a-vis des differents chlorobiphtnyles. 

Ces methodes quantitatives utilisees dans la determination des PCBs ont ett 
critiquees des 1975 [l 11. 

Dans ce contexte, la quantification par congenere trouve toute sa justification, 
elle permet une meilleure approche du comportement des PCBs et de leurs effets sur 
l’environnement. En effet, il est important, notamment sur le plan de la toxicite, de 
preciser quels sont les composes retenus par la mat&e vivante et quels sont les 
processus intervenant dans cette selection [ 12,131. 

La methode de quantification par congtnere est plus precise car elle s’adresse 
effectivement a la concentration rtelle du compose present dans l’extrait etudie. 
Souvent, le probleme a resoudre concerne la disponibilite des congeneres purs 
necessaires a la realisation des solutions &talons et la selection des composes a prendre 
en consideration pour le dosage residue1 des PCBs. Or, la plupart des congeneres ne 
sont pas disponibles commercialement et lorsqu’ils existent, leur cofit rend difticile 
l’acquisition des 209 composes. 

Pour pallier a ces difficult&, nous proposons dans le present travail une methode 
de quantification des congeneres de PCB baste sur l’utilisation d’un melange technique 
de Phenochlor (DP6) dont la composition est prtalablement determinte par CPG 
haute resolution (CPG-HR)-spectrometrie de masse (SM) [14]. Les facteurs de 
reponse des congeneres sont determines par CPG-ECD. Dans ces conditions, la 
quantification se fait de la facon classique, compose par compose. 

Diverses etudes ont utilise 1’Aroclor [15] et le Clophen [ 161 comme reference pour 
la quantification des congtneres de PCB mais c’est la premiere fois, a notre 
connaissance, que le Phenochlor DP6 est pris comme etalon pour ce type de dosage. 

Les Cchantillons etudies, sont: le lait maternel, le sang d’adulte et les oeufs de 
faucon et de pigeon. 

PARTIE EXPkRIMENTALE 

MatPriels et conditions opkatoires 
Les echantillons d’oeufs de Faucon et de Pigeon proviennent d’un lot qui a fait 

l’objet d’une etude preddente quant a la concentration globale en PCBs [17-191. 
Quant aux echantillons de lait maternel et de sang d’adulte, ils proviennent d’un 

lot d’une centaine de donneurs qui a fait lui aussi, de son cot& l’objet d’un travail 
precedent [20]. 

Les echantillons objet de la presente etude ont CtC choisis pour rep&enter une 
grande varittt de concentrations en PCBs. 

La CPG sur colonne capillaire a tte mente sur un chromatographe Varian 3700 
equipe d’un dttecteur a capture d’electrons (Ni 63). Une colonne capillaire en silice 
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Fig. 1. (a) Chromatogramme du melange technique DP6; (b) chromatogramme d’un Bchantillon de lait 
maternel; (c) chromatogramme d’un khantillon d’oeufde faucon; (d) chromatogramme d’un Bchantillon de 
sang d’adulte; (e) chromatogramme d’un tchantillon d’oeuf de pigeon. Appareil: Varian 3700 &quip& d’un 
dCtecteur i capture d’tlectrons (Ni 63). Colonne: capillaire (WCOT), en silice fondue, 25 m x 0,32 mm D.I., 
paroi interne recouverte d’un film (0,12 pm) de CP-Sil 5. Conditions chromatographiques: voir texte. 
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fondue, de 25 m de long et de 0,32 mm de D.I., de paroi interne recouverte de la phase 
CP-Sil 5 dont l’epaisseur du film est de 0,12 pm, est utiliste dans ce travail. 

Pour l’analyse chromatographique des echantillons de lait maternel, d’oeuf de 
faucon et de sang d’adulte, la temperature du four est programmee a la vitesse de 
3”C/min de 150 a 200°C avec un palier de 4 min a la temperature initiale. Quant 
a l’analyse de l’extrait d’oeuf de pigeon, la temperature de la colonne est programmee 
de 130 a 200°C a la vitesse de 3”C/min. D’autre part, les temperatures du detecteur et de 
l’injecteur sont respectivement 300 et 260°C. Le volume injecte est de 1 ~1 (injection 
directe). La pression du gaz vecteur, l’hydrogene, est fixte a 17 p.s.i. Le debit du gaz 
additionnel (azote U) est de 30 ml/min. Les temps de retention, les aires des pits et le 
calcul des concentrations sont fournis par un calculateur integrateur CDS 111. 

La CPGHR-SM utilisee pour la determination de la composition du melange 
DP6 a et& menee sur un chromatographe de type Girdel serie 32, equip6 de la colonne 
capillaire CP-Sil 5 precedemment d&rite, et couple a un spectrometre de masse 
Nermag lo-1OC muni d’un systeme de traitement des donnees Spectral 30. Les spectres 
de masse ont tte enregistres en mode impact electronique (IE) avec une energie 
d’ionisation de 70 eV et une temperature de source de 200°C. 

Mkthode de quantification 
L’injection du DP6 sur la colonne capillaire CP-Sil 5 (detection par capture 

d’tlectrons) donne un chromatogramme revelant 27 pits (Fig. la). Pour les composes 
majoritaires, a chaque pit du chromatogramme correspond un compose. Cependant, 
quelques groupements -paires voire triplets- de composes demeurent non resolus; 
on obtient au total 17 pits correspondant a des chlorobiphenyles identifies avec une 
confortable marge de conliance et que l’on peut, en outre, quantifier. Ces congeneres 
representent 84% en masse du DP6. 11s ont et& identifies au moyen des indices de 
retention mesures par rapport aux n-alkyltrichloroacetates et de plus, dtduits par le 
calcul selon la regle de Sisson et Welti [21] qui veut que l’indice de retention d’un PCB 
soit &gal a la somme des demi-indices de retention de chacune de ses demi-structures. 
Les indices de retention mesurts sont don& par l’expression: 

I, = 100( TR, - TR,)/( TR, + 1 - TR,) + 100, 

dans laquelle Z, est l’indice du congenere x, TR, est le temps de retention du 
n-alkyltrichloroacetate dont le pit emerge immtdiatement avant celui du solute x et 
dont le nombre d’atomes de carbone du radical n-alkyle est z. TR,+ 1 est le temps de 
retention du n-alkyltrichloroacttate, immediatement clue apres le solute X, dont le 
nombre d’atomes de carbone du radical n-alkyle est z + 1. 

Quant a la fraction massique Xi, du congenere i, dans le DP6, elle est dtduite de 
l’analyse par CPGHR-SM. Ainsi la valeur Xi et la masse specilique mi du congenere 
i sont likes a la masse (m,) du DP6 inject& par la relation: 

Wli = &Xi/l00 

(m, est generalement exprimee en ng). 
Par detection en capture d’tlectrons, le facteur de rtponse Ei d’un congenere 

i necessaire pour le dosage residue1 est alors exprime par la relation: 

Ei = AJmi 
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TABLEAU I 

POURCENTAGE MASSIQUE ET FACTEURS DE RkPONSE DES CONGI?NfiRES DE PCB DANS 

LE DP6 

No. IUPAC % massique F.R.R. (ECD) No. IUPAC % massique F.R.R. (ECD) 

52 0.48 N.E.b,’ 134 N.D.’ N.E.“ 
49+47 0,26 N.E.’ 131f 143 0.38 N.E.’ 
42+44 0,15 N.E.’ 132 N.D. N.E.’ 
37 0,02 N.E.’ 153 18.65 0,497 
41+72 0,lO N.E.’ 141+ 179 I ,67 N.E.’ 
70 0,15 N.E.* 138 16,79 0,642 
66f95 0,45 N.E.’ 129 0,12 0,987 
80+89 0,12 N.E.’ 187 I,21 1,132 
92+84 0,30 N.E.’ 128 4.38 1,174 
79f101 2,20 N.E.’ 159 N.D. N.E.d 
99 0,29 0,532 173 0,83 2,122 
97 0,39 0,590 174 0,59 0,346 
87 0,84 0,980 156+ 177 2.90 N.E.’ 

136+85 0,55 N.E.’ 180 14.50 1,177 
110 2,21 0,755 170 18,40 0,842 
151 0,53 0,532 201 I so 0,953 
106+ 196 0.85 1,142 
118+149 6,lO N.E.’ 195 0.67 0,542 

’ F.R.R.: facteur de rkponse par rapport $ I’aldrine (F.R.R. = I pour un ng d’aldrine). 
b Non d&tectC en ECD. 
c CoCluks sur CP-Sil 5. 
d Non dktectk en SM. 
e N.D. = non dCcel& 
f N.E. = non kvalut. 

dans laquelle Ai represente l’aire du pit du congenere i. 
Afin d’etablir la courbe de calibration pour chaque congenere a doser, des 

solutions etalons de DP6 de differentes concentrations ont ete injectees. Ainsi a et& 
determinee la gamme de concentration pour laquelle le ,plus grand nombre de 
congeneres detect& par SM presentent une reponse lineaire en detection par capture 
d’electrons (Tableau I). 11 apparait sur ce tableau, a la concentration optimale de 
travail, que certains congeneres quantifies par SM ne sont pas deceits en ECD. Par 
ailleurs, comme a chaque congenere de PCB correspond un facteur de reponse en 
ECD, en cas de coelution des composes, cette grandeur ne peut plus Ctre Cvalute. 
D’ailleurs, une nette disparite des valeurs du facteur de reponse Ei pour les congeneres 
isomer-es heptachlores et hexachlorts a Ctt mise en evidence (Tableau I). Ce resultat 
a Cte, du reste, deja signale par Mullin et al. [22]. 

RBSULTATS ET DISCUSSIONS 

Sur le Tableau II figurent les teneurs rtsiduelles des PCBs detect&s dans les 
echantillons de lait maternel, de sang et d’oeufs de faucon et de pigeon. Pour tous ces 
echantillons, l’empreinte des PCBs en CPG differ-e de celle du melange technique DP6 
(Fig. lb, c, d et e). Ce resultat montre bien que, lors de l’evaluation des teneurs en PCBs 
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totaux, l’utilisation d’un melange technique de reference pourrait conduire a des 
rtsultats discutables. 

Les types d’tchantillons selectionnes (lait, sang et oeufs) permettent d’apprecier 
des niveaux de presence des PCBs dans des proportions bien differentes. En effet la 
presence de contaminants dans la mat&e vivante est la resultante d’un ensemble de 
processus, differents d’une espece a l’autre; processus d’absorption (regime alimen- 
taire), de redistribution intracorporelle (role des lipides), de transfert et d’elimination 
de polluants (metabolisme),. . . Les facteurs environmentaux et biologiques influent sur 
ces processus [23,24] et il semble a premiere vue normal que des differences de 
concentration apparaisent pour ces congeneres dans les types d’echantillons ttudies. 

La contamination du lait, du sang et des oeufs de faucon et de pigeon est 
marquee par la predominance des chlorobiphtnyles: 153, 138, 180 et 170. Done, ces 
congeneres apparaissent comme peu mttabolisables par les organismes ttudies et par 
la, accumulables dans leurs tissus. Une propriete commune de ces molecules est que les 
deux groupements phenyles de chaque congenere comporte l’un des details de 
structures suivants: trichloro-2,4,5-phenyle, trichloro-2,3,4-phenyle et tttrachloro- 
2,3,4,5-phenyle. 

Quant aux congeneres 194, 195,196 et le 201 octachlore, qui se rencontrent a une 
teneur appreciable dans nos Ctchantillons, leur presence pourrait de plus s’expliquer par 
leur degrt de chloration elevt qui les rend refractaires a l’elimination [25]. 

Certains congeneres presents dans le DP6 ne se rencontrent que: dans le sang 
uniquement pour les congeneres 87 et 97; dans le lait uniquement pour les congtneres 
151; et dans ces deux fluides d’origine humaine: 99. 

Tous ces composes ont l’un des groupements phenyles substitues en position 2,5 
ou 2,3,6. 

Les congtneres qui ont Cte d&elks dans cette etude dans le lait et le sang humains 
ont tte aussi recemment rapport& dans le tissu adipeux a l’exception du congenere 201 

WI. 

CONCLUSION 

La determination des residus de congeneres de PCB peut Ctre men&e par 
CPGHR en utilisant des solutions standards issues des melanges techniques de 
Phenochlor dont les compositions ont Cte prtalablement determintes. Ainsi une 
solution etalon de DP6 se revele convenable pour la quantification de la plupart des 
congeneres de PCB detect& dans les fluides biologiques et les oeufs. La methode 
proposee, comparativement aux analyses classiques de dosage des PCBs, pourrait, 
a notre avis, permettre une meilleure comprehension des mecanismes de bioaccumula- 
tion et de persistance de ces composes dans la biosphere et l’environnement. 

RESUME 

La plupart des residus de congentres de PCB presents dans des Bchantillons de lait maternel, de sang 
d’adulte, d’oeufs de faucon et de pigeon ont tte quantifies par chromatographie en CPGHR. Pour la 
calibration, on a utilise un melange technique de PCBs, le Phenochlor DP6, dont la composition a et& 
diterminee au prealable par CPGHR-SM. L’interet de I’analyse des PCBs par congenere est par ailleurs 
discute. 
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