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QSAR   Relation quantitative structure-activité 

QuEChERS   Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe  

RASFF Système d'alerte rapide pour les denrées alimentaires et les aliments pour 

animaux 

RHB   Rhodamine B 

RHG   Rhodamine 6G 

RMN    Résonance Magnétique Nucléaire 

RPA    Reference Point for Action 
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Introduction 

L'aquaculture a été l'industrie de production animale à la croissance la plus rapide au cours des 

quatre dernières décennies, et près de la moitié des poissons consommés dans le monde sont 

aujourd’hui des poissons d'élevage. La source de nourriture que représente les produits de la 

mer va très certainement continuer à augmenter parallèlement à la croissance démographique 

(FAO, 2018). Pour prévenir les maladies en aquaculture intensive, l'utilisation de produits 

chimiques thérapeutiques est devenue une nécessité plus qu’une alternative. Contrairement au 

grand arsenal thérapeutique disponible chez les mammifères pour lutter contre les maladies, le 

nombre de substances pharmaceutiques est limité en élevage aquacole, et concerne 

essentiellement certaines substances anesthésiques, des agents anti-infectieux et 

antimicrobiens, prescrits pour lutter contre les parasites et les maladies microbiennes très 

répandus dans les élevages aquacoles. Face à un arsenal thérapeutique limité et parfois 

inefficace pour lutter contre de multiples maladies, les colorants, et en particulier le vert de 

malachite, ont toujours constitué un recours malgré leur interdiction, du fait de leur large spectre 

d’efficacité. En effet, les colorants sont principalement utilisés comme traitement des infections 

fongiques et parasitaires externes chez les poissons et pour protéger les œufs en incubation 

contre les champignons.  

Parmi ces colorants se trouve la famille des triarylméthanes, dont le très connu vert de 

malachite. Celui-ci a, par exemple, été utilisé à la fois à titre prophylactique dans le traitement 

des infections fongiques du poisson et des œufs pendant plus de 80 ans (Foster and Woodbury, 

1936). A la fin des années 2000, l’OMS a recommandé son interdiction en traitement aquacole 

à cause de sa toxicité, constituant un risque avéré pour l’Homme et pour l’environnement 

(Verdon et al., 2015). Or, le vert de malachite et les triarylméthanes semblent toujours employés 

dans les élevages aquacoles de certains pays, exportant une partie de leur production vers 

l’Union Européenne (UE). Facilement disponibles sur le marché en tant que produits chimiques 

thérapeutiques, peu coûteux et efficaces pour les poissons d'ornement, leur usage en aquaculture 

reste d’actualité. De plus, des colorants autres que les triarylméthanes sont susceptibles d’être 

alternativement utilisés et donc retrouvés dans les produits d’aquaculture sous forme de résidus, 

c’est-à-dire à de faibles quantités détectables dans les aliments. Ces résidus peuvent provenir 

non seulement de traitements intentionnels non autorisés mais également de leur 

bioaccumulation dans l’environnement, notamment en aval d’industries utilisant ces colorants 

pour d’autres applications telles que la teinture du textile ou du papier (Schuetze et al., 2008). 

Dans un concept intégratif d’une seule santé, communément appelé « One Health », les 
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différentes voies d’exposition sont à prendre en compte afin de mieux connaitre les risques 

encourus par l’Homme sur le long terme et prendre les mesures de protection adéquates 

(Stenvinkel, 2020). 

Ainsi, la présence de colorants thérapeutiques dans les aliments issus de la production 

aquacole s’est vue réglementée de par le monde depuis plus de 20 ans. La réglementation 

européenne impose par exemple aux pays membres de l’UE de surveiller les résidus de 

substances interdites dans les denrées d’origine animale afin d’assurer la sécurité des 

consommateurs. Parmi l’ensemble des colorants, trois sont particulièrement surveillés en 

Europe, le vert de malachite, le cristal violet et le vert brillant. Depuis très longtemps, il est bien 

établi que ces trois colorants triarylméthanes se métabolisent rapidement chez le poisson en leur 

analogue respectif réduit sous forme de leucobase. De nombreuses études de métabolisme et 

de pharmacocinétique ont convergé vers le choix de leurs leucobases comme étant de bons 

résidus marqueurs de traitement et/ou d’exposition. En France, le contrôle officiel des 

colorants dans les denrées issues de l’aquaculture a été ciblé sur la présence de ces trois 

résidus et de leurs leucobases, analysés par la chromatographie liquide couplée à une détection 

par spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS).  

Le manque flagrant d’informations sur les colorants utilisés en aquaculture nécessite à la fois 

des investigations sur leur occurrence, et sur la connaissance des résidus marqueurs de 

traitement. Les résidus marqueurs doivent être persistants sur une période suffisamment longue 

pour être décelés par les systèmes de contrôle. Ils proviennent bien souvent du métabolisme du 

composé parent administré (métabolites exogènes), ou plus rarement d’un ensemble de 

modifications biochimiques endogènes spécifiques (métabolites endogènes). Parmi les 

molécules structurellement proches des triarylméthanes, on retrouve les molécules de la famille 

des Victoria blue, qui sont à l’heure actuelle peu connues et suspectées d’être utilisées en 

aquaculture. Ainsi, il nous a paru primordial de les étudier afin d’apporter des connaissances 

sur leur métabolisme et l’identification de leurs résidus marqueurs. Nous avons émis 

l’hypothèse que le victoria pure blue pourrait également se métaboliser chez le poisson, et 

induire des modifications métaboliques proches de celles du vert de malachite lors d’un 

traitement aquacole. 

Pour répondre à ces préoccupations et afin d’anticiper une évolution de la réglementation et 

donc de leur surveillance, le Laboratoire de Référence de l’Union Européenne pour les résidus 

d’antibiotiques et de colorants (LR-UE, Anses-Fougères) a initié un projet de recherche sur les 

résidus de colorants qui est à l’origine de ce travail de thèse. D’une part, ces molécules et leurs 
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résidus marqueurs seront probablement dans le futur à intégrer à notre méthode nationale 

officielle de contrôle. Cette intégration serait opportune si l’Agence Européenne de Sécurité 

Alimentaire (EFSA) proposait une évolution réglementaire sur les colorants à usage interdit en 

aquaculture et recommandait un contrôle étendu à d’autres familles de colorants. D’autre part, 

sans attendre les recommandations, la mise en place d’une méthode de contrôle étendue à 

d’autres familles de colorants pourrait être utile dans le cas d’études d’expositions, non 

seulement alimentaires, mais également environnementales. Reposant sur l’analyse par 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse à Haute Résolution (LC-HRMS) 

du métabolome chez le poisson, les objectifs de ce travail de thèse étaient d’expérimenter 

différentes approches, non ciblée et semi-ciblée par des méthodologies in vitro et in vivo en vue 

de générer des données i) sur le comportement et le devenir des colorants chez les poissons 

d’élevage ii) sur leurs effets, en vue de proposer des marqueurs de traitement issus de l’endo-

métabolome et/ou du xéno-métabolome. 

 

Ce manuscrit présente les travaux réalisés selon quatre parties : 

 La première fournit des éléments bibliographiques posant les fondements de ces travaux 

de thèse, sur la problématique de l’aquaculture intensive et de l’utilisation des colorants 

dans un contexte de contrôle réglementaire, et sur les outils de analytiques et de 

métabolomique explorés.  

 La seconde partie, intermédiaire entre la synthèse bibliographique et les publications, 

précise la problématique de mon sujet de recherche, 

 La troisième partie détaillera les différents travaux réalisés qui sont présentés sous forme 

de trois publications scientifiques et d’une quatrième étude sur le développement 

analytique qui se poursuit à l’heure actuelle. 

 Une discussion finale apporte des éléments de réponse à la problématique, au regard des 

travaux effectués, et propose des perspectives de recherche en lien avec mon parcours 

scientifique passé et futur. 
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1  Les résidus de colorants dans les produits 

d’aquaculture 

Ce chapitre présente la problématique d’un développement durable de l’aquaculture afin de 

répondre à la demande mondiale de consommation de poissons, en particulier ceux issus de 

l’aquaculture. Certaines maladies touchant cette filière en forte expansion, et les traitements 

médicamenteux sont parfois employés pour combattre celles-ci mais au détriment de la santé 

des consommateurs eux-mêmes. Par exemple, les résidus de substances interdites comme les 

colorants pouvant représenter un risque pour la santé humaine.  

1.1 L’aquaculture en constante progression 

1.1.1 Le poisson, une source essentielle de nourriture pour l’Homme 

Les produits de la mer font partie du régime 

alimentaire des hommes dans leur Histoire. On 

retrouve des traces de consommation de 

poissons et coquillages depuis bien avant 

l’antiquité (Barrett, 2019). L’attrait et la 

consommation de poissons sont d’ailleurs 

intégrés jusqu’à aujourd’hui aux traditions 

culturelles de nombreux peuples. Dans certaines populations, le poisson est la principale source 

de nourriture et de nutriments essentiels. Il leur fournit de l'énergie, des protéines et toute une 

gamme d'autres éléments nutritifs importants, notamment les acides gras polyinsaturés à longue 

chaîne. Parmi la population adulte en général, la consommation de poisson, en particulier de 

poisson gras, réduit le risque de mortalité par maladie coronarienne. Aujourd’hui, la croissance 

démographique mondiale représente un enjeu majeur pour répondre à la demande nutritive de 

la planète. Aussi, les produits d’aquaculture, ainsi que les micro-algues, les insectes, les 

protéines monocellulaires et les co-produits, représentent un potentiel énorme d’apport nutritif 

dans l'exploration des protéines alternatives (Kim et al., 2019). 

L'utilisation la plus courante des ressources halieutiques, c’est-à-dire les ressources vivantes 

aquatiques, est sous forme alimentaire. Plus de 75 % de la production mondiale de poisson est 

destinée à la consommation humaine directe, et la consommation de poisson frais croît aux 

dépens d’autres formes de produits à base de poisson (poisson en conserve, par exemple). Le 
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poisson débarqué non destiné à la consommation humaine directe est réduit en farine de poisson 

et en huile, principalement pour les porcs et les poulets et, plus récemment, pour l'élevage 

d'espèces aquatiques carnivores (telles que le saumon, la crevette, le bar, la dorade, etc.). 

1.1.2 L’Asie, principal producteur de produits d’aquaculture 

Nous comprenons donc pourquoi, dans ce contexte de besoin de ces ressources, l'aquaculture a 

un rôle majeur à jouer pour l’avenir. Mais tout d’abord redéfinissons le terme « aquaculture », 

afin de mieux appréhender ce challenge. L’aquaculture consiste dans la culture d'organismes 

aquatiques, y compris poissons, mollusques, crustacés et plantes aquatiques. Le terme « culture 

» implique une quelconque forme d'intervention dans le processus d'élevage en vue d'améliorer 

la production, telle que l'empoissonnement à intervalle régulier, l'alimentation, la protection 

contre les prédateurs, etc. Plus précisément, cet élevage d’organismes aquatiques se situe dans 

les zones côtières et intérieures appelant une intervention dans le processus d’élevage en vue 

d’en améliorer la production. Selon la FAO, c’est probablement la filière de production 

alimentaire qui connaît la croissance la plus rapide, et elle produit actuellement 50 % des 

poissons destinés à la consommation humaine dans le monde (Figure 1). 

Figure 1 : Production mondiale de pêches et d’aquaculture (graphique de gauche), Contribution relative 

des pêcheries d’aquaculture et de capture aux poissons pour la consommation humaine (graphique de 

droite). Source : (FAO, 2018). 

En effet, l’aquaculture continue de croître plus vite que les autres principaux secteurs de la 

production alimentaire, même si elle ne bénéficie plus des taux de croissance annuels élevés 

des années 1980 et 1990 (11,3 % et 10 %, plantes aquatiques exclues). La croissance annuelle 

moyenne est tombée à 5,8 % sur la période 2000-2016, même si une croissance à deux chiffres 

a encore été observée dans un petit nombre de pays, en particulier en Afrique entre 2006 et 

2010. L’ensemble de la production mondiale aquacole s’élevait à 80 millions de tonnes de 

poisson, dont 54 millions de tonnes de poisson, 17 millions de tonnes de mollusques,  
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8 millions de tonnes de crustacés et 1 million de tonnes d’autres animaux aquatiques. La Chine 

est de loin le principal producteur de poisson d'élevage, et produit plus que le reste du monde 

chaque année depuis 1991. Les autres principaux producteurs en 2016 étaient l'Inde, l'Indonésie, 

le Viet Nam, le Bangladesh, l'Égypte et la Norvège. Les pays asiatiques contribuent donc à la 

quasi-totalité de cette production, soit 89 % de la production sur les deux dernières décades, 

comme le montrent les chiffres du Tableau 1 (FAO, 2018). Parmi les espèces halieutiques 

d’élevage, le poisson constitue la catégorie principale, très loin devant celle des crustacés et des 

mollusques. Les espèces d’élevage les plus produites sont les carpes, et le Tilapia, représentant 

environ la moitié du poisson d’élevage.  

Tableau 1: Production aquacole des principaux groupes d’espèces de poisson pour l’alimentation et par 

continent, en 2016 (en milliers de tonnes, équivalent-poids vif). Source: traduit de (FAO, 

2018). 

Catégorie Afrique Amérique Asie Europe Océanie Monde 

Aquaculture en eaux intérieures 

Poissons  1 954 1 072 43 983 502 5 47516 

Crustacés 0 68 2 965 0 0 3033 

Mollusques   286   286 

Autres espèces 

aquatiques 
 1 531   

531 

Sous-total 1 954 1 140 47 765 502 5 51 367 

Aquaculture marine et côtière 

Poissons 17 906 3 739 1 830 82 6 575 

Crustacés 5 727 4 091 0 6 4 829 

Mollusques 6 574 15 550 613 112 16 853 

Autres espèces 

aquatiques 
0  402 0 5 

407 

Sous-total 28 2207 23 781 2 443 205 28 664 

Aquaculture tout type confondu 

Poissons  1 972 1 978 47 722 2 332 87 54 091 

Crustacés 5 795 7 055 0 7 7 862 

Mollusques 6 574 15 835 613 112 17 139 

Autres espèces 

aquatiques 
0 1 933 0 5 

939 

TOTAL 1 982 3 348 71 546 2 945 210 80 031 

 

1.1.3 La France, troisième producteur en Europe 

En Europe, l'aquaculture en 2010 représentait une production d'environ 2 520 000 tonnes pour 

seulement 4 % de la production aquatique animale mondiale). La France avec 224 000 tonnes 

se trouve en 4ème position, très loin derrière la Norvège (1er producteur mondial de saumon) 

et juste au niveau de l'Espagne et du Royaume-Uni (2nd et 3e producteurs européens).   
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Si la production norvégienne continue régulièrement de 

progresser, celle de la France stagne (Ifremer, Source 

FAO 2012, données 2010). Ainsi, la valeur des 

importations en France de produits aquatiques augmente 

de 7 % en un an. Parmi ceux-ci, les achats de poissons 

frais ou congelés (entiers et filetés) croissent de 13 % 

tandis que les préparations et conserves de poissons 

diminuent de 5 %. La part consommée de poisson 

d’élevage par les Français représente seulement 11 % du 

poisson consommé (FranceAgriMer, 2018). En France, 

la production de produits aquatiques ne couvre que 

partiellement la consommation. Parmi les principales 

espèces dont la balance est excédentaire, deux viennent 

pour partie ou totalement de l’élevage : la truite et les 

huîtres. La truite arc-en-ciel (Figure 2) est l’espèce far 

de l’élevage en France, très appréciée des pêcheurs pour 

le loisir et la consommation.  

Figure 2 : La pisciculture en France de 2010 à 2014. Source: http://agreste.agriculture.gouv.fr  

Des données plus récentes indiquent que la France, en tant que troisième producteur européen 

de truites élevées en eau douce, a produit près de 33 000 tonnes en 2018, démontrant une 

tendance à la hausse de la production (Agreste, 2018). 

1.2 Des maladies aquacoles aux résidus de médicaments 

Avec plus d'un tiers de la production mondiale de poisson commercialisée à l'échelle 

internationale, l'assurance de la qualité et de l’alimentation est devenue un problème majeur. 

L’activité aquacole a connu un essor fulgurant au cours des trois dernières décennies, imposant 

de faire face à des challenges importants, en particulier dans le contrôle des pathogènes 

responsables des maladies infectieuses qui limitent actuellement la poursuite de 

l’intensification. 

http://agreste.agriculture.gouv.fr/IMG/pdf/Gaf2017p166-170.pdf
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1.2.1 La production intensive aquacole : source de stress 

Le processus d’intensification de l’élevage animal tel que celui opéré pour les animaux de rente 

et pour les volailles au cours du XXème siècle, a fait face aux problèmes inhérents à cette 

approche productiviste (génétique, reproduction, nutrition, santé animale..). Aujourd’hui 

l’aquaculture doit à son tour s’adapter. Les maladies les plus courantes affectant l’aquaculture 

sont causées par une multitude d’agents pathogènes bactériens, fongiques ou viraux. Ces 

maladies sont particulièrement courantes chez les poissons soumis à un stress chronique. Les 

principales causes de stress peuvent être directement liées à des pratiques de manipulation 

inadéquates, à une eau et à des aliments de mauvaise qualité qui ne répondent pas aux besoins 

nutritionnels des différentes espèces de poissons. Ainsi, une alimentation de mauvaise qualité 

augmente les risques d'apparition de maladies associée à un taux de mortalité élevé. La 

densification des bancs de poissons au cours de l’élevage est un autre facteur de stress important 

en aquaculture (Rosa et al., 2020). Le degré de stress résultant de ces conditions conduit à des 

modifications des mécanismes biochimiques, physiologiques et comportementaux, amenant 

presque inéluctablement au déclenchement de maladies (Figure 3) (Pérez-Sánchez et al., 2018). 

 

Figure 3 : Trouble pathogène-hôte. Les interactions de l’environnement mènent à la maladie. Source : 

(Pérez-Sánchez et al.,  2018) . 
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1.2.2 L’aquaculture affectée par une multitude de maladies 

En aquaculture, jusqu'à 50 % des pertes de production sont causées par les maladies (Assefa 

and Abunna, 2018). Celles-ci proviennent essentiellement des infections bactériennes, 

notamment par les bactéries à gram négatif, constituant la source la plus importante de maladie 

dans les différents types de production. Les maladies fongiques constituent la deuxième source 

de pertes, en particulier dans l'élevage de crustacés et de salmonidés. Les parasites protozoaires 

externes sont également responsables de la perte d'un grand nombre de poissons et d'alevins et 

sont une cause d'épizooties chez les jeunes crustacés (Meyer, 1991). Comme nous l’avons vu 

précédemment, ce sont les facteurs de stress qui augmentent la susceptibilité aux processus 

infectieux causés par des agents pathogènes opportunistes tels que virus, bactéries, 

champignons et parasites (Lunestad and Samuelsen, 2008): 

 Les virus peuvent incommoder les élevages aquacoles, mais ne font pas l’objet de 

traitement thérapeutique.  

 De nombreuses espèces bactériennes, plus d’une centaine, ont été recensées comme 

facteurs de maladies dans les piscicultures d’eau douce et marines telles que les 

Aeromonas, les Streptocoques, les Flavobactéries, les Vibrio, … etc. 

 Certains champignons microscopiques peuvent affecter les élevages, telles que la 

saprolegniose (Saprolegnia sp.). Ces champignons représentent principalement un 

problème dans les élevages en eau douce et peuvent nécessiter un traitement antifongique 

des œufs de poisson ou des alevins.  

 Les poissons sont les hôtes d’une multitudes d’ectoparasites et d’endoparasites. Ces 

parasites sont spécifiques de certains écosystèmes et ont généralement des effets limités 

sur la santé des poissons. Cependant, les parasites peuvent être un facteur aggravant dans 

des conditions stressantes et augmenter la morbidité. Par exemple, les poissons-chats 

exposés à un stress hydrique de 30 minutes avec un manque d'eau entraînaient environ  

20 % de mortalité quand ils étaient exposés à Edwardsiella ictaluri par rapport aux poissons 

témoins (Bilodeau et al., 2005). Au Brésil, les parasites sont les agents pathogènes les plus 

étudiés dans la pisciculture brésilienne (Hashimoto et al., 2011). Ils affectent les deux 

espèces les plus représentées au Brésil, la carpe commune et le tilapia. Les poissons 

peuvent alors perdre du sang par les branchies et subir des nécroses qui entraînent une 

réduction du rythme respiratoire et une altération de la capacité de régulation.  
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1.2.3 Les traitements peuvent conduire à des résidus dans les aliments 

Les conditions de stress telles que la forte densité piscicole, l'hypoxie (demande biochimique 

en oxygène non maîtrisée) ou les concentrations élevées en nitrites et en ammoniac contribuent 

à l’apparition de maladies et peuvent amener à des traitements médicamenteux. 

 Les substances pharmacologiques utilisées 

Les traitements thérapeutiques et prophylactiques en aquaculture incluent principalement les 

antibiotiques, les antiparasitaires, les anesthésiques et les désinfectants (Burridge et al., 2010). 

Les antibiotiques autorisés pour un usage en aquaculture au sein de l’Union Européenne sont 

listés dans le règlement CE 37/2010 (Commission Européenne, 2010) et incluent les 

tétracyclines, les pénicillines, les quinolones, les sulfamides et le triméthoprime (Oliveri Conti 

et al., 2015; Justino et al., 2016). Les antiparasitaires administrés, contre le pou du saumon par 

exemple, sont classés en deux groupes en fonction de leur voie d'administration, les traitements 

par balnéation et les additifs alimentaires. Les pyréthroïdes, le peroxyde d'hydrogène et les 

organophosphorés sont ou ont été administrés par des techniques de bain, tandis que les 

avermectines sont administrées comme additifs dans les aliments pour pisciculture.  

Parmi ces produits thérapeutiques, un état des lieux de l’utilisation des antibiotiques publié en 

2017, signale que 67 antibiotiques ont été utilisés dans 11 des 15 grands pays producteurs 

aquacoles mondiaux entre 2008 and 2018. Parmi ces pays, dont le Vietnam, la Chine et le 

Bengladesh, 73 % ont traité avec l’oxytetracycline, la sulphadiazine et le florfenicol (Lulijwa 

et al., 2019). Parmi ces 67 antibiotiques, 14 ont été détecté à des niveaux excédant les limites 

réglementaires, parmi lesquels les sulfamides étaient en tête de liste avec 43 % des composés 

reportés, suivis par les quinolones reportées à 36 %.  

Certains antimicrobiens tels que le chloramphénicol, le vert de malachite (MG) et les 

nitrofuranes (par exemple, la furazolidone, la furaltadone, la nitrofurazone et la nitrofurantoïne) 

ont été interdits dans les pratiques d'aquaculture pour des raisons de sécurité des aliments. La 

réglementation sur MG et certains autres colorants à activité thérapeutique sera d’ailleurs 

abordée dans le paragraphe 2.1.  
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 La présence de résidus dans les produits d’aquaculture 

Ainsi, les dérèglements liés aux conditions intensives d’élevage conduisent presque 

inévitablement aux maladies, bien souvent traitées au détriment d’une meilleure zootechnie par 

l’emploi d’un arsenal de produits chimiques à visée thérapeutique ou prophylactique. Les 

contaminants chimiques présents dans les élevages, intentionnellement ou non, peuvent être 

métabolisés puis excrétés par l’animal. Ils sont alors potentiellement détectables à des niveaux 

résiduels dans l’environnement aquacole ou accumulés dans le poisson. Les résidus qui 

resteraient présents dans la chair de poisson, peuvent poser des problèmes pour le 

consommateur de cette denrée alimentaire si les limites réglementaires établies pour le résidu 

de la substance chimique en question ne sont pas respectées. 

La bioaccumulation de résidus de contaminants représente non seulement un risque potentiel 

pour la santé publique mais aussi pour l’équilibre et la santé de l’environnement. En effet, cette 

bioaccumulation peut devenir toxique dans les élevages et aux alentours pour les poissons, les 

bivalves, les crustacés et les mollusques, ainsi que pour certaines plantes. De plus, les 

contaminations peuvent être liées, non seulement aux traitements intentionnels, mais aussi à 

l’usage d’aliments commerciaux pour animaux dont les ingrédients peuvent contenir des 

résidus de médicaments vétérinaires, des polluants organiques persistants, des pesticides, ou 

encore des métaux (mercure, plomb, cadmium, chrome hexavalant, arsenic et sélénium). Les 

teneurs en résidus médicamenteux et en contaminants de l’environnement sont strictement 

contrôlées par les réglementations mondiales et européennes afin de définir les concentrations 

maximales acceptables de ces substances dans les produits alimentaires (poissons, coquillages, 

crustacés), provenant de l’aquaculture ou de la pêche (Justino et al., 2016). 

1.3 Les résidus de colorants 

Les colorants sont présents depuis la nuit des temps dans la vie de l’Homme. Ils ont d’abord 

servi comme moyen de communication, d’identification et d’expression, par les peintures 

rupestres et le maquillage. Puis la couleur a pris place progressivement pour teindre les 

vêtements, les voitures, les jouets ; pour colorer les bonbons, les fleurs, puis finalement les 

aliments de tous les jours. Ils sont devenus omniprésents dans l’industrie chimique tels que la 

cosmétique, le textile, et dans l’agroalimentaire. Pendant la première moitié du XXème siècle, 

certains colorants ont été découverts comme ayant des propriétés thérapeutiques.  
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1.3.1 Présentation des principales familles de colorants 

Parmi les colorants possédant une activité pharmacologique, les plus 

fréquemment utilisés en aquaculture appartiennent à la famille des 

triarylméthanes (TAMs), aux propriétés antifongiques, 

antiparasitaires, ou antimicrobiennes. Il existe d’autres familles dont 

certaines propriétés thérapeutiques sont communes aux TAMs tels que 

les xanthènes, les phénothiazines et les phénoxazines. De plus, il existe des produits dérivés des 

TAMs, tels que les colorants de la famille des victoria. En dehors de leurs propriétés 

antimicrobiennes, certains colorants peuvent présenter d’autres avantages. C’est le cas des 

dérivés phénylazoïques qui permettent l’intensification de la couleur naturelle de certains 

produits alimentaires (chair des poissons, œufs …). 

La plupart des colorants abordés dans cette thèse font partie du rapport scientifique publié par 

l’EFSA faisant l’objet d’une évaluation toxicologique afin d’anticiper un renforcement du 

dispositif de surveillance actuel si il s’avère nécessaire (EFSA et al., 2017a). Beaucoup de ces 

colorants sont encore méconnus tout du moins en ce qui concerne leur utilisation en 

aquaculture. Ils ont été évalués par l’EFSA quant-à leur toxicité afin d’en mesurer le risque 

pour la santé humaine en cas d’usage vétérinaire frauduleux ou d’occurrence dans 

l’alimentation (via l’environnement par exemple). Ils peuvent se répartir en plusieurs familles 

de composés : 

Les triarylmethanes (TAMs) : Les TAMs sont parmi les plus anciens colorants fabriqués 

industriellement. Ils étaient initialement préparés par des méthodes découvertes empiriquement. 

La synthèse du MG a été obtenue en 1877 par O. Fisher à partir du benzaldéhyde et de la 

diméthylaniline par des procédés encore utilisés industriellement aujourd’hui (Gessner and 

Mayer, 2000). Leur force de coloration et de brillance leur confèrent en première intention des 

applications industrielles variées : teintures du papier, de fibres de coco et de jutes, et autres 

fibres à base de lignine ; fabrication des encres, coloration de détergents et de fertilisants, 

teintures de cuirs... ; ils peuvent être utilisés également comme agents de protection contre la 

transmission de certaines maladies humaines par transfusion (Duxbury, 1993). Le cristal violet 

(CV) aussi appelé violet de gentiane, et l’éthyl violet (EV), ont été aussi utilisés pour marquer 

la viande d’empreintes indélébiles (Reyns et al., 2014). Ils portent ainsi différents noms liés à 

leurs propriétés, comme le victoria pure blue bo également appelé basic blue 7 ou pigment blue 

1 (Gessner and Mayer, 2000). Leur deuxième application est liée à l’industrie aquacole du fait 

de leurs puissantes propriétés antiseptiques et antiparasitaires (Foster and Woodbury, 1936). 

https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjI0saH8ebkAhVEUxoKHahnDqAQjRx6BAgBEAQ&url=https%3A%2F%2Fwww.exportersindia.com%2Forchid-enterprise-company5516910%2Fvictoria-blue-dyes-3863390.htm&psig=AOvVaw3VxTFwfNB72dabprZIq3oc&ust=1569325990301808
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 Les TAMs se trouvent généralement sous leur forme cationique (TAM+), car de nature très 

électrophile. Ce sont des hydrocarbures composés de trois cycles phényles reliés entre eux par 

un triple pont carbone. La présence de groupements chromophores et d’une forte délocalisation 

électronique fait de ces molécules des colorants vifs contrairement à leurs formes réduites 

incolores (leuco-bases). Ces molécules sont solubles dans les solvants organiques tels que le 

méthanol (MeOH) ou l’acétonitrile (ACN). Les molécules de la famille des TAMs varient par 

la substitution des groupements en position para des cycles benzéniques ( 

Figure 4). Les molécules de cette famille, étudiées lors de cette étude en particulier pour le 

développement de méthodes analytiques, sont le Vert de Malachite (MG), le Vert Brillant (BG), 

le Cristal Violet (CV) ainsi que la Pararosaniline (PRRA) et l’Ethyl violet (EV).  

  

 

Figure 4 : Structure des TAMs 

 Propriétés physico-chimiques du MG : Ce colorant cationique est constitué de 

cristaux verts à éclat métallique. Sa formule brute et son poids moléculaire sont donnés  

Figure 4. MG est disponible sous différentes formes, principalement sous la forme 

d'oxalate ou de chlorhydrate, ou dissous dans une solution nominale à 50 % sous la forme d'un 

mélange de sel acétique et de chlorhydrate (Alderman, 1985). Sa couleur verte est indépendante 

de sa combinaison anionique avec le chlore ou l’oxalate. En plus des variations résultant de sels 

différents, les TAMs tels que MG peuvent exister sous deux formes ioniques: le sel colorant et 

le carbinol ou pseudobase (également appelée base colorante ou base carbinol). La plupart des 

réactions à l'équilibre ionique sont effectivement instantanées, mais les TAMs appartiennent à 

une gamme limitée de cations qui se combinent lentement avec des ions hydroxyles de manière 

covalente pour produire une pseudobase non ionisée. (Albert, 1958) souligne que les 

pseudobases de tels colorants ont une liposolubilité bien supérieure à celle du cation et indique 

que c'est probablement en tant que pseudobase que ces ions pénètrent dans les cellules. Selon 

Molécule R= R’= Formule 

brute 

Masse 

molaire 

g/mol 

Log P 

MG Me H C23H25ClN2 364.9 0.62 

BG Et H C27H34N2O4S 482.6 3.13 

CV Me NMe2 C25H30ClN3   408.0 0.98 

EV Et NEt2 C31H42ClN3   492.1 4.7 

PRRA H NH2 C19H18ClN3 323.8 -0.21 
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Goldacre et Phillips (Goldacre and Phillips, 1949), la constante d'ionisation du MG donne un 

pKa de 6,90. À pH 4, MG est ionisé à 100 %, à 50 % à pH 6,9, à 25 % à pH 7,4 et à 0 % à pH 

10,1. 

Métabolites des TAMs : Un métabolite est défini comme étant un résidu stable après 

transformation biochimique de la molécule mère principalement par le métabolisme. Le foie 

joue un rôle prépondérant dans le métabolisme animal. Si le métabolite est plus persistant dans 

l’organisme que la molécule mère, comme dans les tissus du poisson par exemple, il peut alors 

être considéré comme un résidu marqueur d’intérêt pour prouver un usage préalable du colorant. 

Les principales bio-transformations des TAMs sont de nature oxydo-réductives. Le 

métabolisme sera détaillé dans le sous-chapitre ci-après. Les principaux métabolites suivis 

comme résidus marqueurs d’un traitement par les TAMs ont été identifiés comme étant leurs 

formes réduites encore appelées leuco-bases. Les leuco-bases étudiées lors de notre projet 

(Figure 5) sont le Leuco Vert de Malachite (LMG), le Leuco Cristal Violet (LCV) et le Leuco 

Vert Brillant (LBG). 

 

Molécule R= R’= Formule 

brute 

Masse 

molaire 

g/mol 

Log P 

LMG Me H C23H26N2 330.5 5.7 

LBG Et H C27H34N2 386.5 / 

LCV Me NMe2 C25H31N3 373.5 / 

 

Figure 5 : Structure des métabolites réduits (leuco-bases) des TAMs 

Les dérivés des TAMs: Les dérivés des TAMs (Figure 6) sont des hydrocarbures composés 

de 2 ou 3 cycles phényle et d’un cycle naphtyle issu de la substitution d’un phényle, donc de 

structure triarylnaphtylméthane. De par leurs propriétés proches de celles des TAMs, ils sont 

également utilisés dans l’industrie chimique pour colorer le papier, et dans le domaine de 

l’impression. Ils ont été décrit depuis très longtemps par Orland and McClure comme étant de 

très bons indicateurs colorés des réactions acido-basiques, de même que d’autres dérivés 

comme la Pararosaniline et la Rhodamine B (Orland and McClure, 1959). Les molécules 

étudiées lors de cette étude, en particulier pour le développement de méthodes analytiques, sont 

le Victoria Blue B (VBR), le Victoria Blue R (VBR) et le Victoria Pure Blue BO (VPBO), 

étudié également pour son métabolisme chez le poisson.  
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Molécule R= R’= Formule 

brute 

Masse 

molaire 

g/mol 

Log P 

VBB Me Ph C33H32ClN3 506.1 3.3 

VBR Me Et C29H32ClN3 458.0 2.1 

VPBO Et Et C33H40ClN3 514.1 4.1 

 

Figure 6 : Structure des Victoria dérivés des TAMs  

Les phénothiazines :  Les phénothiazines (Figure 7) sont composés d’un cycle thiazine, 

comprenant un soufre et un azote, et de deux cycles benzéniques. Cette famille comprend le 

Methylene Blue (MB), son métabolite principal l’Azur B (AZB) et le New Methylene Blue 

(NMB). MB et AZB ne diffèrent que par la substitution d’un méthyle par un hydrogène sur un 

azote tertiaire. Il a été démontré que le MB peut conduire à l’obtention de l’AZB après avoir 

subi une dé-méthylation (Gessner and Mayer, 2000). MB manifeste des propriétés 

antiseptiques, et peut être utilisé pour traiter les infections parasitaires et fongiques. Il avait été 

synthétisé dès 1876 comme colorant dérivé de l’aniline pour l’industrie textile, puis des équipes 

scientifiques ont rapidement découvert son potentiel pour la coloration en microscopie. MB a 

été le premier composé de ce type à être administré à l'homme car il s'est avéré efficace dans le 

traitement du paludisme (Oz et al., 2011). Il a de ce fait été le premier colorant reconnu pour 

son applicabilité thérapeutique. 

  

 

 

Figure 7 : Structure des Phénothiazines 

  

Molécule R= R’= R’’= Formule 

brute 

Masse 

molair

e g/mol 

Log 

P 

MB H NMe2 NMe2 C16H18ClN3S 319.9 0.75 

AZB H NMe2 NHMe C15H16ClN3S 305.8 3.5 

NMB Me NHEt NHEt C18H22ClN3S 347.9 / 



Partie I : synthèse bibliographique 

 

31  

 

Rhodamines : Les rhodamines font partie d’une famille de composés chimiques, les xanthènes, 

constitués de deux cycles benzéniques rattachés par un cycle pyrane. La FAO et la littérature 

scientifique ont associé les colorants xanthéniques à la question de la coloration illégale du 

saumon et de la pâte de poisson et à ses éventuelles conséquences toxicologiques (Reyns et al., 

2014). Les rhodamines ont des propriétés antimicrobiennes similaires aux TAMs et sont 

fluorescents.  Nous avons étudié ici la Rhodamine 6G (RHG) et la Rhodamine B (RHB) (Figure 

8).  

 

  

 

 

Figure 8 : Structure des Rhodamines (RH6G : à gauche, RHB : à droite) 

Phénoxazines : Leur structure consiste en une oxazine fusionnée à deux cycles benzéniques. 

Ils sont peu résistants à la lumière, sont utilisés dans l’industrie du textile, notamment pour 

teindre les fibres acryliques. Le Nile blue A (NBA) (Figure 9) est utilisé pour la coloration en 

histologie. Les dérivés du Nile blue A ont été associés comme photosensibilisants potentiels 

dans la thérapie photodynamique des tumeurs malignes (Lin et al., 1991). 

 

 

 

Figure 9 : Structure du Nile blue A de la famille des Phénoxazines 

  

Molécule Formule 

brute 

Masse 

molaire 

g/mol 

Log P 

RH6G C28H31ClN2O3 479.0 6.36 

RHB C28H31ClN2O3 479.0 1.95 

Molécule Formule 

brute 

Masse 

molaire 

g/mol 

Log 

P 

NBA C20H20ClN3O 353.8 3.3 
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1.3.2 Efficacité et usages des TAMs en aquaculture 

Outre leur application principale dans l’industrie chimique pour leurs propriétés colorantes, les 

TAMs, et essentiellement MG, ont été utilisés mondialement en aquaculture pour le traitement 

des infections parasitaires et fongiques chez le poisson et les crustacés. L’efficacité du MG en 

pisciculture a d’abord été reportée en 1933 par Foster et Woodbury (Foster and Woodbury, 

1936). Leur mode d’action a été reconnu très tôt, et particulièrement leur puissante action 

antimicrobienne (Churchman and Herz, 1913). Leur activité est maximale contre les bactéries 

à Gram positif, mais plus réduite contre les bactéries à Gram négatif, les bactéries acido-

résistantes et les spores bactériennes.  

Des études in vivo sur le rat ont révélé que la puissante activité antimicrobienne du MG 

provenait de son interaction sur les systèmes NAD/NADH et FAD/FADH, et agissait donc 

comme un poison des enzymes de la chaine respiratoire mitochondriale (Werth and Boiteux, 

1968). Aussi la popularité du MG est liée à son large spectre d’action antimicrobienne comme 

énoncé précédemment, et à son efficacité dans la prévention et le traitement de certains types 

de maladies du poisson, comparés aux autres substances chimiques à disposition (Alderman, 

1985; Halme et al., 2007). 

Utilisation comme antifongique 

Les colorants de structure arylméthane ont un large spectre d’activités antifongiques 

(Alderman, 1982), et d’ailleurs MG s'est avéré être le fongicide le plus efficace parmi  

49 composés testés contre un champignon oomycète (Campbell et al., 2001). Il prévient 

efficacement la prolifération de ce champignon sur les poissons et leurs œufs, à la fois comme 

thérapie post-infection et en prophylaxie. Ces oomycètes, des eucaryotes filamenteux, sont 

responsables de la maladie « saprolégniose » (Saprolegnia spp.) chez les poissons d’eau douce 

et leurs œufs (Figure 10) et peuvent provoquer d’autres infections fongiques chez les crustacés 

marins. La saprolégnose a également été efficacement contrôlée par MG chez le saumon, le 

poisson-chat et la truite arc-en-ciel (Srivastava et al., 2004). Les effets du formol, du MG et de 

divers mélanges des deux substances, ainsi que ceux de différentes durées de balnéation sur la 

croissance et la survie des souches de ces champignons ont été étudiés en détail par Olah et 

Farkas (Oláh and Farkas, 1978).  
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Figure 10 : La « mycose du poisson » décime les truites de la Touvre. Source : Par charentelibre.fr,  

publié le 26 mars 2018  

Utilisation comme antiparasitaire 

Dans les années 1950, MG a d’abord été utilisé 

comme antiseptique contre les parasites internes et 

externes (Wu et al., 2007). Puis dans les années 1960, 

MG s'est avéré le traitement le plus efficace contre les 

ectoparasites à protozoaires, en particulier 

Ichthyophthirius multifiliis, engendrant la maladie 

des points blancs ou White spot disease. La maladie 

des points blancs survient aussi bien chez les poissons 

sauvages que chez les poissons d'élevage (Figure 

11). Elle a d’importantes conséquences économiques.  

Figure 11 : Le cycle de vie d'Ichthyophthirius multifiliis. Les différents stades du parasite jusqu’à 

l’envahissement de l'épithélium de son hôte. Sous la ligne pointillée se trouve le stade de la vie libre, au-

dessus le stade parasite. Source: (Wei et al., 2013) 

En effet, sans traitement préventif, elle peut entraîner une mortalité élevée chez les poissons 

juvéniles et adultes, comme par exemple au Pérou avec la perte de 18 millions de poissons en 

1988 dans le Lac Titicaca (Wurtsbaugh and Tapia, 1988). La maladie des points blancs avait 

été signalée pour la première fois dans une ferme piscicole finlandaise au milieu des années 

1970, tuant plus de 80,000 saumons en 1978 (Rintamäki-Kinnunen et al., 2005).  

MG est également efficace sur une autre maladie appelée maladie rénale proliférative des 

salmonidés, et causée par un parasite myxozoaire de la famille des cnidaires (Clifton‐Hadley 

and Alderman, 1987; Hedrick et al., 1993). 
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 MG surtout administré par balnéation  

La plupart du temps, les traitements sont réalisés par balnéation dans des cuves ou bassins avec 

des durées curatives plus ou moins longues (de quelques heures à quelques jours) et des doses 

variables de l’ordre du ppm (Alderman, 1985). La Figure 12 représente un traitement d’un 

bassin d’aquaculture au MG. En République tchèque, MG a été le plus souvent utilisé pour 

traiter les cas impliquant certains parasites (Ichthyobodo necator, Trichodina sp., Trichodinella 

sp., Chilodonella sp. et Ichthyophthirius multifiliis), et les cas d’infections fongiques cutanées 

du poisson et des œufs de poisson. Un bain avec MG sur une courte période a également été 

recommandé comme traitement de la flavobactériose des branchies chez les salmonidés 

(Sudova et al., 2007).  

Dans de rares cas, MG peut être administré aux poissons via leur alimentation. Par exemple, 

MG a également été utilisé comme fongicide administré dans la farine de poisson et sa présence 

dans certains aliments commercialisés pour les poissons a été démontrée (Conti et al., 2015). 

 

Figure 12 : Traitement d’un bassin d’aquaculture au MG et enlèvement de poissons morts. Source : FAO, 

http://www.fao.org/fishery/photolibrary/home/en/  

 Peu d’études sur les propriétés thérapeutiques des TAMs autres que MG 

L’efficacité thérapeutique des autres TAMs a été assez peu étudiée. Les propriétés 

thérapeutiques d’un panel de colorants ont été évaluées par Alderman en 1982. L’équipe 

développa des tests in vitro afin de tester l’efficacité de substances thérapeutiques contre les 

champignons parasites des poissons (Alderman, 1982). Ces études in vitro ont porté sur les 

effets de 11 TAMs ainsi que de quelques autres composés aux propriétés antifongiques qui ont 

été appliqués à des cultures de Saprolegnia parasitica. Parmi les 40 composés étudiés, le 

thimérosal, composé contenant du mercure, ainsi que les colorants MG, CV et BG, la 

monophénylrosaniline (Dahlia) et le vert iodé se sont avérés les plus efficaces. Le tableau ci-

http://www.fao.org/fishery/photolibrary/home/en/
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dessous (Tableau 2) représente le % d’inhibition du parasite en contact avec différentes 

concentrations des colorants inclus dans cette thèse. RHB et le Victoria blue 4R présentent un 

effet à 10 ppm, alors que EV commence à être efficace à partir de 1 ppm. CV, BG et MG 

agissent déjà efficacement à 1 ppm.  

Tableau 2 : Effets antifongiques de colorants étudiés par le protocole 1 (1). Source : (Alderman, 1982) 

Colorant Croissance en % par rapport au contrôle 

 A 1 ppm A 10 ppm A 100 ppm 

Rhodamine B (RHB) 100 16 0 

Victoria blue 4R(2) 100 7 0 

Ethyl violet (EV) (2) 21 0 0 

Crystal violet (CV)(2)  0 0 0 

Brilliant green (BG)(2) 0 0 0 

Malachite green (MG) 

oxalate(2) 

0 0 0 

(1) Protocole 1: L’organisme sélectionné était Saprolegnia parasitica CBS 302.56. Test 

d’inhibition sur des disques inoculés sur des plaques d’agar incubées à 16°C pendant 

24h. 

(2) Colorants Arylméthanes 

Dans une étude plus récente (Oros et al., 2002), l'activité fongicide de 10 colorants de formule 

« triaryl » et de six composés de référence antifongique a été déterminée sur 36 souches 

fongiques. L’objectif de l’étude était d’examiner l’impact de ces colorants industriels lorsqu’ils 

sont rejetés dans l’environnement, et leur possible interaction avec la biologie des sols. La 

matrice de données a été évaluée séparément par analyse en composantes principales (ACP) et 

par technique de cartographie spectrale. Les propriétés antifongiques du MG, du CV, du BG 

ont notamment été évaluées. À partir de ces données, il a été déduit que les colorants « triaryl » 

présentent une activité antifongique comparable ou supérieure à celle des étalons antifongiques 

de référence; par conséquent, ils peuvent être considérés comme des polluants 

environnementaux lorsqu'ils sont accumulés dans les eaux souterraines et dans le sol.  

 Il n’existe pas de données connues d’usages en aquaculture pour ce panel de colorants et 

encore moins d’indications thérapeutiques de balnéation, mais la présence de résidus de certains 

colorants dans les poissons prouve qu’ils sont occasionnellement utilisés, même si leur 

utilisation reste très en marge de celle du MG. Dans le prochain chapitre, nous allons aborder 

le devenir de ces substances dans l’organisme, en particulier les TAMs, et leurs effets délétères.  
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1.3.3 Métabolisme et Toxicité des TAMs 

1.3.3.1 Métabolisme 

Les études ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion) s’intéressent au devenir 

du médicament dans l’organisme, ou celui d’autres composés extérieurs à l’organisme, encore 

appelés xénobiotiques. L’ensemble de ses paramètres ADME va conditionner sa toxicité, sa 

vitesse d’élimination et son profil métabolique.   

 Définitions des paramètres ADME 

 Absorption : L'absorption est le processus par lequel les molécules médicamenteuses 

accèdent à la circulation sanguine depuis le site d'administration du médicament. La 

vitesse de ce processus (le taux d'absorption du médicament) et son exhaustivité (le 

degré d'absorption du médicament) dépendent de la voie d'administration. L'absorption 

est la résultante de deux phénomènes: la résorption (passage membranaire) et les effets 

de premier passage (biotransformation métabolique survenant entre l'administration et 

la distribution générale).  L'absorption est souvent incomplète après administration orale 

(médicaments dénaturés par l’acide gastrique ou liés aux aliments par exemple). La 

proportion d'une dose qui atteint la circulation systémique indemne est connue comme 

la biodisponibilité du médicament.  

 

 Distribution : La distribution est le processus par lequel les médicaments se déplacent 

dans le corps. Après être entrées dans le sang, les molécules médicamenteuses doivent 

traverser les parois capillaires pour pénétrer dans les tissus, atteindre les membranes 

cellulaires et pénétrer dans les cellules. 

 

 Métabolisme : Le métabolisme (Figure 13) est le processus par lequel les médicaments 

sont modifiés chimiquement d'une forme liposoluble appropriée pour l'absorption et la 

distribution à une forme plus soluble dans l'eau qui convient à l'excrétion. Le processus 

élimine efficacement le médicament parent. Le métabolisme des médicaments se 

déroule en deux phases: 

- La Phase I, dite de fonctionnalisation, au cours de laquelle les molécules du 

médicament sont modifiées chimiquement (par oxydation, réduction ou hydrolyse) pour 

les rendre adaptées aux réactions de phase II ou à l'excrétion. L'oxydation est de loin la 
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forme la plus courante de réaction de phase I et implique principalement des membres 

de la famille des enzymes du cytochrome P450 (CYP450), localisées à la surface du 

réticulum endoplasmique lisse des cellules hépatiques. Les métabolites produits sont 

plus hydrophiles que le composé d'origine et peuvent être rejetés par les transporteurs 

(par exemple la glycoprotéine P), ou encore biotransformés par les enzymes de phase 

II. 

- La Phase II, dite de conjugaison, pendant laquelle des molécules de métabolite de 

phase I (ou, dans certains cas, de médicament inchangé) se combinent avec un substrat 

endogène pour former un conjugué inactif qui est beaucoup plus soluble dans l'eau que 

le métabolite de phase I. Cette conjugaison favorise l'hydrophilie de la molécule puis 

son excrétion via la bile et l'urine.  Les réactions de phase II comprennent la synthèse 

de glucuronides ou de sulfates, l'acétylation ou la méthylation et la conjugaison avec le 

glutathion (GSH) grâce à des enzymes spécifiques (glutathion-S-transférases ou GST, 

UDP glucuronosyltransférases ou UGT…). 

Le taux de métabolisme des médicaments varie considérablement d'un individu à l'autre, 

influencé par des facteurs génétiques et environnementaux. C'est la principale raison 

des différences interindividuelles dans la concentration plasmatique de certains 

médicaments après une dose standard, ce qui entraîne une grande variation de la réponse 

médicamenteuse.  
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Figure 13 : Les différentes étapes du métabolisme des xénobiotiques.                                                               

Source : https://www.irsn.fr/FR/Larecherche/publications -documentation/aktis-lettre-

dossiers-thematiques/envirhom/xenobiotique/Pages/xeno1.aspx#.XhCkCETLS70  

 Excrétion : Enfin, l'excrétion ou phase III du métabolisme, est le processus par lequel 

les médicaments et leurs métabolites sont éliminés du corps. Ils peuvent être excrétés 

par les fluides (principalement l'urine et la bile), les solides (fèces) ou les gaz (air 

expiré).  

 Lors de cette étude, nous nous sommes intéressés particulièrement à l’étape de métabolisme, 

afin de se focaliser sur les résidus marqueurs pour le contrôle réglementaire, et donc au devenir 

et à la persistance des colorants et de leurs métabolites. 

 Découverte de LMG in vivo 

Les principales réactions de biotransformation subies par MG sont de nature réductrice et 

oxydative. La plupart des résidus du MG dans les tissus des poissons se trouvent sous forme 

réduite de LMG, stockée dans les tissus et excrétée lentement. Ce métabolite est connu et donc 

utilisé depuis plusieurs dizaines d’années comme marqueur pour contrôler l'utilisation illégale 

du MG (Srivastava et al., 2004; Arroyo et al., 2009). L’intérêt pour ce leuco métabolite a 

démarré par des observations in vivo dans les années 80. Poe et Wilson (1983) ont pour la 

première fois signalé des résidus de MG et LMG dans les tissus des poissons. En effet, MG est 

immédiatement absorbé par les poissons et métaboliquement réduit en LMG, un composé non 

polaire et incolore, qui persiste dans les tissus (Poe and Wilson, 1983).  

https://www.irsn.fr/FR/Larecherche/publications-documentation/aktis-lettre-dossiers-thematiques/envirhom/xenobiotique/Pages/xeno1.aspx#.XhCkCETLS70
https://www.irsn.fr/FR/Larecherche/publications-documentation/aktis-lettre-dossiers-thematiques/envirhom/xenobiotique/Pages/xeno1.aspx#.XhCkCETLS70
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 Les conditions expérimentales modifient le métabolisme du MG  

La persistance des résidus de MG et LMG dans le poisson dépend de l'espèce et de la taille du 

poisson, de la concentration et de la durée d'exposition au MG et des conditions 

environnementales, notamment la température et le pH du bassin aquacole. Dans l’étude 

d’Alderman et Clifton-Hadley chez la truite, les auteurs ont étudié l’influence de la température, 

à 8°C et 16°C, sur l’absorption, la distribution et l’élimination du MG. Le pH a été fixé 

précisément lors de cette étude à 7.6 afin que MG soit converti en forme carbinol à 95 % après 

un équilibre réalisé pendant 15 h en solution et avant démarrage du traitement. Des temps de 

demi-vie (t1/2) de 0.62 jours (8°C) et 14.5 jours (16°C) ont été respectivement estimés 

concernant l’élimination du MG dans le sérum de truite après exposition à 1.6 mg/L pendant 

40 min. Dans les tissus, comme le muscle, les demi-vies de distribution et d’élimination sont 

plus longues avec la température de 16°C (Alderman and Clifton‐Hadley, 1993).  

 LMG se stocke dans les tissus, les organes foie et rein plus exposés 

LMG est généralement reconnu en tant que principal métabolite du MG et cela dans divers 

tissus animaux (Roybal et al., 1995; Plakas et al., 1996). Il est principalement stocké dans le 

sérum, le foie, les reins, les muscles, la peau et les viscères de divers vertébrés, y compris chez 

les poissons (Clifton‐Hadley and Alderman, 1987; Alderman and Clifton‐Hadley, 1993; 

Máchová et al., 1996). Plakas et al (Plakas et al., 1996) ont déterminé les concentrations en MG 

dans la bile et 8 différents tissus chez le poisson-chat après une exposition en balnéation 

radiomarquée au 14C-MG (0.8 mg/L pendant 1 h). Les concentrations maximales atteintes dans 

les tissus sont présentées dans le Tableau 3, mettant en évidence une prédominance 

respectivement dans la bile, le foie, la graisse, et les reins dans l’ordre décroissant. LMG est 

également le résidu marqueur chez le poisson à un stade précoce de développement, pour les 

œufs et les alevins, et donc l’objet de développements de méthodes dans ces différentes matrices 

biologiques (Allen et al., 1994). 
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Tableau 3 : Concentrations maximales atteintes de résidus radioactifs dans différents fluides et tissus 

biologiques. Source : (Plakas et al., 1996).  

Tissus Concentration maximale atteinte 

(mg équivalent MG/kg ou /L) 

Temps atteint pour la 

concentration maximale (h) 

Bile 101±41.2 24 

Foie 33.4±7.45 0 

Graisse 30.3±6.39 168 

Haut reins 24.6±4.86 0 

Bas reins 22.0±5.38 0 

Rate 10.9±2.49 0 

Plasma 6.36±1.51 0 

Peau 3.99±0.68 0 

Muscle 3.18±0.72 0 

 

 Une absorption rapide et un stockage long de LMG 

Le rôle joué par les branchies dans l'absorption du MG et l'ampleur de la conversion du MG en 

LMG indiquent que la réduction pourrait également se produire non seulement par voie 

métabolique, mais aussi directement dans les tissus par oxydo-réduction spontanée selon les 

conditions physico-chimiques. D’ailleurs, il a été observé qu’inversement, le LMG métabolisé 

dans le muscle du poisson pouvait se réoxyder en MG lorsque le muscle du poisson était congelé 

(Poe and Wilson, 1983). 

Chez les poissons traités, MG est rapidement éliminé par l’animal tandis que LMG représente 

la forme prédominante dans les tissus consommés où il peut s'accumuler et persister longtemps 

en raison de son taux d'excrétion très lent. En effet, la lipophilicité du LMG augmente son temps 

de résidence dans les tissus adipeux. Dans l’étude de Plakas et al. (Plakas et al., 1996) sur le 

poisson-chat décrite dans le paragraphe précédent, les résidus du MG se sont bioaccumulés 

dans les tissus à des concentrations plus élevées que celle du bain d'exposition. Les 

concentrations moyennes en MG et LMG dans le muscle indiquées sur la Figure 14 ci-dessous 

sont révélatrices.  

Immédiatement après l'exposition, la concentration de résidus de LMG était légèrement 

supérieure à celle du MG dans le muscle. Après 14 jours, MG atteignait la limite de détection 

de la méthode, alors que les concentrations en LMG dans le muscle étaient plus de 40 fois 

supérieures. LMG était encore quantifiable dans le muscle 42 jours plus tard.   
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Figure 14 : Concentrations moyennes dans le muscle de poisson-chat en MG (MG-C) et LMG (MG-L) après 

exposition dans l’eau au MG (0.8 mg/L pendant 1 h). Source : (Plakas et al., 1996).  

Jiang et al. (Jiang et al., 2009) ont montré un effet similaire concernant l’absorption rapide du 

MG et l’élimination lente du LMG. Ils indiquent que l’absorption du MG s’est produite pendant 

l’exposition et que les concentrations en MG dans les branchies de trois espèces de poissons 

d’eau douce (P. pekinensis, C. auratus, O. argus) ont toutes atteint un maximum pendant les 

20 premières minutes d’exposition (6 mg/L de MG pendant 20 min). Les concentrations de MG 

dans le sang ont également atteint un maximum au tout début de l’exposition tandis que la 

concentration maximale de LMG a été atteinte entre 2h et 4h. Après cette période, les 

concentrations de MG et LMG ont rapidement chuté dans le sang (dessous 0.15 µg/mL). 

Pourtant les niveaux de concentration de MG et LMG dans le muscle étaient toujours supérieurs 

à 0,002 mg/kg à 240 h et pouvaient persister pendant 10 jours au maximum, avec une 

concentration en LMG supérieure à celle de MG et dépendante de la teneur en lipides des tissus. 

Il a été déduit que la plupart du MG a été rapidement converti en LMG chez le poisson, opérant 

une dépuration lente dans les tissus adipeux, la peau et les gonades.  

L’effet du temps d’exposition a été démontré par Bajc et al. (Bajc et al., 2011), plus récemment 

par une étude d'absorption, d'accumulation et de dépuration dans le muscle et la peau de la truite 

arc-en-ciel et de la carpe. La truite arc-en-ciel a été exposée à 1 mg/L de MG pendant 1 ou 3 h 

ou à 1,5 mg/L pendant 1 h. L'augmentation de la dose n'a pas eu d'incidence significative sur 

les niveaux de résidus chez la truite arc-en-ciel (0,45 et 0,53 mg de MG/kg dans les groupes 1 

et 1,5 mg/L, respectivement); cependant, la durée d'exposition a eu une influence majeure.   
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La truite arc-en-ciel exposée trois fois plus longtemps contenait 4,5 fois plus de MG (2,1 mg/kg) 

et deux fois plus de LMG (6,0 mg/kg) un jour après l'exposition par rapport à la truite traitée en 

balnéation d'une heure (0,45 mg de MG/kg et 2,8 mg de LMG/kg). La concentration de LMG 

chez la truite exposée à 1 mg de MG/L pendant 3 h a continué d'augmenter après la suppression 

du traitement, atteignant jusqu'à 9,7 mg de LMG/kg après 4 jours. Le niveau de MG chez la 

truite arc-en-ciel a diminué rapidement et, un jour après le traitement, environ 74 % du total des 

résidus se trouvait sous leuco-forme. La déplétion de LMG a ensuite été environ trois fois plus 

longue pour le groupe exposé pendant 3h comparé au groupe exposé une heure.  

 Quelques études réalisées in vitro : métabolisme chez les champignons 

Les systèmes in vitro permettant de déterminer les principaux métabolites de colorants 

pharmacologiquement actifs ont été peu utilisés. Les réactions métaboliques avec les enzymes 

de champignons ont toutefois été observées il y a plusieurs dizaines d’années. La 

biodégradation du CV ainsi que plusieurs autres TAMs, tels que PRRA, le rouge de crésol, le 

bleu de bromophénol, EV, MG, et BG, a été mise en évidence par le système enzymatique de 

la lignine du champignon Phanerochaete chrysosporium (Bumpus and Brock, 1988). La 

disparition du CV a engendré l’apparition de métabolites successivement déméthylés. Ce 

système de dégradation, contenant des peroxydases, se met en place sous certaines conditions 

comme un apport en azote excessif ou un manque de nutriments.  

La réduction d'oxydoréduction, première réaction métabolique bien connue des TAMs, a par 

exemple été observée sous la forme d'une biotransformation in vitro formant du leuco-MG dans 

le champignon Cunninghamella elegans (Cha et al., 2001). Bien que ces études aient signalé le 

métabolisme fongique des TAMs, leur réduction par la microflore intestinale a aussi été 

démontrée par les bactéries commensales de mammifères (rat, souris, singe, homme) (Singh et 

al., 1994; Henderson et al., 1997).  

Plus récemment, des sous-fractions de foie de truite arc-en-ciel ont permis d’évaluer les effets 

in vitro de MG et LMG sur certaines enzymes métabolisant les médicaments (DME) et 

notamment l’implication du GSH. Les résultats ont suggéré que MG pourrait être un substrat 

du CYP1A et éventuellement d’autres CYP450, ce qui n’avait été démontré jusqu’à présent que 

dans les cultures du champignon Cunninghamella elegans. MG s’est avéré agir sur la quantité 

de GSH formé in vitro en formant des adduits. Il agit généralement en tant qu’inhibiteur des 

DME de foie de truite, notamment EROD et GST (Nebbia et al., 2017).  
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 D’autres métabolites identifiés de MG 

Comme nous l’avons vu dans le paragraphe précédent, certaines études in vitro ont permis 

d’identifier préliminairement les métabolites principaux de certains TAMs par oxydo-

réduction, comme des composés déméthylés.  La détection de métabolites N-déméthylés et N-

oxydés de MG et de LMG, incluant une arylamine primaire, dans les filets de poissons-chats 

traités au MG, a confirmé la présence d'une voie de biotransformation similaire chez les 

poissons (Doerge et al., 1998). Chez les mammifères également, les études in vivo (Culp et al., 

1999) ont montré que la voie oxydative de MG ou LMG impliquait principalement la N-

déméthylation séquentielle du colorant pour obtenir des dérivés mono-, di-, tri et tétra-

déméthylés (Figure 15). Les résultats ont également suggéré la génération d’arylamines 

primaires et secondaires impliquées dans certains mécanismes génotoxiques. 

En ce qui concerne le métabolisme de phase II, les données disponibles indiquent que MG subit 

une excrétion biliaire, éventuellement sous forme d'adduit au GSH. Bien que n’ayant pas été 

identifiés analytiquement, les autres TAMs formeraient également des adduits au GSH montrés 

par décoloration lors de différents ajouts de GSH et inhibant la GST (Debnam et al., 1993).  

 

Figure 15 : Voies métaboliques connues du MG (muscle, foie ; mammifères, poissons). 

 Un métabolisme similaire chez les autres TAMs 

Les autres TAMs ont été beaucoup moins étudiés que MG mais quelques études disponibles 

vont dans le sens d’un métabolisme très proche entre les composés dérivés de cette famille. 

Comme nous l’avons vu ci-dessus, des réactions de biotransformation ont permis de mettre à 



Partie I : synthèse bibliographique 

 

44  

 

jour l’apparition de métabolites N-déméthylés sur des cultures de mycètes pour  

7 triarylméthanes : MG, CV, PRRA, rouge crésol, bleu de bromophénol, EV, BG (Bumpus and 

Brock, 1988). La formation de ces composés déméthylés n’a pas été confirmée par des études 

in vivo.  

Par contre, les leuco-bases ont été recherchées in vivo pour caractériser les métabolites 

marqueurs, notamment pour CV, BG, MB.  LCV a été confirmé par de nombreuses études in 

vivo chez différentes espèces de poissons (Dowling et al., 2007; Lee et al., 2010; Chan et al., 

2012). Les données concernant le métabolisme de BG sont plus limitées. Les résidus de BG et 

LBG ont été identifiés dans des échantillons de truites traitées dans un bain de BG. 

Immédiatement après l'exposition au bain, les résidus de BG et LBG étaient dans une proportion 

égale dans le muscle de truite. Deux heures après l'exposition, la concentration de résidus de 

LBG dans le muscle dépassait des deux tiers celle de résidus de BG (Hurtaud-Pessel et al., 

2011). Cependant, LBG s'oxyde facilement en BG, ce qui limite les conditions physico-

chimiques propres à stabiliser ce composé et entraîne l'absence de standard disponible dans le 

commerce. Cela limite les études analytiques permettant d’identifier et confirmer sa présence. 

Dans une autre étude, LBG n'a pas été identifié dans des échantillons de saumon, de poisson-

chat et de tilapia ayant été exposés à un bain à faible concentration (10 μg/L) de BG et seul BG 

était parfaitement identifiable (Schneider and Andersen, 2015).  

Ces études suggèrent que le composé parent BG serait un résidu marqueur acceptable pour 

détecter un traitement avec ce colorant, tandis que les tests réglementaires pour MG et CV 

doivent inclure la contribution des formes leuco, qui ont une plus grande stabilité que leur forme 

parentale et un temps de résidence plus long dans le muscle du poisson.  

 Conclusion sur les métabolites des principaux triarylméthanes inclus dans cette thèse 

Les métabolites du MG ont largement été caractérisés, bien que certaines données 

complémentaires pourraient sembler nécessaires, comme une recherche plus approfondie de 

métabolites de phase II.  Les leuco-formes semblent dominantes comme voie de 

biotransformation pour les triarylméthanes et ont donc été définies comme résidus marqueurs, 

sauf pour BG. Par contre, les dérivés de la famille des Victoria n’ont pas fait l’objet d’études 

de caractérisation de leurs métabolites.   
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1.3.3.2 Toxicité 

L’étude de la toxicité d’un xénobiotique, substance étrangère à un organisme, se décline en 

différentes étapes que sont :  l’identification et la caractérisation du danger, l’étude de l’effet 

dose-réponse et l’évaluation du risque.  Un ensemble de tests in vitro et in vivo permettent de 

caractériser la toxicité d'un xénobiotique, de définir son mode d'action, les organes cibles, et les 

doses sans effets nocifs observables (NOAEL).   

Nous avons vu dans le paragraphe précédent que MG surtout et certains TAMs, étaient 

rapidement absorbés dans l’organisme, se métabolisaient principalement en forme réduite 

leuco, et s’accumulaient sous cette forme dans les tissus de poisson pendant des semaines voire 

des mois. Une fois que les paramètres d’ADME sont connus, il est important de clarifier 

l’impact de nos colorants du point de vue toxicologique sur les organismes. 

L’objet de cette partie sur la toxicité n’est pas de faire une revue exhaustive de la littérature 

mais de fournir les éléments clés des effets toxiques de MG et LMG, et des TAMs, qui ont 

contribués à la détermination des valeurs toxicologiques de référence à la base de la 

réglementation actuelle sur l’usage des triarylméthanes. Le Tableau 4 récapitule les études clés, 

les effets associés et les NOAELs dérivant de ces études pour MG et LMG.  

 La toxicité du MG et LMG 

La DL50 la plus basse du MG a été fixée à 275 mg/kg sur la base d’une étude chez le rat Wistar 

après une exposition unique par gavage (Cleinmensen et al., 1984), ce qui conduit à une 

classification comme toxique en cas d’ingestion selon le règlement CLP 1272/2008 

(Commission Européenne, 2008). Les principaux effets chez l’animal après une exposition 

aiguë sont une dilatation et une hyperhémie intestinale.  

Aucune étude n’est disponible permettant de déterminer la DL50 du LMG.  

 La toxicité à doses répétées 

Les études disponibles sur la toxicité à doses-répétées du MG par voie orale indiquent que MG 

provoque une augmentation du poids du foie et des modifications des paramètres sanguins chez 

le rat et la souris après 28 jours d’exposition orale (Culp et al., 1999). Une NOAEL de  

9,4 mg/kg p.c/j peut être fixée sur la base de modifications hématologiques observées chez les 

rats femelles à 94 mg/kg p.c/j (Tableau 4).  
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Le LMG induit également une augmentation du poids du foie et une modification des 

paramètres sanguins chez le rat mâle après une exposition de 28 jours dans la nourriture (Culp 

et al., 1999; Culp, 2004). Toutefois, aucune NOAEL du LMG ne peut être fixée sur la base de 

cette étude.  

 La toxicité pour le développement et la reproduction 

MG a montré induire une toxicité fœtale après une exposition par voie orale de lapines gestantes 

avec une diminution du nombre de fœtus vivants et une augmentation des anomalies 

squelettiques observées à toutes les doses, c’est pourquoi aucune NOAEL n’a pu être fixée 

(Meyer and Jorgenson, 1983). 

LMG induit une toxicité maternelle et fœtale chez le rat Sprague-Dawley femelle après une 

exposition entre les jours 6 et 18 de gestation. Une augmentation des anomalies squelettiques 

chez les fœtus apparait également. Une NOAEL de 10 mg/kg p.c/j a pu être fixée à partir de 

cette étude. 

  La cancérogenèse  

Le potentiel cancérogène du MG a été évaluée dans deux études chez l’animal (souris et rat). 

Aucun effet cancérogène du MG n’a été mis en évidence chez la souris B6C3F1 mâle ou femelle 

après une exposition via l’alimentation pendant 2 ans jusqu’à 63 mg/kg p.c/j (Culp, 2004; Culp 

et al., 2006).  

Chez le rat, une faible augmentation de l’incidence d’adénomes folliculaires de la thyroïde et 

des carcinomes de la glande mammaire ont été observées. Même si ces effets ont été considérés 

comme faiblement pertinent pour classer MG comme composé cancérogène, le potentiel 

génotoxique in vitro et in vivo du MG a conduit l’EFSA à le proposer comme cancérogène 

(EFSA, 2016).  

LMG a également montré des propriétés cancérogènes chez le rongeur, avec une augmentation 

des adénomes et des carcinomes hépatocellulaires chez la souris après une exposition au LMG 

via la nourriture pendant 2 ans (NTP, 2005; Culp et al., 2006). Suite à cette étude, il a été 

possible de définir une benchmark dose de 10 % (BMD10), c’est-à-dire la dose qui induit une 

augmentation de 10 % des tumeurs, de 13,1 mg/kg p.c/j.  
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Tableau 4 : Toxicité in vivo de MG et LMG. Source : (EFSA, 2016) 

Toxicité aiguë 

MG 

Voie 

d’exposition 
Espèces DL50 Effets Référence 

Voie orale-

Gavage 

Rat Sprague-

Dawley 

Femelle 

520 mg/kg 

p.c 

Depression, prostration, 

coma, mort 

(Meyer and Jorgenson, 1983) 

 Rat Wistar 275 mg/kg 

p.c 

Hyperhémie et atonie 

intestinale, dilatation 

tractus intestinale. 

Absence de 

dismorphisme sexuelle 

(Cleinmensen et al., 1984) 

LMG : Aucunes données disponibles 

Toxicité à doses répétées 

MG Espèces Traitement Effets VTR Référence 

Nourriture, 0, 

0,9, 9,4 and 

94,5 mg/kg 

p.c/j 

Rats M et F 

Nourriture  

28 jours Hyperactivité, 

diminution du gain de 

poids et de la 

consommation de 

nourriture, 

 lymphocytes 

 neutrophiles 

 urée plamatique 

9,4 mg/kg p.c/j 

(modifications 

hématologiques 

rats femelles) 

(Culp et al., 

1999) 

LMG      

Nourriture, 0, 

30, 60 and 

115 mg/kg p.c/j 

Rat mâle 

Fisher 344 

28 jours  Poids corporel 

 Hématocrite, 

neutrophiles 

 Poids du foie 

LOAEL 

30mg/kg p.c/j 

(Culp et al., 

1999; Culp, 

2004) 

Toxicité pour le développement et la reproduction 
MG 

Gavage, 0, 5, 

10, 20 mg/kg 

p.c/j  

Lapines 

gestantes 

New-Zealand 

De J6 à J18 

de gestation 
 résorptions 

 fœtus vivants 

Anomalies 

squelettiques 

LOAEL  

5 mg/kg p.c/j 

(Meyer and 

Jorgenson, 

1983) 

LMG      

Gavage, 0, 10, 

80, 160 mg/kg 

p.c/j  

Femelles 

Sprague-

Dawley 

De J6 à J15 

de gestation 
 Perte implantation 

Anomalies 

squelettiques 

10 mg/kg p.c/j (Wan et al., 

2011) 

MG      

Nourriture, 0, 

5, 15, 30 mg/kg 

p.c/j () 6, 17, 37 

mg/kg p.c/j () 

Rat F344 2 ans Légère augmentation 

des adénomes 

folliculaire de la 

thyroïde et des 

carcinomes de la glande 

mammaires 

BMDL10  

13/mg p.c/j 

(NTP, 2005) 

LMG      

Nourriture, 0, 

13, 31, 63 

mg/kg p.c/j  

Souris 

B6C3F1 

2 ans  adénomes et des 

carcinomes 

hépatocellulaires 

/ (NTP, 2005; 

Culp et al., 

2006) 
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 Génotoxicité du MG et du LMG 

De nombreuses études in vitro et in vivo ont été réalisées pour déterminer la capacité 

génotoxique du MG. Alors que MG est considéré négatif in vitro lorsqu’il est soumis aux tests 

réglementaires, il a montré induire des cassures de l’ADN dans le test des comètes (Fessard et 

al., 1999). In vivo, MG a montré induire des micronoyaux dans la moelle osseuse chez la souris 

et à former des adduits à l’ADN dans le foie de rat et de souris (Culp et al., 1999).  

L’ensemble de ces données a conduit l’EFSA à proposer MG comme mutagène in vivo. 

Le profit génotoxique du LMG est assez similaire, avec une induction des mutations géniques 

observés in vivo chez la souris et la formation d’adduits à l’ADN au niveau du foie de souris. 

Ces effets ont conduit l’EFSA à considérer LMG comme mutagène in vivo.  

 Effets toxiques chez les poissons 

Chez la truite arc-en-ciel, des anomalies significatives du développement des œufs, 

principalement des ruptures chromosomiques, ont été signalées après une intoxication 

prolongée au MG. Un déclin marqué de la survie des embryons survient suite à une fertilisation 

de 38 h après une exposition prolongée à de fortes doses de MG; il existe des preuves d'un 

retard à l'éclosion et d’anomalies de la colonne vertébrale, de la tête, des nageoires et de la 

queue chez les alevins éclos de truite arc-en-ciel (Meyer and Jorgenson, 1983).  

MG agit également comme un poison enzymatique respiratoire (Werth and Boiteux, 1968) et 

provoque une détresse respiratoire chez la truite arc-en-ciel (Ross et al., 1985). Une 

augmentation du taux de ventilation et du taux de respiration des truites ont été observés 

probablement attribués à un encrassement particulier des branchies, à la production de mucus 

et à des lésions épithéliales. 

 Mécanisme d’action toxique de MG et LMG 

En raison de sa structure en iminium, MG peut se comporter comme accepteur/donneur 

d’électrons conduisant à la formation d'espèces radicalaires oxygénées pouvant affecter certains 

processus cellulaires (par exemple la respiration mitochondriale). En effet, un cycle 

d'oxydoréduction in vivo avec l'oxygène peut survenir, donnant lieu à un stress oxydant par la 

génération d'espèces réactives de l'oxygène, telles que le peroxyde d'hydrogène, les 

hydroperoxydes, les peroxydes d'alkyle et divers radicaux (hydroxyle, alkoxyle, hydroperoxyle 
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et superoxyde) (Kovacic and Somanathan, 2014). En tant que colorant triarylméthane 

électrophile, MG peut former des adduits avec le GSH, les protéines et les nucléophiles liés aux 

protéines, pouvant éventuellement entraîner l’inhibition de l’activité enzymatique (Eldem and 

Özer, 2004; Tacal and Özer, 2004). De plus, MG et LMG peuvent être oxydés par le CYP450, 

produisant des amines primaires et secondaires; et aromatiques, ces métabolites peuvent subir 

une oxydation plus poussée, donnant ainsi lieu à des intermédiaires instables (-NHOH) et des 

dérivés nitroso- (-NO). Ces métabolites d'amines aromatiques secondaires et primaires 

pourraient se lier à l’ADN et former des adduits (Wang et al., 2012). Tous ces effets 

expliqueraient la capacité de MG et LMG à induire des tumeurs au niveau hépatique chez 

l’animal. 

De plus, LMG a montré inhiber la thyroïde peroxydase in vitro, ce qui expliquerait les effets 

observés chez l’animal et les carcinomes folliculaires de la thyroïde (NTP, 2005).  

 Bilan de la toxicité de MG et LMG 

L’ensemble de ces données montrent que le MG et le LMG ont un profil toxicologique très 

proche. La biotransformation du MG en LMG ne modifie pas sa toxicité.  

Le MG et son métabolite majoritaire, LMG, sont des composés génotoxiques, cancérogènes et 

reprotoxiques chez l’animal.  

Les effets potentiellement délétères du MG et du LMG pour la santé humaine et 

environnementale ont conduit les autorités à interdire son utilisation en aquaculture et à définir 

des niveaux de contaminations dans les aliments à ne pas dépasser.  

 Une toxicité moins étudiée mais qui semble similaire chez les autres TAMs 

De même que pour les études ADME, les données existantes de la littérature ainsi que les 

similarités entre structures nous laissent supposer des effets toxiques similaires pour les autres 

TAMs.  

Le Tableau 5 résume les données de toxicité des TAMs disponibles dans la littérature et les 

données issues des analyses QSAR pour les propriétés génotoxiques et cancérogènes. De 

manière générale, les TAMs présentent une toxicité aiguë par voie orale assez importante avec 

des DL100 ou 50 comprises entre 3 et 750 mg/kg en fonction des composés.  
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L’ensemble des TAMs ont été classés comme génotoxiques soit sur la base de données 

disponibles, pour le VBR en particulier, soit en faisant une comparaison de structure en utilisant 

les bases de données ouvertes de l’ECHA, celles du Danemark et les modèles QSARs 

disponibles (EFSA et al., 2017a). De même, l’ensemble des TAMs ne présente pas de structures 

chimiques à haut potentiel cancérogènes. Cependant leur propriétés génotoxiques en font des 

composés cancérogènes en-soi. Ces données ont permis à l’EFSA de définir des Toxicological 

Screening Value (TSV, valeurs de dépistage toxicologiques) fondées sur des considérations 

analytiques et toxicologiques, permettant de les classifier (ci-après). 

Tableau 5 : Données de toxicité disponibles sur les TAMs et leurs dérivés permettant le calcul des TSV 

respectives. Source : (EFSA et al., 2017a) 

* Données QSAR, ** n’appartient pas à une classe chimique à haut potentiel cancérogène, AD = absence de 

données, IV = intraveineuse, v.o = voie orale 

 
(1) (Anderson et al., 1934)  

(2) (Brock and Erhardt, 1951) 

(3) (Schafer Jr and Bowles Jr, 1985)  

(4) (Ketkar and Mohr, 1982) 

(5) https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Victoria-Blue-R#section=Toxicity  

(6) (EFSA et al., 2017b) 

  

Colorants Toxicité 

aiguë 

Toxicité 

répétée 

Génotoxicité Cancérogenèse Reprotoxicité TSV 

(µg/kg 

p.c/j) 

Brilliant green 

(BG) 

DL 3mg/kg 

pc, iv, 

souris (1) 

AD + * -** AD 0,0025 

Crystal violet 

(CV) 

DL50 96 

mg/kg pc, 

v.o, souris 
(2) 

AD + * -** AD 0,0025 

Ethyl violet (EV) DL 320 

mg/kg pc, 

vo, souris 
(3) 

AD + * -** AD 0,0025 

Pararosalinine ND AD + * - Rat, IP (4) AD 0,0025 

       

Victoria blue B 

(VBB) 

ND AD AD AD AD - 

Victoria blue R 

(VBR) 

DL50 750 

mg/kg, vo, 

souris (5) 

AD + in vivo (6) -** AD 0,0025 

Victoria pure 

blue bo (VPBO) 

AD AD + * -** AD 0,0025 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Victoria-Blue-R#section=Toxicity
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 La récente classification des colorants par l’EFSA 

Nous avons vu que les TAMs présentent un risque de toxicité comme MG, LMG, ainsi que la 

famille des Victoria blue par exemple, et peuvent s’accumuler dans les tissus de poisson. Aussi, 

l’EFSA a délivré ses opinions scientifiques dans un rapport d’évaluation sur la toxicité d’une 

liste de colorants. Il a été examiné l’intérêt d’établir une limite règlementaire appelée RPA 

(Reference Point for Action) pour ces substances actives pharmacologiques non autorisées. La 

notion de RPA sera détaillée dans le chapitre 2.1. Dans ce rapport (EFSA et al., 2017a), 22 

colorants de différentes classes font l’objet de cette évaluation toxicologique afin de fixer une 

TSV selon un arbre décisionnel (Figure 16).  

 

Figure 16 : Arbre décisionnel pour assigner des TSV pour les substances non autorisées à activité 

pharmacologique . Source : (EFSA, 2013b; EFSA et al., 2017a)  

Parmi cette liste, 12 colorants ou métabolites ont été plus particulièrement étudiés au cours de 

cette thèse en étant intégré à une démarche de développement analytique. Il s’agit de : VPBO, 

BG, LBG, VBB, CV, LCV, EV, MB, VBR, NBA, PRRA, RHG. Pour chaque substance, 

plusieurs questions relatives à la toxicité ont été examinées par l’EFSA: 

  



Partie I : synthèse bibliographique 

 

52  

 

Tableau 6 : Questions évaluées afin d’établir une TSV pour une liste de colorants. Source : (EFSA et al.,  

2017b) 

Q1 : La substance a-t-elle un haut pouvoir carcinogène ? 

Q2 : La substance provoque-t-elle de l’allergie ? 

Q3 : La substance provoque-t-elle de la dyscrasie* ? 

Q4 : Y a-t-il une évidence directe de génotoxicité, ou un manque de preuve concernant la 

génotoxicité ? 

Q5 : La substance agit intentionnellement sur le système nerveux ou le système reproductif 

et ou/ est-ce un corticoïde ? 

*Trouble de la coagulation sanguine 

Les réponses associées de l’EFSA ont été formulées en s’appuyant sur les données existantes 

dans la littérature. Sur les 12 colorants ou métabolites listés ci-dessus, les questions Q1, Q2, 

Q3, Q5 ont reçues une réponse par la négative (Tableau 6). Seule une réponse positive a été 

apportée à la question Q4, et cela pour tous les colorants, en raison d’un manque d’information 

et de données scientifiques sur la génotoxicité de ces composés. Selon l’arbre décisionnel, une 

TSV de 0,0025 µg/kg pc par jour a été fixée pour cette dernière raison. Cette TSV est dérivée 

du concept pragmatique de seuil de considération toxicologique ou Threshold of Toxicological 

Concern (TTC) développé par Munro (Munro et al., 2008). Il est considéré que pour les 

composés génotoxiques susceptibles d’être retrouvés dans l’alimentation, une exposition de 

0,0025 µg/kg pc/j n’entraine pas un risque supplémentaire de cancérogenèse. 
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2 La surveillance des résidus de colorants 

dans les denrées alimentaires 

2.1 La réglementation internationale et européenne sur les 

traitements par des colorants dans les élevages aquacoles 

La LMR (Limite Maximale de Résidus) d’une substance active tel qu’un médicament 

vétérinaire, correspond à la teneur maximale de cette substance (et dans certains cas, de ses 

métabolites) légalement autorisée dans les denrées alimentaires d’origine animale, comme le 

poisson. Ces valeurs diffèrent, pour une même substance active, selon l’espèce animale, le tissu 

ou le produit concerné (viande, graisse et peau, foie, rein, lait, œufs, miel). Dans le cas du 

poisson, elle s’applique au muscle et à la peau associée dans des proportions naturelles. Les 

LMR sont basées sur les DJA (Doses Journalières Admissibles) après évaluation des risques 

liés à l’alimentation chez l’homme. La DJA est généralement estimée en divisant la NOEL (no-

observed-effect level ou Dose Sans Effet Observable) de la substance par un facteur de sécurité. 

Au niveau international, ces valeurs sont émises par l’OMS et la FAO et référencées dans la 

base de données du Codex Alimentarius (FAO-WHO, 2020), afin d’énoncer des principes 

d’efforts et de surveillance en matière de sécurité sanitaire des aliments. Bien que des 

recommandations soient émises pour harmoniser les limites maximales de résidus dans le 

monde entier, les LMR varient toujours d'un lieu géographique à un autre. En fait, les LMR 

dans un produit animal particulier peuvent différer d'un pays à l'autre en fonction des 

organismes de réglementation locaux en matière de sécurité des aliments et des schémas 

d'utilisation des médicaments, et la plupart des pays en développement doivent encore élaborer 

leurs propres LMR (Okocha et al., 2018). En Europe, les LMR sont établies conformément aux 

Règlements (CE) N°470/2009 et N°37/2010 décrivant l'utilisation avisée des substances 

pharmacologiquement actives et définissant les LMR de substances autorisées, à des niveaux 

de tolérance dans les aliments d'origine animale (Commission Européenne, 2009, 2010). Les 

médicaments vétérinaires autorisés sont listés dans le tableau 1 du Règlement (CE) N°37/2010 

(Commission Européenne, 2010). 

Dans les pays avancés, l'utilisation des médicaments en aquaculture est hautement contrôlée. Il 

existe à l’heure actuelle peu de substances à usage vétérinaire autorisées dans le monde pour 

une utilisation en aquaculture. En effet, les études d’évaluation de risque sont couteuses et 

complexes à établir chez le poisson pour les déposants de demandes d’autorisation. Néanmoins, 
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des LMR ont été établies en Union Européenne pour le poisson d’élevage avec par exemple 

une LMR à 100 µg/kg pour l'enrofloxacine et son métabolite la ciprofloxacine, à 50 µg/kg pour 

le triméthoprime, à 1 000 µg/kg pour le florfénicol et son métabolite le florfénicol amine, à 100 

µg/kg pour les sulfamides et pour les tétracyclines (Lulijwa et al., 2019). Le Règlement (CE) 

N°37/2010 identifie également neuf substances pharmacologiquement actives interdites et 

répertoriées dans son tableau 2 (chloramphénicol, chloroforme, chlorpromazine, colchicine, 

dapsone, dimétridazole, métronidazole, ronidazole et les nitrofuranes, dont la furazolidone), 

pour lesquelles aucune LMR ne peut être établie en raison des résidus de ces substances qui, à 

quelque limite que ce soit, constitue un danger pour la santé humaine (Justino et al., 2016). 

En ce sens, les colorants ne sont pas inclus dans le tableau 2 des substances vétérinaires 

interdites car ils n’ont pas été soumis à évaluation par l’Agence Européenne du Médicament et 

n’ont donc jamais été considérés comme des substances médicamenteuses. Ils tombent alors 

sus le coup d’une substance chimique contaminant de l’environnement et doivent être évalués 

par l’EFSA. Par ailleurs, il faut noter qu’aucun colorant ne s’est vu attribué une LMR en Europe 

comme au niveau international. Lorsque l’évaluation des risques, comme pour MG et LMG, ne 

permet pas d’attribuer une DJA, la substance est considérée comme non saine à n’importe 

quelle concentration pour l’homme et par conséquent se trouve interdite d’utilisation en 

production animale. Pour MG/LMG, l’EFSA a conclu qu’aucune DJA ne pouvait être établie à 

cause du manque de données concernant l’estimation de l’exposition chez l’homme par la voie 

alimentaire (EFSA, 2016). C’est pourquoi elles ont été interdites chez les animaux aquatiques 

destinés à l'alimentation dans l’Union Européenne mais aussi par le gouvernement Canadien 

(Santé-Canada) et par la FDA aux États-Unis. Ainsi, l'utilisation commerciale du MG n'est pas 

autorisée dans l'UE depuis 2002 (Hall et al., 2008; López-Gutiérrez et al., 2013). Par 

conséquent, la « tolérance zéro » doit s’appliquer pour les médicaments et substances 

vétérinaires interdits dans les produits d’aquaculture, le « zéro » représentant une limite de 

détection de l’instrument analytique utilisé pour le contrôle officiel.  

En Europe, une limite de performance minimale requise (LPMR), c’est-à-dire la quantité 

minimale d'un analyte dans un échantillon à détecter et à confirmer, a été établie afin 

d’harmoniser les performances analytiques des méthodes pour les substances pour lesquelles 

aucune limite autorisée n’a été établie » (Commission Européenne, 2002a). La LPMR a été 

fixée à 2 μg/kg pour la détermination des résidus du MG dans les produits d'aquaculture pour 

la somme de MG et de LMG (Commission Européenne, 2004) (Figure 17). De plus, la FDA 
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aux USA établit une sensibilité minimale de 1 μg/kg pour les contrôles réglementaires (Chen 

and Miao, 2010).  

Afin d'établir une approche harmonisée pour le contrôle des résidus de substances non 

autorisées dans les denrées alimentaires d'origine animale importées dans l’UE, la Commission 

Européenne a adopté la Décision 2005/34/CE (Commission Européenne, 2005). Cette décision 

établit les RPA (Reference Point for Action) pour les résidus de substances pour lesquelles 

les valeurs de LPMR ont été établies conformément à la Décision 2002/657/CE (Commission 

Européenne, 2002a). Les RPA sont particulièrement nécessaires lorsque des tests analytiques 

sur les lots importés de produits d'origine animale confirment la présence de tels résidus et pour 

engager les mesures sanitaires à prendre après cette confirmation. À la suite de cette décision 

2005/34/CE, les LPMR axées sur l'analyse et dérivées à l'origine pour l'harmonisation des 

méthodes d'analyse ont été assimilées aux RPA permettant ainsi de vérifier analytiquement la 

conformité des produits importés de pays tiers avec la législation de l'UE. Ainsi, l’approche de 

la LPMR dans le cas de la tolérance zéro était à l’origine, seulement basée sur une limite 

analytique. L’EFSA a souhaité ensuite complété ce dispositif en introduisant une valeur 

réglementaire RPA basée à la fois sur une limite analytique et sur une estimation du risque 

basée sur la toxicité des substances interdites (EFSA, 2013a). Le chloramphénicol, les 

nitrofuranes et MG ont été évalués spécifiquement afin d’établir des RPA et font l’objet de 

rapports scientifiques détaillés de l’EFSA. Pour MG, le panel d’experts de l’EFSA « Contam 

Panel » a conclu qu’il était peu probable qu’une exposition à MG/LMG via l’alimentation à des 

concentrations inférieures ou égales à une RPA de 2 µg/kg pouvait représenter un risque de 

santé (EFSA, 2016). De ce fait, cette RPA a été adoptée en 2016.  

Cependant, en 2018, l’EFSA a révisé son approche d’estimation des RPA. L'approche 

progressive proposée prend en compte des facteurs tels que la capacité analytique, le potentiel 

toxique et l'activité pharmacologique de la substance en question. Le concept de TSV ou 

« Toxicological Screening Value », est introduit afin de le comparer à la plus faible limite de 

décision analytique CC (voir chapitre 2.3 pour l’explication du CC) (Knutsen et al., 2018). 

Les substances actives pharmacologiquement sont alors classées dans des groupes selon leur 

toxicité avérée ou le manque d’information au regard de celle-ci. L’exemple du MG montre 

que l’exposition alimentaire est estimée selon l’outil « FACE » de calcul de l’EFSA à 0,033 

µg/kg pour une RPA à 2 µg/kg et se trouve donc être bien supérieure à la TSV de 0,0025 µg/kg 

pour le groupe I. Ceci indique qu'il est nécessaire d'améliorer la sensibilité de la méthode 

analytique ou de réaliser une évaluation des risques spécifique à la substance MG/LMG. 
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Compte tenu des incertitudes identifiées par l’EFSA, il a été alors recommandé d’améliorer la 

sensibilité des méthodes analytiques afin de permettre l’application des concentrations les plus 

faibles possibles. Dans ce cadre, une nouvelle RPA a été proposée à 0.5 µg/kg pour MG/LMG 

et actée dans le règlement (UE) 2019/1871 (Commission Européenne, 2019). Pour les autres 

colorants, une TSV vient d’être proposée par l’EFSA comme expliquée au chapitre 1.2.3.2 du 

document EFSA traitant de la classification des colorants selon leur toxicité. Pour ceux-ci, il 

est possible qu’une RPA règlementaire leur soit attribuée au niveau européen découlant de cette 

classification et selon le degré d’exposition de la population à ces substances. 

 

Figure 17 : La réglementation européenne des colorants dans les produits d’aquaculture 

En Europe, les règles et limites d’évaluation des risques susmentionnées sont complétées par 

les exigences en termes de gestion et d’évaluation de risques dont le fondement est issu de la 

Loi Européenne sur l’Alimentation « General Food Law » (Commission Européenne, 2002b). 
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En France par exemple, la gestion du risque est assurée par la DGAL qui applique le Règlement 

2017/625/UE encore nommé Règlement OCR organisant l’ensemble des contrôles officiels 

(Commission Européenne, 2017). Il concerne les contrôles officiels en Europe et les autres 

activités officielles menées pour assurer l'application de la législation sur les denrées 

alimentaires et sur les aliments pour animaux, les règles relatives à la santé et au bien-être des 

animaux, à la santé des végétaux et aux produits phytopharmaceutiques. Cette nouvelle 

approche des contrôles officiels est entièrement basée sur les risques et leur évaluation, afin de 

minimiser les conséquences pour les opérateurs, ce qui ne l’était pas lors de l’application de 

l’ancienne réglementation inscrite dans la Directive 96/23/CE à présent abrogée (Commission 

Européenne, 1996). La réglementation définit par ailleurs les plans de prélèvements nationaux 

par les états membres de l’UE selon que les substances sont non autorisées (ancien Groupe A 

de la Directive 96/23/CE) ou qu’elles appartiennent au groupe des médicaments vétérinaires 

autorisés (ancien Groupe B de la même Directive). En France, 499 prélèvements ont été 

effectués en 2018 pour la filière aquaculture dont 40 pour la famille des colorants. Parmi les 

40, 14 prélèvements étaient réalisés de façon ciblée, suite à des non-conformités les années 

précédentes par exemple.  

2.2 Les méthodes analytiques de contrôle pour la confirmation des 

résidus de colorants dans les denrées issues de l’aquaculture 

Comme nous l’avons vu dans le paragraphe précédent, il existe des règles de gestion strictes et 

d’évaluation des risques concernant le contrôle des molécules non autorisées à activité 

pharmacologique telles que les colorants dans les produits d’aquaculture. Celles-ci dictent aux 

laboratoires des limites analytiques à atteindre et certaines autres exigences pour les méthodes 

de contrôle. Les méthodes doivent être suffisamment sensibles pour permettre la détection des 

résidus aux limites de performance réglementaires, les LPMRs ou les RPAs. Ces méthodes 

doivent être également très sélectives pour permettre de trier et identifier, c’est-à-dire de 

discriminer le résidu de colorant parmi la complexité de molécules provenant de la matrice à 

caractère lipidique et protéique du poisson. Enfin, les méthodes doivent permettre l’analyse du 

résidu marqueur métabolique pour ces colorants, que ce soit la molécule parent ou un métabolite 

issu de cette molécule et permettant de tracer le traitement suffisamment longtemps après 

l’administration. En d’autres termes, des méthodes analytiques sophistiquées et robustes 

doivent être développées pour les résidus de colorants interdits dans les matrices complexes et 

variées de produits d’aquaculture. Les méthodes de confirmation définies dans la 

règlementation rassemblent ces caractéristiques. La confirmation de résidus d’un colorant 



Partie I : synthèse bibliographique 

 

58  

 

spécifié doit fournir des indications non ambiguës sur la structure chimique du composé afin 

d’être certain de son identification. Ainsi, les méthodes basées sur une séparation 

chromatographique couplée à des systèmes de détection non équivoques, comme la 

spectrométrie de masse, sont généralement privilégiées pour confirmer la présence de ces 

résidus chimiques.  

2.2.1 Instrumentation : le couplage usuel 

La spectrométrie de masse (MS) permet non seulement d’identifier de façon univoque, mais 

également de quantifier de façon fiable, et d’analyser un panel important de molécules. Ces 

trois caractéristiques la différencient des méthodes biologiques basées sur la détection immuno-

enzymatique ou encore de l’inhibition microbienne. D’autre part, la MS combinée à une 

séparation chromatographique en phase gazeuse (CPG) ou en phase liquide (LC) est un outil 

de choix accessible et polyvalent, souvent annoncé comme universel, pour identifier et 

quantifier les résidus chimiques dans les aliments pour animaux et les denrées alimentaires. Elle 

est particulièrement adaptée pour l’analyse de confirmation qualitative et/ou quantitative de 

composés aux propriétés physico-chimiques variées en raison de sa grande sélectivité (grâce à 

la séparation par LC ou GC également) et de sa remarquable sensibilité pour la recherche de 

traces résiduelles (jusqu’au niveau du ng/kg).  

De nos jours, sur le plan des résidus chimiques vétérinaires, les stratégies analytiques basées 

sur la LC-MS supplantent celles qui utilisent la GC-MS, même si elles doivent être considérées 

comme complémentaires et fournissent une approche universelle applicable au plus grand 

nombre de médicaments vétérinaires. Le principe de la détection repose sur la mesure du 

rapport de masse sur charge (m/z) des molécules ionisées (détection du pic pseudo-moléculaire 

généralement) ainsi que sur leurs produits de fragmentation dans le cas des analyseurs en 

tandem (MS/MS) incluant un quadripôle permettant de fragmenter et quantifier. Les 

instruments LC-MS/MS permettent d’identifier les composés connus et indiqués dans la 

méthode analytique, ce qui est appelé couramment le mode ciblé. Ils permettent également de 

remonter à la structure chimique de la substance ciblée extraite de l’échantillon biologique à 

partir de la structure des ions fragmentés détectés d’une part, et à la quantification de l’analyte 

à partir des mesures comparées à une gamme de calibration d’autre part. 

Parmi les différents analyseurs de masse habituellement utilisés pour l'analyse ciblée, le triple 

quadripôle (QqQ) est le plus largement utilisé pour mesurer et quantifier les résidus de 

médicaments vétérinaires. Ce sont les systèmes les plus « démocratisés » pour l’analyse de 
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confirmation des résidus de colorants à l’heure actuelle. La trappe d’ions linéaire (IT pour Ion 

Trap) fournit des spectres de masse complets (Full scan) et permet de réaliser des expériences 

de fragmentations multiples, dites en MSn (ions fragments pouvant être fragmentés à leur tour 

etc), permettant d’accéder à une meilleure information structurelle de la molécule et de 

confirmer l'identité d’éventuels métabolites. Ainsi, le couplage de la trappe linéaire avec un 

quadripôle (QqLIT) est capable de produire des informations spectrales de type MSn, utiles 

pour l'élucidation de la structure.  

Depuis une dizaine d’années, on observe une popularisation des analyseurs de masse à Haute 

Résolution (HR), et en particulier des instruments à temps de vol (TOF) et des systèmes à 

technologie Orbitrap. L'Orbitrap® est un analyseur de spectrométrie de masse donnant accès 

à l’ultra-haute résolution sans avoir recours à un champ magnétique intense (Hardman and 

Makarov, 2003). Cette trappe orbitale est composée d'une électrode centrale ainsi que d’une 

électrode externe en forme de cylindre. Les ions sont piégés entre les électrodes par un champ 

électrostatique. Ces ions possèdent une fréquence d'oscillation axiale variable en fonction de 

leur ratio masse sur charge, ce qui permet de les séparer. L’Orbitrap® a été couplée par la 

société Thermo Electron avec un piège ionique linéaire (LTQ) pour former un spectromètre de 

masse hybride, le LTQ Orbitrap® (Figure 18). La précision de la mesure de la masse, la vitesse 

élevée de transmission des signaux spectrométriques et l’approche sans à priori moléculaire (ou 

non ciblée) apportent une valeur ajoutée considérable.  

 

Figure 18 : Représentation schématique du spectromètre de masse hybride LTQ-Orbitrap®                 

Source: https://research.stowers.org/proteomics/MassSpec.html  

  

https://research.stowers.org/proteomics/MassSpec.html
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La LC-HRMS, permettant de discriminer et identifier de façon certaine un composé, d’autant 

plus lorsque la fragmentation peut être associée, ouvre une autre dimension à l’évaluation de 

risque (recherche de métabolites multiples, de composés néo-formés, de molécules non 

recherchées de façon ciblée initialement…). La conséquence est le développement croissant de 

méthodes analytiques basées sur la HRMS et dédiées aux résidus chimiques issus de classes 

thérapeutiques extrêmement variées (pesticides, mycotoxines, retardateurs de flamme, 

ammoniums quaternaires…). Elles embarquent parfois des librairies spectrales dépassant plus 

de 100 composés et atteignent parfois près de 500 analytes, avec des applications majeures dans 

le domaine du contrôle des pesticides ou des médicaments vétérinaires. Cependant, les 

méthodes de confirmation en haute résolution sont encore assez peu nombreuses à tenter de 

viser les substances interdites au niveau de l’ultra-trace (< ppb). Elles visent plus généralement 

des applications de type dépistage multi-substances.  

Les méthodes détaillées ci-après ne concerneront que les méthodes de confirmation par 

spectrométrie de masse à basse résolution, et nous aborderons succinctement les méthodes LC-

HRMS en citant quelques références. 

2.2.2 Des méthodes exigeantes pour la confirmation de certains résidus tels que MG, 

CV, et leurs métabolites (avec ou sans oxydation) 

Depuis les débuts de l’analyse des colorants dans les années 80 principalement par des 

méthodes spectroscopiques basées sur l’absorbance des ultra-violets (Poe and Wilson, 1983; 

Hormazabal et al., 1992), la LC-MS s’est imposée dans les années 2000 comme une méthode 

de choix pour l'analyse de confirmation des colorants chez les poissons et les crustacés.  

 Les conditions classiques de détection des colorants 

Parmi les différentes méthodes de MS disponibles, la LC associée à un détecteur de masse triple 

quadripolaire « QqQ » est la plus couramment utilisée pour la confirmation de MG, CV et leurs 

métabolites, et parfois BG, mais la trappe ionique « IT » est décrite également (Turnipseed et 

al., 2005; Wu et al., 2007; Andersen et al., 2009a; Martinez Bueno et al., 2010). Leur séparation 

chromatographique est généralement effectuée sur des phases stationnaires à polarité de phase 

inverse de type C18 ou de type phényle pour les greffages (Kaplan et al., 2014). Les gradients 

de phase mobile couramment rapportés mettent en œuvre une élution par l’acétate d’ammonium 

(de 10 à 50 mmol) ou l’eau pure acidifiée, et l’ACN ou le MeOH comme contre-solvants plus 

apolaires (López-Gutiérrez et al., 2013). De nombreuses méthodes ont été publiées concernant 

l’analyse de MG et CV incluant leurs métabolites persistants sous forme leuco-base comme 
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nous l’avons vu dans le chapitre 1.3.3 sur le métabolisme. Les composés parents, MG, CV, et 

BG lorsque ce dernier est inclus, sont détectés sous leur forme cationique M+ à m/z 329, 372, 

385 respectivement, sélectionnés comme ions pseudo moléculaire en champ électropositif dans 

les sources à pression atmosphérique comme l’ESI ou l’APCI.  Les métabolites LMG, LCV, 

LBG sont par ailleurs analysés sous forme de M+H+. Le mode « Multiple Reaction Monitoring 

(MRM) » en suivant deux transitions par analyte, est désormais systématiquement appliqué 

grâce aux analyseurs QqQ et QqLIT afin d’obtenir une spécificité nécessaire pour la 

confirmation moléculaire de l’analyte. Elles permettent d’atteindre des niveaux de détection de 

l’ordre du µg/kg voire même la centaine de ng/kg, et ce dans des matrices biologiques 

complexes. D’ailleurs, des étalons internes isotopiques (MG-d5, LMG-d5, CV-d6, LCV-d6) sont 

commercialement disponibles et couramment introduits dans les méthodes. Ils permettent 

d’apporter une correction aux rendements d’extraction et de résoudre des problèmes tels que 

les variations d’intensité du signal pendant l'ionisation par électrospray (ESI).  

 La quantification totale convertie par oxydation 

Un certain nombre d'articles ont été publiés sur la détection dans le poisson du MG total extrait 

après application d’une procédure d’oxydation de toute la substance LMG présente dans 

l'échantillon (Roybal et al., 1995; Andersen et al., 2005; Turnipseed et al., 2005; Tarbin et al., 

2008; Lee et al., 2010). Cette procédure permet de d’oxyder la leuco-base de MG en forme 

parent et ainsi pouvoir quantifier qu’une seule forme. Le processus d’oxydation a également 

été appliqué à CV (Chan et al., 2012) et BG, ce qui comporte l’intérêt d’avoir une seule 

quantification, et dans le cas du BG, l’oxydation pallie le fait de ne pas avoir de standard 

analytique du LBG (manque de stabilité et standard non commercial). L’analyse totale du BG 

a aussi été effectuée dans le cadre d’une étude de transfert du BG provenant de la coloration de 

serviettes en papier et vers la peau (Oplatowska et al., 2011). Les méthodes oxydatives ont tout 

d’abord été appliquées en réaction post-colonne en utilisant de l’oxyde de plomb (PbO2) avec 

des valeurs de limites analytiques CC pour MG de 0,11 µg/kg (Scherpenisse and Bergwerff, 

2005) (limite CCexplicitée au paragraphe 2.3.1).  En 2005, l'extraction présentée par Roybal 

(Roybal et al., 1995) a été simplifiée et une procédure d'oxydation in situ a été incorporée à la 

procédure d'extraction afin de convertir la leucobase LMG en MG grâce à l'ajout de 2,3-

dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone (DDQ). Cela permettait une analyse sensible par 

HPLC-VIS de la somme de MG et LMG dans le saumon et une quantification avec confirmation 

de l'identité du résidu par LC-MSn à des concentrations inférieures ou égales à 1 µg/kg et une 

limite analytique CCpour la surveillance réglementaire estimée à 0,25 µg/kg (Turnipseed et 
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al., 2005). L’oxydation a ensuite été étendue à l’analyse de CV total et BG total avec des limites 

de quantification estimées entre 0,07 et 0,24 µg/kg (Andersen et al., 2009a). En plus de 

l’oxydation qui permet après conversion d’analyser une seule forme moléculaire du colorant, 

certaines méthodes ont inclus des réactifs de stabilisation comme HAH ou TMPD (stabilisation 

par le pH), p-TSA (agissant comme contre-ion à la formation de MG+), ou l’acide ascorbique 

(anti-oxydant) afin d’éviter la déshydrogénation et la déméthylation qui peuvent intervenir 

spontanément en solution sans passer par la voie du métabolisme du CYP450 (Doerge et al., 

1996; Bergwerff and Scherpenisse, 2003).   

 Les solvants d’extraction 

L'extraction de MG, LMG, CV, LCV à partir d'échantillons de chair de poissons et crevettes 

est le plus souvent effectuée à l'aide de mélanges aqueux tamponnés à faible pH (tampons 

McIlvaine pH 3, 4.5 ou 6 ou d’acétate d'ammonium) et d’un solvant organique (ACN), mais 

elle peut également être réalisée à l'aide d'une extraction directe avec des solvants organiques 

purs tels que l'ACN. Le but de l’étape d’extraction consiste à isoler de la matrice biologique les 

différents analytes recherchés en se basant sur leurs propriétés physico-chimiques (par exemple: 

la polarité, l’affinité relative pour les solvants organiques ou aqueux, la solubilité, la masse 

moléculaire, la taille de la molécule et sa volatilité). En règle générale, pour MG, CV et leurs 

métabolites, l'extrait liquide obtenu par solvant de type ACN dans une première étape est 

ensuite soumis à un second partage de type liquide/liquide par ajout de dichlorométhane ou 

bien à un dégraissage par lavage à l'hexane. Cette étape est souvent nécessaire pour s’affranchir 

de la partie lipidique chez les poissons gras. Ce dégraissage unique sans purification ultérieure 

a rarement été appliqué car il engendre sans doute une perte des composés (Doerge et al., 1996; 

Arroyo et al., 2009). L’absence de purification plus poussée est parfois compensée comme dans 

l’application de la dilution isotopique (Hall et al., 2008).  

 Les problèmes d’effets matrices 

Lors des développements comprenant plusieurs résidus de colorants, des purifications ont 

souvent été introduites afin de réduire l’impact de la complexité des matrices sur le signal 

spectrométrique ou pour éliminer le surplus d’anti-oxydant ou d’acide par exemple. Comme 

indiqué plus haut, la LC-MS/MS est une technique de choix pour la confirmation identificatrice 

de la présence de l’analyte. Elle est très sélective et masque la présence dans l’extrait de tous 

les composés issus de la matrice. Mais la technique d’ionisation par électrospray « ESI » 

présente l’inconvénient de générer des effets suppresseurs ou exhausteurs de signal de l’analyte 
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ciblé (colorant). En effet, la présence dans le spray d’une compétition à l’ionisation entre les 

diverses espèces moléculaires provenant de la matrice biologique est à l’origine de ce 

phénomène communément appelé « effets matrices ». Certaines solutions existent pour limiter 

leur impact, comme par exemple diluer l’extrait injecté pour réduire la compétition à 

l’ionisation, injecter la quantité la plus faible possible dans le système (de l’ordre d’1 µL ou 

moins) tout en conservant un signal suffisant, ou encore intégrer dans la méthode des étapes 

d’extraction-purification spécifiques basées sur des partages liquide-liquide (LLE) ou liquide-

solide (SPE). 

 Les techniques de purification 

L’extraction en phase solide (SPE) est un moyen efficace pour la purification des matrices les 

plus lipidiques comme le saumon et certains autres poissons d'aquaculture. Elle a très souvent 

été décrite dans le cas d’une analyse pour un nombre très réduit et ciblé de résidus de colorants 

(Dowling et al., 2007; Halme et al., 2007; Wu et al., 2007; Tao et al., 2011) mais elle comporte 

l’inconvénient d’être longue et couteuse. Les SPE appliquées sont constituées de cartouches 

contenant des adsorbants particulaires soient greffées avec des phases inversées (telle que la 

phase à greffons C18) (Van De Riet et al., 2005), soit greffées avec des phases échangeuses de 

cations (tel que les adsorbants à l’acide propylsulfonique) (Lee et al., 2006; Dowling et al., 

2007; Wu et al., 2007; Tao et al., 2011; Ascari et al., 2012).  

Une purification supplémentaire communément nommée SPE dispersive (d-SPE) peut être 

obtenue assez facilement par addition directe à l'extrait d’adsorbants solides tels que l'alumine 

ou l'alumine basique ou sous forme de sels liquides, tels que le chlorure de sodium ou les amines 

primaires/secondaires (Andersen et al., 2009b; Martinez Bueno et al., 2010). Une des méthodes 

de SPE dispersive reconnue est la technique dite QuEChERS pour « Quick, Easy, Cheap, 

Effective, Rugged, Safe » qui a été créée voici plus d’une quinzaine d’années pour faciliter le 

criblage rapide d’un grand nombre d’échantillons alimentaires et agricoles pour la recherche 

des résidus de pesticides.  Cette technique implique l’utilisation d’une combinaison de sels et 

d’adsorbants solides pour obtenir une extraction et une purification combinées des molécules 

de colorants extraites de la matrice biologique de l’échantillon. Hashimoto et al. ont réalisé un 

plan d’expérience pour l’optimisation expérimentale afin d’extraire des résidus de MG dans le 

cadre d’un plan de surveillance chez le Tilapia (Hashimoto et al., 2012) .  

Une autre technique, dite des polymères à empreinte moléculaire (MIP), est encore plus 

sélective car elle est basée sur la capture (trapping) sélective du colorant directement depuis 
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l’extrait biologique et son transfert dans l’empreinte moléculaire solide adaptée.  Plus aucun 

lavage ni aucune extraction d’impuretés n’est requise. Le MIP est emballé dans une colonne 

type SPE pour piéger le ou les analytes de l'extrait biologique de l'échantillon et permettre 

ensuite les étapes successives de lavage avant au final l'élution du ou des analytes de la colonne. 

Les MIPs impliquent évidemment l'utilisation d'un polymère empreint avec une sélectivité 

suffisante à la fois pour MG et LMG (Long et al., 2009) ou des polymères empreints spécifiques 

de MG avec une oxydation pré-MIP du LMG en MG à l'aide de DDQ (Martinez Bueno et al., 

2010). Cette technique, appliquée pour MG en 2008 (Li et al., 2008), permet d’accéder à une 

purification presque parfaite mais comporte l’inconvénient de n’être spécifique qu’à une ou 

deux structures moléculaires proches comme LMG ou CV.  

 Ainsi, les méthodes de confirmation spécifiques à MG, CV, et leurs métabolites ont fait 

l’objets de nombreuses applications pour leur extraction et leur identification univoque, mettant 

en œuvre des procédés relativement complexes d’oxydation, de stabilisation et de purifications. 

2.2.3 Méthodes multi-colorants et multi-familles de colorants  

De nombreuses méthodes analytiques permettant de caractériser les résidus de colorants 

thérapeutiques dans les produits de la mer sont des méthodes spécifiques à une classe.  

 Des méthodes surtout dédiées aux TAMs 

Progressivement, ces méthodes analytiques alors dédiées à l’analyse des résidus de TAMs tels 

que MG, CV, et leurs métabolites, ont intégré d’autres colorants comme BG, un autre TAM,  

ou MB, une phénothiazine (Tableau 7). Cela a été possible grâce à la caractérisation par 

Turnipseed et al. de huit colorants (MG, LMG, CV, LCV, BG, MB, et deux métabolites de MB) 

par un faisceau de particules en LC-MS en étudiant les spectres de fragmentations. Cette 

technique a été évaluée pour la confirmation du MG et du LMG dans le tissu de poisson chat 

(Turnipseed et al., 1995).  

Certaines méthodes se sont ensuite focalisées uniquement sur la classe des TAMs en incluant 

BG, du fait d’une possibilité accrue d’utilisation en aquaculture et des préconisations émanant 

des services officiels de gestion des risques. Les méthodes analytiques incluant BG ou d’autres 

colorants se sont avérées un peu moins complexes en terme d’extraction et de purification. Les 

équipes de la FDA de Denver et de l’Anses de Fougères ont travaillé conjointement sur 

plusieurs années afin d’aboutir à une méthode de référence internationale certifiée par l’AOAC 

(Hurtaud-Pessel et al., 2011; Hurtaud-Pessel et al., 2013; Andersen et al., 2015). Cette méthode 
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LC-MS/MS, applicable à MG, LMG, CV, LCV, BG, propose une extraction sans SPE 

(hydroxylamine, ACN, sulfate de sodium anhydre), afin de quantifier ces résidus dans un grand 

nombre d’espèces de poissons et de crustacés à des niveaux inférieurs à 2 µg/kg.   La méthode 

de Lopez et al incluant les mêmes colorants, décrit une extraction par la technique Quechers 

applicable à la truite, au saumon, et aux crevettes à des CC compris entre 0.37 et 1.22 µg/kg 

(López-Gutiérrez et al., 2013). Plus récemment, Giaccone et al appliquèrent également la 

technique de purification Quechers pour l’analyse de ces mêmes résidus par LC-HRMS/MS en 

utilisant un spectromètre de masse Q-Exactive Orbitrap, afin d’accéder à un gain en sélectivité 

et en sensibilité (CCentre 0.55 et 0.62 µg/kg) (Giaccone et al., 2018). Le but de leur travail 

était d'étudier les avantages d'une méthode analytique basée sur l’UHPLC couplée à une 

détection ESI-HRMS/MS pour la détermination quantitative simultanée de MG, LMG, BG, CV 

et LCV dans plusieurs espèces de poissons (bar, dorade, maquereau, et saumon).  

Le méthylène blue (MB) a également fait l’objet de développements dans les denrées 

d’aquaculture. Xu et al. ont intégré MB et ses trois métabolites, azure A (AZA), azure B, azure 

C, à l’analyse des classiques MG, LMG, CV, LCV en réalisant une séparation par UHPLC (Xu 

et al., 2012). L'extraction était basée sur la procédure de Roybal et al, bien que le choix de 

l’adsorbant SPE ait été reconsidéré et optimisé (Roybal et al., 1995). En effet, MB et ses 

métabolites de type « azure » étaient trop fortement adsorbé sur les résines échangeuses fortes 

de cations de type MCX d’une part; et MG et LMG pas assez retenu sur résines échangeuses 

faible de cations de type WCX d’autre part. Une cartouche combinant une résine échangeuse 

de cations et une phase carbonée de type C8 (MCAX, Supelco) s'est avérée appropriée pour la 

purification de tous les résidus de colorant, afin d’atteindre des niveaux de détermination 

inférieurs à 0.50 µg/kg. 

 Vers des méthodes multi-familles et multi-classes 

Mais comme pour la tendance générale observée en matière d'analyse de résidus chimiques, des 

méthodes multi-familles de résidus de colorants et multi-classes de médicaments vétérinaires 

ont commencé à apparaître en 2008 (Tableau 7). Tarbin et al. ont mis au point une méthode 

quantitative multi-classes de résidus par LC-MS/MS chez le poisson pour les TAMs, les 

phénothiazines et quelques composés des classes du xanthène et de la phénoxazine (Tarbin et 

al., 2008). Cette méthode incluait les colorants à visée thérapeutique les plus courants et les 

plus efficaces utilisés en aquaculture (MG, CV, BG et MB) et élargissait la liste pour inclure 

d’autres colorants pouvant se substituer à ceux-ci dans leur effet thérapeutique tout en et évitant 
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leur détection lors des contrôles réglementaires. Ont été ainsi insérés notamment, PRRA, EV, 

VPBO, VBB, VBR, MB, NMB, RHG, NBA, AZB. De manière similaire aux autres procédures 

existantes, ces colorants ont été extraits de la chair de saumon en utilisant un mélange constitué 

d’un tampon d’acétate d’ammonium à pH 4,5, d’ACN et d’alumine, suivi d’une étape 

d’épuration des lipides de l’extrait avec du dichlorométhane, et enfin d’une opération 

d’oxydation avec le DDQ avant passage sur résine échangeuse de cations (SPE). Etant donné 

que les matières premières standards de leuco-métabolites ne sont disponibles que pour MG et 

CV, l’ajout d'un processus d'oxydation convertit les leuco-métabolites des colorants TAM et 

phénothiazines en leur composé parent chromique en vue d'une détection simplifiée.  

Reyns et al. ont par la suite entrepris d’améliorer cette méthode pour la détection de l’usage 

illégal de colorants en aquaculture (Reyns et al., 2014). Les 12 substances incluses 

comprenaient celles proposées par Tarbin et al., auxquelles s’ajoutait la RHB. La procédure 

d’extraction a été modifiée pour permettre une extraction adaptée à la chair d’anguille au moyen 

d’un mélange d’ACN et d’acétate de sodium suivie d’une élimination lipidique au 

dichlorométhane. L'étape d’oxydation a également été ajoutée pour convertir les métabolites de 

type leuco, suivie d’une double SPE d’abord sur résine polymérique à échange cationique faible 

(WCX) puis sur résine échangeuse forte de cations (MCX). Cette méthode a été validée sur la 

plage de concentrations allant de 0,25 à 1,0 µg/kg en utilisant une instrumentation de type 

UHPLC-MS/MS.  

Une méthode similaire mais étendue aux familles de colorants non thérapeutiques, celle de 

Amelin et al., proposa une combinaison de préparation d'échantillons simple et rapide avec 

l'identification simultanée de 22 colorants (TAMs, phénothiazines, acridines, soudans) dans les 

épices et les produits d’aquaculture (Amelin et al., 2017). Les colorants ont été déterminés par 

leurs masses exactes en haute résolution et quantifiés par ajouts dosés. Cette méthode a généré 

des niveaux de quantification très intéressants, inférieurs à 0.1 µg/kg pour les principaux 

colorants, mais n’est cependant pas une méthode de confirmation puisqu’elle ne rassemble pas 

suffisamment de critères d’identification recommandés dans la Décision 2002/657/CE (voir 

Chapitre 2.3). 
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Tableau 7 : Méthodes d’analyses des colorants dans les produits d’aquaculture avec détection par 

spectrométrie de masse 

Colorants 

analysés 

Matrice Préparation 

d'échantillons 

Méthode 

d'analyse 

Colonne Limites 

analytiques 

(LOD ou 

CC) 

Référence 

Méthodes de confirmation comprenant moins de 3 colorants (triarylméthanes) 

MG poisson 

chat 

acétate de 

sodium, HAH, p-

TSA, ACN, d-

SPE 

 Particle 

beam-LC-

MS 

 Ultracarb 

C18 

 20 µg/kg (Turnipsee

d et al., 

1995) 

CV, LCV poisson 

chat 

acétate 

d'ammonium, 

HAH, p-TSA, 

ACN 

LC-

APCI-MS 

SCD 100 

(5µm, 

250 × 4.6 

mm)  

SynChro

m 

< 1 pg (Doerge et 

al., 1996)  

MG, LMG poisson 

chat 

acétate 

d'ammonium 

HCl, acide p-

toluène 

sulfonique, ACN, 

SPE 

isotope 

dilution 

LC-

APCI-MS 

Prodigy 

ODS-3 (5 

µm, 4.6 × 

250 mm) 

Phenome

nex 

0.02 µg/kg 

(pour MG), 

0.5 µg/kg 

(LMG) 

(Doerge et 

al., 1998)  

MG, LMG poisson 

chat, 

anguille, 

truite, 

saumon, 

turbot, 

crevettes 

Tampon 

McIlvaine à pH 3 

puis pH 6, ACN, 

SPE cations 

(acide sulfonique) 

LC–

MS/MS 

Luna C18 

(3µm, 50 

× 2 mm) 

Phenome

nex Post 

colonne 

oxidation 

0.2 µg/kg (Bergwerff 

and 

Scherpeniss

e, 2003) 

MG, LMG truite acétate 

d'ammonium, 

HAH, p-TSA, 

ACN, CH2Cl2, 

SPE automatisée 

ASPEC (échange 

cations, acide 

sulfonique) 

LC-

MS/MS 

Chromsph

er 5B, 

Post 

colonne 

oxidation 

2.5 µg/kg 

(pour MG) 1 

µg/kg (pour 

LMG) 

(Halme et 

al., 2004) 

MG, LMG saumon, 

truite, 

panga, 

tilapia, 

perche 

McIlvaine buffer 

pH3, ACN, 

SPE(échange 

cations, acide 

sulfonique) 

LC-

MS/MS 

Luna C18 

(3µm,150 

× 2.0 

mm) 

Phenome

nex  

0.11 µg/kg 

(pour MG et 

pour LMG) 

(Scherpenis

se and 

Bergwerff, 

2005)  
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MG, LMG 

(convertit 

en MG) 

saumon Tampon acétate, 

ACN, oxidation 

DDQ 

LC-

APCI/MS 

YMC 

phenyl 3-

4-5  (3 

µm, 4.0 × 

50mm) 

Waters 

0.25 µg/kg (Turnipsee

d et al., 

2005)  

MG, LMG saumon, 

truite,  

tilapia, 

crevettes 

ACN acidifié, 

SPE en C18 

LC-

MS/MS 

Luna C18 

(5 µm, 

150 × 

2mm) 

Phenome

nex 

0.5 µg/kg (Van De 

Riet et al., 

2005) 

MG, LMG truite Tampon acétate, 

SPE automatisée 

ASPEC (échange 

cations, acide 

sulfonique)  

LC-

MS/MS 

Zorbax 

Eclipse 

XDB-C18  

(3.5 

µm,150 × 

2.1mm) 

Agilent 

Technolo

gies 

0.13 µg/kg 

(pour MG) 

0.16 µg/kg 

(pour LMG) 

(Halme et 

al., 2007) 

MG, LMG poisson 

chat, 

truite, 

tilapia, 

panga, 

saumon, 

crevettes 

Acétate 

d'ammonium, 

HAH,  ACN 

IT-LC-

MSn 

Alltima 

C18 (3 

µm, 4.6 × 

150 mm) 

Alltech 

0.25 µg/kg (Andersen 

et al., 2006) 

MG, LMG poisson 

rouge 

comestibl

e 

ACN acidifié, 

SPE échange 

cations (acide 

sulfonique) 

IT-LC-

MS-MS 

Beta-

basic C18 

( 5µm, 50 

× 2 mm) 

0.13 µg/kg 

(pour MG) 

0.06 µg/kg 

(pour LMG) 

(Lee et al., 

2006) 

MG, 

LMG, CV, 

LCV 

  acétate 

d'ammonium pH 

4.5, ACN, SPE 

échange cations 

(acide 

sulfonique), 

oxidation 

LC-

MS/MS 

Capcell 

PAK C18 

(5 µm, 

4.6 × 

250mm) 

1 µg/kg (Lee et al., 

2010) 

MG, 

LMG, CV, 

LCV 

carpe, 

anguille, 

saumon, 

crevette, 

crustacés 

Tampon Mc 

Illvaine, ACN, 

SPE échange 

cations MCX 

LC-

MS/MS, 

dilution 

isotopique

, 

oxidation 

post 

colonne  

(5 µm, 

2.0mm×1

50 mm), 

Shiseido 

entre 0.02 et 

0.04 µg/kg 

(Wu et al., 

2007)  
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MG, 

LMG, CV, 

LCV 

saumon Tampon Mc 

Illvaine pH 3, 

ACN, SPE 

échange cation 

MCX 

LC-

MS/MS 

C18 (3 

µm, 100 × 

2.0 mm) 

Phenome

nex 

0.17 (MG), 

0.15 (LMG), 

0.35 (CV) 

and 0.17 

(LCV) µg/kg 

(Dowling et 

al., 2007) 

MG, LMG saumon Tampon Mc 

Illvaine pH 4.5, 

ACN 

LC-

MS/MS, 

dilution 

isotopique 

Symmetry 

C18 (3.5 

µm, 75 × 

4.6mm) 

Waters 

2 µg/kg (Hall et al., 

2008) 

MG, LMG bar, truite, 

daurade et 

turbot 

hydroxylamine, 

ACN 

LC-

MS/MS 

Synergi 

MAX-RP 

(4 µm, 

150 × 2.0 

mm) 

Phenome

nex 

0.45-0.55 

µg/kg 

(Arroyo et 

al., 2009)  

MG, 

LMG, CV, 

LCV 

poisson 

chat 

Tampon Mc 

Illvaine pH 3, 

ACN, SPE 

échange cation 

LC-

MS/MS, 

oxidation 

post 

colonne 

Prodigy 

ODS-3 

C18 (3 

μm, 

100 mm× 

2.0 mm) 

Phenome

nex 

 0.5 µg/kg (Chen and 

Miao, 

2010) 

MG,LMG 

(convertit 

en MG) 

saumon Acétate 

d'ammonium, 

hydroxylamine,  

ACN, SPE 

dispersive, 

oxidation, MIP 

LC-

MS/MS 

Eclipse 

XDB-C8  

(5 µm, 

150 × 4.6 

mm) 

Agilent 

Technolo

gies 

3-20 ng/kg (Martínez 

Bueno et 

al., 2010)  

MG, 

LMG, CV, 

LCV 

saumon, 

crevette 

Extraction 

Accélérée par 

Solvant (ASE) 

avec tampon Mc 

Illvaine (pH 

3)/acetonitrile/hex

ane, p-TSA, 

TMPD, SPE 

MCX 

LC-

MS/MS 

Hypersil 

Gold C18 

(3.5 µm, 

150 × 2.1 

mm) 

Thermo 

0.005-0.012 

µg/kg 

(Tao et al., 

2011)  

MG, 

LMG, CV, 

LCV 

saumon, 

crevette 

Tampon citrate, 

ACN, NaCl, 

CH2Cl2, SPE SCX 

LC-MS-

MS 

C18 (5 

µm, 150 × 

2.0 mm) 

ACE, 

oxidation 

post 

colonne 

(PbO2) 

0.164-0.860 

µg/kg 

(Ascari et 

al., 2012) 
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CV, LCV saumon Méthode 1: 

acétate 

d'ammonium, 

ACN, oxidation, 

SPE SCX 

Méthode 2: 

tampon citrate, 

ACN, SPE SCX 

LC-

MS/MS 

Méthode 

1: 

Xbridge 

C18 (3.5 

µm,100 × 

2.1 mm), 

Waters 

Méthode 

2: 

HyPurity 

C18 (3 

µm, 50 × 

2.1 mm) 

Thermo 

2 µg/kg (Chan et 

al., 2012) 

MG, LMG tilapia ACN, acide 

acétique, 

Quechers: MgSO4 

anhydre, PSA 

LC-

MS/MS 

C18 

Xterra (5 

μm, 150 × 

2.1 mm) 

Waters 

0.25-0.38 

µg/kg 

(Hashimoto 

et al., 2012)  

 

Colorants 

analysés 

Matrice Préparation 

d'échantillons 

Méthode 

d'analyse 

Colonne Limites 

analytiques 

(LOD ou 

CC) 

Référence 

Méthodes de confirmation multi-colorants et multi-familles de colorants 

MG, LMG, 

CV, LCV, 

EV, PRRA, 

VBR, 

VPBO, MB, 

NMB, BG, 

VBB, RHG, 

AZB, NBA  

saumon acétate 

d'ammonium, 

ACN, Al2O3, 

acide 

formique, 

oxidation 

DDQ, SPE 

échange 

cations SCX 

LC-

MS/MS 

Xbridge 

C18 (3.5 

µm, 100 × 

2.1 mm) 

Waters 

1.1-14 µg/kg (Tarbin et al., 

1998) 

MG, LMG, 

CV, LCV, 

BG 

poisson 

chat 

acétate 

d'ammonium, 

HAH, p-TSA, 

ACN, 

Alumine, 

dichlorométha

ne, oxidation 

DDQ, SPE 

alumine+acide 

propylsulfoniq

ue 

IT-LC-

MSn 

YMC 

phenyl 3-

4-5 (3 

µm, 50 × 

4.0mm) 

0.07–0.24 

µg/kg 

(Andersen et 

al., 2009) 

MG, LMG, 

CV, LCV, 

BG 

truite, 

saumon, 

crevette 

acétate 

d'ammonium, 

HAH, ACN, 

sulfate de 

sodium 

anhydre 

LC-

MS/MS 

Symmetry 

C18 (3.5 

µm,100 × 

2.1 mm) 

Waters  

0.13-0.42 

µg/kg 

(Hurtaud-

Pessel et al., 

2011) 

(Hurtaud-

Pessel et al., 

2013)  
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MG, LMG, 

CV, LCV, 

MB, azure 

A azure B, 

azure C 

carpe acétate 

d'ammonium, 

ACN, 

dichlorométha

ne, SPE 

échange 

cations MCAX 

UPLC-

MS/MS 

Acquity 

BEH C18 

(1.7 µm, 

2.1 × 100 

mm) 

Waters 

0.15-0.30 

µg/kg 

(Xu et al., 

2012) 

MG, LMG, 

CV, BG 

saumon, 

truite, 

crevette 

Eau/ACN + 

acide 

formique, 

Quechers 

LC-

MS/MS 

Kinetex 

C18 (2.6 

μm, 50 × 

2.1 mm)  

Phenome

nex 

0.37-0.92 

µg/kg 

(López-

Gutiérrez et 

al., 2013) 

MG, LMG, 

CV, LCV, 

BG 

truite ACN, acide 

acétique 

LC-

MS/MS 

Inertsil 

ODS-4 (3 

µm, 50 × 

2.1 mm) 

GL 

Sciences  

0.17-0.43 

µg/kg 

(Kaplan et 

al., 2014) 

MG, LMG, 

CV, LCV, 

EV, PRRA, 

VBR, 

VPBO, MB, 

NMB, BG, 

VBB, RHG, 

RHB, AZB, 

NBA  

tissus de 

poissons

, 

anguille 

ACN, acétate 

de sodium, 

oxydation 

DDQ, SPE 

CBA et 

échange d'ions 

SCX 

LC-

MS/MS 

Acquity 

UPLC 

BEH C18  

(1.7 µm, 

2.1 × 100 

mm)  

Waters 

<1 µg/kg (Reyns et al., 

2014) 

MG, LMG, 

CV, LCV, 

BG 

saumon, 

poisson 

chat, 

tilapia, 

crevette 

acétate 

d'ammonium, 

HAH, ACN, 

sulfate de 

sodium 

anhydre 

LC-

MS/MS 

Symmetry 

C18 (3.5 

µm,100 × 

2.1 mm) 

Waters  

0.05-0.24 

µg/kg 

(Andersen et 

al., 2015) 

MG, LMV, 

CV, LCV, 

BG, LBG, 

MB, leuco 

MB, methyl 

violet, 

azure A, B, 

C, 

acriflavine, 

acridine 

yellow, 

dimethyl 

yellow, 

methyl red, 

para red, 

sudan I, II, 

crevette, 

truite, 

saumon, 

carpe, 

maquere

au, 

caviar, 

écreviss

e 

ACN, eau, 

dilution 

LC-Q-

TOF-MS 

Acclaim 

120 C18 

(2.2 μm, 

150 × 2.1 

mm) 

Thermo 

Scientific 

0.01-0.4 

µg/kg 

(Amelin et 

al., 2017) 
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III, IV, 

chrysoïdine 

MG, LMG, 

CV, LCV, 

BG, LBG 

bar, 

daurade, 

maquere

au, 

saumon 

HAH, ACN, 

tampon citrate, 

SPE dispersive 

Quechers 

LC-Q-

exactive-

HRMS 

Hypersil 

Gold C18 

reversed-

phase 

UHPLC 

column 

(1.9 μm, 

50 × 

2.1mm) 

Thermo 

Scientific 

0.55-0.62 

μg/kg 

(Giaccone et 

al., 2018) 

MG, LMG, 

CV, LCV, 

EV, PRRA, 

VBR, 

VPBO, MB, 

NMB, BG, 

VBB, RHG, 

RHB, AZB, 

NBA  

truite, 

saumon, 

crevette 

ACN, MgSO4, 

oxydation 

DDQ 

LC-

MS/MS 

Kinetex 

C18 (2.6 

µm, 100 × 

2.1 mm) 

Phenome

nex  

0.02-0.42 

µg/kg 

(Dubreil et 

al., 2019) 

 

Composés 

analysés 

Matrice Préparation 

d'échantillons 

Méthode 

d'analyse 

Colonne Limites 

analytiques 

(LOD ou 

CC) 

Référe

nce 

Méthodes multi-familles comprenant des colorants et d’autres Rés. Méd. Vét. 

antibiotiques 

(enrofloxacin, 

acide oxolinique, 

flumequine, 

erythromycine) ; 

fongicides (MG, 

LMG) et 

parasiticide 

(emamectine 

benzoate) 

saumon ACN, acide 

acétique, 

NaCl, SPE 

dispersive 

LC-TOF-

MS 

Zorbax 

SB-C18 

(5 µm, 3 

× 250 

mm)  

Agilent 

Technolo

gies 

8 (MG) - 38 

µg/kg 

(LMG) 

(Herna

ndo et 

al., 

2006)  

38 composés de 

classes différentes 

(quinolones, 

macrolides, 

imidazoles, 

sulfamides, 

tétracyclines, 

betalactamines, 

amphenicols) et 

colorants (MG, 

LMG) 

truite, 

saumon, 

poisson 

chat, 

tilapia 

ACN, hexane LC-IT-

MS 

Phenyl S-

3, (3µm, 

4.0 × 

50mm) 

YMC  

10-1000 

µg/kg 

(Smith 

et al., 

2009)  
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Chorure de 

benzalkonium, 

ethoxyquine, 

mebendazole, 

sulfadiazine, 

sulfadimethoxine, 

sulfamethazine, 

sulfamethizole, 

sulfanilamide, 

sulfapyridine, 

sulfathiazole, 

trimethoprime, et 

MG, LMG 

 

crevette ACN, 

Quechers 

LC-TOF-

MS 

RR 

Zorbax 

Eclipse 

XDB-C18 

(1.8 µm, 

50 × 

4.6mm) 

Agilent 

Technolo

gies 

0.06 (MG)-

0.6 µg/kg 

(LMG) 

(Villar

-

Pulido 

et al., 

2011) 

 

13 sulfamides, 

trimethoprime, 3 

fluoroquinolones, 

3 quinolones, 1 

hormone, et 

colorants : MG, 

LMG, CV, LCV, 

BG 

poisson 

chat, 

anguille, 

poisson 

panga, 

charbonni

er, tilapia, 

poisson 

swai, 

saumon, 

truite, 

crevette 

Tampon 

EDTA-

McIlvaine, 

ACN, p-TSA, 

TMPD 

LC-

MS/MS 

ODS-AQ 

(3 µm, 2 

× 100 

mm) 

YMC  

0.097-0.451 

µg/kg 

(Store

y et 

al., 

2014) 

chloramphenicol, 

MG, LMG,  

nitrofuranes 

(metabolites),+76 

herbicides 

 Coquilla

ges 

(moules, 

huitres) 

 ACN, n-

hexane, pour 

nitrofuranes: 

LLE+dérivatis

ation  

 LC-

MS/MS 

 Non 

donné 

 <0.5 µg/kg (Chan

g et 

al., 

2016)  

80 Vet Drugs de 

12 familles 

incluant 

benzimidazoles, 

β-lactamines, 

lincosamides, 

macrolides, 

nitroimidazoles, 

quinolones, 

sulfamides et 

trimethoprime, 

tetracyclines, 

triarylméthanes, 

amphénicols, 

estrogènes non-

stéroïdiens et 

hormones 

stéroïdiennes 

 

 Oplegnat

hus 

punctatus 

(poissons 

marins) 

ACN, MeOH, 

acide acétique, 

EDTA 

 LC-Q-

exactive 

HRMS 

 Acquity 

UPLC 

BEH C18 

(100 × 2.1 

mm, 1.7 

µm) 

Waters 

 1.91-

1001.13 

µg/kg 

(Zhao 

et al., 

2017)  
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Confirmation: 

16 sulfamides, 

2 tetracyclines, 

11 

(fluoro)quinolone

s, 7 

nitroimidazoles, 

3 amphenicols, 

5 steroïdes, and 3 

stilbènes 

Screening:5 

colornats 

triphénylmethane, 

2 sulfamides, 2 

tetracyclines, et 1 

amphenicol 

 

 saumon 

(poisson 

gras), 

tilapia 

(poisson 

maigre), 

crevettes 

(crustacés

) 

 ACN, acide 

formique 

 LC-

MS/MS 

Waters 

(50 × 2.1 

mm, 1.7 

μm) HSS 

T3 UPLC 

 0.1 µg/kg (Gibbs 

et al., 

2018)  

VDs incluant 

quinolones, 

fluoroquinolones, 

avermectines, 

triarylméthanes,   

aminopénicillines 

 

Poisson 

chat, 

truite, 

saumon, 

anguille, 

croasseur 

jaune, 

tilapia 

 acide p-

toluène 

sulfonique,  

acide acétique, 

ACN, SPE 

 LC-Q-

exactive 

HRMS 

Ascentis 

Express 

C18 

(7.5 cm × 

2.1 mm, 

2.7 μm) 

Supelco 

 1-200 µg/kg (Turni

pseed 

et al., 

2018)  

sulfamides, 

tetracyclines, 

quinolones,  MG 

 huître, 

pétoncle, 

calmar, 

seiche 

 ACN, acide 

acétique, 

Quechers 

 UHPLC-

MS/MS 

 ACQUIT

Y UPLC 

BEH 

 <0.8 µg/kg (Chen 

et al., 

2019)  

21 substances 

interdites incluant 

nitroimidazoles, 

nitrofuranes, 

triaryméthanes, 

chloramphenicol 

saumon, 

truite, 

crevette 

HCl, 

dérivatisation 

(nitrobenzaldé

hyde), 

K2HPO4, 

isohexane, 

NaCl, EtOAc, 

ACN, MgSO4 

LC-

MS/MS 

Symmetry 

C18 

analytical 

column (5 

μm, 100 × 

2.1 mm) 

Waters 

0.067-1.655 

µg/kg 

(Chen 

et al., 

2020) 

 

 

2.2.4 La HRMS au service de la détection de multi-classes de résidus  

Les méthodes multi-classes d’analyse de résidus de médicaments vétérinaires ont connu un 

véritable essor avec l’apparition et le développement des technologies de haute résolution en 

masse : HRMS. L'analyse multi-résidus de médicaments vétérinaires à l'état de traces dans des 

matrices telles que les poissons et fruits de mer est une tâche ardue compte tenu de la complexité 

inhérente de la matrice (types de chair différents, taux de lipides variables selon les espèces et 

la nourriture, peau élastique). Grâce à sa sélectivité, la HRMS a permis le franchissement d’une 

nouvelle étape afin d’élargir le champ des analytes et contrer les restrictions inhérentes aux 
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processus de traitement et de purification des échantillons nécessaires, bien souvent fastidieux 

et onéreux.   

 Des méthodes d’extraction plus simples 

Aussi, la plupart de ces méthodes basées sur la détection par HRMS ont été conçues avec une 

première étape d’extraction simplifiée proposant un solvant polyvalent, suivi d’une étape de 

SPE dispersive (Tableau 7). Smith et al proposent par exemple une simple extraction avec de 

l’ACN et de l’hexane pour cribler et confirmer 38 composés appartenant à diverses classes de 

médicaments (quinolones et fluoroquinolones, macrolides, MG, et la plupart des imidazoles 

dans quatre espèces de poissons (truite, saumon, poisson-chat et tilapia) (Smith et al., 2009). 

 Plusieurs auteurs ont intégré la technique dispersive communément appelée « Quechers » à 

leur extraction de composés multi-familles (Villar-Pulido et al., 2011; Chang et al., 2016; Zhao 

et al., 2017; Chen et al., 2019). Les méthodes d’analyse basées sur la détection par HRMS 

balayent désormais un grand nombre de familles sans pour autant faire un important compromis 

sur la sensibilité de la détection. Villar Pulido et al. ont présenté un screening quantitatif par 

LC-TOF-MS mis au point pour le dosage quantitatif simultané dans les crevettes de résidus 

d'antibiotiques et autres types de médicaments vétérinaires, ainsi que le couple MG et LMG. 

Les limites analytiques de détection « LOD » atteintes étaient de 0.06 µg/kg pour MG et  

0.6 µg/kg pour LMG (Villar-Pulido et al., 2011).  

Une méthode de criblage par LC-Orbitrap-HRMS pour la détection et l’identification des 

médicaments vétérinaires comprenant des quinolones, des fluoroquinolones, des avermectines, 

des colorants et des pénicillines a été comparée à des méthodes officielles pour le dosage de ces 

résidus dans les poissons (Turnipseed et al., 2018). Les quantités des composés parents de 

colorants (BG, MG et CV) trouvées par dépistage HRMS sur échantillons de saumon étaient 

dans l’ensemble similaires à celles quantifiées par la méthode officielle ; pour la truite des 

valeurs légèrement inférieures ont été estimées. CV n'a pas été détecté par la méthode HRMS, 

cependant à des concentrations très faibles de l’ordre de 0,1 µg/kg.  

 Des méthodes souvent applicables pour le dépistage  

De par leur grande capacité de détection moléculaire en mode full scan, où la totalité des 

signaux spectrométriques peuvent être acquis sur une gamme de masse donnée, ces méthodes 

sont particulièrement adaptées au dépistage qualitatif ou (semi-)quantitatif des médicaments, 

sans aller jusqu’à leur confirmation. Une méthode peut être intentionnellement développée à 



Partie I : synthèse bibliographique 

 

76  

 

des fins de dépistage, soit parfois la méthode validée manque d’un certain nombre de point 

d’identifications nécessaires (manque de résolution en masse, précision trop élevée, ions 

diagnostiques insuffisants), en particulier pour la confirmation de colorants pouvant être 

présents à l’état d’ultra-traces (voir Chapitre 2.3). Hernando et al. ont cependant présenté une 

méthode LC-TOF-MS mise au point pour la confirmation simultanée par une mesure de masse 

précise et par une détermination quantitative d'antibiotiques, de fongicides (MG, LMG) et 

d’antiparasitaires dans la partie comestible du saumon (Hernando et al., 2006). La confirmation 

a été assurée grâce à la possibilité offerte par l’instrument HRMS d’appliquer différentes 

énergies de collision. Pour les composés non autorisés (MG et LMG), les limites de détection 

atteignaient 2 µg/kg et 1 µg/kg respectivement, mais dépassaient la limite de performance 

minimale requise (LPMR) prescrite dans la législation européenne et qui était fixée à cette 

époque pour la somme de MG et LMG à 2 µg/kg. Les critères de confirmation nécessaires 

seront spécifiés dans le paragraphe suivant consacré aux critères et performances de validation 

des méthodes d’analyses de résidus de médicaments vétérinaires.  

Ces méthodes de dépistage, incluant des médicaments autorisés et d’autres interdits, sont 

néanmoins performantes, car elles livrent des résultats de mesures d’exposition et répondent 

alors à des problématiques sanitaires particulières ou à des enquêtes épidémiologiques. Ainsi, 

dans le cadre de l’application d’une méthode par LC-Orbitrap-HRMS incluant 80 

médicaments vétérinaires, dont les TAMs, recherchés chez une espèce aquacole importante en 

Chine, Oplegnathus punctatus, 42 échantillons comprenant des palourdes d’eau de mer, des 

palourdes d'eau douce et des huîtres, ont été collectés et passés au crible analytique dans des 

fermes aquacoles et dans des zones de production à Taïwan en 2012 (Chang et al., 2016). Aucun 

résidu de MG et LMG n’ont été détectés à des limites de quantification entre 0.25 et 0.5 µg/kg. 

2.3 Performances et validation des méthodes d’analyse de résidus 

de substances interdites telles que les colorants 

Le développement d’une méthode d’analyse de résidus de substances interdites va mener à 

l’évaluation de sa fiabilité avant toute utilisation en routine, afin de ne pas passer à côté de 

l’identification de la substance potentiellement dangereuse lors de sa recherche d’une part, et 

afin de maitriser le risque lié à la valeur quantitative annoncée d’autre part. L’exercice de 

validation est défini comme « la confirmation par examen et l’apport de preuves objectives du 

fait que les prescriptions particulières en vue d’une application prévue déterminée sont 

remplie» (ISO 17025:2017) (ISO/IEC, 2005). Elle permet d’établir, par une série d’études 
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expérimentales, que les performances de la méthode vont satisfaire aux critères spécifiés dans 

des textes de référence.  Ces critères exigés pour l’application de la méthode dans des conditions 

données (règlementation du contrôle officiel par exemple). Les critères de performance sont 

exprimés en termes de caractéristiques analytiques. La validation d’une méthode de chimie 

analytique quantitative passe par l’estimation de l’erreur de justesse, ou biais systématique, et 

de l’erreur aléatoire ou précision de mesure, qu’il faut combiner pour vérifier si la méthode 

remplit les objectifs qui lui ont été assignés.  

Dans le domaine du contrôle de résidus chimiques dans les aliments, des efforts importants ont 

été consacrés à la définition de critères de validation, donnant ainsi lieu à des documents de 

référence ayant pour objectif de définir les exigences de validation des méthodes. Dans l'UE, la 

Décision 2002/657/CE (Commission Européenne, 2002a) est un document règlementaire 

essentiel en ce qui concerne les exigences applicables aux techniques de séparation et de 

détection et à la validation des méthodes d'analyse utilisées pour le contrôle des résidus de 

médicaments vétérinaires. Il comprend des définitions et des recommandations sur la manière 

d’évaluer la justesse, la récupération, la répétabilité, la robustesse et d’autres caractéristiques 

de performance comme les limites analytiques.  

Le type de méthode et le but recherché en contrôle déterminent les caractéristiques de 

performance analytique à évaluer. L’approche de validation qui est proposée dans cette 

décision est une approche caractéristique par caractéristique. D’autres approches de validation 

existent notamment celle présentant la validation selon un profil d’exactitude aussi appelée 

« approche globale ». Celle-ci s’applique notamment dans le domaine pharmaceutique (Hubert 

et al., 2004; Hubert et al., 2007a; Hubert et al., 2007b). Pour les méthodes de confirmation de 

résidus de substances vétérinaires interdites, les caractéristiques de validation requises (Figure 

19) sont : 

 les critères d'identification,  

- temps de rétention absolu et/ou relatif 

- rapport signal/bruit de fond 

- intensité ionique relative appelée aussi tolérance entre transitions ioniques (pour les 

techniques par détection MS uniquement) 

 les critères de quantification, 

- la spécificité, 

- la plage de linéarité de la calibration, 
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- la fidélité (répétabilité et reproductibilité à minima au sein du laboratoire),  

- la justesse,  

- l’effet matrice, 

- les conditions de stabilité des résidus en solution standard et dans la matrice 

biologique, 

 les limites analytiques : la limite de décision (CCα) et la capacité de détection (CCβ). 

 

Figure 19 : Critères de performances à évaluer dans le cas de la validation d’une méthode de confirmation 

de résidus de substances interdites dans les denrées alimentaires. 

Dans notre étude, l’exercice de validation a été réalisé selon le Guide interne de l’Anses 

Fougères dédié aux méthodes analytiques de confirmation utilisant la LC-MS/MS. Il est basé 

sur la Décision de la Commission Européenne Européenne 2002/657/CE et sur la norme ISO 

17025 :2017 (Commission Européenne, 2002a; ISO/IEC, 2005). Ce guide s’applique au 

domaine de l’analyse des résidus de médicaments vétérinaires et autres substances actives dans 

le cadre du contrôle réglementaire dans les denrées d’origine animale. Il traite donc également 

des molécules interdites telles que les colorants. Les différentes caractéristiques définies lors 

d’une validation sont explicitées dans ce chapitre, et font l’objet d’une illustration ou d’une 

explicitation particulière pour les substances interdites lorsqu’il y a lieu. De plus, la Décision 

2002/657/CE connait actuellement une phase de révision et de mise à jour réglementaire suite 

aux évolutions du contrôle officiel européen décrites dans le règlement 2017/625/UE. Elle sera 

très prochainement remplacée par un nouveau document pour l’instant désigné sous le terme 

SANTE 2018-11188, dans lequel certains critères de performances évolueraient. Les points 
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importants concernant cette révision sont succinctement abordés dans les 2 paragraphes 

suivants.  

2.3.1 L’Identification primordiale des substances interdites 

 Les Points d’identifications et transitions ioniques relatives   

La Décision 2002/657/CE définit des exigences primordiales pour les méthodes de 

confirmation avec détection par spectrométrie de masse, en introduisant le concept de points 

d’identification (IP) et en définissant des critères pour les intensités ioniques. Au cours de 

l'analyse de confirmation, un nombre spécifique de IP doit être collecté. Pour confirmer 

l'identité univoque des substances non 

autorisées, illégales, ou interdites - 

communément appelées substances du 

groupe A - un minimum de 4 IP est requis. 

Pour confirmer l'identité des substances 

vétérinaires autorisées répertoriées dans le groupe B, un minimum de 3 IP est requis. Le nombre 

d'IP gagnés par une analyse spécifique dépend de la technique utilisée et principalement de la 

spécificité des signaux générés par la technique analytique utilisée; Pour toutes ces raisons, la 

chromatographie couplée à la spectrométrie de masse est souvent préférée voire inévitable dans 

le cas des substances interdites. La confirmation de l’identité univoque des colorants est ainsi 

réalisée très souvent par LC-MS/MS, en détectant deux transitions dites MRM (Multiple 

Reaction Monitoring) par analyte. Elles sont nécessaires pour atteindre un haut degré 

d’identification. Cela se traduit par un nombre suffisant de IP, c’est-à-dire 5 IP pour la technique 

LC-MS/MS en référence au tableau 5 de la Décision 2002/657/CE. Ce nombre de IP devrait 

être inchangé dans la future règlementation SANTE-2018-11188. Lors de la sélection des 

transitions MRM, l’ion moléculaire (pseudo-moléculaire) doit être de préférence l’un des ions 

diagnostiques sélectionnés. Peuvent être retenus l’ion moléculaire, ses adduits caractéristiques, 

ses ions fragments caractéristiques et tous leurs isotopes).  

De ce fait, il en découle un critère applicable basé sur l’intensité ionique relative. Les intensités 

relatives des ions détectés, par exemple en mode MRM, exprimées comme le pourcentage de 

l'intensité de l'ion le plus intense ou de la transition la plus intense, doivent correspondre à celles 

de l'analyte standard (soit en solution, soit dans des supplémentés, à des concentrations 

comparables), avec des tolérances indiquées dans la réglementation. Ces tolérances sont 

identiques pour les molécules autorisées ou non. Une seule tolérance fixée à +/- 30 % devrait 
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remplacer les quatre plages issues du tableau 4 de la Décision 2002/657/CE (Tolérances 

maximales admissibles pour les intensités ioniques relatives dans un ensemble de techniques 

de spectrométrie de masse). Ce nouveau seuil unique fixé à 30 % est cependant toujours en 

discussion car si l’on prend l’exemple de la détection de colorants à des concentrations 

inférieures à 0.1 µg/kg avec les instruments disponibles dans le commerce actuellement, il est 

certain que les intensités très faibles des ions à cette concentration subiront également une assez 

grande variabilité, et aboutiront à des intensités ioniques relatives hors seuil de tolérance. Il 

pourrait en résulter des cas d’échantillons non confirmés au seuil de tolérance de 30 % et donc 

jugés conformes à tort (échantillons faux négatifs). 

 Les temps de rétention relatifs : 

Un temps de rétention (TR) relatif correspond au temps de rétention de l’analyte comparé à 

celui du standard interne. Ce critère applicable à la séparation chromatographique repose sur 

l’écart en % entre le TR relatif de l’échantillon à analyser et le temps de rétention relatif moyen 

du standard de calibration analysé soit dans la matrice biologique d’intérêt, soit dans une 

solution aqueuse dite standard.  Cet écart doit être inférieur à 2,5 % et devrait être remplacé 

selon le nouveau document SANTE 2018-11188 par une recommandation d’écart fixée à 1 %.  

 Le Signal sur bruit (S/N) : 

Le S/N est déterminé en examinant les chromatogrammes des échantillons dits blancs c’est-à-

dire échantillons exempts de l’analyte concerné au temps de rétention de ce dernier ainsi que 

les chromatogrammes des échantillons positifs (nommés standards de validation lors de la 

validation). Ce critère mesuré comme le rapport du signal de l’analyte dans l’échantillon positif 

et dans l’échantillon blanc intervient pour évaluer la spécificité de l’analyse. La spécificité 

s’interprète comme la vérification que le signal mesuré provient uniquement de l’analyte. Elle 

est démontrée à partir de l’examen des chromatogrammes de solutions standards et de matrices 

blanches ; L’examen des matrices blanches et de la valeur du bruit de fond est d’ailleurs très 

importante dans le cas spécifique de la détection des colorants car ces derniers sont 

électrostatiques et peuvent engendrer des contaminations (verrerie, chaine LC etc). Celles-ci 

apportent parfois un très faible bruit de fond qui pourra être interprété comme un signal (résultat 

faux positif). D’autant plus que la règlementation pour la déclaration de la présence avérée d’un 

signal stipule que le rapport S/N pour chaque transition diagnostique doit être supérieure à 

un coefficient de 3. 
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2.3.2 L’importance d’une quantification suffisamment exacte 

 La détermination de l’étalonnage et de la plage de linéarité 

L'étalonnage aussi appelé calibration, est la base de la quantification des analytes dans un 

échantillon biologique. Il est, par conséquent, d'une grande importance pour l'obtention de 

résultats fidèles. La méthode de quantification la plus simple consiste à utiliser une courbe de 

calibration dite externe c’est-à-dire obtenue à partir d'une série de solutions standard croissantes 

en concentration de l'analyte dans un solvant. Ce principe est cependant rarement utilisé, car 

l’influence des effets de matrice sur le signal analytique peuvent alors conduire à des résultats 

peu fiables si l’on compare à des calibrants externes ne subissant pas ces mêmes effets. 

 La quantification par spectrométrie de masse de colorants dans des matrices biologiques 

complexes et variées se traite donc principalement par une procédure de calibration réalisée 

dans la matrice. Pour ce faire, la gamme d’étalons est préparée à partir d’échantillons simulés. 

Ceci permet de compenser les effets de matrices qui s’appliquent de façon uniforme à 

l’échantillon contrôlé comme à la gamme de calibration. Cette approche est parfaitement 

valable si la variation entre des échantillons d'origines différentes est faible; c'est généralement 

le cas pour des échantillons de la même espèce (exemple : crevettes), mais pas pour des 

échantillons d’espèces différentes en raison de compositions biochimiques différentes d’une 

espèce animale à une autre (teneurs en lipides, protéines, hydriques, ...). Par conséquent, la 

fiabilité de l’étalonnage repose sur l’utilisation d’un matériau représentatif de chaque type 

d’échantillon à contrôler (par exemple, saumon, truite, crevette), auquel différentes quantités 

connues de l’analyte sont ajoutées. Une courbe d'étalonnage est alors valable pour tous les 

échantillons de la même espèce animale.  

Pour le dosage des résidus, les courbes de calibration doivent comprendre au minimum 5 points 

et il est préférable que ces points soient équidistants. La plage de calibration doit également être 

spécifiée. Elle est généralement peu étendue dans le cas des résidus et doit comprendre le 

calibrant « zéro » exempt d’analyte ; Par exemple une gamme proposée sur la plage de 0.5 à 2 

µg/kg pour les colorants implique la série de calibration suivante : 0.0 / 0.5 / 1.0 / 1.5 / 2.0 / 2.5 

µg/kg. Du fait de plages de calibration réduites entrainant peu d’hétéroscédasticité, le modèle 

de régression linéaire est très souvent adapté à l’usage. 
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 L’évaluation de la fidélité et de la justesse 

La fidélité et la justesse d’une méthode d’analyse sont deux concepts liés se rapportant à la 

proximité entre la valeur de référence acceptée et le résultat du test (précision) ou la valeur 

moyenne d'une grande série de résultats de test (justesse); l’exactitude inclut la justesse et la 

précision (ISO, 1994). La Décision 2002/657/CE définit en matière de précision et de justesse 

des exigences minimales auxquelles doivent satisfaire les méthodes quantitatives.  

Le critère de précision, basé sur l'équation d'Horwitz, recommande une valeur limite de 30 % 

pour la reproductibilité inter-laboratoire des concentrations lorsqu’elles sont estimées en 

dessous de 10 µg/kg et une valeur limite de 15 à 20 % dans des conditions de répétabilité (1/2 

à 2/3 de la reproductibilité inter-laboratoire) (Horwitz et al., 1980). Il est à noter que la précision 

est très souvent nettement améliorée lors de l’utilisation d’un standard interne marqué 

isotopique, souvent par le deutérium ou le C13. Ce n’est malheureusement pas le cas de tous les 

colorants car certains n’en possèdent pas et les résultats associés sont alors corrigés par un 

standard interne reposant sur un autre colorant analogue.  

Les résultats de validation de la justesse obtenus à partir de matériaux de référence certifiés 

(MRC) sont considérés comme plus fiables que ceux obtenus à partir d'échantillons enrichis 

(ou supplémentés), et sont par conséquent recommandés.  Dans le cas des colorants, il n’existe 

pas de MRC. La justesse de la méthode pour chaque colorant doit alors être évaluée à partir des 

expériences de validation reproduites sur des standards de validation, supplémentés dans la 

matrice et simulant ainsi des échantillons terrain. Pour des concentrations inférieures à 1 µg/kg 

par exemple, il est recommandé que la justesse de la mesure se situe entre -50 % et +20 % de 

la mesure vraie attendue. Des modifications devraient avoir lieu dans le nouveau règlement sur 

les plages d’acceptabilité au-delà de 1 µg/kg (Tableau 8) 

Tableau 8 : Justesse minimale des méthodes quantitatives 

Fraction pondérale Plage d’acceptabilité 

2002/657 

Plage d’acceptabilité proposée 

dans le 

futur règlement SANTE 2018-

11188 

≤ 1 µg/kg -50 % to + 20 % -50 % to + 20 % 

> 1 µg/kg to 10 µg/kg -30 % to + 10 % -30 % to + 20 % 

≥ 10 µg/kg -20 % to + 10 % -20 % to + 20 % 
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 Le calcul des limites analytiques 

La capacité de détection (CCβ) et la limite de décision (CCα) (Figure 20) sont deux limites 

analytiques ou encore appelées Concentrations Critiques qui ont remplacé les limites de 

détection et de quantification, respectivement. Le CCα est défini comme la limite statistique à 

partir de laquelle un échantillon est considéré non conforme au regard de la limite règlementaire 

imposée, avec une probabilité d'erreur  fixée à 1 % pour les substances interdites (étant le 

risque de générer un faux résultat non conforme, c’est-à-dire la probabilité d’annoncer un 

résultat non-conforme alors qu’il est conforme, il est communément associé à un risque pour 

« l’éleveur » ou pour le « producteur » de l’aliment contrôlé). Le CCα constitue une limite 

cruciale pour les méthodes de confirmation. Ces 2 limites basées sur des lois statistiques (loi de 

Poisson ou loi de Gauss) présentent l’avantage d’inclure les incertitudes de mesure de 

l’analyse faites autour de la limite règlementaire de conformité. Elles suffisent à l’évaluation 

de l’incertitude de mesure dans les contrôles officiels. Une autre méthode consiste à estimer 

l’incertitude de mesure étendue à deux fois la reproductibilité intralaboratoire de la méthode 

analytique (JCGM, 2008). Le CCβ est défini comme la plus petite quantité de substance pouvant 

être détectée et / ou quantifiée dans un échantillon, avec une probabilité d'erreur β (risque de 

générer un résultat faux conforme qui est associé à un risque pour le « consommateur »), il est 

fixé à 1 % pour les substances interdites, 5 % pour les substances autorisées à LMR du groupe 

B. C'est une caractéristique importante pour définir la capacité des méthodes de dépistage. 

 

Figure 20 : Représentation graphique du CCα et du CCβ pour les substances non autorisées. Source : 

Décision 2002/657/CE 
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Selon la Décision 2002/657 de la Commission Européenne, deux approches différentes peuvent 

être utilisées pour calculer le CCα pour les substances interdites: la procédure basée sur la 

courbe d'étalonnage selon l’ISO 11843, procédure indiquée et appliquée dans le Guide interne 

de validation de notre laboratoire, et la procédure basée sur le signal recueilli dans la matrice 

témoin, c’est-à-dire exempte de contamination. Le CCβ est alors estimé à partir de l'écart type 

analytique, obtenu au niveau du CCα (CCα + 2,33 s). Par la procédure de la courbe d'étalonnage, 

les matrices témoin sont supplémentées à différentes concentrations autour du niveau de 

performance minimum requis (par exemple le RPA) et les signaux sont tracés en fonction de la 

concentration ajoutée; On calcule alors le CCα comme la concentration obtenue par régression 

à l’ordonnée à l'origine plus 2,33 fois son écart-type, en supposant que la fonction d'étalonnage 

puisse être extrapolée linéairement jusqu’à l'axe des y. Cette hypothèse est parfois discutée, en 

particulier si le CCα calculé est au final par extrapolation très inférieur à la concentration la 

plus faible dans l’étalonnage. Les différents modes de calculs sont actuellement en cours de 

discussion dans le cadre des évolutions règlementaires. Il devrait probablement apparaitre une 

3ème alternative, excluant toute extrapolation et basée sur la concentration la plus faible dans 

l’étalonnage, le LCL ou « Lowest Calibration Level ».  

 Des effets matrice maitrisés 

L’effet matrice correspond à la différence de réponse analytique entre un standard de la 

substance dissoute dans le solvant et un standard extrait de la matrice biologique (et souvent 

enrichi après extraction par reconcentration et nettoyage). Cet effet matrice est estimé soit sans 

correction à l'aide d'un standard interne (on parle d’effet de matrice absolu), soit avec correction 

à l'aide d'un standard interne (il est question alors d’effet matrice relatif). Il peut être évalué 

pendant le développement de la méthode ou bien lors de la validation, et estimé pour chaque 

espèce biologique. Le nouveau règlement stipule que l’effet matrice doit systématiquement être 

évalué sauf si une gamme de calibration réalisée directement dans la matrice est effectuée et/ou 

si une correction est appliquée au moyen d’un standard interne adapté. 

 La connaissance de la stabilité 

La connaissance de la stabilité de l’analyte dans sa solution standard de stockage et dans la 

matrice de l’échantillon positif le contenant est une donnée essentielle. La stabilité de l’analyte 

dans un tissu biologique va dépendre des conditions de stockage (de même qu’en solution), de 

ses propriétés chimiques, de la matrice biologique et du récipient de stockage. La procédure 

d’évaluation de la stabilité doit en premier lieu comprendre une étude de l'analyte conservé dans 
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une solution standard dite solution mère, et stockée à -20°C par exemple. Idéalement, l’étude 

de stabilité doit permettre d’évaluer le maintien des analytes aux différents stades du protocole 

d’analyse : au cours du prélèvement et de la manipulation des échantillons, après un stockage 

à long terme (congelé à la température de stockage prévue, très souvent -20°C), après un 

stockage à court terme (sur une paillasse, à la température ambiante), et après des cycles de 

congélation et de décongélation s’il est prévu de manipuler l’échantillon à plusieurs reprises. 

Les conditions utilisées dans les expériences de stabilité doivent refléter les situations 

susceptibles de se produire lors de la manipulation et de l'analyse des échantillons.  

La stabilité de la méthode, de même que la robustesse, sont des caractéristiques de la méthode 

qui sont systématiquement abordées pour partie tout au long du développement analytique. 

Mais elles ne font généralement pas l’objet d’un projet de validation en tant que tel. Nous avons 

néanmoins envisagé qu’une étude de stabilité plus poussée soit réalisée si la méthode d’analyse 

multi-familles de colorants doit être retenue comme méthode officielle dans le futur. 
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3 Données d’occurrence associées des 

colorants dans les poissons d’élevage et 

perspectives de recherche 

Les principes de la Loi Européenne sur l’alimentation (European Food Law), ainsi que ceux 

des règlements fixés aux Etats-Unis, au Canada ou encore au Japon, déterminent les principes 

fondamentaux de surveillance et de conditions d’importations, afin de préserver les ressources, 

notamment de produits de la mer, et de répondre aux fortes attentes des citoyens en matière de 

sécurité et de qualité de leurs aliments (Commission Européenne, 2020). 

A ces fins, des programmes de surveillance et d’inspection des produits de la mer ont été mis 

en place dans le monde entier depuis plus de 20 ans afin de favoriser le libre-échange et les 

importations de façon fiable et sécuritaire. Ainsi, les organismes de réglementation et les 

administrations des pays importateurs sont responsables de l'inspection de la production 

nationale de poisson d'élevage et des produits aquacoles importés. La teneur en résidus de 

médicaments vétérinaires, mais aussi les contaminants tels que les métaux lourds, les 

polychlorobiphényles (PCB), les toxines et les agents pathogènes microbiens, de cette 

production et de ces importations est soigneusement contrôlée afin d'atténuer les expositions 

non intentionnelles chez l'homme, susceptibles de présenter des risques pour la santé.  

Concernant les colorants, bien que le JECFA ait recommandé aux autorités compétentes du 

monde entier de ne pas les utiliser chez les animaux producteurs d’aliments, leur usage en 

aquaculture reste une réalité, probablement parce qu'ils sont toujours largement présents dans 

l'industrie textile et ailleurs, mais aussi encore disponibles dans le commerce de détail sous 

forme de produits chimiques thérapeutiques pour les poissons d'ornement. Dans ce cadre de 

recommandations et de Food Law, l’UE a exigé depuis les années 2000 que ces substances 

soient activement contrôlées dans les produits alimentaires destinés à la consommation 

humaine, et essentiellement ceux issus de l’élevage de poissons et de fruits de mer.  
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3.1 Une surveillance assurée au quotidien par les Plans Nationaux 

de Contrôle des Résidus (National Residue Monitoring Plans, 

NRMPs) 

3.1.1 Obligations 

Les pays membres de l'UE doivent mettre en œuvre des plans nationaux de surveillance et de 

contrôle des résidus chimiques chez les animaux producteurs d'aliments, en fonction de 

l’ampleur de leurs productions respectives ; et ce afin de détecter le mésusage de médicaments 

vétérinaires autorisés ou bien l’usage abusif et illégal de substances vétérinaires aujourd’hui 

interdites et de rechercher les raisons de la présence de ces résidus. 

3.1.2 Importations hors UE 

Les règles de l'UE affectent aussi ses partenaires commerciaux du monde entier. Les pays non 

membres de l'UE souhaitant exporter vers les pays de l'UE doivent garantir le même niveau de 

sécurité des denrées alimentaires et des aliments pour animaux que celui exigé dans l'UE. Aussi 

ces pays exportant vers l'UE doivent garantir la mise en œuvre d’un plan de surveillance des 

résidus de niveau équivalent. 

3.1.3 Résultats des plans en 2015, 2016, 2017 

Dans le cas des produits de l'aquaculture, un plan de surveillance des résidus, comprenant des 

analyses de résidus de médicaments vétérinaires, de pesticides, de métaux lourds et de 

contaminants environnementaux, doit être en place pour vérifier la conformité aux exigences 

de l'UE. Le plan et les résultats du suivi de l’année précédente doivent être soumis à la 

Commission Européenne chaque année pour approbation et la liste des pays avec les plans 

approuvés est répertoriée et révisée régulièrement. Si l’on extrait les données des trois derniers 

rapports publiés faisant état des résultats des plans (Commission Européenne, 2016-2018) 

demandés selon la Directive N° 96/23/CE pour le groupe B3e « Autres substances et 

contaminants environnementaux, colorants », les résultats des échantillons non conformes pour 

les résidus de colorants sont les suivants :   

 

 



Partie I : synthèse bibliographique 

 

88  

 

 En 2015, 43982 échantillons ont été analysés pour les substances du groupe B3 parmi 

lesquels 839 échantillons étaient non-conformes (1.91 %). De même que pour le 

groupe B2, la fréquence des analyses pour certains sous-groupes B3 est très variable en 

fonction de la catégorie d’animaux et de produits. Alors que les contaminants chimiques 

(B3c) sont analysés dans toutes les catégories d'animaux et de produits, les colorants 

(B3e) ne sont analysés que dans les produits d'aquaculture, représentant un total de 1688 

analyses spécifiques sur 27 états membres de l’UE concernés par l’élevage aquacole. 

Au total, 28 échantillons ont été signalés non-conformes (1.66 %) parmi les échantillons 

analysés pour les produits d’aquaculture. Les colorants retrouvés étaient principalement 

MG, CV, et BG ainsi que leurs métabolites LMG, LCV. 

 En 2016, 36923 échantillons ont été analysés pour les substances du groupe B3 parmi 

lesquels 659 échantillons étaient non-conformes (1.78 %). La prévalence en colorants 

(B3e) dans les échantillons de l’aquaculture (1.57 %) se trouvaient dans le même 

intervalle que les 9 années précédentes (1.14 %–2.2 %). Le nombre d’échantillons non-

conformes sur les 1651 analyses spécifiques pour les colorants étaient de 26 (1.57 %). 

Les colorants retrouvés étaient MG, et CV ainsi que leurs métabolites LMG et LCV. 

 En 2017, 40809 échantillons ont été analysés pour les substances du groupe B3 parmi 

lesquels 601 échantillons étaient non-conformes (1.47 %). Les résidus de colorants 

(groupe B3e) ont été rapportés en aquaculture pour 28 échantillons non-conformes  

(1.79 %) sur les 1567 analyses pour ce groupe. Les colorants retrouvés étaient MG, et 

CV ainsi que leurs métabolites LMG et LCV. 

3.2 Un système européen d’alerte rapide: RASFF (Rapid Alert 

System for Food and Feed) 

3.2.1 Inspection des produits de la pêche aux frontières de l'UE (Postes d'Inspection 

Frontaliers, PIFs) 

Les importations de produits de la pêche en provenance de pays non membres de l'UE doivent 

entrer dans l'UE via un des nombreux postes d’inspection frontalière (PIF) agréé et placé sous 

l'autorité d'un vétérinaire officiel dans l'État membre de l'UE en question. Par conséquent, les 

contrôles des produits de la mer importés dans l’Union doivent être effectués par un PIF avant 

que les produits ne pénètrent sur le territoire européen. La fréquence et le type des contrôles 

physiques sont déterminés pour chaque catégorie de produits sur la base du risque intrinsèque 

et des résultats des contrôles effectués précédemment sur le même produit de même origine. 
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S'il s'avère que l'envoi est en non-conformité avec la législation de l'UE, pour une raison 

quelconque, les PIFs notifient alors la non-conformité à l'ensemble de leurs collègues de l’UE 

par le biais du système de notification interne, RASFF. 

3.2.2 Les alertes RASFF 

Le système d'alerte rapide pour les denrées alimentaires et les aliments pour animaux (RASFF) 

a été mis en place afin de fournir aux autorités de contrôle des denrées alimentaires et des 

aliments pour animaux, un outil efficace pour échanger des informations sur les mesures prises 

pour faire face aux risques graves détectés concernant les denrées alimentaires et les aliments 

pour animaux. Cet échange d'informations aide les pays de l'UE à agir plus rapidement et de 

manière coordonnée face à une menace pour la santé publique résultant de l'alimentation 

humaine ou animale. Les membres du RASFF ont chacun un point de contact national désigné 

qui est chargé de transférer les notifications du RASFF vers la Commission Européenne et les 

autres Etats Membres. Avant la notification d’alerte, tout un processus a été appliqué entre le 

laboratoire, l’autorité compétente et le point de contact national. Le détail des notifications 

d’alertes est répertorié dans un portail dédié (Commission Européenne, RASFF portal), où l’on 

peut trouver un ensemble de détails pour chaque dossier et les niveaux de risques associés à 

chaque alerte (risque élevé, faible, non décidé). 

 

Figure 21 : Nombre d’alertes recensées en Europe pour les colorants dans les produits d’aquaculture 

extraites du portail EU RASFF entre 2010 et 2019 
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Pour les colorants, le nombre d’alertes recensées depuis 2010 et extraites du portail est 

représenté sur la Figure 21 et ces alertes sont détaillées dans le Tableau 9 (espèce, origine, 

quantité exprimée en concentration). Le nombre de notifications a oscillé entre 1 et 5, voire 

exceptionnellement 7 en 2011. Elles concernent d’abord le couple MG/LMG, puis CV/LCV, et 

enfin une seule alerte a concerné le VPBO en 2010. Environ la moitié des notifications ont ciblé 

des espèces provenant d’Asie du sud-est comme le poisson Panga du Vietnam. Les autres 

espèces aquacoles provenaient aussi d’Europe de l’Est comme la truite ou la carpe.  

Tableau 9 : Notifications recensées en Europe pour les colorants dans les produits d’aquaculture extraites 

du portail EU RASFF entre 2010 et 2019 

Année Colorant Espèce-origine Quantité en 

ppb 
2010 MG Truite Allemagne 3.3 

 LMG Tilapia Chine 20 

 LMG Crevette Thaïlande 3.3 

 MG Poisson Panga Vietnam / 

 VPBO Poisson Panga Vietnam 8.9 

2011 MG+LMG Poisson Chat Vietnam 1.6 

 LMG Gambas Inde 22.4 

 LMG Truite Pologne 1.08 

 LMG Truite Autriche 1.24 

 LMG Poisson Chat Vietnam 6.2 

 LMG Caviar Chine 4.39 

 LMG Œufs Truite Danemark 2.5 

2012 LMG Truite Allemagne 62.4 

 LMG Truite Turquie 3.48 

 LCV Poisson Chat Indonésie / 

 CV Truite Slovaquie 3.75 

2013 MG+LMG Carpe Pologne 9.21-243.78 

 MG Poisson Chat Vietnam 9.21 

 LMG Truite Pologne 6.66 

2014 MG+LMG Red-tail Tinfoil Barb Vietnam /  
MG Poisson Goby Vietnam 6.26 

 MG Red-tail Tinfoil Barb Vietnam 4.6 

 MG+LMG Poisson Chat Vietnam 0.9 

 LMG Perche Vietnam 18.9 

2015 LMG Poisson congelé Vietnam 39 

2016 LMG Truite Danemark 4.96 

 LMG Truite Danemark 5.9 

 MG+LMG Crevette Bengladesh 1.6-0.91  

2017 LMG Carpe Lituanie 2.4 

 LMG Poisson Chat Vietnam > MRPL 

 LMG Poisson Chat Vietnam / 

 MG Poisson Chat Vietnam 29 

 LCV Truite Allemagne 6.2 
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2018 LMG Poisson Chat Vietnam 40.44 

 MG+LMG Barramundi Vietnam 2-54 

 LMG Truite Allemagne 10 

 LMG Truite République Tchèque 7.73 

 LMG Carpe Biélorussie 0.42 

 CV Poisson Panga Vietnam > CC 

 CV Poisson Panga (peau) Vietnam 0.8 

2019 LMG Truite Italie 13.4  
LMG  Poisson Chat Vietnam 40.44 

 

3.2.3 Les données d’études scientifiques confortent ces résultats 

Les résultats annuels des NRMPs (1.5 % d’échantillons non-conformes) et des RASFF des 28 

Etats Membres de l’UE démontrent que, malgré leur interdiction, les colorants, et surtout MG, 

restent utilisés frauduleusement. Cette occurrence pourrait être liée parfois à une cause 

environnementale (rejets d’industries par exemple). Il est à noter que les méthodes d’analyse 

en Europe ne couvrent pas tous les colorants dans leur périmètre, et que la recherche analytique 

presque centrée seulement sur MG pourrait biaisée les résultats. Mais CV, également recherché 

par certaines des méthodes d’analyse concernant les colorants (15 états membres le 

recherchent), serait beaucoup moins occurrent dans les produits aquacoles. Plusieurs études 

scientifiques (liste non exhaustive) sont recensées ci-dessous depuis 2010 (Figure 22), et 

corroborent ces résultats : 
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Figure 22 : Etudes scientifiques de recherche de colorants dans les produits d’aquaculture 

 Lee et al. (Lee et al., 2010) ont présenté une analyse de 253 produits de poisson 

transformés provenant des marchés locaux en Corée (année d'échantillonnage non 

indiquée). Les échantillons ont été analysés par HPLC-UV (LOQ: 1,0 µg/kg) et les 

résultats positifs ont été confirmés par LC-MS/MS. Des résidus de MG/LMG ont été 

détectés dans un échantillon de crevette à une concentration de 2,6 µg/kg. 

 Des échantillons de carpes (n = 42) et de truites arc-en-ciel (n = 30), prélevés entre 2009 

et 2011 dans des exploitations piscicoles en Croatie, ont été analysés pour déterminer 

les résidus de MG, à l'aide d'un test ELISA spécifique à MG (CC: 0,68 µg/kg). MG a 

été détecté dans 13 échantillons, mais à des concentrations inférieures à la MRPL de  

2 µg/kg (Bilandžić et al., 2012). 

 Oliveri Conti et al. (Oliveri Conti et al., 2015) ont analysé des échantillons de bar  

(n = 15) et de dorade (n = 15) prélevés dans une usine d'aquaculture en Italie en 2013. 

Une méthode ELISA avec une LOD de 0,2 µg/kg a été utilisée. MG a été détecté à des 

concentrations allant jusqu'à 1,21 µg/kg et CV jusqu’à 3.79 µg/kg dans 13.3 % et  

56.6 % des échantillons. 
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 Des échantillons d'anguilles européennes sauvages ont été collectés entre 2000 et 2009 

en Belgique (n = 91 sites; 1 anguille / site) pour une étude d’occurrence 

environnementale. Les échantillons ont été analysés par UHPLC-MS/MS (LOD :  

0,05 µg/kg). MG/LMG ont été détectés dans 25.3/74,8 % des échantillons, 

respectivement. Des concentrations allant jusqu'à 0,96/9.61 µg/kg ont été rapportées 

pour MG et LMG, respectivement (Belpaire et al., 2015). 

 Des échantillons (n = 144) de truites arc-en-ciel, collectés en 2011 dans des piscicultures 

iraniennes, ont été analysés pour déterminer la présence de MG/LMG par HPLC-UV 

(CC: 0,16 µg/kg pour MG). Des résidus de MG (somme de MG + LMG) ont été 

détectés dans 49 % des échantillons à des concentrations comprises entre 0,3 et  

146,1 µg/kg (Fallah and Barani, 2014). De nouveau, une étude plus récente de Barani 

et al (Barani and Tajik, 2017), a examiné la présence de résidus de MG dans  

177 échantillons de poisson d'élevage (85 carpes et 92 truites arc-en-ciel) achetés dans 

le nord-ouest de l'Iran de 2014 à 2015. La méthode d'immuno-essai enzymatique (CC  

<1 µg/kg), a identifié la présence de MG dans 108 échantillons de poisson, ce qui 

correspond à 61,0 % du total des échantillons examinés, compris entre 0,35 et  

7,12 µg/kg. Les résultats ont indiqué que l'utilisation de MG dans les piscicultures 

iraniennes est fréquente.  

 Des échantillons (n = 37) de divers poissons en Malaisie achetés sur 11 marchés 

différents, ont été analysés pour déterminer la présence de MG/LMG par LC-MS/MS. 

Les résultats ont montré que la somme des résidus de MG et de LMG dans la présente 

étude allait de 0,53 à 4,1 µg/kg et présents dans 16 échantillons sur 37 (42 %), le résidu 

le plus élevé étant détecté dans le poisson-chat domestique rayé (Kwan et al., 2018). 

 Giaccone et al. (Giaccone et al., 2018) ont étudié la présence de MG, LMG, BG, CV et 

LCV par LC-HRMS dans la chair du poisson. Une limite de décision CCα comprise 

entre 0,55 et 0,62 µg/kg a été estimée. La méthode a été utilisée avec succès pour 

détecter les résidus de colorant dans 73 échantillons de poisson, comme prévu dans le 

plan national de contrôle des résidus. Soixante-treize échantillons, y compris de la truite 

et du bar, ont été achetés auprès de différents marchés et d’éleveurs en Italie. Vingt-

deux de ces échantillons ont été trouvés contaminés par des colorants en quantité 

supérieure à CCα. La présence de MG et de CV dans tous les échantillons positifs a été 

mise en évidence, avec des concentrations plus faibles de leurs leuco métabolites. 
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3.2.4 Conclusions et perspectives de recherche 

 

Figure 23 : Diagramme simplifié d’évaluation des risques pour une substance comme les colorants 

L’objectif ultime d’une évaluation de risques est de s’assurer de la sécurité sanitaire. Elle 

permet de faire évoluer la règlementation en émettant des règles de gestion des risques (Figure 

23). Cette évaluation se prépare en associant la caractérisation des dangers à l’évaluation de 

l’exposition. Le paradigme d’analyse des risques a d’ailleurs été défini par le Codex 

Alimentarius comme un procédé comportant trois composantes : l’évaluation du risque, la 

gestion du risque et la communication du risque. Dans l’analyse des risques, la séparation 

fonctionnelle entre les évaluateurs et les gestionnaires des risques est décrite comme essentielle 

pour assurer l'objectivité scientifique du processus d'évaluation des risques. 

Nous nous sommes axés dans cette thèse sur des travaux méthodologiques, visant à rechercher 

des résidus marqueurs endogènes et exogènes de poissons contaminés par les colorants. Comme 

nous l’avons vu dans cette synthèse bibliographique, la caractérisation des dangers issus de 

l’utilisation des colorants en aquaculture est relativement bien décrite. La toxicité, les modes 

d’action et les seuils de toxicité ont fait l’objet de nombreuses études, surtout pour MG et CV, 

mais des rapprochements entre structures sont souvent réalisés pour les autres colorants. Ainsi 

certaines études éparses, sur les substances de la famille des Victoria par exemple, démontrent 
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que d’autres colorants structuralement proches s’avèrent également être des dangers potentiels. 

Dans le rapport de l’EFSA sur MG (EFSA et al., 2017a), les experts ont rappelé que : 

 Des données concernant la présence de métabolites supplémentaires dans les poissons 

et les crustacés devraient être générées. 

 Des informations supplémentaires sur le devenir de MG et de LMG au cours de la 

transformation des aliments devraient être obtenues. 

 Les connaissances concernant la toxicocinétique et la biodisponibilité de MG / LMG 

chez l'homme par des modèles in vitro devraient être renforcées. 

 Les informations concernant la génotoxicité potentielle des métabolites N-déméthylés 

devraient être développé. 

 Les adduits de l'ADN et du GSH observés chez les rongeurs doivent être caractérisés. 

Ces conclusions démontrent que, même pour MG qui est le colorant le mieux caractérisé à ce 

jour, des données complémentaires seraient nécessaires pour renforcer l’évaluation de risque. 

Il serait intéressant en particulier de renforcer les connaissances sur l’occurrence de métabolites 

et leur toxicité dans les produits contaminés. Malgré un contrôle important déployé dans le 

monde entier au cours des 15 dernières années, MG est toujours utilisé comme le montrent les 

données d’occurrence. MG reste donc l’un des premiers problèmes à résoudre en matière de 

contrôle des résidus de colorants en aquaculture dans le monde, mais il est également nécessaire 

d’anticiper sur les pratiques en élevage et par conséquent sur les méthodes analytiques 

permettant leur contrôle.  

D’une part, la contamination d’un lot de poisson par le VPBO qui démontre une adaptation des 

pratiques interdites en réponse à la réglementation, d’autre part les métabolites des colorants 

qui ne sont pas assez pris en compte dans l’évaluation des risques, et enfin l’idée que 

l’expansion de l’aquaculture doit pouvoir répondre à la demande mondiale en protéines, sont 

trois aspects d’une problématique commune à laquelle nous devrions répondre. Après avoir 

traité les points sur les caractéristiques physico-chimiques des colorants et de leurs résidus, leur 

surveillance réglementaire dans les denrées alimentaires et leur occurrence en terme 

d’exposition en aquaculture, le chapitre bibliographique suivant traitera de l’intérêt des études 

de métabolisme pour orienter les méthodes analytiques du futur en vue de répondre à une 

caractérisation plus précise des dangers auxquels les consommateurs sont exposés. 
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4 La métabolomique comme outil pour 

l’évolution des méthodes d’analyses : 

recherche de biomarqueurs de traitement 

Ces 20 dernières années, le besoin d’analyses 

rapides, sensibles, et précises des molécules 

telles que les médicaments et leurs 

métabolites dans les matrices biologiques 

complexes ont conduit à une amélioration 

continue des technologies de séparation et de 

détection physico-chimique de type CL/SM. 

La science du métabolisme et la 

spectrométrie de masse ont été combiné de façon avec succès pour l’étude du vivant et cela 

grâce à la mise au point d'instruments analytiques modernes extrêmement sensibles, à la 

disponibilité de bases de données sur les métabolites et aux progrès de la (bio)-informatique 

(Want et al., 2007). 

En analyse physico-chimique pour la surveillance des contaminants et médicaments 

vétérinaires, les substances et métabolites d'intérêt correspondants ont d’abord été suivis dans 

les matrices biologiques à l'aide de méthodologies simples et ciblées. Cependant, dans certains 

cas, ces approches ciblées ne permettaient pas la détection de certains composés, comme par 

exemple de nouvelles substances anabolisantes interdites issues de l’émergence de nouvelles 

pratiques en élevage (Gallart-Ayala et al., 2015). Les scientifiques ont ainsi progressivement 

pu ouvrir les yeux afin de scruter les êtres vivants, les problématiques, les processus, les 

mécanismes d’action. Cette nouvelle logique initiée en génomique a contribué au 

développement de nouvelles approches OMICS, qui incluent la métabolomique. Cette 

ouverture sur l’ensemble des métabolites fabriqués par un système vivant a pu se réaliser grâce 

à l’apparition et au développement des technologies non-ciblées, qui ont su contribuer 

positivement au domaine de la sécurité des aliments.  
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4.1  Le métabolome, définition et principe 

Dans son rapport « Using 21st Century Science to Improve Risk-Related Evaluations”, 

l’académie des sciences a défini la métabolomique comme étant : « L’étude scientifique des 

petites molécules (métabolites) de produits chimiques originaires d’un système biologique 

vivant (de manière endogène) ou extérieur à ce système biologique (de manière exogène) » 

(National Academies of Sciences and Medicine, 2017).  Elle est représentée dans la dernière 

étape de la cascade « omics » (Figure 24) faisant suite aux modifications expressionnelles 

génomiques et transcriptomiques (expression des gènes et leur régulation), puis protéomiques 

(analyse des protéines générées suite à la régulation génique). 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Représentation schématique des différentes sciences « omics ».  Source: (Steuer et al.,  2019)  

Le terme métabolome est apparu pour la première fois dans une étude de séquençage du 

génome de la levure en 1998 (Oliver et al., 1998).  Plus précisément, le métabolome représente 

l’ensemble des substances métaboliques de faible poids moléculaire (<1 kDa) contenues dans 

un système biologique tels que des cellules, des fluides biologiques (urine, plasma et sang), les 

tissus ou encore les organismes vivants. Ces métabolites interagissent au sein du système 

biologique étudié dans des conditions génétiques, nutritionnelles et environnementales 

données. Ils peuvent être classés selon leur origine, endogène ou exogène à l’organisme (Want 

et al., 2007). À cet égard, la métabolomique est une source exceptionnelle de découverte de 

biomarqueurs, qui présente des avantages par rapport aux autres approches omiques (Ryan and 

Robards, 2006).   
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 L’endo-métabolome 

Parmi les métabolites endogènes, représentant l’endo-métabolome, on distingue les 

métabolites primaires, directement impliqués dans les processus indispensables au 

développement normal et à la reproduction des cellules, et les métabolites secondaires qui sont 

spécifiques aux plantes. Ces métabolites appartiennent à différentes familles chimiques telles 

que les acides aminés, les acides carboxyliques, les alcools, les antioxydants, les nucléotides, 

les polyols ou encore des vitamines.  

 Le xéno-métabolome 

Le concept de xéno-métabolome a été définit au début des années 2000 comme étant « la 

description multivariée du profil du métabolite xénobiotique (composé étranger) d'un individu 

ou d'un échantillon provenant d'un individu qui a été exposé par différentes voies possibles 

(délibérément ou accidentellement) à des médicaments, des polluants environnementaux ou des 

composants alimentaires qui ne peuvent pas être complètement catabolisés par des systèmes 

enzymatiques métaboliques endogènes » (Holmes et al, 2007). 

 La métabolomique en sécurité des aliments  

La métabolomique s’applique à des domaines variés, comme la médecine personnalisée en 

chimie clinique (Mayr, 2008), la pharmacologie, la toxicologie, afin de relier une exposition 

chimique (mesure des substances chimiques parentes ou de leurs produits directs de 

biotransformation/dégradation) à un effet biologique (mesure de biomarqueurs indirects dont 

le niveau d’expression est sur- ou sous-exprimé consécutivement à cette exposition).  

L’application de la métabolomique dans les systèmes alimentaires est appelée 

«métabolomique alimentaire», représentée schématiquement sur la Figure 25. Elle peut 

s’appliquer à tous les processus des systèmes alimentaires (Josić et al., 2017), de la ferme à 

l’homme, y compris la production de ressources alimentaires, la transformation industrielle de 

produits alimentaires et la consommation alimentaire par l’homme (Kim et al., 2016).  
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Figure 25 : Les trois principales applications de la métabolomique alimentaire, de la ferme à l'homme: la 

production de ressources alimentaires, la transformation industrielle des aliments et la consommation 

alimentaire par l'homme. Source : (Kim et al., 2016) 

Le métabolome alimentaire est défini comme la partie du métabolome humain directement issue 

de la digestion et de la biotransformation des aliments et de leurs constituants. Ces aliments 

peuvent ainsi être modifiés par l’ingestion de contaminants et/ou contenir leurs résidus 

comme ceux issus de médicaments administrés en production animale, et sont donc évalués 

et contrôlés afin de s’assurer qu’ils ne présentent pas de dangers pour les consommateurs 

(sécurité sanitaire des aliments).  

 La métabolomique en sécurité chimique des aliments d’origine animale 

Les applications de la métabolomique en sécurité chimique des aliments se diversifient de plus 

en plus, afin d’observer les perturbations physiologiques induites, notamment pour les 

applications liées à la détection d’utilisations illicites de facteurs de croissances à faibles 

concentrations ou en mélanges pour l’élevage d’animaux (bêta-agonistes, stéroïdes, 

thyréostatiques) ou à la présence de contaminants (dioxine, HAP, PCB…). Le Tableau 10 

recense les applications en sécurité chimique des aliments d’origine animale et certaines 

applications d’éco-toxicologie chez le poisson.  
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Tableau 10 : Etudes métabolomiques réalisées en LC-HRMS dans le domaine de sécurité chimique des 

aliments d’origine animale. 

Molécule Espèce  Matrice Instrumentation Référence 

Elevage 

Cocktail stéroides bovin urine LC-Orbitrap-MS, XCMS 

UPLC-ToF-MS, 

MetAlign  

(Dervilly-Pinel et 

al., 2011) 

amoxicillin, 

cephapirin,  

ceftiofur  

poulet muscle LC-Q-TOF-MS (Hermo et al., 2013) 

cimaterol, 

zilpaterol, 

ractopamine, 

clenbuterol, 

mabuterol 

bovin urine LC-Orbitrap-MS (Dervilly-Pinel et 

al., 2015) 

Revalor-XS 

trenbolone 

acetate- estradiol 

bovin sérum LC-Orbitrap-MS (Kouassi Nzoughet 

et al., 2015) 

Clenbuterol, 

salbutamol, 

ractopamine 

porc urine LC-Q-TOF-MS (Wu et al., 2015) 

Enrofloxacine bovin lait LC-Orbitrap-MS (Junza et al., 2016) 

Ractopanime porc sérum LC-Orbitrap-MS (Peng et al., 2017) 

Boldénone + 

cocktail stéroïdes 

bovin urine LC-Orbitrap-MS (Kaabia et al., 2018) 

Cefquinome 

Ceftiofur 

Poule 

pondeuse 

oeuf 

foie 

fiente 

LC-Orbitrap-MS (Gaugain et al., 

2019) 

Poisson (éco-toxicologie/sécurité des aliments) 

Bisphénol A Méné à tête de 

boule 

Mucus de 

la peau 

LC-MS/MS (Ekman et al., 2015) 

Contaminants 

chimiques, de 

rejets d'effluents 

après traitement 

des eaux usées 

 

Gardon Plasma, 

gonades, 

rein, 

branchies, 

foie 

nUHPLC-nESI-TOFMS (David et al., 2017) 

UV filter 

oxybenzone 

Daurade 

juvénile 

Cerveau, 

foie, 

plasma 

UHPLC-Orbitrap-MS (Ziarrusta et al., 

2018) 

Rivière associée 

au développement 

des sables 

bitumineux  

Meunier  

noir 

muscle LC-MS/MS (Roszkowska et al., 

2019) 
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Chez le poisson, la métabolomique est très utile pour étudier la qualité de la chair en fonction 

du type d’alimentation administrée en aquaculture (Guan et al., 2018; Parsons et al., 2018; Zhao 

et al., 2018), ou encore pour étudier les effets de la consommation de poissons sur notre 

métabolisme (Rodrigues et al., 2018; Serra-Majem et al., 2019; Shi et al., 2019). Capello et al 

ont par exemple évalué les risques de consommation de thon rouge de l’Atlantique au regard 

de la sécurité des aliments mise en doute à cause des niveaux d’accumulation en PCBs et en 

pesticides organochlorés au niveau hépatique. Ils ont appliqué une approche métabolomique 

basée sur la technique de 1H-RMN (Cappello et al., 2018). Les études d’éco-toxicologie 

utilisant la métabolomique et mises en œuvre chez le poisson (Tableau 10), souvent réalisées 

par profilage, permettent d’étudier l’impact des polluants sur leur organisme et peuvent de ce 

fait être corrélées avec  les questions de sécurité des aliments dans le sens où l’homme sera le 

dernier maillon de la chaine alimentaire.  

 Les différents types d’approches en métabolomique  

Dans ce domaine spécifique de la sécurité chimique des aliments étudié par des approches 

métabolomiques, une des difficultés repose sur la génération d’un grand nombre de signaux qui 

doivent refléter soit la présence éventuelle de résidus chimiques exogènes, dans notre étude ils 

sont issus d’un traitement d’une molécule de colorant interdite, soit la présence de métabolites 

transformés par les processus d'absorption, de distribution, de régulation et de métabolisme 

cellulaire. Ainsi, l’acquisition des signaux générés permet d’établir un lien entre les différences 

de fonctionnement biologique observées à l’état normal et à l’état perturbé. Apparait alors une 

variation du taux de certains métabolites, qui seront sous-exprimés ou sur-exprimés. Cet 

ensemble de variations significatives devient représentatif d’un traitement s’il s’avère être 

suffisamment prédictif. Le ou les métabolites retenus peuvent alors accéder au statut de 

« biomarqueur » capable de dépister un traitement. Les biomarqueurs d’exposition (cause) 

et d'effet ont fait l’objet d’une définition précise par l’OMS (World Health and International 

Programme on Chemical, 1993).  Ils traduisent les étapes successives allant 1/ d’une exposition 

à une dose interne, 2/ d’une dose interne à une dose biologiquement efficace (biomarqueur 

d’exposition = cause), et 3/ d’un effet biologique précoce à l’altération d’une structure ou d’une 

fonction (biomarqueurs d’effets). Un des principaux avantages de la métabolomique est donc 

d’appréhender les perturbations biologiques liées à une exposition chimique, alors que les 

modifications du génome et du protéome sont souvent très faibles et indétectables.  
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Aujourd’hui, le choix des techniques analytiques d’exploration du métabolome couvre deux 

stratégies, reposant sur le stade auquel l'identification des métabolites est effectuée (Dunn and 

Ellis, 2005), à savoir « (i) le profilage » et « (ii) l’approche non ciblée ou globale » :  

(i) En profilage, l’approche est ciblée, ou peut être également non ciblée si l’identité 

des métabolites n’est pas connue. L’idée est de suivre des métabolites 

spécifiques (exogènes) ou des perturbations le long d'une voie métabolique 

(endogènes).  En mode ciblé, l’identification formelle des molécules permet 

d’utiliser un standard connu afin d’accéder à une quantification. 

(ii) La détermination d’empreinte métabolomique (approche non ciblée) examine 

l’instantané global de l’ensemble des métabolites présents dans l’échantillon 

sans nécessité d’identification ou de quantification, pour des échantillons 

présentant différentes conditions biologiques (ex : échantillons traités et 

échantillons témoins) ; elle est alors généralement suivie de l'application de 

méthodes statistiques pour tenter d’identifier les métabolites présentant des 

différences significatives de niveaux de concentration entre les échantillons 

étudiés. Cette approche a été appliquée à une large variété de matrices 

biologiques comme l’urine, le plasma, la salive, les milieux cellulaires. 

Nous verrons, dans le chapitre suivant, que des méthodologies pluridisciplinaires et bien 

précises sont mises en œuvre lors de ces approches, notamment pour ce qui concerne les outils 

d’analyse chimique et chimiométrique, pour la recherche de métabolites endogènes et 

exogènes. Dans le cadre de cette étude sur les colorants, les deux approches ont été appliquées, 

une approche globale et une approche de profilage en partie ciblée. 

4.2  La métabolomique non ciblée pour l’étude de l’endo-

métabolome  

Une approche métabolomique non-ciblée ou globale comprend plusieurs étapes avec pour but 

d’étudier la variabilité entre des groupes d’animaux traités et des groupes d’animaux non traités, 

dans notre cas des poissons. Plus la variabilité liée au processus de traitement des poissons sera 

maitrisée et plus les variations biologiques seront visibles et permettront de distinguer de 

potentiels marqueurs pertinents. L’acquisition des empreintes chimiques en HRMS fournira un 

ensemble de données qui seront retraitées et exploitées au moyen d’outils d’analyses statistiques 

dans le but d’observer ces différences.  
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Les étapes principales de cette approche, schématisées ci-dessous (Figure 26) sont : la 

préparation des échantillons, la production et l’acquisition des signaux (données brutes), le 

traitement des données générées incluant leur annotation et éventuellement l’identification des 

métabolites ou biomarqueurs, et enfin si nécessaire l’interprétation biologique des 

biomarqueurs identifiés. 

 

Figure 26 : Le workflow de la métabolomique alimentaire. Il comprend la collecte d'échantillons 

alimentaires et humains, l'extraction d'échantillons de métabolomes, l'analyse 

instrumentale à l'aide d'outils analytiques et l'analyse statistique de données métaboliques 

et leur interprétation biologique. Source  : (Kim et al., 2016) .  

4.2.1  Workflow pré-analytique 

 Collecte des échantillons 

Avant de se lancer dans une analyse métabolomique, le choix du plan 

expérimental de la phase animale est primordial, afin de répondre à la 

question biologique souhaitée, qui est dans notre cas de repérer des 

différences biologiques entre des poissons traités aux colorants et des 

poissons non traités. Ce design est nécessaire pour garantir que même 

les plus petites variations biologiquement pertinentes du métabolome 

puissent être mesurées avec précision et que ces variations soient significativement plus 

importantes que les modifications ou perturbations introduites lors de la réalisation de l'étude 

(Gika et al., 2016). La qualité des données générées à partir d'une expérience de profilage est 

donc un résultat direct de la qualité du plan expérimental (Engskog et al., 2016).  
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Pour exemple concernant les poissons d’élevage, les paramètres physico-chimiques des bassins 

doivent être parfaitement maitrisés et suivis, tels que la température de l’eau, le pH, le taux 

d’oxygène, l’absence de nitrates, le flux d’eau ; ainsi que les caractéristiques physiques des 

poissons tels que l’espèce et l’origine, le sexe, la taille, leur nourriture (Danion et al., 2012). 

Ensuite, la réflexion se porte sur la nature des échantillons biologiques qui seront appropriés 

à l’étude, de même que l’attention portée aux prélèvement et au stockage est primordiale. Les 

tissus, les biofluides (sang, urine, fèces, liquide séminal, salive, bile, liquide céphalo-rachidien) 

et la culture cellulaire sont souvent cités et notamment l'urine et le plasma comme fluides 

biologiques couramment utilisés, car ils sont relativement faciles à obtenir et sont collectés de 

manière relativement non invasive. Les fèces, sont également souvent prélevés chez les 

animaux, comme chez les bovins par exemple, à condition de trouver des conditions 

d’extraction adaptées (Cesbron et al., 2017). Les échantillons moins courants à étudier 

comprennent le liquide céphalo-rachidien, la salive et le sperme, ainsi que divers échantillons 

de tissus. Les échantillons de tissus, à la différence des fluides biologiques, peuvent être utilisés 

pour quantifier les empreintes métaboliques spécifiques à un organe, ce qui permet d'étudier les 

origines des métabolites. Ils reflètent souvent mieux les changements métaboliques au sein de 

l'hôte. Ces échantillons présentent par contre l’inconvénient de devoir sacrifier les animaux, 

nécessitant alors une optimisation économe du nombre d’animaux pour l’expérimentation 

(Stella et al., 2017).  

Chez les poissons, les branchies (Wen et al., 2018) et le mucus (Reverter et al., 2017) sont des 

matrices atypiques apportant des informations d’intérêt. Un échantillonnage soigneux, la 

préparation et la gestion des échantillons comme le stockage (souvent réalisé à -80°C), sont 

essentiels pour une analyse optimale. 

 Extraction 

L’étape d’extraction consiste à préparer les échantillons de la façon la plus simple possible en 

vue de limiter toute source de variabilité externe et surtout récupérer un maximum 

d’information. Cette étape dépend de plusieurs aspects tels que la nature de l’échantillon et 

l’approche envisagée. Les différents tissus retenus pour l’étude doivent être d’abord prélevés 

de façon à éviter les inter-contaminations. Par exemple, dans le cas du poisson, le prélèvement 

de sang peut conduire à une contamination de la peau. 

Ensuite, différentes méthodes d'extraction sont utilisées pour optimiser la récupération des 

composés de caractéristiques physico-chimiques variées et qui diffèrent aussi bien au niveau de 
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leur taille, de la nature de leurs groupements fonctionnels, de leur volatilité, de leur polarité ou 

encore de leurs concentrations physiologiques. A ce jour, il n’existe donc pas de méthode 

analytique universelle, capable de s’intéresser à l’ensemble de ces molécules. Ces stratégies de 

pré-traitement plus ou moins ciblées peuvent inclure : ultrafiltration, précipitation des protéines, 

extraction par partage liquide-liquide, extraction par SPE, dérivation chimique, et évaporation 

suivie de la reconstitution en solution dans un solvant ou mélange de solvants approprié pour 

l’analyse. Pour les études métabolomiques non ciblées, l’échantillon biologique subit 

généralement un prétraitement minimal afin de prévenir la perte potentielle de métabolites. Les 

étapes de pré-traitement des échantillons peuvent être assez simples, séparant par exemple les 

composés de faible poids moléculaire des protéines et/ou des lipides en utilisant des techniques 

d’élimination de ces derniers. Des mélanges de solvants de polarité différentes, méthanol et 

acétonitrile pour les métabolites polaires, ou dichlorométhane et chloroforme pour les 

métabolites apolaires sont souvent utilisés. Par exemple, Fu et al ont utilisé un mélange 

acétonitrile:isopropanol:eau (3:3:2, v/v/v) pour extraire des composés endogènes chez des 

embryons de zebrafish à la suite d’un traitement au triclosan, et ont réussi à identifier 8 

métabolites significativement altérés (urée, acide citrique, D-(+)-galactose, D-glucose, acide 

stéarique, L-proline, phénylalanine, acide L-glutamic) (Fu et al., 2019). Pour l’extraction de 

métabolites dans les biofluides, on utilise donc souvent des méthodes de prétraitement non 

sélectives, telles que la technique « dilute and shoot » et la précipitation de protéines par solvant, 

dans la mesure où elles permettent une couverture étendue des métabolites et des analyses à 

haut débit (Vuckovic, 2012; Raterink et al., 2014).  

  Génération de données par LC-HRMS  

Le choix de la méthode la plus appropriée pour la production des données en métabolomique 

va dépendre des molécules étudiées, des voies métaboliques d’intérêt, du matériel disponible et 

doit reposer sur un compromis entre la robustesse, la sélectivité et la sensibilité instrumentale 

(Figure 27), en particulier pour la recherche de composés exogènes qui parfois se trouvent 

masqués par le signal prépondérant de composés endogènes.  
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Figure 27 : Paramètres utilisés pour décrire les performances d’un système de spectrométrie de masse. 

Source :(Moco et al., 2007) . 

Les techniques de séparation chromatographique couplées à la spectrométrie de masse, 

notamment la LC-MS, la GC-MS, se sont révélées très utiles pour générer des données de 

métabolomique. Mais les métabolites doivent alors généralement être séparés du liquide 

biologique avant leur détection par le spectromètre, ce qui rend ces méthodes plus lentes et plus 

complexes que par exemple la spectroscopie par RMN. Cependant, elles offrent une sensibilité 

beaucoup plus élevée et permettent donc de mesurer quantitativement un plus large spectre de 

métabolites (Miggiels et al., 2019). 

Tableau 11: Récapitulatif des performances (résolution, exactitude en masse) des différents analyseurs de 

spectrométrie de masse.  

Analyseur Résolution  

FWHM (m/z 400) 

De l’ordre de : 

Exactitude en masse 

(ppm) 

Quadripôle 3000 200 

Piège à ions (2D/3D) 5000 200 

Temps de vol 8000-60000 2-10a 

Orbitrap 100 000 <3 

Résonance cyclotronique (FT-

ICR) 

10 000 000b <1 

a En utilisant un calibrant interne ; b Selon la puissance du champ magnétique 

Concernant la partie séparation chromatographique, la génération de chaines de type UHPLC 

ces 15 dernières années a participé au développement des recherches en métabolomique, par 

une séparation des métabolites améliorée, une diminution du phénomène de suppression d’ion, 

un signal sur bruit et une capacité résolutive des pics accrue, et un temps d’analyse plus court 

(Want et al., 2007). La tendance actuelle à la miniaturisation des techniques de séparation tend 
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à aller vers des débits encore plus réduits, compatibles avec des sources spectrométriques de 

type microspray et nanospray ou même de remplacer la séparation chromatographique par des 

techniques d’introduction directe dans la source permettant d’accroitre l’efficacité d’ionisation 

des sources électropsray (ESI). En termes d’analyseurs à haute résolution HRMS, il existe de 

grandes variations de performances dans l'instrumentation entre les analyseurs à temps de vol 

(TOF) et les spectromètres de masse à transformée de Fourier (FTMS) basés sur des analyseurs 

de masse à trappe orbitale (Hardman and Makarov, 2003; Hu et al., 2005) ou à résonance 

cyclotronique ionique (ICR) (Tableau 11). Rathalao-Paris et al détaillent le panel d’instruments 

HRMS (pouvoir de résolution en masse supérieur à 10 000) utilisés en métabolomique en 

particulier pour leur avantage dans l’identification structurale des métabolites (Rathahao-Paris 

et al., 2016).  La technologie Orbitrap, utilisée dans le cadre de cette thèse, présente de 

multiples avantages (Senyuva et al., 2015; Ghaste et al., 2016):  

 Une résolution de masse élevée avec la possibilité de discriminer les métabolites 

avec une erreur de masse de l’ordre de 1 à 3 ppm, ce qui permet d'analyser un 

extrait métabolique complexe et de minimiser également l’ambiguïté des 

attributions de formules moléculaires. 

 Une flexibilité dans le choix de la source d'ions ou de la technique de 

fragmentation.  

 Une capacité à effectuer plusieurs étapes de fragmentation (MSn), utile pour une 

caractérisation accrue des métabolites de composés inconnus. 

Les données brutes, par exemple acquises avec un LC-HRMS-Orbitrap, vont consister pour 

chaque échantillon en une série de pics caractérisés chacun par un couple m/z-TR avec une 

intensité donnée (représentation 3D). L’étape d’extraction des signaux est déterminante pour 

la suite de l’analyse des données. Elle va permettre de générer une base de données brutes à 

épurer en fonction du bruit de fond, d’artefacts et de la redondance dans les données. C’est 

pourquoi, la constitution de la série d’injections, c’est-à-dire l’ordre dans lequel les échantillons 

seront injectés, constitue également un paramètre à maitriser. Ces échantillons devront être 

injectés de façon aléatoire (López-Ruiz et al., 2019), en intercalant des contrôle qualités (QC) 

nécessaires pour ré-aligner les pics chromatographiques dérivant légèrement en temps de 

rétention (TR), mais aussi en rapport masse-sur-charge (m/z).   
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4.2.2 Analyse et traitement de données   

La quantité et la complexité des données produites par une seule expérience de métabolomique, 

notamment par l’acquisition en Full scan (balayage complet) de spectres MS, nécessitent des 

outils automatisés pour le prétraitement, l'analyse statistique et l'extraction d'informations 

biologiques utiles. C’est d’ailleurs aussi pour ces raisons de « Big Data » générées que le plan 

d’expérience (nombre d’animaux, conditions expérimentales, prélèvements …) doit être 

optimisé. Lors de cette étude, une plate-forme dédiée regroupant un ensemble d’outils 

statistiques et chimiométriques pour chaque étape du traitement des données a été utilisée. Il 

s’agit de la plate-forme Galaxy « Workflow4metabolomics » (Giacomoni et al., 2015) et du 

package XCMS du logiciel RStudio.  Les données brutes sont alors décomposées et traitées (les 

dimensions «m/z», «intensité» et «temps de rétention», le cas échéant, sont combinées pour 

produire ce que l’on appelle des « features » ou caractéristiques). Ces logiciels disposent 

d’algorithmes mathématiques permettant d’assurer ces étapes de pré-traitement des données par 

une détection automatique et un alignement des signaux. Une fois ces données éclaircies, le 

pré-traitement est ensuite suivi du traitement statistique des données. La recherche de signaux 

discriminants est réalisée en comparant les empreintes des échantillons regroupés en clusters 

pour mettre en évidence leurs similarités ou leurs différences. Un modèle statistique est 

construit en appliquant un traitement de données non supervisé (ACP) et/ou supervisé (PLS). 

La méthodologie est longue à détailler de façon exhaustive, et comme les modèles statistiques 

n’ont pas été appliqués personnellement (excepté le tri des « features » ou caractéristiques, et 

l’annotation des signaux), elle sera simplement schématisée et résumée ci-dessous (Castillo et 

al., 2011; Antonelli et al., 2019; Chaleckis et al., 2019) (Figure 28). 
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Figure 28 : Représentation du traitement de données d’une analyse métabolomique non ciblée. Source : 

modifié de (Gallard-Ayala et al., 2015).  
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Une fois le ou les signaux de potentiels marqueurs identifiés comme significativement modifiés 

biologiquement, un long chemin reste à parcourir jusqu’à leur identification formelle, appelée 

« annotation ». Le workflow suivi pour l’annotation de composés inconnus aboutit toujours à 

la consultation de bases de données proposant alors souvent plusieurs formules chimiques 

corrélées à la masse exacte du composé détecté et dont le niveau de correspondance est fonction 

de l'erreur de masse fixée par l’analyste (normalement inférieure à 5 ppm). Une fois qu'une 

formule a été sélectionnée, si le spectre expérimental MS/MS est aussi fourni, il peut être 

comparé avec les spectres théoriques fournis dans les banques de données. Mais l’attribution 

d’une identité sans équivoque ne pourra se faire qu’à l’aide du regroupement de différentes 

caractéristiques (masse exacte, schéma de fragmentation, profil isotopique) et de paramètres 

expérimentaux supplémentaires (par exemple, le temps de rétention et les spectres UV/VIS ou 

RMN). Enfin, il faudra confirmer les hypothèses avancées par comparaison avec les composés 

standards de ces molécules analysés dans les mêmes conditions. De plus, toute information 

biochimique, bibliographique, ainsi que toute autre information pertinente, doivent être prises 

en compte dans l'annotation du composé (Moco et al., 2007). 

4.3  Profilage de métabolites exogènes à l’aide d’études in vitro et 

in vivo 

L’approche par profilage des métabolites exogènes est différente de l’approche globale non 

ciblée présentée précédemment dans le sens où un a priori existe quant-à la connaissance des 

réactions du métabolisme. Même si l’acquisition de tous les signaux est choisie (mode full scan 

HRMS), leur traitement peut s’appliquer sans les outils chimiométriques, à partir d’une 

méthodologie semi-ciblée. Les échantillons générés simulant le métabolisme proviennent de 

méthodologies in vitro ou in vivo. L'intérêt pour les méthodes in vitro s'est considérablement 

accru ces dernières années pour des raisons économiques, pratiques et éthiques. L'utilisation de 

lignées cellulaires comme alternatives aux tests in vivo est de toute façon indispensable en 

particulier dans l’évaluation des risques sanitaires des produits chimiques, seuls ou en mélange, 

étant donné le nombre considérable de substances chimiques à tester. La démarche 

méthodologique in vitro pour un profilage de métabolites exogènes est présentée ci-dessous 

(Figure 29).  
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Figure 29 : Schéma conceptuel de la conception d’un modèle in vitro chez le poisson pour évaluer la 

biotransformation de xénobiotiques, et les biomarqueurs couramment examiné. Source : Inspiré de 

(Franco and Lavado, 2019).  

4.3.1  Les systèmes in vitro pour les études du métabolisme chez le poisson 

   Microsomes et fractions S9 

Les systèmes in vitro, tels que la fraction S9 ou les microsomes de foie, sont intéressants à 

plus d’un titre car ils peuvent être mis en œuvre rapidement et sont relativement peu coûteux. 

Ce sont donc des modèles de choix pour les études de screening à haut débit. La fraction 

surnageante S9 est obtenue à partir d'un homogénat d'organe (généralement le foie) centrifugé 

à 9000 g pendant 20 minutes dans un milieu approprié. Cette fraction contient le cytosol et les 

microsomes. Les microsomes, contenant les isoformes CYP450 et d’autres enzymes du 

réticulum endoplasmique, peuvent être isolés de la fraction S9 par une seconde centrifugation. 

Des fractions S9 de truite ont été utilisées afin d’estimer la clairance hépatique de produits 

pharmaceutiques, comme le diclofénac et le sulfaméthoxazole, par une approche de déplétion 

de substrat. Les résultats n’ont montré aucun métabolisme significatif mais plutôt une 

bioaccumulation (Connors et al., 2013).  Zlabek et al ont utilisé les fractions microsomales dans 
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plusieurs études pour étudier le métabolisme de certains xénobiotiques et les CYP450 impliqués 

(Vestergren et al., 2012; Zlabek et al., 2016; Burkina et al., 2018a; Burkina et al., 2018b). 

Pour des raisons économique et pratique, l'utilisation de fractions microsomales a été largement 

proposée pour des évaluations rapides du potentiel de bioaccumulation et de priorisation, un 

processus qui est devenu de plus en plus important depuis l'introduction de la réglementation 

européenne REACH en 2006. Le principe repose sur le fait qu'il existe une relation inverse 

entre le degré de métabolisme et le potentiel de bioaccumulation. Néanmoins ces systèmes in 

vitro ne reflètent qu’une partie de l’ensemble des processus métaboliques in vivo ou retrouvé 

dans des hépatocytes en culture primaire. Ces limitations, notamment l'absence de cofacteurs 

des enzymes de phase II, l'activité de courte durée dans les incubations et l'hypothèse inhérente 

d'absorption cellulaire de produits chimiques engendrent une prévision inexacte des taux 

métaboliques et des profils métaboliques (Uchea et al., 2013). Par conséquent, ces systèmes ne 

fournissent qu’une représentation partielle de la situation in vivo (Tableau 12). 

  Hépatocytes primaires 

Les hépatocytes sont responsables de la majorité des fonctions hépatiques comme notamment 

la biotransformation des xénobiotiques. Ils sont donc souvent employés afin de déterminer la 

pharmacocinétique et le potentiel toxique de xénobiotiques in vitro. Les hépatocytes en culture 

primaire représentent a priori, le modèle cellulaire hépatique le plus proche de la situation in 

vivo chez l’homme, décrit souvent comme le « Gold standard ». En revanche ils présentent 

beaucoup de variabilité intra et inter-espèces.  Fraichement isolés, les hépatocytes ne conservent 

leurs caractéristiques et les fonctions spécifiques du foie que transitoirement, et des altérations 

fonctionnelles et phénotypiques sont rapidement observées. De plus, leur disponibilité et leur 

survie sont limitées (Guillouzo, 1998). Actuellement, la cryoconservation est la seule méthode 

disponible à long terme pour le stockage d'hépatocytes primaires. Les hépatocytes de poissons 

peuvent également être utilisés, en fonction de l’espèce ciblée afin d’obtenir des données de 

biotransformation pertinentes (Fay et al., 2017).  

  Lignées cellulaires 

Le premier intérêt pour les lignées cellulaires de poisson était principalement motivé par la 

pêche et leur intérêt économique pour l’étude des virus du poisson. Mais dans les années 80, 

ces lignées cellulaires ont également commencé à être utilisées lors d’études toxicologiques. 

Aujourd'hui, plus de 280 lignées cellulaires ont été établies, dont 43 sont commercialisées 
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(Lakra et al., 2011). Les lignées cellulaires de poissons sont considérées comme étant de 

meilleurs représentants que les lignées cellulaires de mammifères les plus couramment 

utilisées, car elles expriment des enzymes et des protéines spécifiques et peuvent être exposées 

à une plage de températures plus large pour l'incubation. Ils ne nécessitent pas d'incubateurs 

spécifiques complétés de dioxyde de carbone et peuvent être conservés pendant de longues 

périodes à 4°C, évitant les étapes de congélation et de décongélation inutiles. Elles sont donc 

plus faciles à entretenir et à manipuler et, contrairement aux cultures primaires, produisent des 

résultats hautement reproductibles (Wolf and Quimby, 1976). Elles ont été développées pour 

évaluer en particulier la toxicité des mélanges de produits chimiques tels que les HAPs, les 

produits pharmaceutiques ou encore les nanoparticules (Bermejo-Nogales et al., 2017). 

D'autres tentatives pour rendre les systèmes in vitro plus réalistes, plus prédictifs et plus proche 

de l’in vivo ont reposé par exemple sur le développement de modèles tri-dimensionnels (3D) 

telles que les sphéroïdes d'hépatocytes pour prendre en compte les interactions cellulaires qui 

existent in vivo. Des sphéroïdes issues d’une lignée cellulaire hépatique de poisson de type 

RTL-W1 ont été produites et caractérisées fonctionnellement pour la première fois en 2019 

(Lammel et al., 2019). Ces études suggèrent que les sphéroïdes des hépatocytes de truite arc-

en-ciel conservent un statut biochimique, morphologique et fonctionnel élevé et qu'ils 

pourraient s'avérer être des modèles plus réalistes pour les tests de toxicité comparés aux 

monocouches 2D traditionnelles (Lammel et al., 2019). D'autres méthodes prometteuses dites 

méthodes de co-culture bénéficient des avantages apportés par les caractéristiques de plusieurs 

modèles cellulaires (Krøvel et al., 2011).  
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Tableau 12 : Principaux modèles issus de cellules hépatiques de poisson 

Modèle cellulaire Principales caractéristiques Intérêt-Entretien Référence 

microsomes Enzymes microsomales (CYPs), 

Systèmes non complets : pas 

d’organelles, pas d’enzymes et co-

facteurs de conjugaison.  

 

Economique. 

Conservation -80°C. 

(Han et al., 2009) 

S9 Cytosol (enzymes de conjugaison) et 

enzymes microsomales (CYPs), pas 

de cofacteurs de conjugaison. 

Economique. 

Conservation -80°C. 

(Uchea et al., 2013) 

(Connors et al., 

2013) 

(OECD, 2018) 

Lignées cellulaires 

de foie (RTL-W1)  

Adhérentes, épithéliales. 

Faibles taux enzymatiques par 

rapport aux hépatocytes (CYPs et 

cofacteurs de conjugaison), 

Reproductibilité. 

Maintenues dans le 

temps, résistantes 

aux T°C. Plus 

simples que pour 

mammifères (faible 

taux métabolique). 

(Lakra et al., 2011) 

(Thibaut et al., 

2009) 

Hepatocytes 

primaires de 

poisson 

Membrane cellulaire intacte, 

caractéristiques préservées, 

variabilité (dépend de l’espèce) 

Nombreuses enzymes (CYPs et 

cofacteurs de conjugaison).  

Stockage -135°C 

Maintenues peu de 

temps (pertes de 

capacité) mais facile 

d’utilisation (milieu, 

incubateur CO2 et 

T°C). 

(Fay et al., 2017) 

(OECD, 2018) 

Sphéroïdes Cellules les plus représentatives du 

foie natif (forme, polarité). 

Expression des enzymes du 

métabolisme et des transporteurs 

membranaires. 

Viables plus de 30 

jours. 

(Uchea et al., 2015) 

(Lammel et al., 

2019) 

 

4.3.2 Les enzymes CYP450 de biotransformation chez le poisson  

Dans le milieu aquatique, l’exposition des organismes vivants aux xénobiotiques déclenche des 

interactions entre les systèmes chimiques et biochimiques, conduisant parfois à l’émergence 

chez l’animal de perturbations biochimiques et/ou à des réponse d’adaptation. Les 

biomarqueurs d’exposition sont des caractéristiques qui seront mesurées objectivement et 

évaluées comme indicateur d’un procédé biologique normal, d’un procédé pathologique, ou 

d’une réponse pharmacologique due à l’exposition de xénobiotiques (Van der Oost et al., 2003).  

Les voies générales généralement considérées sont le stress oxydant et le métabolisme. Une 

liste exhaustive de biomarqueurs de poisson a été examinée dans une revue portant sur 

l’estimation des risques environnementaux, comprenant: les enzymes de biotransformation 

(phases I et II), les paramètres de stress oxydatif, les produits de biotransformation 

(métabolites), les protéines de stress, d’autres protéines, et des paramètres divers 

(hématologiques, immunologiques, de reproduction, endocriniens, génotoxiques, 
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neuromusculaires, physiologiques, histologiques, morphologiques). Des voies plus spécifiques 

sont également analysées en fonction du type de produits chimiques pris en compte.  

Lors de notre étude du métabolisme endogène, les activités enzymatiques CYP450 impliquées 

dans la biotransformation des xénobiotiques, ici les colorants, ont été examinées.  Ces enzymes 

sont impliquées dans différentes phases du métabolisme comme explicité dans le paragraphe 

1.3.3. Pour rappel, les enzymes de la superfamille CYP sont principalement responsables du 

métabolisme oxydatif de la phase I. Le CYP1A, essentiel et très instruit chez le poisson, est 

principalement responsable du métabolisme des HAP, des dioxines et des PCB et est induit par 

le récepteur nucléaire AhR. Son activité est un biomarqueur majeur en écotoxicologie. Le 

nombre d’isoformes du gène du CYP1 diffère entre les espèces de poisson. La truite arc-en-ciel 

détient au moins 6 isoformes (Jönsson et al., 2010). L’estimation de l’activité CYP1 se réalise 

facilement par la méthodologie de dosage de l’EROD (7-éthoxyresorufin O-deethylase). Le 

CYP3A est l'enzyme CYP la plus polyvalente. Elle est responsable du métabolisme de plusieurs 

types de produits chimiques, tels que les produits pharmaceutiques mais aussi les hormones 

stéroïdiennes. Chez le poisson, les CYP3 impliqués sont le CYP3A, dominant dans le foie, puis 

le CYP3B et le CYP3C. Le xénobiotique peut subir aussi une réaction de phase II consistant en 

la conjugaison des molécules hydrophiles avec le glutathion (GSH), l'acide sulfonique ou l'acide 

glucuronique avec pour objectif de faciliter leur excrétion. Les enzymes responsables sont les 

glutathion-S-transférases (GST), les sulfotransférases (SULT) et les UDP-

glucuronosyltransférases (UGT). Enfin, en phase III, le composé métabolisé est excrété hors de 

la cellule. Le métabolisme se produit principalement dans le foie mais a également été observé 

dans d'autres organes tels que les branchies, l'intestin ou les reins (Van der Oost et al., 2003). 

4.3.3 La truite arc-en-ciel comme modèle d’étude 

  Une espèce très facile à élever 

La truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) est l'espèce d'eau froide la plus étudiée, car les 

différents stades de maturité, de l’œuf à l’adulte, sont facilement disponibles pour des études 

(Wolf and Rumsey, 1985). L'habitat naturel de la plupart des truites arc-en-ciel est l'eau douce 

à une température d'environ 12 °C en été. L'espèce tolère des températures de 0 à 25 ° C mais 

l'optimum pour une bonne santé se situe entre 10 et 12 °C tandis qu'une excellente croissance 

dans des conditions de bonne qualité de l'eau se produit entre 15 et 20 °C. Les poissons mâles 

arrivent à maturité entre 9 et 12 mois à l’écloserie, mais pour la plupart, les stocks ont tendance 

à mûrir jusqu’à l'âge de 2 ou 3 ans selon la température de l'eau et la disponibilité de la 
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nourriture (Gall and Crandell, 1992). Facilement élevée et maintenue dans des conditions de 

laboratoire, la truite arc-en-ciel est un modèle utile et une espèce standard pour les tests de 

toxicité notamment. Elle est considérée comme l'une des espèces les plus sensibles en matière 

de toxicité aiguë et donc recommandée pour ces tests par l’OCDE parmi les espèces d’eau 

douce. Un avantage majeur de la truite arc-en-ciel est la grande diversité de lignées cellulaires 

établies à partir de cet organisme, ce qui laisse l’opportunité de comparer des tests in vitro aux 

études in vivo.  

  Les organes majeurs du métabolisme 

Les branchies sont un organe d'une importance vitale pour les poissons. Responsable des 

échanges gazeux, de l'osmorégulation, de la diffusion ionique, de la régulation du pH, du bilan 

azoté, il est le principal site d'absorption des contaminants d'origine hydrique. Cet organe est 

également métaboliquement actif. En raison du rôle pivot des branchies, tout dommage peut 

avoir des conséquences graves sur l'état de santé de l'organisme et il présente donc un grand 

intérêt en écotoxicologie (Evans et al., 2005). Un deuxième organe d'importance majeure en 

écotoxicologie du poisson est le foie en raison de ses capacités métaboliques élevées et de son 

rôle crucial de détoxication. Il est également très important pour la vitellogenèse, c’est-à-dire 

la production des réserves alimentaires des alevins. Un large éventail de biomarqueurs liés à cet 

organe a été caractérisé.  
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L’état des lieux des connaissances présenté dans la Partie 1 de ma thèse met en évidence le 

problème de santé pour les consommateurs, posé par les résidus chimiques issus des colorants 

utilisés en aquaculture. Il est par conséquent important de continuer à réaliser leur surveillance 

et si possible de la faire évoluer. En tant que laboratoire européen (LR-UE) en charge des 

activités de référence sur le contrôle de ces résidus de colorants, nous avons pour tâche de nous 

assurer que les méthodes analytiques pour les contrôler sont en adéquation avec les évolutions 

règlementaires et sociétales.  

MG est le colorant de la famille des triarylméthanes (TAMs) le plus utilisé et aussi le plus 

étudié, car ses propriétés pharmacologiques sont multiples : antiparasitaire, antimicrobien, 

antifongique. Il permet de traiter un grand nombre de pathologies touchant les poissons 

d’élevage soumis à de nombreux stress liés à l’environnement et aux pratiques aquacoles 

notamment intensives. D’autres colorants similaires présentent des propriétés antibactériennes 

susceptibles d’être exploitées en particulier dans un contexte d’expansion et d’intensification 

de l’aquaculture. Le Cristal Violet (CV) aussi appelé Violet de Gentiane ou encore le Vert 

Brillant (BG) et parfois même le Bleu de Méthylène (MB) sont, en ce sens, déjà intégrés dans 

certaines méthodes d’analyse pour le contrôle officiel. La famille des Victoria représente une 

autre classe pertinente à étudier car ce sont des colorants dérivés des TAMs ; C’est d’ailleurs 

pourquoi le Victoria pure blue bo (VPBO) nous a paru pertinent à étudier plus spécifiquement. 

En dépit de leur efficacité, les colorants sont à présent très réglementés dans l’Union 

Européenne du fait de leur toxicité pour l’homme et l’environnement. C’est pourquoi de 

nombreux pays ont adopté une tolérance dite « zéro résidus ». Leurs métabolites, sous forme 

de leucobases, sont également reconnus comme toxiques. S’accumulant dans les tissus animaux 

pendant de longues périodes après traitement, ils sont préférentiellement utilisés depuis plus de 

20 ans dans les méthodes analytiques de contrôle comme marqueurs des traitements au CV ou 

au MG.  

En Europe, la production aquacole des pays de l’Union ainsi que celle, importée des pays tiers, 

de plus en plus importante en volume, doivent par conséquent être surveillées pour l’occurrence 

de résidus de colorants en partant du postulat représenté par les points suivants: 

1. Les colorants sont facilement disponibles, commercialisés en grandes quantités et peu 

couteux. Ils sont utilisés pour leurs propriétés dans de nombreux processus industriels 

(textiles, encres, révélateurs..) ;  
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2. Les données d’occurrence montrent qu’ils sont encore largement utilisés hors UE, en 

particulier en Asie (principale région du monde productrice en aquaculture) ;  

3. L’utilisation de nouveaux colorants pourraient servir de substituts à ceux actuellement 

les plus connus et les mieux contrôlés, 

4. Une liste de colorants substitutifs répertoriée par l’EFSA selon des considérations de 

toxicité, imposerait de les intégrer dans les futures méthodes analytiques de contrôle en 

lien avec une évolution réglementaire. 

Au regard de ce postulat, la question de recherche qui en découle et qui est abordée dans le 

cadre de cette thèse est : 

Quelle stratégie analytique adopter pour une surveillance sans faille dans la future 

réglementation pour tous les colorants interdits en traitement aquacole? 

Les différentes pistes de recherche et les outils consacrés, qu’aborde le chapitre qui va suivre 

sous forme d’articles publiés, peuvent être déclinés selon trois points :  

 Le premier article traite de la comparaison d’empreintes métaboliques par LC-HRMS 

chez la truite arc-en-ciel exposées au MG et au VPBO, et la recherche de potentielles 

substances biomarqueurs endogènes communes entre ces deux traitements. L’hypothèse 

de travail étant que ces colorants, de structures chimiques assez proches, peuvent 

engendrer un effet biologique commun. Si plusieurs études ont été consacrées à 

l’application de la métabolomique pour la recherche de marqueurs de traitements pour 

des substances anabolisantes chez les mammifères et animaux de rente, cette étude est 

la première à notre connaissance qui a été consacrée à l’application de la métabolomique 

chez le poisson d’élevage après un traitement thérapeutique, et la première également 

concernant les colorants. 

 Le deuxième et le troisième article traitent de la recherche de métabolites exogènes par 

des études in vitro et in vivo visant à déceler des marqueurs pertinents pour un contrôle 

de dépistage par LC-HRMS, en appliquant non pas une approche de métabolomique 

globale mais une approche semi-ciblée. 

Le deuxième article décrit une méthodologie in vitro utilisant des fractions 

subcellulaires de foie de truite afin de rechercher les métabolites principaux du VPBO. 

Le troisième article concerne le métabolisme in vivo chez la truite traitée au VPBO, et 

la comparaison des métabolites observés à ceux déterminés in vitro dans le précédent 

article. Une déplétion tissulaire du métabolite principal est comparée à celle du VPBO. 
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 Les supplementary data des articles 1,2,3 se trouvent en annexes 7,8, 9, respectivement. 

   

 Enfin les approches analytiques pour l’évolution des méthodes de contrôle sont 

abordées dans l’article 1 et l’étude IV, par l’extension du nombre de colorants 

recherchés et par l’inclusion ou non de nouveaux résidus marqueurs. Le premier article 

aborde la démarche initiale qui consistait à mettre au point et valider une méthode de 

confirmation incluant une étape d’oxydation de tous les métabolites afin de quantifier 

seulement les composés parents de 14 colorants principaux. L’étude IV (non publiée) 

traite quant à elle d’une démarche analytique nouvelle, consistant à intégrer dans une 

même méthode analytique LC-MS/MS, les substances parentes, leurs métabolites 

principaux, et si possible des biomarqueurs endogènes d’effet observés dans les études 

publiées dans le troisième article. Cette méthode actuellement développée reste encore 

à caractériser au moyen d’une validation selon les critères de performances attendus 

pour les méthodes de contrôle officiel. 
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Article 1 : Dye residues in aquaculture 

products: Targeted and mass spectrometric 

approaches to track their abuse 

1.1 Contexte 

Ces résultats sont issus d’un projet intitulé Multicolor, mis en œuvre en partie à l’aide d’un 

travail réalisé par un étudiant de Master. Ce travail avait pour objectif d'initier une stratégie de 

surveillance élargie des colorants à usage thérapeutique par le développement d’approches 

analytiques ciblées et non ciblées. Le projet s’inscrivait dans un objectif méthodologique plus 

large que porte notre laboratoire en matière d’approches non ciblées pour la détection de 

marqueurs de traitement. Identifier un marqueur pertinent présente un intérêt dans plusieurs 

cas. Il permet par exemple d’identifier la signature biologique d’un traitement par un 

médicament aujourd’hui interdit dont le composé parental disparait rapidement après son 

administration à l’animal, ou encore de mettre en évidence cette signature imputable à un 

ensemble de molécules pharmacologiquement similaires. Pour cela, nous avons fait appel au 

savoir-faire de l’ONIRIS-Laberca qui a réalisé le traitement de données et les analyses 

statistiques multivariées. Ces données ont été reprises et complétées au laboratoire. Le projet 

Multicolor comportait ainsi 3 volets : le développement de l’approche analytique ciblée, une 

étude d’occurrence sur produits d’aquaculture du commerce en appliquant la méthode ciblée, 

et enfin l’approche de métabolomique non ciblée. Les deux approches, qui visaient soit à élargir 

le nombre de colorants ciblés dans le premier cas, soit à suivre des biomarqueurs appropriés 

dans le second cas, ont été étudiées de manière concomitante avec le même objectif d’améliorer 

la stratégie de surveillance des nouvelles pratiques illégales de traitements chimiques en 

aquaculture.  

1.2 Méthodologie et principaux résultats 

Méthodologie de l’approche ciblée : 

Une méthode LC-MS/MS comprenant une étape d’oxydation appliquée à la plupart des 

colorants sélectionnés a été développée et validée pour cibler l'analyse de 14 résidus chimiques 

appartenant à différentes familles de colorants. La méthode est appropriée pour la confirmation 

quantitative de 13 colorants dans la chair de poisson à des concentrations résiduelles de l’ordre 

de 1 µg/kg. Une étape d’oxydation a été intégrée à l’analyse afin de retransformer les substances 
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métabolisées et réduites en leuco-formes par les poissons, en leurs formes parentes, et de 

quantifier ensuite uniquement ces formes parentes. Tandis que chez certains TAMs les leuco-

formes étaient déjà connues (la leucobase du vert de malachite par exemple), d’autres composés 

étaient probablement non connues, ou bien avaient fait l’objet d’une première identification 

récente et ne comportaient ainsi toujours pas le standard permettant de quantifier la forme 

réduite, comme c’est le cas pour le LBG.  Les composés ciblés par la méthode comprenaient 

les principaux TAMs (MG, CV, BG, EV, PRRA), quelques autres dérivés des triarylméthanes 

(VBB, VBR, VPBO), des xanthènes (RHG), des phénothiazines (MB, AZB, NMB) et des 

phénoxazines (NBA). Ces colorants ont ensuite été recherchés sur des produits d’aquaculture 

collectés dans des commerces locaux.  

 

Méthodologie de l’approche ciblée : 

Le deuxième objectif de ce projet était de rechercher tout marqueur de traitement des colorants 

au moyen d’une approche non ciblée basée sur la LC-HRMS en utilisant des échantillons 

biologiques de truites récoltés lors d’une expérimentation in vivo. Le principe de cette approche 

était de comparer les empreintes métaboliques obtenues avec des truites traitées à MG et celles 

obtenues avec des truites traitées à VPBO, avec pour objectif de détecter des marqueurs 

endogènes communs aux deux traitements ou encore de déterminer tout autre biomarqueur 

pertinent significatif d’un traitement par des colorants de type TAMs. Les informations extraites 

de l’analyse par LC-HRMS des ions caractéristiques provenant d’échantillons de muscles, de 

foie et de plasma ont été exploitées à l’aide de modèles statistiques multivariés. Elles ont révélé 

des modifications du métabolome de la truite générant certains métabolites directement liés aux 

2 colorants mais également des substances endogènes perturbées suite au traitement.  

 

Extraction : 

ACN+ MgSO4 

Oxydation (DDQ) 

Analyse de 

confirmation 

par LC-MS/MS 

-14 colorants 

-Muscle de poissons 

et crevettes  

Validation : 

truite-saumon-

crevettes 

Extraction : 

ACN (muscle, 

plasma) 

MeOH/ACN 

(foie) 

Echantillons QC 

mélanges 

 

Détection des 

signaux en Full 

scan par LC-

HRMS 

Truites traitées : 

-VPBO 

-MG 

-Témoin  

 Prélèvements 

de plasma, 

muscle, foie 

Retraitement 

des données et 

analyses 

statistiques 

multivariées 
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Principaux résultats : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3 Conclusion 

Les deux pistes explorées en vue d’étendre le contrôle des résidus de colorants interdits chez 

les produits d’aquaculture, pourraient se rejoindre et se compléter comme il est explicité en 

conclusion de l’article. La première piste consistait à déterminer si une méthode ciblée, incluant 

une oxydation pour pallier le manque d’informations et de standards analytiques pour tous les 

métabolites de tous les colorants concernés, pouvait être développée et validée avec une 

sensibilité suffisante pour tenir le challenge règlementaire autour du µg/kg. Les résultats ont 

montré que le protocole est applicable pour 11 colorants subissant l’étape d’oxydation et pour 

3 colorants sans cette étape, car l’oxydation engendre probablement une dégradation de ces 3 

composés. Les performances de la méthode sont satisfaisantes puisque les CC sont inférieurs 

à 0.5 µg/kg. Les avantages de cette méthode sont le taux de recouvrement des colorants incluant 

les leuco-bases, connues et non connues, sa sensibilité, et sa facilité d’application. Les 

inconvénients sont d’une part, qu’elle inclut des colorants déjà suspectés mais pas de potentiels 

nouveaux colorants, et que d’autre part, l’étape d’oxydation correspond à une seule réaction de 

métabolisme, donc le champ des métabolites traceurs de traitement n’est pas entièrement 

-Méthode capable de détecter 14 

colorants dont 13 en confirmation  

-Premier point de calibration à 0.1 µg/kg 

ou à 0.5 µg/kg suivant l’analyte. 

-Protocole réalisé en deux partie : 

extraction avec oxydation pour 11 

colorants, et sans oxydation pour 3 

colorants. 

-Justesse et fidélité respectent les critères 

de la Décision 2002/657/CE. 

-CC estimés entre 0.02 et 0.42 µg/kg 

-Applicabilité sur 28 lots de poissons et 

crevettes, détection de MG (bar) et 

VPBO (tilapia) < 0.1 µg/kg mais non 

confirmée. 

 

-Modèles PLS-DA validés pour muscle et foie :  

- 17 ions caractéristiques pour foie : dont pour 

MG : 8 ions up-régulés  5 ions proposés issus 

du métabolisme du MG et 3 non-identifiés, et 

pour VPBO : 8 ions sur-exprimés et un sous-

exprimé  5 ions proposés issus du 

métabolisme du VPBO, 1 ion endogène 

identifié (acide glycodéoxycholique)  

-11 ions caractéristiques pour muscle : dont 

pour MG : 7 ions up ou down-régulés  2 ions 

proposés issus du métabolisme du MG, 1 ion 

endogène identifié (acide taurodeoxycholique) 

et 4 ions non-identifiés, et pour VPBO : 4 ions 

sur- ou sous-exprimés  2 ions proposés issus 

du métabolisme du VPBO, et 2 non-identifiés 

Approche ciblée : méthode 

multirésidus avec oxydation 
Approche non ciblée : recherche de 

biomarqueurs de traitement 

Objectif : explorer deux approches possibles pour renforcer la 

surveillance des colorants en lien avec la future évolution réglementaire 
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couvert. La deuxième piste consistait en l’investigation de métabolites endogènes marqueurs 

d’un traitement aux colorants, plus spécifiquement les TAMs et dérivés, en apportant des 

informations sur l’endo-métabolome des poissons. 

Deux acides biliaires ont été subi une perturbation de leur voie d’expression chez la truite, mais 

aucun d’entre eux n’a pu être confirmé comme étant commun aux deux traitements issus des 

deux TAMs. Ceci laisse néanmoins présager d’un effet de ces colorants sur la voie de synthèse 

des acides biliaires. Cette étude a également mis en évidence des métabolites exogènes 

provenant directement d’une dégradation des colorants appliqués, dont les métabolites du 

VPBO, inconnus jusqu’ici. L’approche menant aux biomarqueurs d’effet d’un traitement 

(métabolites endogènes) mériterait d’être approfondie, et renforcée, afin de détecter d’autres 

biomarqueurs pouvant dans leur ensemble constituer un modèle prédictif de dépistage d’un 

traitement aux colorants. Enfin, ces deux pistes pourraient être combinées dans une même 

étude, afin d’obtenir une approche la plus exhaustive possible et générer des données 

d’occurrence par la méthode ciblée tout en étudiant l’impact de ces données d’occurrence sur 

des biomarqueurs comme les acides biliaires. 
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Article 2 : In vitro investigations of the 

metabolism of Victoria pure blue bo dye to 

identify main metabolites for food control in 

fish 

1.1 Contexte 

L’objectif de l’étude in vitro du projet Metacolor était d’explorer plus largement le métabolisme 

des TAMs, en conservant comme modèles VPBO et MG, afin de déterminer si l’approche 

méthodologique permettait d’imputer un ou plusieurs métabolites pertinents in vitro au 

métabolisme de la truite. Une équipe spécialisée en éco-toxicologie et compétente sur la 

préparation de fractions microsomales chez le poisson, le FFPW en République Tchèque, a été 

contactée. J’ai pu ainsi me former dans leur laboratoire sur la méthodologie de préparation des 

fractions subcellulaires et sur leur incubation. Plusieurs types de fractions subcellulaires 

(microsomes, fractions S9 de truite) ont pu être ramenées dans notre laboratoire, dont certaines 

induites par la -naphtoflavone, un inducteur du CYP1A, afin de poursuivre les 

expérimentations. 

1.2 Méthodologie et principaux résultats 

Méthodologie de mise au point des conditions d’incubation 

Les fractions sub-cellulaires ont été préparées par une technique de centrifugation différentielle 

(microsomes, S9) extraites de chaque truite. Les premières incubations tests réalisées au FFPW, 

avec des temps d’incubation de 30 min, ont été injectées pour analyse par LC-HRMS à mon 

retour au laboratoire et n’ont pas permis de détecter une formation de métabolites du MG ou du 

VPBO. Il a alors été nécessaire d’optimiser ces conditions. Profitant d’une méthode développée 

au laboratoire pour un projet de toxicologie, nous avons optimisé les conditions de température 

et durée d’incubation pour aboutir à la détection des métabolites.  

Des substrats spécifiques des principales activités du CYP450 ont été utilisés: la phénacetine 

pour le CYP1A2, le diclofénac pour le CYP2C9, la méphénytoine pour le CYP2C19, le 

midazolam pour le CYP3A4, le bupropion pour le CYP2B6, et la chlorzoxazone pour le 

CYP2E1. Les métabolites associés ont été détectés et quantifiés, en faisant varier les temps 

d’incubation et les températures.  
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Méthodologie de recherche des métabolites formés : 

En utilisant les conditions optimales (2 h à 20 °C), nous avons incubé MG et VPBO avec les 

fractions microsomales de truite et les fractions S9 induites avec la -naphtoflavone puis 

analysé le surnageant dans un système LC-LTQ-Orbitrap-HRMS. Les co-facteurs appropriés 

ont été ajouté pour initier les réactions de phase I ou de phase II. 

 

 

 

Principaux résultats : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Incubations avec 

VPBO et MG 

 

Détection des 

signaux en Full 

scan par LC-

LTQ-Orbitrap-

HRMS 

Fractions 

subcellulaires 

(microsomes, S9) 

issues de foie de 

truites 

Recherche des 

métabolites de 

phase I et II 

Optimisation des 

conditions 

d’incubations (6 

substrats 

d’enzymes CYP 

majeures) 

 t°C-  temps 

 

Détection des 

signaux par 

LC-HRMS ou 

LC-MS/MS 

Préparation de 

fractions 

subcellulaires 

(microsomes, S9) 

issues de foie de 

truites, par 

centrifugation.  

Quantification 

des métabolites 

formés : 

estimation du 

temps et de la 

t°C optimaux 

-Observation d’une activité pour: 

CYP1A, CYP2-like et CYP3A-like, 

suite à la formation d'acétaminophène, 

OH-diclofénac, OH-midazolam 

-Activité optimale pour 2h d’incubation 

et 20°C 

 

 

-Optimisation d’une méthode générique de 

détection LC-HRMS 

-Détection de 16 métabolites du VPBO formés 

par réactions de phase I, résultant en particulier 

de réactions avec le CYP1A.  

-Aucun métabolite de phase II détecté.  

-Le principal métabolite détecté, le dééthyl-

VPBO, a été fragmenté par CID afin de 

déterminer sa structure chimique.  

 

Mise au point des conditions 

d’incubation 
Recherche des métabolites formés 

Objectifs : appréhender les techniques de préparation 

microsomales, d’incubation. Rechercher les métabolites du VPBO 

formés in vitro, comparer le métabolisme à celui du MG, identifier 

un  métabolite majeur 
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1.3 Conclusion 

Cette étude a permis d’appréhender les différents types de fractions microsomales de poisson, 

depuis leur préparation jusqu’à leur utilisation pour initier une étude de métabolisme. L’objectif 

était d’obtenir des résultats de première approche in vitro pour l’étude du métabolisme du 

VPBO. Ces résultats suggèrent que la biotransformation de VPBO dans le foie de poisson est 

médiée par les enzymes CYP formant à la fois des métabolites désalkylés et des métabolites N-

oxydés ainsi qu'une réduction de la double liaison conduisant à une leuco-forme, le dééthyl-

leuco-VPBO. Le métabolite N-dééthylé de VPBO est celui retrouvé en plus forte intensité. MG 

suit une voie similaire in vitro pour la déalkylation, mais pas pour les métabolites N-oxydés. 

Cette étude est probante afin d’obtenir rapidement un aperçu du ou des métabolites majeurs 

pouvant être intéressants à confirmer lors d’une étude in vivo de persistance, afin de définir un 

ou des résidus marqueurs. Le dééthyl-VPBO a été retrouvé le plus intense, cependant le 

mécanisme de réduction de la double liaison a été peu détecté in vitro, alors que les leuco formes 

sont connues in vivo comme majeures pour MG et CV. Il nous est alors apparu nécessaire de 

proposer une expérimentation in vivo pour appréhender la pharmacocinétique du VPBO, ce qui 

a été l’objet du 3e article. 
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Article 3 : Tissue distribution, metabolism, and 

elimination of the dye Victoria pure blue lead to 

an appropriate biomarker in trout 

1.1 Contexte 

Une précédente étude de métabolomique in vivo chez la truite arc-en-ciel traitée (article 1) a 

conduit à la découverte de certains marqueurs d'acide biliaire endogènes ainsi que de deux 

métabolites du VPBO, le DLVPBO et le tri-dééthyl-VPBO (Dubreil et al., 2019b, 2020a). 

L’étude in vitro, quant-à-elle, a mis en évidence l’apparition de nombreux métabolites, dont un 

majeur, le dééthyl-VPBO (article 2). Nous avons mis en place une étude de pharmacocinétique 

avec une déplétion sur deux mois chez la truite arc-en-ciel (Oncorhinchus mykiss), afin de 

définir plus précisément un résidu marqueur. L’expérimentation a été conduite à l’Anses de 

Plouzané dans l’Unité Pathologies Virales des Poissons, comme pour l’étude de 

métabolomique. 

Les objectifs étaient (1) d'identifier le principal métabolite du VPBO dans la truite arc-en-ciel 

traitée; (2) de caractériser la distribution tissulaire de VPBO et de son principal métabolite 

trouvé dans la truite arc-en-ciel traitée pendant les périodes d'absorption et de dépuration; (3) 

d'estimer et de comparer les temps de demi-vie du VPBO et de son principal métabolite dans 

les muscles et la peau; et (4) de suggérer un résidu marqueur dans les tissus comestibles (muscle 

+ peau) pour des évaluations appropriées en sécurité sanitaire des aliments. 

1.2 Méthodologie et principaux résultats 

Méthodologie de la phase animale :  

Traitement et dépuration : Le colorant a été administré à la truite arc-en-ciel pendant une 

journée au bain-marie en circuit fermé à une dose de 0,1 mg.L-1. Le système a été ensuite 

positionné en circuit ouvert pendant environ deux mois pour l’étude de la dépuration du VPBO. 

Pendant ces périodes, 6 poissons étaient prélevés: 

- Durant le traitement à: 0.083, 0.25, 0.417 et 1 jour. 

- Durant la dépuration à: 2, 3, 5, 9, 17, 34, 49 et 65 jours.  
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Méthodologie de recherche d’un résidu marqueur : 

Le principe de cette approche était d’analyser les signaux obtenus après extraction des tissus de 

poisson et analyse LC-HRMS, afin de les exploiter par des modèles de pharmacocinétique pour 

le VPBO et un métabolite majeur identifié. Le VPBO a été dosé par une méthode validée puis 

la concentration du métabolite majeur identifié, le DLVPBO, a été estimée en considérant une 

équivalence de signal avec le parent. L’exploitation pharmacocinétique a été réalisée pour les 

tissus cibles de muscle et de peau. Un modèle non-compartimental a été appliqué pour 

déterminer les paramètres de pharmacocinétique. 

 

 

 

 

 

Principaux résultats : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-Méthode validée pour le dosage du 

VPBO dans le muscle, la peau, le foie, 

le plasma. 

-Détection de 15 métabolites, dont 14 

métabolites de phase I proposés et 1 de 

phase II 

-Le DLVPBO identifié comme 

métabolite majeur dans le muscle et la 

peau de truite. 

 

-VPBO : 

Traitement : 

Foie>peau>muscle>plasma 

Dépuration : 

Conc. VPBO > LOQ dans muscle et peau 

Demi-vie élimination= 17.1 jours muscle 

Temps de résidence moyen : 12.7 jours peau et 

20.7 jours muscle 

 

-DLVPBO : 

Dépuration : 

Cmax DLVPBO < Cmax VPBO muscle et peau 

Demi-vie élimination= 22.5 jours muscle 

Temps de résidence moyen : 29.9 jours peau et 

43.1 jours muscle 

 

 

Recherche des métabolites formés Dosage du VPBO dans les tissus 

Pharmacocinétique du VPBO et DLVPBO 

Objectifs : identifier le métabolite majeur, appréhender la 

pharmacocinétique du VPBO chez la truite arc-en-ciel. Proposer un 

résidu marqueur de traitement. 

-Extraction à 

l’ACN : muscle, 

peau, foie, plasma 

-Détection des 

signaux en Full 

scan par LTQ-

Orbitrap-HRMS 

 

-Recherche des 

réactions de 

métabolisme 

-Identification 

du métabolite 

majeur 

-Témoins 

-Truites 

traitées au VPBO 

 Prélèvements 

de plasma, 

muscle, peau, 

foie, pendant le 

traitement et la 

dépuration 

Estimation des 

paramètres 

pharmacocinétiques 

pour VPBO et 

DLVPBO 

Phase animale, prélèvements 

et extraction des tissus 
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1.3 Conclusion 

A notre connaissance, aucune étude pharmacocinétique n'a jamais été réalisée sur le composé 

VPBO chez les poissons. Nous avons pu montrer que le VPBO est rapidement absorbé et 

distribué dans le muscle, la peau, et le foie après une administration dans l’eau du bassin 

pendant un jour. Nous avons identifié l’apparition de 15 métabolites, dont 14 de phase I et un 

de phase II proposé. Ces métabolites, excepté celui de phase II, sont similaires à ceux détectés 

in vitro. Le dééthyl-leuco-VPBO, identifié auparavant pendant l’étude de métabolomique, a été 

déterminé comme le plus intense et le plus persistant sur la période de dépuration de 2 mois 

dans les tissus. Bien que les concentrations du VPBO soient supérieures à celles du DLVPBO 

au début du traitement, elles tombent en-dessous celle du DLVPBO au bout de 17 jours de 

dépuration dans le muscle et la peau. Nous avons pu démontré qu’au bout de 60 jours de 

traitement, les concentrations de VPBO et son métabolite majeur, le DLVPBO, sont encore 

détectables dans le muscle et la peau. Le DLVPBO semble légèrement (environ 3 fois) plus 

intense que son parent à la fin de cette période. Ces résultats démontrent que le VPBO et son 

métabolite majeur, le DLVPBO, devraient être suivis dans les tissus comestibles de poisson. Le 

DLVPBO est un résidu marqueur approprié car il est plus persistant, et le VPBO est plus intense 

dans la première partie du traitement. C’est pourquoi la surveillance de ces deux résidus ne doit 

pas être dissociée pour un contrôle efficace des résidus. 
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Etude IV : Développement analytique issu des 

travaux menés sur le métabolisme: résultats 

préliminaires 

1.1 Introduction 

L’objectif de cette étude, qui a démarrée par un stage de Master 1 de 3 mois, était de tester 

l’intérêt et la faisabilité d’un développement de méthode incluant le ou les métabolites 

pertinents des études précédemment présentées. Le sujet portait donc sur un développement et 

une validation de méthode d’analyse multi-résidus de colorants dans les poissons d’aquaculture 

par LC-MS/MS, pouvant inclure les composés parents de colorants mais aussi des résidus 

marqueurs tels que leurs métabolites, ou des composés endogènes potentiellement marqueurs 

de traitement chez le poisson. Si l’on reprend le fil conducteur de cette thèse, l’amélioration de 

la surveillance des colorants dans les produits d’aquaculture pour faire face aux pratiques 

d’élevage interdites, ce développement rassemble les connaissances du travail accompli et offre 

de nouvelles perspectives de contrôle : 

 

 

 

 

 

 

 

article 1 article 2 article 3

Biomarqueurs 

endogènes : 

Acides biliaires 

(non spécifiques 

des colorants) 

Métabolisme in 

vitro du VPBO : 

-Métabolite 

majeur: Dééthyl-

VPBO  

Pharmacocinétique 

du VPBO: 

Résidus marqueurs: 

Leuco-Dééthyl-

VPBO +VPBO 

 

 

 

 

Méthode 

d’analyse des 

composés 

parents (avec 

oxydation) 

 

 

 

Etude IV : 

Méthode 

d’analyse des 

composés 

parents, de 

métabolites, et 

d’acides 

biliaires 
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Le deuxième objectif de cette étude consistait à évaluer la sensibilité de la méthode pour 

détecter des composés interdits d’usage à des niveaux résiduels règlementairement acceptables. 

En effet, aujourd’hui en 2020, il est important de mettre au point une méthode d’analyse de ces 

colorants permettant de les détecter et de les identifier à une concentration atteignant 0.5 µg/kg, 

au moins pour les colorants principalement règlementés. Ce projet a permis de réaliser la mise 

au point des paramètres de spectrométrie de masse (réalisation d’infusions), l’optimisation de 

la séparation chromatographique (test de colonnes, de phases mobiles, de solvants de reprise…) 

puis l’optimisation de l’étape d’extraction dans la chair de poissons. Enfin, la méthode 

développée a été testée sur des échantillons de poissons d’aquaculture collectés dans le 

commerce local, ainsi que sur un échantillon officiel détecté positif en MG/LMG par un 

laboratoire de contrôle départemental. Le développement n’est pas encore finalisé à l’heure 

actuelle. 

1.2 Matériel et Méthode 

Colorants : Une liste de 14 colorants avec 4 leuco-bases a été établie pour cette étude ainsi que 

des standards internes deutérés du CV, MG, LCV et LMG. Les 4 leuco-bases inclues sont :   

-LMG, leuco-base de MG 

-LCV, leuco-base de CV 

-LBG, leuco-base de BG, son standard analytique a été synthétisé par une société privée pour 

l’étude, 

- et DLVPBO pour lequel seulement les transitions ioniques ont été inclues dans la méthode. 

En effet, la synthèse du standard n’étaient pas possible car l’identification structurale n’a pas 

été réalisée, car elle nécessiterait d’isoler suffisamment de DLVPBO de la matrice poisson pour 

effectuer des analyses structurales plus poussées (RMN, Infra-rouge),  

Trois acides biliaires (l’acide taurodésoxycholique (TRDA), l’acide désoxycholique (DCA) et 

l’acide glycodésoxycholique (GCDA) ont également été insérés dans la méthode à titre 

expérimental dans un premier temps. En cas d’échantillons positifs en colorants, cela 

permettrait de corréler la présence du colorant à la concentration d’acides biliaires, mais Cela 

nécessite d’obtenir un grand nombre d’échantillons positifs.  

Les solutions mères sont préparées à 100 mg/l dans les solvants de dilution appropriés (MeOH 

ou ACN).  
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Tableau 13 : Colorants et marqueurs de traitement inclus dans le développement 

Famille Colorants Résidu marqueur :  

Métabolite direct/métabolite 

endogène (de la truite) 

Triarylméthanes Vert de Malachite (MG) Leuco Malachite Green 

(LMG) 

Vert Brillant (BG) Leuco Vert Brillant (LBG) 

Cristal Violet (CV) Leuco Cristal Violet (LCV) 

Ethyl Violet (EV)  

Pararosaniline (PRRA)  

Dérivés des 

Triarylméthanes 

Victoria Blue B (VBB)  

Victoria Blue R (VBR)  

Victoria Pure Blue BO 

(VPBO) 

Leuco dééthyl VPBO 

(DLVPBO) 

Phénothiazines Methylene Blue (MB) Azure B (AZB) 

New Methylene Blue (NMB)  

Phenoxazines 

 

Nile Blue A (NBA) 

 

 

Xanthènes  Rhodamine 6G (RHG)  

Rhodamine B (RHB)  

Acides biliaires 

 

 TRDA 

 GCDA 

 DCA 

 

Matériel : solvants pour l’extraction et la LC-MS/MS de pureté appropriée, matériel 

d’extraction et de purification, évaporateur sous azote, centrifugation.   

 

Tableau 14 : Colonnes chromatographiques testées 

Fournisseur Colonne Dimension Taille de 

particule 

Taux de 

carbone 

End-

Caping 

Technologie 

Waters Sunfire C18 150*2.1mm 3.5 µm 16 % Oui Spherical 

Particle  

Thermo 

Scientific 

Accucore 

Phenyl Hexyl 

100*2.1mm 2.6 µm 5 % Oui Spherical 

Solid Core 

Sigma-Aldrich Ascentis 

Express C18 

100*2.1mm 2.7µm / Oui Fused-Core 

Phenomenex Kinetex Polar 

C18 

150*2.1mm 2.6µm 12 % Oui Core Shell 

Silica 

Agilent Zorbax RX-

C8 

150*2.1mm 5µm 5.5 % Non Porous silica 

microspheres 

 

Appareil de LC-MS/MS : chaine LC Surveyor couplée au TSQ Quantum Ultra 

(ThermoFisher)  
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1.3 Résultats de développement 

Mise au point d’infusion 

La réalisation d’infusion nous a permis de définir le « tube lens » et l’énergie de collision 

optimaux en identifiant pour chaque molécule 2 transitions majeures et une seule transition pour 

les acides biliaires, suffisante pour leur quantification. Cette première détection par 

spectrométrie de masse est réalisée par une infusion d’une solution des composés à 100 µg/L 

dans l’ACN acidifié. Une boucle d’optimisation est insérée sur le spectromètre afin de pouvoir 

infuser les solutions par l’intermédiaire d’une seringue. 

Il faut noter ici que les ions formés dans la source sont des ions pseudo-moléculaire [M+H]+ ou 

[M]+ pour les colorants déjà chargés positivement, comme MG ou CV. Les ions sont donc 

détectés en mode électrospray ESI+. Cependant, pour les acides biliaires, il s’agit d’une 

détection des ions adduits [M+NH4]
+ en raison de la formation d’un complexe avec l’acétate 

d’ammonium. Les acides biliaires sont par ailleurs couramment détectés en mode électrospray 

négatif ce que nous avons toutefois décidé de ne pas appliquer. Les transitions MRM des 

composés se trouvent en annexe 1 et celles des standards internes en annexe 2. 

Optimisation des paramètres de spectrométrie de masse en tandem 

Cette opération d’optimisation des gaz est réalisée afin de trouver le bon compromis pour 

nébuliser et désolvater la solution contenant les ions à analyser. Ici, l’optimisation est réalisée 

par un système de T, en introduisant dans la seringue une solution de colorant à 100 µg/L en 

même temps que la phase mobile au débit qui sera utilisé. 

Tableau 15 : Paramètres de gaz optimisés 

Spray Voltage 3500 

Sheath Gas Pressure 30 (unité 

arbitraire) 

Ion Sweep Gas Pressure 5 (unité 

arbitraire) 

Aux Gas Pressure 10 (unité 

arbitraire) 

Capilary Temperature 350 °C 

 

Optimisation de la chromatographie liquide 

Les tests de gradient ont été réalisés sur toutes les molécules. Cependant, en raison du grand 

nombre de données, les résultats seront présentés pour le colorant AZB avec la colonne Ascentis 
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F 

Transition 1 

Transition 2 

Express C18 (Sigma) (Figure 30). La phase aqueuse utilisée est « Eau + 10 mM acétate 

d’ammonium + 0.1 % d’acide formique » et la phase organique est « ACN». Les premiers tests 

n’ont pas été très concluant. En effet, sur le premier chromatogramme (A), le temps de rétention 

de AZB se trouve dans le temps mort de la colonne (1.63 min). En ajustant le gradient et le 

temps de passage en phase organique, les temps de rétentions ont été décalés à 2.33 min (B,C) 

cependant, les pics étaient assez larges et mal résolus. Pour pallier à ce problème, une autre 

colonne a été mise en place : il s’agit de la colonne Sunfire (Waters) (Figure 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Chromatogrammes obtenus pour AZB avec la colonne Ascentis Express C18 (Sigma) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Chromatogrammes obtenus pour AZB avec la colonne Sunfire "Waters" 

En raison de pics mal résolus et de temps de rétention trop court (A, B, C), la colonne Sunfire 

de chez Waters a été testée car elle a été choisie lors d’une ancienne étude sur BG. Sur les 

chromatogrammes (D, E, F, G), un changement de phase mobile a été réalisé mais aussi la 

vitesse de passage en phase organique (gradient d’élution). Nous avons observé qu’il est 

D E F G 

A B C 
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K 

optimal d’utiliser le MeOH comme phase organique avec un temps de passage en phase 

organique de 3 minutes pour avoir des pics bien résolus et des temps de rétentions satisfaisants. 

Pour pousser les recherches, une autre colonne avec une nouvelle technologie a été testée afin 

de comparer les résultats obtenus avec la colonne Sunfire de chez Waters : il s’agit de la colonne 

Accucore Phenyl Hexyl de chez Thermofisher (Figure 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Chromatogrammes obtenus pour AZB avec la colonne Accucore Phenyl Hexyl (Thermo) 

D’autre tests de gradients ont été réalisés avec la colonne Accucore Phenyl Hexyl. D’après les 

chromatogrammes (H, I, J), le meilleur gradient optimal que nous avons sélectionné est le (J). 

Cette colonne a donc été choisie pour le début de notre phase de développement du protocole 

d’extraction. Cependant, au cours de notre développement de méthode, un problème 

chromatographique a été constaté durant les tests de gammes. Trois molécules (MB, NBA et 

NMB) interféraient avec la colonne Accucore Phenyl Hexyl en laissant paraitre sur les 

chromatogrammes des trainées de pics (Figure 33). Ceci est dû à une interaction liée avec les 

molécules et la silice résiduelle (non greffée) de la colonne. Pour résoudre ce problème 

rencontré, un changement de colonne a été réalisé en adoptant la colonne Sunfire (Waters). 

Cette nouvelle colonne a été choisi en raison de ses chromatogrammes satisfaisant obtenus lors 

de l’optimisation de la colonne. Un nouveau gradient (Tableau 16) a été définis pour avoir des 

pics bien résolus dans un intervalle de temps de 7 à 13 min.  

H I J L 
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Figure 33 : Dégradation de la colonne Accucore Phenyl Hexyl pour le colorant MB 

Le nouveau gradient défini est le suivant : 

Tableau 16 : Gradient pour les conditions finales avec la colonne Sunfire (Waters) 

Temps en 

minutes 

A’’/B’ 

0 70/30 

2 5/95 

10.1 5/95 

11 70/30 

21 70/30 

 

De plus, une étude de comparaison sur la proportion d’acétate d’ammonium contenue dans la 

phase aqueuse a été réalisée (chromatogramme J, K, L). Les concentrations testées sont 5 mM, 

10 mM et 20 mM en présence de phase organique « MeOH+ 0.1 % acide formique ». La 

proportion d’acétate d’ammonium n’a pas de réelle différence sur les pics des colorants 

analysés à l’exception des acides biliaires. Pour la suite de ce développement, la proportion 

choisie est 20 mM afin de faciliter les adduits ammonium. Un chromatogramme final est 

présenté en annexe 3. 

Optimisation du solvant d’extraction 

Le premier élément optimisé dans le protocole d’extraction est le solvant d’extraction afin 

d’évaluer sa capacité à extraire les molécules de la matrice (chair+ peau de poisson), notamment 

en faisant précipiter les protéines. Plusieurs conditions d’extractions ont été testées : solvants 

seuls (MeOH, ACN), mélanges de solvants pour faire varier la polarité (MeOH/hexane) ou 

l’acidité (solvant + acide ou tampon), et essai d’ajout d’hydroxylamine avant l’extraction pour 

faciliter l’extraction (Figure 34). Chaque essai a été comparé avec un blanc afin de pouvoir 

calculer le rendement total de chaque colorant extrait de la matrice après l’ajout de la solution 
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de supplémentation en colorant et la solution de standard interne. Les résultats pour cette étape 

d’extraction se porteront ci-après sur l’AZB.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Comparaison de solvants d'extractions 

D’après la Figure 34, le rendement d’extraction varie suivant le type de solvants. En effet, 

l’ajout d’hydroxylamine suivit par l’extraction par un mélange de solvant de « ACN/Tampon 

Citrate 90:10 » paraissent des conditions favorables pour une extraction optimale de AZB. 

Cependant, au vu de tous nos colorant analysés, ce solvant n’a pas été retenu en raison de 

faible rendement pour BG et MG. Le solvant choisi pour la suite des manipulations est donc 

le « MeOH + 1 % en acide acétique » avec un ajout de 500 µL d’hydroxylamine au préalable.   

Optimisation du solvant de reprise  

Le solvant de reprise est un mélange de solvant utilisé afin de dissoudre le résidu à sec obtenu 

après évaporation à 50°C. Il sera ensuite filtré dans un filtre à 0.45µm et injecté dans la LC-

MS/MS. Il doit donc être compatible avec la phase mobile et la solubilité des molécules. Pour 

cela, 4 solvants de reprise ont été testés afin de comparer les intensités des pics et leur forme. 

D’après le Tableau 17, le solvant de reprise choisi est donc « ACN/EAU 80:20 » en raison des 

intensités de pics supérieurs aux autres mais aussi pour une meilleure stabilité des molécules. 

Le tableau récapitulatif des intensités de pics est représenté en annexe 4. 
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Tableau 17 : Comparaison d'intensité de pics suivant le solvant de reprise 

 

 

 

 

Mise en place d’une étape de purification 

Lors du premier essai, un kit QuEchERS 

« MgSO4 4g /NaCl 1g » (référence : agilent 

technologies, Bond Elut - Original 

QuEchERS extract pouches) a été testé avec 

comme solvant d’extraction le « MeOH+1 

% Acide Acétique ». Puis l’extractions avec 

le premier kit a été testé avec une 

purification complémentaire comprenant 

« MgSO4 1.5 g /C18 0.5 g » (référence : 

Interchim – Clean up Kit) mais en faisant 

varier le solvant d’extraction.  

 

Les résultats donnés en Figure 35 montrent que l’utilisation de QuEchERS n’est pas très 

efficace concernant l’extraction des colorants (ici AZB) dans la chair de poisson. Les molécules 

restent probablement absorbées par les sels. L’étape de purification QuEchERS n’a donc pas 

donné suite pour l’optimisation de notre protocole d’extraction. 

 

  

Solvants de 

reprise testés 

ACN/EAU 

80:20 

ACN/Acide 

Ascorbique 

(100:1) 

ACN/Phase 

A/Acide 

Ascorbique 

(70:25:5) 

MeOH/Phase 

A/ Acide 

Ascorbique 

(70:25:5) 

Intensité des 

pics 

1,16E+06 2,50E+05 7,92E+05 7,04E+05 

Figure 35 : Rendements d'extraction QuEchERS 
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Amélioration de l’étape d’extraction 

Après avoir déterminé les conditions d’extraction les plus appropriées, par « 500 µL 

d’hydroxylamine / MeOH + 1 % Acide Acétique », ainsi que le solvant de reprise par 

« ACN/EAU 80 :20 », des améliorations ont été mises en place afin d’obtenir de meilleurs 

rendements en particulier pour BG, LBG, MG, LMG, CV et LCV ainsi que pour les standards 

deutérés LMG-D5 et MGD5.  

Après avoir réalisé des recherches 

bibliographiques, il est possible d’insérer une 

étape d’ultrason avec un chauffage à 70 °C.Les 

résultats ont montré qu’il est nécessaire 

d’avoir une étape de chauffage avec ultrason 

afin d’avoir de meilleurs rendements pour le 

vert de malachite (MG) et le vert brillant (BG) 

comme présenté en Figure 36 mais aussi pour 

tous les autres colorants (Cf : Annexe 6). Le 

rendement moyen pour tous les colorants avec 

cette étape avoisine les 82 %.  

Figure 36 : Amélioration du protocole d'extraction (exemple pour  MG + BG) 

Mise en place de la gamme d’étalonnage 

Concernant la gamme d’étalonnage mise en place dans la matrice, certains niveaux de 

concentration ont dû être réévalués à la hausse (NBA- NMB – PRRA – AZB + 3 acides 

biliaires) en raison d’un manque de sensibilité du TSQ Quantum et d’une moins bonne 

sensibilité de ces molécules. Les niveaux de concentration adaptés pour l’analyse de colorants 

dans les poissons sont donnés en annexe 5. 
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Figure 37 : Représentation des gammes d'étalonnage pour AZB 

D’après ce que l’on peut constater, les essais de gammes pour la transition 1 et 2 du colorant 

AZB conduisent à des coefficients de détermination satisfaisants (Figure 37). 

En réalisant les essais de gamme, nous nous sommes rendus compte que les leuco-bases 

n’étaient pas très stables d’une injection à une autres. Il y a eu une modification du solvant de 

reprise en remplaçant « ACN/EAU 80:20 » par « ACN/EAU/Acide Ascorbique 

1g/L 80:15:05 » afin d’améliorer la stabilité de ces dernières. En effet, l’acide ascorbique est 

un anti-oxydant, et ralentit l’oxydation spontanée de la forme réduite leuco en forme parent 

oxydée.  

Le protocole final choisi pour ce développement de méthode (Figure 38) a permis d’obtenir 

des rendements d’extraction supérieurs à 70 % pour les colorants et supérieurs à 50 % pour les 

acides biliaires (Cf. annexe 6).  

Transition n°1 AZB : 

R² = 0.9900 

Transition n°2 AZB : 

R² = 0.9901 
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Figure 38 : Protocole d’extraction optimal des colorants et résidus marqueurs 

Application de la méthode sur des échantillons terrain 

L’objectif du stage était aussi de tester la méthode sur des échantillons terrain. Une étude 

d’occurrence restreinte a d’abord été réalisée, sur 18 poissons d’origines et d’espèces 

différentes (Figure 39). Les résultats du dépistage se sont avérés négatifs.   
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Figure 39 : Etude d’occurrence restreinte pour applicabilité de la méthode développée 

Ainsi, nous avons cherché à obtenir des échantillons positifs en contactant les laboratoires 

agréés pour les analyses de colorants. Un échantillon de poissons chat a été confirmé en 

MG/LMG (Figure 40). Les résultats ont été en accord avec ceux annoncés par le laboratoire de 

Vendée. De plus, nous avons pu constater une présence détectable de DCA et TRDA alors que 

ces acides biliaires n’étaient pas détectés dans le poisson chat témoin. 

 

Figure 40 : Applicabilité de la méthode sur un échantillon positif en MG 

1.4 Conclusion et perspective analytique  

Si une méthode de confirmation des résidus de colorants par LC-MS/MS avec étape 

d’oxydation avait été développée et validée au début de notre projet, celle-ci avait néanmoins 

trouvé ses limites. En effet, l’oxydation peut s’avérer intéressante pour un nombre très restreint 

de composés, subissant la même réduction métabolique, comme MG et CV biotransformés en 

LMG et LCV. Mais un des problèmes avec les colorants réside en leur caractère électrostatique. 

Ils peuvent facilement contaminer des échantillons pendant les manipulations de préparation de 
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standards et d’échantillons et lors de l’analyse par LC-MSMS elle-même. La présence de 

métabolites et autres biomarqueurs extraits de l’échantillon apporte alors une information 

précieuse et une preuve formelle d’un traitement suspicieux.  

C’est pourquoi le développement de cette nouvelle méthode apporte des perspectives 

intéressantes. Ce projet développé durant 3 mois a permis de mettre en place une méthode 

d’identification et de quantification de colorants susceptible d’être utilisés dans les bassins 

d’aquaculture. Il s’agit d’une méthode sensible pouvant atteindre des concentrations limites de 

0.5 ppb pour certains colorants. Elle inclut les principaux colorants préoccupants (évalués par 

l’EFSA), mais aussi de nouveaux métabolites, le LBG (métabolite du BG) pouvant être 

quantifié grâce à la synthèse récente d’un standard analytique, et le DLVPBO suivi par ses 

transitions en dépistage (métabolite du VPBO). Les différents paramètres d’extractions ont été 

développés pour extraire au mieux les colorants présents dans le muscle de poissons. 

Par la suite, cette méthode pourrait être validée sur un appareil de LC-MS/MS plus récent de 

type API 5500 afin de descendre encore en limites analytiques, si l’Union Européenne décide 

la mise en place de cette méthode en raison d’un risque sanitaire. Cet appareil permettrait de 

descendre plus bas en concentration pour AZB, PRRA, NBA et NMB. La méthode pourrait 

alors être validée sur trois jours dans plusieurs espèces de poissons et de crustacés. Il serait 

également intéressant de conserver les acides biliaires dans la méthode afin d’acquérir des 

données sur leurs perturbations lorsqu’un échantillon est positif en colorants, non seulement 

pour la truite, mais aussi pour d’autres espèces. 

Pour avancer sur ce projet, il serait intéressant d’introduire des métabolites, s’avérant être des 

résidus marqueurs des autres colorants qui viendraient confirmer une métabolisation de 

colorants dans le foie, et donc qui prouveraient une présence de colorants en tant que traitement 

vétérinaire, ou aussi d’occurrence environnementale. 
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Les molécules interdites en élevage font l’objet d’une surveillance accrue, par des plans de 

contrôle de leurs résidus chimiques dans les denrées alimentaires et par des inspections des 

importations aux postes frontaliers. Les méthodes analytiques pour détecter et confirmer ces 

résidus doivent être adaptées aux échantillons prélevés et aux contaminants présents 

(médicaments, contaminants de l’environnement). Les résidus de colorants à usage 

thérapeutique aujourd’hui interdits en Union Européenne font ainsi l’objet d’un contrôle dans 

les denrées d’origine animale, principalement les produits d’aquaculture. L’objectif de cette 

thèse était d’explorer différentes approches analytiques permettant de proposer une évolution 

de la surveillance des mésusages de colorants en tant que molécules à activité pharmacologique. 

En effet, les contrôles officiels ciblent à l’heure actuelle 3 colorants principaux (MG, CV, BG) 

et leurs métabolites (LMG, LCV, LBG). Malgré leur interdiction en élevage, ces colorants sont 

toujours utilisés comme l’indique ces 15 dernières années le système d’alerte européen 

(RASFF). D’autres molécules dérivées, comme le VPBO, sont probablement aussi testées de 

par le monde et présentes sur le terrain, pouvant engendrer également des problèmes de santé 

publique. De plus, l’évaluation des risques incite à regarder non seulement les dangers connus 

(on ne trouve que ce que l’on cherche), mais également rétrospectivement des dangers inconnus 

jusque-là, comme des métabolites plus toxiques, des adduits, des produits de dégradation… 

Ainsi, le fil conducteur de cette thèse peut se résumer par la question clé suivante: Quelle 

stratégie analytique adopter pour une surveillance sans faille dans le futur cadre 

réglementaire pour le cas des colorants interdits en traitement aquacole? Autrement dit 

comment disposer d’une méthode évolutive et exhaustive, adaptée au réseau de contrôle 

national et européen. Le travail qui a été envisagé pour y répondre, et les résultats associés 

(Tableau 18), s’est déroulé en plusieurs étapes successives ou simultanées. 
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Tableau 18 : Principaux résultats des études réalisées, avantages et inconvénients associés 

Approches Résultats Apports Limites 

Métabolomique non 

ciblée (phase animale-

truite: 8 jours) 

-Pas de marqueurs 

communs (VPBO≠MG) 

-2 métabolites endogènes 

identifiés (acides 

biliaires)  

-quelques métabolites 

exogènes déterminés 

-Très peu de tri des 

signaux: « Full scan » 

-Marqueurs d’effets 

 Mise en évidence 

de nouveaux 

traitements 

-Dépend des 

conditions 

d’extraction 

-Traitement des 

données  

-Annotation 

-Spécificité  

Métabolisme in vitro -16 métabolites de phase 

I, aucun de phase II 

-Principal métabolite 

identifié (dééthyl-VPBO) 

-Etude rapide, peu 

coûteuse 

-Identification des 

principales réactions 

métaboliques 

-Molécules parents 

spécifiques 

-Vérifier adéquation 

des résultats in vitro 

avec une étude 

animale restreinte 

Métabolisme in vivo, 

pharmacocinétique 

(phase animale-

truite :65 jours) 

-14 métabolites de phase 

I et un de phase II. 

-principal métabolite 

identifié (leuco-dééthyl-

VPBO) 

-demi-vies comparées 

-Détermination fiable 

des résidus 

marqueurs sur une 

période de déplétion 

choisie en fonction 

du terrain 

-Phase animale 

(utilisation 

d’animaux) 

-Etude plus 

longue/couteuse 

 

 Choix des molécules : les triarylméthanes (MG) et leurs dérivés (VPBO)  

Le choix de ces familles pour réaliser la première étude de métabolomique nous est apparu 

assez logique. Nous souhaitions développer nos compétences dans ce domaine en les appliquant 

aux molécules dont nous sommes responsables en tant que laboratoire de référence. Les 

substances vétérinaires non autorisées que sont les colorants sont intéressantes pour cela. 

L’approche métabolomique non ciblée pour la découverte de résidus marqueurs identifiés par 

un effet biologique, avait déjà fait ses preuves avec par exemple la démonstration apportée sur 

traitement illicite de bovins par des promoteurs de croissance (Dervilly-Pinel et al., 2012). Pour 

notre étude, MG et VPBO étaient des modèles de molécules intéressantes pour les raisons 

évoquées dans ce manuscrit, l’une étant très connue en traitement aquacole et l’autre 

absolument pas. Ces deux molécules, représentatives de deux familles structuralement proches, 

présentent non seulement un intérêt de par leurs propriétés pharmacologiques, mais aussi du 

fait de leur occurrence dans l’environnement de par leur utilisation dans l’industrie notamment 

du textile. L’idée que tout est lié en matière de santé (le « One Health » concept) renforce l’idée 

de définir des résidus marqueurs pertinents, pour le contrôle alimentaire, et pour la 

contamination de l’environnement, même si ce n’est pas toujours aisément réalisable.  

Ce choix s’est confirmé par une récente étude dans le cadre du programme « Tox21 » aux Etats-

Unis. La toxicité de 10 000 substances chimiques a été étudiée au moyen de 70 tests cellulaires 
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différents couvrant plus de 200 voies de signalisation cellulaire, MG a été classé parmi les 30 

médicaments les plus actifs. Le VPBO (basic blue 7) a été quant à lui déclaré l’un des composés 

les plus actifs parmi les contaminants de l’environnement (Ngan et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 Apport et limites de la métabolomique non ciblée en sécurité chimique des 

aliments 

L’étude de métabolomique non ciblée réalisée au moyen de la LC-HRMS visait à rechercher 

chez le poisson des résidus marqueurs pouvant être corrélés à un traitement en aquaculture par 

un ensemble de colorants proches thérapeutiquement et structurellement. Des traitements 

illicites pourraient alors être facilement tracés et contrôlés grâce à l’effet biologique induit sur 

le métabolome des poissons si cet effet s’avérait être suffisamment spécifique. Nos résultats 

n’ont malheureusement pas mis en évidence une substance endogène commune aux deux 

traitements. Néanmoins, nous avons pu dégager un effet du MG ou du VPBO sur le 

métabolisme des acides biliaires. Le MG semble induire une sous-expression de l’acide 

tauroursodésoxycholique tandis que VPBO induirait une sur-expression d’acide 

glycodéoxycolique. Ces modifications du métabolisme cellulaire provoquées par ces 2 

molécules n’ont pas pu donner lieu jusqu’à présent à une interprétation biologique de leur 

action. L’ultime but de ce genre d’étude serait de proposer un chemin métabolique complet et 

fiable dû au mode d’action des colorants (Labine and Simpson, 2020).   

 

Perspective 1 

Une des perspectives pour donner suite à cette étude serait de poursuivre la recherche de 

résidus marqueurs pour d’autres colorants, comme les autres Victoria blue (victoria blue B, 

victoria blue R), pour lesquels il n’y a actuellement pas de données directes disponibles pour 

engager une évaluation de risques.  
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Figure 41 : Workflow conventionnel utilisé lors des expérimentations de métabolomique environnementale. 

Source : (Labine and Simpson, 2020) 
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Le métabolisme des acides biliaires semble bien être impacté, comme probablement celui 

d’autres substances endogènes, par des facteurs chimiques de contamination environnementale, 

comme l’a démontré une étude sur les modifications de métabolome des poissons (Rutilus 

rutilus) exposés à des effluents de traitements d’eaux usées (David et al., 2017).  

Outre la génération de premières données de métabolisme chez la truite, l’approche de 

métabolomique non ciblée nous a permis de détecter et de confirmer la présence des métabolites 

directs de MG et de VPBO. L’intérêt d’une telle approche, vise aussi à maximiser la couverture 

des métabolites issus d’ensembles d'échantillons biologiques. Elle s’effectue sans à priori sur 

les types de signaux détectés donc elle offre la possibilité de capter aussi des signaux non 

suspectés, même si la grande majorité des caractéristiques métaboliques mesurées restent non 

identifiées (López-Ruiz et al., 2019). Cependant ce type d’approche dépend énormément des 

conditions expérimentales : animaux sélectionnés, organisation des prélèvements, conservation 

des échantillons, choix de l’extraction des molécules, de l’acquisition et du traitement du 

signal… Par exemple, nos chromatogrammes comportaient un bruit de fond important et la 

filtration des signaux pour des masses supérieures à 750 Da a été nécessaire. L’obtention de 

données biologiquement exploitables à partir des profils métaboliques issus d’analyses LC-

HRMS en full scan reste donc limitée sur une gamme de masses moléculaires. De plus, 

l’analyse et la manipulation de ces données est très coûteuse en temps et reste encore trop 

souvent éloignée d’une interprétation biologique formelle. Enfin, de faibles signaux peuvent 

être écartés alors que pris dans un ensemble concomitant de faibles effets, ils pourraient être 

pertinents et révélateurs d’effets. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perspective 2 

Si une nouvelle étude de métabolomique était envisagée, il serait appréciable de 

compléter nos données par une approche de profilage, en ciblant cette fois-ci certaines 

voies métaboliques d’intérêt chez le poisson, donc avec à priori en adaptant la 

méthodologie appliquée. Il pourrait également s’avérer intéressant de mettre en œuvre 

des outils non létaux lors de l’expérimentation animale. Ces outils sont souvent utilisés 

pour la surveillance en temps réel des modifications métaboliques d’un organisme face à 

son environnement (Roszkowska et al., 2019). 
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 Apports et limites de l’approche de métabolisme in vitro  

La recherche de métabolites exogènes in vitro en utilisant des fractions subcellulaires de 

foie de truite a été fructueuse. De nombreux métabolites de phase I ont été décelés par LC-

HRMS, non plus par approche globale mais par une approche semi-ciblée. Cette démarche 

a permis d’obtenir un tri rapide des principales voies de détoxification (déalkylation, oxydo-

réduction, hydroxylation) et de mettre en évidence les réactions majeures. Elle a donc 

l’avantage d’être rapide, peu couteuse, et relativement facile à maitriser dès lors que les 

fractions subcellulaires sont disponibles. Dans ce projet, nous nous sommes intéressés à la 

fabrication de ces fractions, assez délicates à préparer, nécessitant un savoir-faire afin de 

conserver les enzymes en bon état de fonctionnalité.  La biotransformation de VPBO a 

d’ailleurs été démontrée comme étant dépendante des enzymes CYP450, comme dans le 

cas de MG. Le métabolite N-dééthylé de VPBO a été détecté avec la plus forte intensité de 

pic chromatographique lors des incubations réalisées avec les microsomes et les fractions 

S9.  Cependant, la comparaison des métabolites obtenus in vitro avec ceux exprimés dans 

le métabolisme in vivo a montré que la simple dééthylation était bien majeure dans les deux 

études, mais que la réduction de la double liaison centrale pour obtenir la leuco forme était 

quasiment absente in vitro. Même si le CYP1A2 joue un rôle dans cette réaction, cette voie 

n’est certainement pas la seule en jeu. Il conviendrait à l’avenir de déterminer le chemin 

métabolique (« metabolic pathway »), permettant de caractériser la séqence des évênements 

enzymatiques. 

Cette approche in vitro présente donc quelques inconvénients pour la recherche de résidus 

marqueurs, car elle est fortement dépendante des conditions expérimentales et de cette 

séquence in vivo. Néanmoins elle peut s’avérer intéressante en première intention 

(« screening métabolique ») pour comparer les métabolites issus de différentes espèces 

d’intérêt en sécurité des aliments, sans passer par une phase animale à mettre en œuvre 

pour chaque espèce (ex : corrélation in vitro multiples espèces dont espèces mineures avec 

simplement une ou deux espèces in vivo). Par ailleurs, les fractions hépatiques 

microsomales et S9 manquent d'un certain nombre de caractéristiques physiologiques 

importantes pour les processus métaboliques. Ces systèmes subcellulaires ne représentent 

pas les caractéristiques in vivo aussi précisément que des hépatocytes en culture par 

exemple. De plus, les fractions microsomales sont limitées par l'absence de cofacteurs pour 

les enzymes de phase II, même si ces derniers peuvent être ajoutés pendant les incubations. 

L'activité de ces fractions est aussi de courte durée dans les incubations. Les mesures 
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d’exposition chronique in vivo, réalisées sur deux mois dans ce projet, ne sont donc pas 

réalisables avec ces fractions, c’est pourquoi nous avons jugé nécessaire de compléter cette 

approche avec une expérimentation animale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Apports et limites de la pharmacocinétique 

Une nouvelle étude in vivo, représentant une phase animale de 65 jours, a été réalisée chez la 

truite traitée au VPBO afin d’obtenir le panel complet de métabolites in vivo et en les 

rapprochant de ceux déterminés in vitro. Les résultats ont permis d’identifier 14 métabolites de 

phase I et un métabolite de phase II, probablement le parent conjugué au glucuronide. Le 

métabolite détecté principalement pendant les périodes de traitement et de déplétion, le dééthyl-

leuco-VPBO (DLVPBO), a été identifié. Comme annoncé précédemment, il ne s’agissait donc 

pas du dééthyl-VPBO identifié comme majeur pendant l’étude in vitro. 

 

Perspective 3 

Aussi, afin de combler les lacunes des fractions subcellulaires, une des possibilités 

envisagées lors d’une prochaine étude de métabolisme serait d’utiliser des 

hépatocytes primaires de truites. Ce modèle serait une bonne alternative, car c'est 

un système plus intégratif plus proche de ce qui se passe in vivo, comprenant des 

paramètres métaboliques supplémentaires comme les transporteurs membranaires. 

Une autre alternative serait de tester les modèles 3D. La culture de sphéroïdes est 

encore peu utilisée pour l’étude du métabolisme des xénobiotiques chez la truite. 

Ils permettent de surmonter la perte de viabilité des cellules maintenues en 

suspension, en améliorant le maintien de la différenciation dans les hépatocytes. 

Ces modèles, encore en développement chez l’humain, sont des outils utiles pour 

déterminer le potentiel de bioaccumulation des contaminants environnementaux, 

par exemple pour caractériser leur devenir métabolique et les dangers potentiels de 

leurs métabolites.  

L'architecture des sphéroïdes est physiologiquement plus pertinente et fournit une 

intégrité fonctionnelle élevée par rapport au métabolisme et à l'efflux des 

xénobiotiques. Le système présenterait également l'avantage de permettre l'étude 

de l'excrétion biliaire (Uchea et al., 2013; Uchea et al., 2015).  
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Cependant celui-ci a également été détecté fortement in vivo. La déplétion du principal 

métabolite DLVPBO dans le temps et dans différents tissus biologiques de truite a été comparée 

à celle du VPBO. Une analyse non-compartimentale a été appliquée afin de décrire les 

principaux paramètres pharmacocinétiques (demi-vies, clairances..). À 60 jours de dépuration, 

les concentrations de VPBO dans les muscles et la peau (moyenne de 2,5 µg.kg-1) ont été 

mesurées légèrement supérieures à la limite de quantification de notre méthode (0,5 µg.kg-1), 

tandis que les concentrations du métabolite DLVPBO se sont avérées être en moyenne de 8,8 

µg.kg-1 dans les mêmes tissus. Nos résultats nous ont permis de conclure que pour un contrôle 

efficace des résidus du traitement, le VPBO et son principal métabolite DLVPBO, un marqueur 

de résidus approprié, doivent tous deux être surveillés sans dissocier la chair de la peau 

adhérente.  

La difficulté de ces expérimentations animales réside dans le choix de la dose d’exposition, 

puisqu’il s’agit de produits interdits et que de ce fait nous n’avions aucune référence sur les 

données de contaminations ni sur les données de traitements. Le respect de l’éthique en 

expérimentation animale était également à considérer. La dose d’exposition retenue semble 

avoir été adéquate, permettant d’obtenir suffisamment de résultats de métabolisation tout en 

maintenant les poissons dans des conditions physiologiques d’élevage. Une étude complète de 

résidus in vivo représente l’aboutissement dans la détermination fiable de résidus marqueurs 

pour une molécule donnée, mais elle ne peut s’appliquer qu’à une seule molécule à la fois. La 

période de cinétique de déplétion peut également être adaptée en fonction de la réalité terrain, 

ici notamment la durée d’élevage piscicole avant commercialisation. Un modèle PBPK, avec 

des données d’entrée appropriées, permet alors de simuler les comportements des molécules à 

plus long terme et de réduire ainsi la durée d’expérimentation. Une extrapolation de dose unique 

vers une exposition chronique est simulée, avec ce modèle, grâce au principe de conservation 

des paramètres pharmacocinétiques (ex : biodisponibilité, clairances). Notre modèle a permis 

de décrire les données étendues à une durée de deux mois et pour l’espèce truite arc-en-ciel.  
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 Evolution des méthodes de contrôle des colorants  

L’évolution des méthodes de contrôle des colorants dans les produits d’aquaculture devra être 

envisagée dans un futur proche afin de répondre à une surveillance accrue face à un risque très 

probable de sécurité sanitaire. Pour anticiper ces évolutions réglementaires, nous avons exploré 

différentes méthodologies de travail. Les recherches et développements de méthodes 

analytiques se sont axées sur l’augmentation du nombre de colorants probables en aquaculture 

d’une part, et sur la détermination de leurs résidus marqueurs endogènes ou exogènes d’autre 

part. Notre démarche initiale (en étude pré-thèse) a permis de mettre au point et de valider une 

Perspective 4 

Ainsi, il pourrait être envisagé de compléter notre étude de résidus in vivo afin 

d’accumuler des connaissances pour d’autres espèces aquacoles et de confirmer si 

les résidus marqueurs seraient les mêmes que ceux obtenus chez la truite. Dans 

une première étape, il serait intéressant de tester un modèle PBTK générique 

développé et adapté pour la truite arc-en-ciel (Onchorhynchus mykiss), et pour trois 

autres espèces dont la physiologie est déjà renseignée pour l’éco-toxicologie 

(Danio rerio (poisson zèbre), Pimephales promelas (tête de boule) et Gasterosteus 

aculeatus (épinoche) (Grech et al., 2019) afin de comparer les valeurs prédictives 

du modèle à nos données terrain pour le VPBO et si possible le DLVPBO. Dans 

une deuxième étape, il pourrait être envisagé d’appliquer le modèle pour une autre 

espèce si les paramètres physiologiques de l’espèce sont disponibles, ce qui 

limiterait le besoin d’expérimentations animales supplémentaires. Enfin, une 

extrapolation du modèle pour un autre composé, le victoria blue R par exemple, 

serait réalisable en utilisant une approche IVIVE. L'extrapolation in vitro à in vivo 

(IVIVE) couplée à une modélisation PBPK consiste à rapprocher quantitativement 

les données in vitro obtenues pour la molécule d’intérêt et in vivo afin d’explorer 

les mécanismes clés dictant la pharmacocinétique (Yoon and Clewell, 2016; 

Fairman et al., 2020). Dans le modèle, les paramètres spécifiques au composé 

étudié peuvent être déterminés soit par des mesures in vivo, soit des essais in vitro 

(IVIVE) soit in silico par des outils de type QSAR.  
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méthode de confirmation incluant une étape d’oxydation capable de quantifier les composés 

parents de 14 colorants. Cette méthode permettait de faire abstraction de l’analyse des 

métabolites présents sous formes de leuco-bases. Cependant comme discuté dans cette thèse, 

elle montre quelques points faibles à ne pas négliger. Elle reste néanmoins intéressante de par 

la sensibilité atteinte (autour du µg/kg) et de par sa facilité de mise en œuvre. Le travail de thèse 

à proprement parler a consisté en la recherche de résidus marqueurs appropriés, pouvant être 

inclus dans une méthode analytique plus générale. Le travail s’est concentré 

méthodologiquement sur le VPBO, et les résultats escomptés ont été assez nombreux. Nous 

avons identifié des métabolites directs du VPBO, dont un résidu marqueur (le DLVPBO) par 

les deux approches in vitro et in vivo. Comme évoqué ci-dessus en perspectives 1, 3, 4, la 

qualification de résidus marqueurs pourra être complétée pour d’autres espèces de poissons, 

d’autres colorants et par des combinaisons d’approches in vitro, in vivo, voire in silico. Nous 

avons également mis en évidence, lors d’une étude de métabolomique non ciblée, un 

métabolisme des acides biliaires affecté chez la truite traitée par les deux colorants étudiés. Ces 

métabolites biochimiques endogènes identifiés comme résidus marqueurs d’effets, ne montrent 

toutefois pas encore suffisamment de spécificité pour être directement retenus dans une optique 

de contrôle. Comme discuté en perspective 2, il serait indispensable de déterminer les autres 

voies métaboliques affectées lors d’un traitement par des colorants chez le poisson, notamment 

par une étude de profilage.  

De cet ensemble de données a ensuite émergé le développement d’une nouvelle méthode 

analytique, incluant 13 colorants, et 5 de leurs métabolites dont ceux du VPBO, ainsi que 3 

acides biliaires. Cette méthode devrait être un outil appréciable pour d’une part orienter le futur 

besoin réglementaire pour le contrôle de substances vétérinaires interdites en aquaculture et 

d’autre part pour contribuer à l’évaluation du risque alimentaire par la prise en compte de 

plusieurs mesures d’exposition. Le futur de la sécurité des aliments évolue depuis quelques 

années vers une approche intégrée. Les consommateurs sont constamment exposés à des traces 

de résidus présents dans les denrées alimentaires, résultant de l'utilisation de médicaments 

vétérinaires et de pesticides (Czaja et al., 2020). Pour cette raison, l'évaluation du risque causé 

par les résidus de contaminants présents dans les aliments nécessite non seulement 

l'identification et l'évaluation des propriétés toxicologiques de la substance active, mais 

également de ses métabolites, isomères et dégradations, afin d'estimer la contribution de chaque 

métabolite à la charge toxicologique subie par les consommateurs. 
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Annexe n° 1 :  Transitions MRM des colorants et de résidus marqueurs 

 

 

 Transition Ion précurseur (m/z) Ions produits (m/z) Temps de 

rétentions 

Tube 

Lens 

Energie de collision (V) 

CV 1 372 356.45 8.79 112.37 35 

CV 2 372 340.00   58 

LCV 1 374 358.00 12.45 110.87 35 

LCV 2 374 239.00   45 

VBB 1 470 333.00 9.20 131.64 56 

VBB 2 470 349.00   30 

AZB 1 270 254.31 7.84 98.11 36 

AZB 2 270 212.00   44 

VBR 1 422 257.00 9.00 123.13 54 

VBR 2 422 393.00   30 

MB 1 284 268.31 7.87 93.10 31 

MB 2 284 252.27   50 

BG 1 385 341.46 8.87 113.62 40 

BG 2 385 297.37   56 

LBG 1 387 343.53 12.45 132.64 25 

LBG 2 387 281.49   35 

RHB 1 443 399.54 9.16 128.39 41 

RHB 2 443 355.49   57 

MG 1 329 313.40 8.45 105.87 32 

MG 2 329 208.30   31 

LMG 1 331 239.41 12.68 113.37 33 

LMG 2 331 316.35   19 

EV 1 456 412.56 9.47 125.89 37 

EV 2 456 368.00   50 

NBA 1 318 274.00 8.76 111.62 30 

NBA 2 318 217.00   60 

RHG 1 443 386.00 8.75 124.13 39 

RHG 2 443 341.42   44 

NMB 1 312 283.46 8.49 114.37 28 

NMB 2 312 254.29   39 

PRRA 1 288 195.27 7.72 112.12 30 

PRRA 2 288 178.23   36 

VPBO 1 478 434.57 9.45 132.39 38 

VPBO 2 478 390.48   50 

TRDA 1 517 464.7 10.15 80.00 15 

GCDA 1 450 414.6 11.00 47.00 14 

DCA 1 410 357.5 11.50 47.00 13 

DLVPBO 1 452 303.3 10.36 110 30 

DLVPBO 2 452 423.3  110 30 
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Annexe 2 : Transitions des standards interne des colorants  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Transition 
Ion précurseur 

(m/z) 

Ions produits 

(m/z) 

Temps de 

rétention 

Tube 

Lens 
Energie de collision 

MG-D5 1 334 318.47 8.44 104.36 34 

CV-D6 1 378 362.00 8.77 111.12 35 

LMG-D5 1 336 239.50 12.65 97.00 28 

LCV-D6 1 380 364.00 
8.77 

93.00 34 
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Annexe 3 : Chromatogramme LC-MS/MS des colorants et de marqueurs supplémentés à 0.5 

µg.kg-1 excepté PPRA, NMB à 5 µg.kg-1, AZB, NBA, et les acides biliaires à 50 µg.kg-1 et les 

standards internes à 40 µg.kg-1 dans le tissu de truite. 
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[341.395-341.405]  

MS SE0,5-01

NL: 3.19E3

TIC F: + c ESI SRM 

ms2 470.020 

[333.395-333.405]  

MS SE0,5-01

NL: 1.70E3

TIC F: + c ESI SRM 

ms2 470.000 

[348.995-349.005]  

MS SE0,5-01

NL: 3.78E3

TIC F: + c ESI SRM 

ms2 422.020 

[257.295-257.305]  

MS SE0,5-01

NL: 7.06E2

TIC F: + c ESI SRM 

ms2 422.000 

[392.995-393.005]  
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RHB-1 

RHB-2 

RHG-1 

RHG-2 

DYE
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VBB-1 

VBB-2 

VBR-1 

VBR-2 
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12.37
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8.64 12.409.909.35 12.1310.04 12.998.12 11.05 13.31 13.79 17.42 17.9015.29 16.304.55 6.434.32 7.323.26 3.48 5.25 20.4418.930.78 1.86 6.722.17 16.795.971.58 14.64 19.4515.842.820.32 20.07

NL:

4.78E4

TIC F: + c ESI 

SRM ms2 

378.000 

[361.995-

362.005]  MS 

SE0,5-01

NL:

3.12E3

TIC F: + c ESI 

SRM ms2 

380.300 

[364.595-

364.605]  MS 

SE0,5-01

NL:

1.64E4

TIC F: + c ESI 

SRM ms2 

336.400 

[239.495-

239.505]  MS 

SE0,5-01

NL:

3.52E4

TIC F: + c ESI 

SRM ms2 

334.000 

[318.495-

318.505]  MS 

SE0,5-01
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NL:
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334.000 
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INTERNAL 

STANDARDS 
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MG-D5 
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452.310 

[303.295-

303.305]  MS 

DLVPBO-SRM-

07

NL:

2.55E4

TIC F: + c ESI 

SRM ms2 

452.300 

[423.295-

423.305]  MS 

DLVPBO-SRM-

07

NL:

2.27E4

TIC F: + c ESI 

SRM ms2 

452.320 

[379.195-

379.205]  MS 

DLVPBO-SRM-

07
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C 0.5

RT: 0.00 - 21.01
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NL:

6.96E3

TIC F: + c ESI 

SRM ms2 

517.300 

[464.695-

464.705]  MS 

C0,5-01

NL:
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TIC F: + c ESI 

SRM ms2 

450.200 

[414.595-
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BILE ACIDS 

TRDA 

GCDA 

DCA 
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Annexe 4 : Comparaison des intensités de pics suivant le solvant de reprise utilisés. 

  
Extraction 15ACN/Eau 

(80:20) 

Extraction 19 ACN/ 

Acide Ascorbique 1g/L 

Extraction 20 ACN/ Phase 

A / Acide Ascorbique 1g/L 

(70:30:5) 

Extraction 21 MeOH/ 

Phase A / Acide 

Ascorbique 1g/L 

(70:30:5) 

AZB 6,25E+05 1,04E+05 5,21E+05 6,65E+05 

PRRA 1,47E+06 2,60E+05 1,42E+06 1,43E+06 

MB 1,38E+06 1,31E+05 9,58E+05 1,24E+06 

NMB 5,20E+05 9,72E+04 4,18E+05 4,41E+05 

NBA 5,13E+04 8,26E+03 6,09E+04 5,82E+04 

MGD5 6,30E+05 1,45E+05 4,30E+05 3,64E+05 

MG 1,19E+06 3,59E+05 1,06E+06 8,60E+05 

RHB 3,09E+06 7,98E+05 2,71E+06 2,29E+06 

RHG 1,49E+06 2,25E+05 1,12E+06 9,03E+05 

BG 2,85E+06 7,25E+05 1,97E+06 1,70E+06 

CV 5,11E+06 1,14E+06 3,75E+06 3,30E+06 

CVD6 4,62E+06 6,61E+05 2,02E+06 1,71E+06 

LCVD6 8,32E+04 2,70E+04 7,97E+04 7,51E+04 

TRDA 7,02E+02 2,27E+02 4,37E+03 5,07E+03 

GCDA 4,50E+04 3,02E+03 2,96E+04 3,48E+04 

VBR 7,07E+05 1,12E+05 3,70E+05 2,96E+05 

LBG 3,29E+05 1,21E+05 1,35E+05 9,36E+04 

VBB 8,16E+05 1,67E+05 4,79E+05 4,10E+05 

DCA 6,48E+04 2,10E+04 5,30E+04 3,82E+04 

VPBO 8,31E+05 1,92E+05 4,98E+05 3,49E+05 

EV 1,15E+06 2,16E+05 5,32E+05 3,72E+05 

LCV 1,96E+05 5,92E+04 8,98E+04 8,22E+04 

LMGD5 2,38E+05 1,48E+05 9,88E+04 6,14E+04 

LMG 2,85E+05 2,81E+05 2,25E+05 1,22E+05 
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Annexe 5: Gammes de concentrations appliquées 

Molécules Point 1 Point 2 Point 3 Point 4 Point 5 

MGD5 40 ppb 40 ppb 40 ppb 40 ppb 40 ppb 

LMGD5 40 ppb 40 ppb 40 ppb 40 ppb 40 ppb 

LCVD6 40 ppb 40 ppb 40 ppb 40 ppb 40 ppb 

CVD6 40 ppb 40 ppb 40 ppb 40 ppb 40 ppb 

CV 0 ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb 2 ppb 

PRRA 0 ppb 5 ppb 10 ppb 15 ppb 20 ppb 

RHB 0 ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb 2 ppb 

RHG 0 ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb 2 ppb 

BG 0 ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb 2 ppb 

MG 0 ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb 2 ppb 

VBB 0 ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb 2 ppb 

VBR 0 ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb 2 ppb 

EV 0 ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb 2 ppb 

LBG 0 ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb 2 ppb 

LMG 0 ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb 2 ppb 

NMB 0 ppb 5 ppb 10 ppb 15 ppb 20 ppb 

VPBO 0 ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb 2 ppb 

LCV 0 ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb 2 ppb 

NBA 0 ppb 50 ppb 100 ppb 150 ppb 200 ppb 

AZB 0 ppb 50 ppb 100 ppb 150 ppb 200 ppb 

MB 0 ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb 2 ppb 

DCA 0 ppb 50 ppb 100 ppb 150 ppb 200 ppb 

GCDA 0 ppb 50 ppb 100 ppb 150 ppb 200 ppb 

TRDA 0 ppb 50 ppb 100 ppb 150 ppb 200 ppb 
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Annexe 6: Rendements de colorants obtenus par chauffage à 70°C aux ultrasons. 
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Annexe 7: Supplementary data Article 1 

Table S1. Transitions followed and their corresponding collision energies (CE) for quantification and 

confirmation purposes in the triple quadrupole analyzer.  

Family Compoun

d 

Abbreviat

ion 

tR 

(mi

n) 

DP Quantification Confirmation Ion 

rati

o 

% 

Precurso

r ion 

(m/z) 

Produc

t ion 

(m/z) 

CE 

(eV

) 

Precu

rsor 

ion 

(m/z) 

Produ

ct ion 

(m/z) 

CE 

(eV

) 

Triarymethanes Malachite 

green 

MG 4.6 80 329 313 49 329 208 47 -0.7 

Brilliant 

green 

BG 6.1 21 385 341 51 385 297 67 1.0 

Crystal 

violet 

CV 5.5 14 372 356 53 372 340 73 1.1 

Ethyl 

violet 

EV 7.6 30 456 412 57 456 368 77 -2.3 

Pararosali

nine 

PRRA 2.7 41 288 195 43 288 178 57 -0.5 

            

Triarylmethanes 

derivatives 

Victoria 

blue B 

VBB 6.3 40 470 454 61 470 349 49 -0.9 

Victoria 

blue R 

VBR 5.9 81 422 406 55 422 393 51 -0.6 

Victoria 

pure blue 

bo 

VPBO 7.3 41 478 434 59 478 390 77 5.2 

            

Phenothiazines Methylene 

blue 

MB 2.6 56 284 268 47 284 252 69 -3.0 

 Azure B AZB 2.4 52 270 254 45 270 212 65 1.9 

 New 

methylene 

blue 

NMB 3.8 61 312 283 41 312 254 51 0.9 

            

Phenoxazines Nile blue 

A 

NBA 4.1 31 318 274 71 318 217 85 -0.7 

            

Rhodamines Rhodamin

e 6G 

RHG 5.3 31 443 415 47 443 341 61 -3.0 

 Rhodamin

e B 

RHB 5.0 50 443 399 57 443 355 77 -1.0 

 

Internal standard 

 

Crystal 

violet-d6 

 

CV-d6 

 

5.6 

 

46 

 

378 

 

362 

 

55 

 

 

 

 

 

 

 

 

tR= retention time; DP= declustering potential; CE= collision energy 
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Table S2. Parameter settings used for metabolomics data processing 

Step Method  Parameters Values 

Peak detection (Peakpicking)a centWave ppm 10 

  mzabs 0.01 

  mzdiff 0.01 

  prefilter 3, 30000 

  snthresh 6 

  peakwidth 5,35 

  noise 15000 

Peak grouping (group) a density bw 10 

  mzwid 0.01 

  minfrac 0.33 

  minsamp 4 

Normalization (Batch_correction)b lowess span 0.85 
a data processed with xcms R-package  
b data processed on Galaxy workflow4metabolomics version (2.0.3) 

 

 

 

Fig. S1. PLS-DA score plot of metabolites profiles from samples belonging to control and treated (MG and 

VPBO) trout for plasma 
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Fig. S2. PCA score plots for filtered data matrix constructed from samples belonging to control and 

treated (MG and VPBO) trout, for muscle (a) and for liver (b) 

 

a) 

 

 
 

b) 
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Fig. S3. PLS-DA score plot of selected features potentially biomarkers, constructed from samples 

belonging to control and treated (MG and VPBO) trout, for muscle (a) and for liver (b) 

 

a) 

 
 

b) 
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Fig. S4. Surface time profile of some potential biomarkers during treatment and after end of treatment in 

muscle (for MG: M533T401; for VPBO: M506T837) and in liver (for VPBO: M449T545; for MG and 

VPBO: M717T533)   
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Fig. S5. Surface profile of potential biomarker M517T443, suggested as Taurodeoxycholic acid, in liver 

between treated trout and control trout 
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Annexe 8: Supplementary data Article 2 

 

Supplementary Table 1. In vitro LC-Orbitrap-HRMS data of MG and their metabolites in trout 

Biotranformation Molecular 

Formula 

Calculated 

mass 

Measure

d mass 

Error 

(ppm

) 

RT 

(mi

n) 

Intensity 

[cps] 

Microsomes 

Intensity 

[cps] 

Induced 

S9 

MG C23H25N2 329.2012 329.2004  5.4 31696634 27924935 

N-demethylation C22H23N2 315,18558 315.1549  5.2 922210 4845232 

double N-demethylation C21H21N2 301,16993 301.1695   / 1185579 

triple N-demethylation C20H19N2 287,15428 287.1542   / 264086 

quadruple N-demethylation C19H17N2 273,13863 /   / / 

Double bound reduction C23H27N2 331,21688 331.2160  9.6 11143112 10811583 

Double bound reduction + 

demethylation 

C22H25N2 317,20123 317.2006  8.3 266050 2037503 

Double bound reduction + double 

demethylation 

C21H23N2 303,18558 303.1855   / 437420 

 

 

 

Supplementary Fig.1 Decrease of VPBO after incubation with microsomes. 
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Annexe 9: Supplementary data Article 3 

 

Table S1. Detailed results of method validation for all matrices (muscle, plasma, skin, and liver)  

Mean 

introduced 

concentration 

Trueness Precision Accuracy 

µg.L-1 

(plasma) or 

μg.kg-1 

Absolute bias                 

(μg.L-1 or μg.kg-1) 

Recovery              

(%) 

Repeatability            

(RSD%) 

Intermediate 

precision 

(RSD%) 

-expectation tolerance limit 

 (μg.L-1 or μg.kg-1) 

Risk                   

(%) 

Muscle 

0.5  0.01 102.0 9.5 9.4 [0.42, 0.70] < 0.1 

5 0.23 104.5 5.2 5.8 [4.688, 5.767] < 0.1 

50 0.74 101.5 2.4 2.5 [48.40, 53.08] 0 

Plasma-skin-liver 

0.5  0.06 112.3 13.0 14.7 [0.42, 0.70] 1.78 

5  -0.40 92.1 5.4 7.1 [3.86, 5.34] < 0.1 

50 -3.69 92.6 7.4 8.0 [38.9, 53.7] < 0.1 

Plasma µg.L-1, muscle, skin, liver (μg.kg-1): LOD = 0.15; Lower LOQ = 0.50; RSD = relative standard deviation 

 

Supplementary Figure S1. Accuracy profiles concerning method validation for muscle (a) and plasma, 

skin, and liver (b).  

(a)                                                                                         (b) 
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Supplementary Table S2. Estimated uncertainties of measurement at each concentration level of the 

validation samples 

µg.L-1 

(plasma) or 

μg.kg-1 

Uncertainty of the bias                 

(μg.L-1 or μg.kg-1) 

Uncertainty 

(μg.L-1 or μg.kg-1)               

 

Expanded uncertainty 

(μg.L-1 or μg.kg-1)            

 

Relative 

expanded 

uncertainty (%) 

Muscle 

0.5  0.01114 0.04856 0.09712 19.42 

5 0.09414 0.3030 0.6060 12.12 

50 0.3837 1.327 2.655 5.309 

Plasma-skin-liver 

0.5  0.02516 0.07782 0.1556 31.13 

5  0.1491 0.3858 0.7715 15.43 

50 1.219 4.181 8.362 16.72 

 

 

Supplementary Table S3. Data regression analysis of the standard calibration curves 

Matrix Curve  Intercept Slope Quadratic term Weighting R² 

Muscle 1 -0.05165 0.2692 / 1/X 0.9986 

 2 -0.05634 0.2656 / 1/X 0.9996 

 3 -0.03846 0.2715 / 1/X 0.9981 

   RSD: 1.1%    

Plasma-skin-liver 1 -0.06750 0.3379 7.72e-5 1/X 0.9940 

 2 -0.07378 0.3263 42.2e-5 1/X 0.9979 

 3 -0.02272 0.2984 89.0e-5 1/X 0.9953 

   RSD: 6.3%    

RSD = relative standard deviation 
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Supplementary Figure S2. Mean peak area of VPBO metabolites detected in muscle, liver, plasma and 

skin during treatment and during depuration 

 

 

 

Supplementary Figure S3. Mean Concentration profile of VBPO in rainbow trout tissues and plasma after 

water bath for 24 h with VPBO at a dose of 40 mg.kg-1 b.w. 
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Titre : Résidus marqueurs de colorants dans les poissons d’aquaculture: étude du métabolisme 
des colorants chez le poisson par des modèles in vitro et in vivo. 

 
Mots clés : colorants ● résidus ● biomarqueurs ● métabolisme ● spectrométrie de masse 

 Résumé : Les colorants de la famille des 

triarylméthanes sont interdits en aquaculture à 

cause de leur toxicité. Malgré cela, ils sont toujours 

utilisés en aquaculture du fait de leurs propriétés 

antiseptiques et antifongiques, de leurs faibles 

coûts et de leur disponibilité en tant que produits 

chimiques pour certaines industries. Afin de 

protéger les consommateurs, la réglementation 

européenne impose des contrôles stricts des 

résidus de substances interdites dans les denrées 

d’origine animale.  En France, pour les colorants à 

activité pharmacologique, ce contrôle est ciblé sur 

la présence de résidus de vert de malachite, de 

cristal violet et de vert brillant dans les produits 

d’aquaculture, incluant leurs résidus marqueurs 

métabolisés sous forme de leuco-bases. 

Pour anticiper le futur de la surveillance des 

colorants face à d’éventuelles nouvelles pratiques 

d’usages, cette thèse a exploré différentes 

approches reposant sur l’analyse du métabolome  

par chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse à Haute Résolution et des 

méthodologies in vitro et in vivo. 

Les résultats de ce projet apportent des données i) 

sur le comportement et le devenir de colorants dans 

les poissons et ii) sur leurs effets, en vue de proposer 

des marqueurs de traitement issus de l’endo-

métabolome et/ou de le xéno-métabolome. Nous 

avons pu observer une perturbation biologique sur la 

production d’acides biliaires après traitement au vert 

de malachite et au victoria pure blue bo (VPBO). Par 

ailleurs, un métabolite direct issu du traitement de 

truites au VPBO, le dééthyl-leuco-VPBO, a été 

souligné comme un résidu marqueur approprié dans 

le muscle et la peau de poisson.  

Enfin, une méthode analytique de détection étendue 

à d’autres familles de colorants, et incluant de 

nouveaux résidus marqueurs de traitement, a été 

développée par chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse en tandem. 

Title : Marker residues of dyes in farm fish: study of dye metabolism in fish by in vitro and in 
vivo models 
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Abstract : Dyes from the triarylmethane family are 

prohibited in aquaculture because of their toxicity. 

Despite this, they are still used in aquaculture due 

to their antiseptic and antifungal properties, and to 

their low costs and availability as chemicals in the 

industry. In order to protect consumers, European 

regulations impose strict controls on residues of 

prohibited substances in food of animal origin. In 

France, for dyes with pharmacological activity, this 

control is targeted on the presence of residues of 

malachite green, crystal violet and brilliant green in 

aquaculture products, including their marker 

residues in the form of metabolized leuco-bases. 

To anticipate the future of dye monitoring due to 

possible new practices in fish farming, this thesis 

explored different approaches based on the 

analysis of the fish metabolome by liquid 

chromatography coupled with High Resolution mass 

spectrometry and in vitro or in vivo methodologies. 

The results of this project provide data i) on the 

behaviour and fate of dyes in fish and ii) on their 

effects, with a view to proposing markers of 

treatments extracted from the endometabolome and 

/ or the xenometabolome. We observed a biological 

disturbance in the production of bile acids after 

treatments with malachite green and with victoria 

pure blue bo (VPBO). Moreover, a direct metabolite 

resulting from the treatment of trout with VPBO, ie. 

deethyl-leuco-VPBO, has been highlighted as an 

appropriate marker residue in fish muscle and skin. 

Finally, an analytical method extended to several 

other families of dyes has been developed by means 

of liquid chromatography coupled with tandem mass 

spectrometry, and including the new marker residues 

of treatment. 

 

 


