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La toxicité potentielle liée à l’exposition de l’être humain aux perturbateurs 

endocriniens inquiète les scientifiques depuis plusieurs décennies. Ces substances 

chimiques qui interfèrent avec le bon fonctionnement du système hormonal sont 

suspectées d’être impliquées dans le développement de nombreuses pathologies 

endocriniennes telles que les troubles de la fertilité, le cancer du sein, les maladies 

métaboliques, les maladies neurodéveloppementales, etc. Cette suspicion est née 

de l’observation d’une augmentation de l’incidence de ces différentes pathologies 

endocriniennes conjointement à la contamination toujours plus importante de notre 

environnement. Si un lien de cause à effet reste, à l’heure actuelle, difficile à 

démontrer, cette hypothèse est néanmoins appuyée par des données issues de 

l’expérimentation animale ainsi que par des études épidémiologiques réalisées chez 

l’Homme où la survenue de maladies a été mise en relation avec le niveau 

d’exposition. 

Dans notre travail de thèse, nous avons évalué l’exposition humaine à 

certains perturbateurs endocriniens non persistants, à savoir trois classes chimiques 

pour lesquelles peu de données étaient disponibles en Belgique : les phtalates, les 

parabènes et la benzophénone-3. 

Pour apprécier le niveau d’imprégnation de la population, nous avons 

développé une méthode analytique originale permettant de rechercher 

simultanément dans l’urine les biomarqueurs d’exposition de cinq phtalates, quatre 

parabènes et de la benzophénone-3. Cette méthode, qui consistait en une hydrolyse 

enzymatique des métabolites de phase-II suivie d’une extraction en phase solide et 

d’une injection sur chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse, a 

ensuite été validée pour être applicable lors d’études épidémiologiques. 

La population qui nous a servi de matériel d’étude était constituée de 261 

individus originaires de la Province de Liège. La majorité des participants recrutés 

présentaient des niveaux mesurables pour la plupart des composés étudiés, 

témoignage d’une exposition ubiquitaire. Les concentrations urinaires variaient 

fortement d’un individu à l’autre et pouvaient être différentes en fonction de l’âge et 

du sexe. De plus, des corrélations significatives entre différents biomarqueurs 

pouvaient être le reflet de sources communes d’exposition. 

Dans la mesure où les propriétés pharmacocinétiques des phtalates sont 

suffisamment connues pour établir un niveau de risque à partir d’une évaluation de 
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l’exposition, nous avons procédé à ce calcul de risque pour les différents phtalates 

mesurés. Cette démarche a consisté à estimer les doses journalières reçues pour les 

comparer aux doses journalières acceptables publiées par l’Autorité européenne de 

sécurité des aliments. Sachant que plusieurs phtalates présentent la même toxicité 

anti-androgénique, le risque d’effets cumulatifs lié à une exposition concomitante à 

plusieurs de ces composés est vraisemblable. Nous avons évalué ce risque à l’aide 

du « hazard index » et nous avons observé qu’une proportion non négligeable des 

enfants de moins de 12 ans pourrait être exposée à un « cocktail de phtalates » 

susceptible d’être nocif pour la santé. 

Puisque les phtalates, les parabènes et la benzophénone-3 sont des 

perturbateurs endocriniens non persistants, nous avons réalisé une étude de chrono-

variabilité intra-individuelle pour apprécier la représentativité dans le temps des 

mesures urinaires de leurs biomarqueurs d’exposition. La reproductibilité des 

concentrations urinaires et la capacité d’une mesure unique à correctement prédire 

les niveaux moyens d’exposition sur une période de quatre mois ont été évaluées. Il 

ressort de ces analyses que, malgré une importante variabilité intra-individuelle, des 

mesures urinaires ponctuelles peuvent correctement représenter l’exposition 

chronique d’un individu pour la majorité des biomarqueurs étudiés. 

A l’avenir, une des actions prioritaires de la société devra être de réduire les 

risques d’exposition en améliorant la connaissance des sources et voies d’entrée 

dans l’organisme des perturbateurs endocriniens. Ceci est tout particulièrement 

important pour les populations les plus vulnérables comme les femmes en âge de 

procréer et les enfants. 
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For several decades, harmful effects of endocrine-disrupting chemicals on 

human health are a matter of concern. These chemicals may interfere with the body’s 

hormonal system and they have been suspected to be associated with several 

endocrine pathologies such as fertility disorders, breast cancer, metabolic diseases, 

neurodevelopmental defects, etc. The increasing incidence of various endocrine 

disorders these last years, simultaneously with the wide pollution of environment has 

led to the suspicion that environmental chemicals can be detrimental to human 

health. Even if a direct correlation is hard to prove, the endocrine disruption 

hypothesis is supported by the results of animal and epidemiological studies. 

Our work has consisted to assess human exposure to three chemical classes of 

non persistent endocrine-disrupting chemicals poorly studied in Belgium: the 

phthalates, the parabens and the benzophenone-3.  

We first developed a new analytical procedure able to simultaneously quantify 

the biomarkers of exposure of five phthalates, four parabens and the benzophenone-

3 in urine. This method, consisting in an enzymatic hydrolysis of phase-II metabolites 

followed by a solid-phase extraction and an injection on liquid chromatography 

coupled with tandem mass spectrometry, was validated in order to perform 

epidemiological studies. 

A total of 261 people living in Liege and surrounding areas were included in the 

study. Nearly all subjects were positive for many of the tested compounds which is in 

agreement with an ubiquitary exposure. The levels of urinary biomarkers were related 

to gender and/or age but also to shared sources of exposure to these chemicals. 

For phthalates, the risk of exposure was assessed for each individual phthalate 

and also for the cumulative exposure. Phthalates’ daily intakes were estimated based 

on urinary metabolite levels measured and compared to the tolerable daily intakes 

established by the European Food Safety Authority. Since several phthalates share 

the same anti-androgenic activity, the risk of phthalate cumulative exposure is real 

and it was assessed by hazard index calculation. A significant proportion of children 

younger than 12 years might be exposed to a mixture of phthalates which is harmful 

for the health. 
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Since phthalates, parabens and benzophenone-3 are non persistent 

compounds, we tried to assess if a single urine measurement can be representative 

of long or middle term contamination. Beside of the huge variability of urinary 

biomarker concentrations, spot urine analysis appeared to correctly represent the 

long-term individual level of exposure for at least a part of the studied compounds. 

In the future, the priority of the decision-makers should be to reduce exposure 

to endocrine disrupters, through a better identification of the sources and ways of 

contamination, especially for the most vulnerable populations, which are women of 

childbearing age and children. 
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En 2002, au nom du Programme International sur la Sécurité des produits 

Chimiques (IPCS), trois partenaires, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le 

Programme des Nations Unies pour l'Environnement (PNUE) et l’Organisation 

Internationale du Travail (OIT), ont publié un rapport sur les perturbateurs 

endocriniens (PE) dans lequel ils furent définis comme des « substances ou des 

mélanges de substances exogènes altérant les fonctions du système endocrinien et 

induisant de ce fait des effets nocifs sur la santé d’un organisme intact, de ses 

descendants ou au niveau des (sous)-populations » (IPCS, 2002). Dans ce texte, on 

trouvait aussi la définition des PE éventuels qui sont des « substances ou des 

mélanges de substances exogènes qui possèdent des propriétés dont on pourrait 

s’attendre à ce qu’elles mènent à une perturbation endocrinienne chez un organisme 

intact, ses descendants ou au niveau des (sous)-populations » (IPCS, 2002). Ce 

document présentait une synthèse des connaissances disponibles sur la toxicité des 

PE mais il s’agissait de données obtenues surtout chez l’animal. Chez l’Homme, les 

effets néfastes potentiels des PE sur la santé ayant été insuffisamment étudiés, les 

auteurs du rapport concluaient celui-ci en soulignant la nécessité d’investigations 

supplémentaires (IPCS, 2002).  

Entre 2002 et 2012 ont été publiés de nombreux travaux scientifiques sur les 

PE, leurs effets chez l’Homme et leur toxicité (Diamanti-Kandarakis et al., 2009 ; 

Kortenkamp et al., 2011 ; Vandenberg et al., 2012 ; de Coster et van Larebeke, 

2012). Au terme de cette période (2012), l’OMS et le PNUE ont publié un nouvel 

« état de la science » complétant le rapport de 2002, traitant des effets des produits 

chimiques PE sur l’environnement et la santé de l’Homme, et qualifiant ce groupe de 

substances de « menace mondiale », en raison de leur toxicité pour la population 

générale (OMS/PNUE, 2012). 

Nous vivons, à l’heure actuelle, dans un environnement contaminé par de 

nombreuses substances chimiques. Cette situation s’explique par le développement 

économique, l’accroissement de la qualité de vie et les progrès dans les domaines 

agricole et industriel, rendus possibles par l’utilisation, parfois massive, de 

substances chimiques diverses. Par exemple, les pesticides qui ont permis 

d’augmenter les rendements agricoles dans le but de subvenir ainsi aux besoins 

alimentaires des populations en nombre toujours plus important. Des innovations 

dans l’industrie chimique comme la création de plastiques aux propriétés 
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avantageuses et aux multiples usages se sont accompagnées d’une dispersion 

environnementale de ces produits chimiques avec apparition d’effets délétères sur la 

santé de l’Homme. Ces effets toxiques commencent seulement à être compris et 

sont depuis peu une source d’inquiétude pour de nombreux scientifiques. 

Afin de réduire les risques sanitaires, l’Union Européenne – première zone 

économique majeure à s’intéresser aux PE – a pour objectif de proposer un cadre 

réglementaire. Selon l’IPCS, une substance est classée comme PE si elle présente 

un effet sur le système endocrinien, si cet effet est nocif et s’il existe un lien de 

causalité entre effet et nocivité (IPCS, 2002). Ce lien est toujours très difficile à 

démontrer. Toutes les substances actives sur le système hormonal ne sont pas 

nécessairement nocives, par exemple, des médicaments qui agissent sur certaines 

fonctions endocriniennes. La qualification « d’effet nocif » est également compliquée 

car difficilement dissociable des réponses adaptatives de l’organisme sur le système 

hormonal. En raison des limitations dans la définition des PE par l’IPCS, la 

Commission Européenne a chargé l’Autorité européenne de sécurité des aliments 

(EFSA) de fournir pour 2013 une nouvelle définition des PE devant servir de socle 

législatif et qui serait basée non plus sur la nocivité, comme déjà dit, difficile à établir, 

mais sur le risque sanitaire. Cette définition, sur laquelle pourraient s’appuyer les 

décideurs politiques, n’a cependant pas encore vu le jour et c’est toujours celle de 

l’IPCS qui est employée par l’EFSA. Au vu de ce retard et des enjeux sanitaires liés 

à l’exposition aux PE, la Suède, à laquelle devrait se joindre la France en 2015, a 

introduit un recours en carence devant la Cour de justice de l’Union Européenne à 

l’égard de la Commission pour non respect des échéances réglementaires. Dans un 

même ordre d’idées, plusieurs pays membres de l’Union Européenne, comme le 

Danemark, le Royaume-Uni et la France, n’ont pas attendu l’existence d’une 

définition réglementaire pour interdire l’utilisation de certains PE comme le bisphénol 

A (BPA), les phtalates et les parabènes. Ces exemples illustrent le contexte actuel 

dans lequel la question de la perturbation endocrinienne a dépassé les sphères 

scientifiques et académiques pour devenir un enjeu complexe sur le plan politique et 

économique. En effet, certains produits chimiques parmi les PE, comme des 

plastifiants ou des pesticides, représentent des volumes de production qui dépassent 

le million de tonnes par an traduisant ainsi leur importance économique pour le 

monde industriel. À l’inverse, l'impact des PE sur la santé est estimé annuellement à 
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plus de 150 milliards d'euros pour l'Union européenne uniquement. Cette estimation 

ne tient compte que des effets PE suivants : les troubles neurodéveloppementaux 

chez l'enfant, les maladies métaboliques chez l'adulte et la réduction de la fertilité 

masculine (Trasande et al., 2015). À l’heure actuelle, le sujet de la perturbation 

endocrinienne est devenu le lieu d’une confrontation entre des impératifs sanitaires 

pour lesquels des preuves irréfutables restent difficiles à fournir et le lobbying 

industriel qui continue de cultiver ce doute pour préserver ses intérêts financiers. 
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a) Le mécanisme de la perturbation endocrinienne 

 

Les PE considérés par certains comme une « menace mondiale » pourraient 

être impliqués dans le développement de nombreuses pathologies dont l’incidence a 

augmenté ces dernières décennies parallèlement au développement économique de 

nos sociétés et trop rapidement pour qu’elle puisse s’expliquer uniquement par des 

facteurs génétiques (OMS/PNUE, 2012).  

On considère, généralement, comme PE les produits chimiques capables 

d’interférer à n’importe quelle étape du fonctionnement d’un système endocrinien 

(Diamanti-Kandarakis et al., 2009). Celui-ci est constitué de cellules, souvent 

regroupées en glandes, capables de sécréter des hormones. Ces dernières sont des 

messagers qui agissent localement ou à distance de leur site de sécrétion et qui 

présentent une structure chimique dérivée, la plupart du temps, d’acides aminés, de 

stéroïdes ou de peptides. Les hormones régulent de nombreux processus 

physiologiques dont la croissance, le développement, la reproduction, la grossesse, 

le métabolisme énergétique, la soif, la satiété, la pression artérielle, le rythme 

cardiaque, le sommeil, etc. Après leur synthèse, les hormones sont libérées dans le 

flux sanguin et véhiculées par des protéines de transport jusqu’à leur(s) cible(s) 

tissulaire(s) où elles vont se fixer à des récepteurs membranaires ou nucléaires 

spécifiques pour produire un effet avant d’être métabolisées et éliminées. Ces 

récepteurs présentent des spécificités tissulaire, de réponse et temporelle ce qui 

signifie (1) que l’hormone n’agit pas sur toutes les cellules de l’organisme car le 

récepteur cible n’est pas ubiquitaire ou alors il est présent sous différents isoformes 

dont l’activation génère des réponses spécifiques (par exemples, ERα, ERβ, mERα 

et mERβ), (2) que deux cellules présentant un même récepteur hormonal ne 

répondront pas nécessairement de la même façon car différents corégulateurs 

transcriptionnels pourraient intervenir et moduler la réponse, et (3) que les effets 

résultant de l’interaction entre l’hormone et son récepteur varient en fonction du 

stade de développement de l’individu (Vandenberg et al., 2012).  

Le climat hormonal durant les différents stades du développement est en effet 

critique. Lorsqu’il est bien régulé, il permet une croissance correcte ainsi qu’une 

programmation normale du système endocrinien pour l’entièreté de la vie de 
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l’individu. Une perturbation hormonale durant cette période, qui s’étend du stade 

fœtal à la fin de la puberté, peut avoir des conséquences irréversibles et prédisposer 

à certaines pathologies qui ne s’exprimeront qu’une fois l'individu arrivé à l’âge adulte 

(Hanson et Gluckman, 2011 ; Mahoney et Padmanabhan, 2010). Le décalage dans 

le temps entre la fenêtre de vulnérabilité et les effets de l’exposition complique 

l’étude et la mise en évidence de la nocivité des PE étant donné que les 

conséquences d’une exposition ne pourraient s’observer que des années après 

celle-ci alors que toute exposition pourrait avoir cessé (OMS/PNUE, 2012). Les PE 

pourraient également présenter des effets transgénérationnels ce qui signifie que les 

conséquences d’une exposition d’un individu à un moment précis n’affecterait pas 

uniquement ce dernier mais aussi ses descendants (OMS/PNUE, 2012).  

Plusieurs mécanismes d’action des PE sont connus :  

- le plus couramment décrit est celui de l’interaction directe du composé avec 

un récepteur hormonal, ce qui entraîne l’apparition d’effets agonistes, 

antagonistes ou modulateurs (De Coster et van Larebeke, 2012) ; 

- un autre mécanisme d’action consiste à bloquer ou à stimuler la synthèse ou 

la libération d’une hormone. C’est le cas des phtalates qui réduisent la 

production de la testostérone (Howdeshell et al., 2008) ou des parabènes et 

de certains pesticides qui inhibent l’aromatase et entraînent, de ce fait, une 

réduction de la synthèse du 17-bêta-œstradiol (van Meeuwen et al., 2008 ; 

Vinggaard et al., 2000) ; 

- certains PE sont également capables d’augmenter la fraction libre, c’est-à-dire 

active, des hormones en les déplaçant de leurs sites de transport des 

protéines plasmatiques. C’est, par exemple, le cas de plusieurs alkylphénols 

et du BPA qui vont interagir avec la SHBG, laquelle lie les hormones sexuelles 

(Déchaud et al., 1999) ;  

- des inhibitions des voies d’élimination d’hormones ont également été décrites. 

Des sulfotransférases impliquées dans le catabolisme des œstrogènes sont 

bloquées par le tétrabromobisphénol A et par plusieurs métabolites des 

dioxines et furanes (Kester et al., 2002) ; 
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- enfin, des perturbations de l’expression génique par le biais d’altérations 

épigénétiques ont été décrites sous l’influence de certains PE (Uzumcu et al., 

2012 ; Skinner et al., 2011 ; Anway et al., 2006).  

Certains PE peuvent agir sur le système hormonal par le biais de plusieurs 

mécanismes d’action, par exemple en interagissant simultanément avec différents 

récepteurs hormonaux (Bonefeld-Jørgensen et al., 2007 ; Vandenberg et al., 2012 ; 

De Coster et van Larebeke, 2012).  

En conclusion, les PE agissent par des mécanismes tellement diversifiés que 

leur identification en devient problématique nécessitant alors le recours à de trop 

nombreux tests (OMS/PNUE, 2012). Bien que l’Organisation de Coopération et de 

Développement Économiques (OCDE) ait rapporté plusieurs méthodes validées pour 

l’identification des PE, un grand nombre de mécanismes qui pourraient être relevants 

en termes de santé humaine et animale ne sont actuellement pas couverts par ces 

tests (Kortenkamp et al., 2011). Cette diversité d’action laisse penser que de 

nombreux produits chimiques n’ont probablement pas encore été identifiés en tant 

que PE. 

 

Les hormones sont des molécules actives à très faibles concentrations, entre le 

picomolaire et le nanomolaire, d’une part parce qu’elles se lient avec une très haute 

affinité à des récepteurs très spécifiques et, d’autre part, parce que la relation entre 

la dose et la réponse est non linéaire avec un aspect sigmoïde (Figure 1 ; 

Vandenberg et al., 2012).  

 

 

Figure 1 : Relation dose-réponse non linéaire (Vandenberg et al., 2012). 
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Ceci implique qu’une légère modification du taux d’une hormone peut 

engendrer un effet important alors que de grandes variations de concentrations 

n’auront que peu d’influence si elles interviennent lorsque la réponse est déjà 

maximale (Vandenberg et al., 2012). Certaines hormones présentent des relations 

non monotones entre la dose et l’effet, c’est-à-dire avec une inversion du signe de la 

pente lorsque la concentration augmente (U ou U inversé ; Figure 2).  

 

 

Figure 2 : Relations dose-réponse non monotones (Vandenberg et al., 2012). 

 

Plusieurs explications à ces relations dose-réponse non monotones ont été 
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finalement une diminution de l’effet observé. (3) Ensuite, l’effet d’une hormone 

pourrait être diminué à doses élevées par cytotoxicité. (4) Finalement, les hormones 

en quantité importante pourraient également se lier à d’autres récepteurs qui ne leur 

sont pas spécifiques et produire d’autres effets. Puisqu’ils agissent sur les mêmes 

cibles, les hormones et les PE possèdent des propriétés similaires et peuvent, par 

conséquent, également agir à faibles doses et selon des relations dose-réponse non 

linéaires et non monotones.  
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Ces divers et nombreux mécanismes d’action des PE menacent la santé de 

l’Homme. 

De larges études prospectives réalisées dans plusieurs pays d’Europe ont 

montré une importante diminution de la qualité du sperme durant ces dernières 

décennies (Jørgensen et al., 2011, 2012 ; Rolland et al., 2013). Celle-ci est 

maintenant située sous des valeurs qui ont été associées à une réduction de la 

fécondité chez 23% des jeunes hommes (Skakkebaek, 2010 ; Jørgensen et al., 

2011, 2012). Dans certains pays d’Europe, l’incidence du cancer du testicule à 

cellules germinales s’est vue multipliée par quatre en un demi-siècle (Richiardi et al., 

2004). De façon similaire, les cas de cryptorchidie sont deux fois plus fréquents qu’il 

y a 50 ans (Boisen et al. , 2004), et ceux d’hypospadias ont également augmenté 

(Lund et al., 2009). Ces différentes pathologies seraient en partie responsables des 

difficultés à procréer observées chez 4 à 17% des couples dans les pays 

occidentaux (Boivin et al., 2007). On constate également l’augmentation de 

l’incidence d’autres pathologies comme la puberté précoce (Aksglaede et al., 2009 ; 

Euling et al., 2008 ; Toppari et Juul, 2010), le cancer du sein (OMS/PNUE 2012), 

l’hypothyroïdisme congénital (Pearce et al., 2010), l’accouchement prématuré (Beck 

et al., 2010), les troubles du métabolisme comme le diabète (Danaei et al., 2011 ; 

Ziegler et al., 2011) et l’obésité (Tremblay et al., 2002). Des troubles du 

développement cognitif tels que l’autisme (Wingate et al., 2012) et le déficit 

d'attention associé à de l’hyperactivité (Polanczyk et al., 2007) sont également plus 

fréquents que par le passé. 

Les pathologies citées ci-dessus présentent toutes une composante hormonale 

susceptible d’être affectée par la présence d’un PE. Par exemple, les pathologies du 

système reproducteur masculin tels que le cancer du testicule, la réduction de la 

qualité du sperme, la cryptorchidie et l’hypospadias peuvent être rattachés à une 

perturbation de la synthèse ou de l’action des hormones androgéniques et de 

l’insulin-like factor 3 (Kalfa et al., 2009 ; Barthold, 2008 ; Fisher, 2004 ; Luccio-

Camelo et Prins, 2011 ; Toppari et al., 2010). D’autres troubles du système 

reproducteur peuvent être retenus, notamment le syndrome des ovaires 

polykystiques dont une des hypothèses étiologiques serait la surexposition fœtale 

aux androgènes (Conway et al., 2014), l’endométriose, partiellement dépendante des 

œstrogènes (Vercellini et al., 2014) ainsi que plusieurs pathologies tumorales 
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d’organes ou de glandes endocrines tributaires des hormones sexuelles, comme le 

cancer de l’ovaire (Brown et Hankinson, 2014), de l’endomètre (Brown et Hankinson, 

2014) et de la prostate (Corona et al., 2011) ainsi que le fibrome utérin (Ishikawa et 

al., 2010). De la même façon, le moment de survenue de la puberté dépend de 

différentes hormones telles que la GnRH, la kisspeptine et les hormones sexuelles 

(Toppari et Juul, 2010 ; Tena-Sempere, 2010). Dans le même ordre d’idée, les 

œstrogènes sont un facteur de risque du cancer du sein (Brown et Hankinson, 2014 ; 

Key et al., 2002) et le bon déroulement de la grossesse est hautement dépendant de 

l’œstradiol et de la progestérone (Hess, Nayak et Giudice, 2006). 

On peut encore citer l’obésité et le diabète, qui sont des maladies 

endocriniennes complexes où interagissent de nombreuses hormones impliquées 

dans le métabolisme des lipides et des sucres, dans la satiété et la régulation des 

apports alimentaires ainsi que dans le développement des tissus gras (Janesick et 

Blumberg, 2011 ; Casals-Casas et Desvergne, 2011).  

Les hormones thyroïdiennes, sexuelles, hypothalamiques et pituitaires sont 

toutes impliquées à divers stades du développement du système nerveux central et 

elles conditionnent également certains processus comportementaux qui pourraient 

donc être affectés par la présence de PE (Bernal, 2005 ; Berenbaum et Beltz, 2011).  

Depuis peu, on suspecte l’implication des PE dans l’ostéoporose et les troubles 

du remodelage osseux, en raison de l’implication des œstrogènes dans 

l’homéostasie de l’os (OMS/PNUE, 2012). Cette théorie est également soutenue par 

l’observation de réduction de la densité osseuse chez l’Homme après une 

intoxication à des composés œstrogéniques (Agas et al., 2013 ; OMS/PNUE, 2012).  

Enfin, connaissant les profondes connexions qui existent entre les systèmes 

endocriniens et immunitaires (Chryssikopoulos, 1997), les PE pourraient être 

impliqués dans l’augmentation d’incidence de plusieurs pathologies du système 

immunitaire comme les allergies (Chalubinski et al., 2006), certaines maladies auto-

immunes (Diamanti-Kandarakis et al., 2009), l’asthme (Dodson et al., 2012 ; Kolarik 

et al., 2008) ou encore des pathologies tumorales de ce système, par exemple 

certaines leucémies infantiles (Belson, Kingsley et Holmes, 2007 ; Pearce et al., 

2014). Ces hypothèses sont supportées d’une part, par l’action de plusieurs PE sur 

des récepteurs nucléaires impliqués dans l’inflammation et les processus 

immunitaires tels que NF-κB, PPARγ, PPARα et LXR (Liu et al., 2014 ; Hurst and 
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Waxman, 2003 ; Marmugi et al., 2012) et d’autre part, par l’observation, chez l’être 

humain, d’associations entre des troubles de l’immunité et l’exposition à certains 

polluants à effet PE (Hoppin et al., 2013 ; Shiue 2013 ; Wang et al., 2014 ; 

OMS/PNUE, 2012). 

 

Pour compléter ces notions relatives aux mécanismes d’action des PE, il 

convient de s’intéresser aux effets à faible dose des PE. 

On définit les faibles doses de PE de deux manières, soit comme des 

concentrations inférieures à celles utilisées dans les tests toxicologiques habituels 

(tests s’intéressant aux lésions organiques, à la mortalité, à la perte de poids ou à la 

taille d’une portée), soit comme des doses équivalentes à celles correspondant aux 

niveaux d’imprégnation d’une population non exposée professionnellement 

(Vandenberg et al., 2012). En pratique, il s’agit de doses variant du µg/kg/jour au 

mg/kg/jour. Les effets à faible dose des PE s’expliquent par la sensibilité importante 

du système endocrinien à de faibles modifications des concentrations d’hormones. 

Toute modification des concentrations d’une hormone par perturbation de sa 

synthèse, de son transport ou de son élimination suite à une exposition à un PE est 

susceptible de produire un effet biologique mesurable (Crofton, 2008 ; Milligan et al., 

1998). De même, les PE se liant aux récepteurs hormonaux additionnent leur action 

à celle des hormones endogènes et peuvent, même avec une affinité de liaison très 

inférieure à celles-ci, entraîner un dépassement du seuil de stimulation nécessaire 

pour produire un effet (Crofton, 2008 ; Milligan et al., 1998).  

L’existence d’effets à faible dose et de relations dose-réponse non linéaires et 

non monotones remettent en question les principes d’estimation des doses 

acceptables sans effet sur la santé c’est-à-dire les DJA. Classiquement, les DJA, qui 

sont utilisées comme valeurs seuils d’exposition sans effet néfaste attendu, sont 

établies sur base des NOAEL, LOAEL ou BMD après application de facteurs 

d’incertitude, lesquels tiennent compte des variations inter- et intra-espèces. En 

pratique, les DJA sont très rarement testées et elles sont, pour la plupart, 

extrapolées à partir de tests réalisés à doses élevées sur base du principe selon 

lequel la relation entre la dose et l’effet est monotone. Comme mentionné 

précédemment, parce que les hormones ainsi que les PE agissent selon des 

relations dose-réponse non monotones, des DJA qui préjugent de l’existence de 
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relations linéaires et monotones entre la dose et l’effet ne peuvent garantir la sécurité 

de ces composés aux plus faibles concentrations, c’est-à-dire aux niveaux auxquels 

la population est exposée. 

La Publication 1 rapporte les mécanismes de PE influençant la fertilité masculine. 



Introduction 

  26/247 

 



Introduction 

  27/247 

 



Introduction 

  28/247 

 



Introduction 

  29/247 

 



Introduction 

  30/247 

 



Introduction 

  31/247 

 



Introduction 

  32/247 

 



Introduction 

  33/247 

b) Les produits chimiques à effet perturbateur endocrinien 

 

Les PE constituent un groupe hétérogène de substances chimiques pour la 

plupart synthétisés par l’Homme mais parfois d’origine naturelle comme les 

phytoestrogènes du soja (génistéine, daidzéine) ou des mycotoxines (zéaralénone). 

À l’heure actuelle un millier de substances différentes ont été cataloguées comme 

PE (TEDX List, 2015 ; OMS/PNUE, 2012) mais ce nombre est probablement sous-

estimé dans la mesure où la majorité des substances chimiques synthétiques n’ont 

pas encore été testées pour les nombreux mécanismes possibles de perturbation 

endocrinienne (Kortenkamp et al., 2011). En effet, la plupart des tests de toxicologie 

expérimentale concernent les perturbations des hormones thyroïdiennes, 

œstrogéniques et androgéniques.  

Dans le groupe des PE avérés, on trouve des composés chimiques aux usages 

très variés comme des plastiques et résines (BPA, bisphénol S, bisphénol F, 

styrène), des plastifiants (phtalates), et des substances utilisées dans les 

cosmétiques et les produits d’hygiène corporelle comme agents antimicrobiens ou 

adjuvants (parabènes, TCS, résorcinol, phtalates) ou comme filtres bloquant les 

rayonnements ultraviolets (benzophénones, 3-benzylidene-camphor). Sont 

également considérés comme PE divers pesticides (DDT, chlordane, méthoxychlore, 

prochloraz, linuron, vinclozoline, manèbe, zinèbe, chlorpyrifos, hexachlorobenzène, 

oxyde de tributylétain, chlorophénols), des composés ignifugeants utilisés comme 

retardateurs de flamme (tétrabromobisphénol A, polybromodiphényléthers), des 

substances employées par l’industrie chimique comme refroidissants, surfactants, 

lubrifiants ou composants de peinture (polychlorobiphényles, nonylphénols, 

octylphénols, composés perfluorés) et des produits générés lors de divers processus 

industriels, pendant le recyclage de papiers ou lors de l’incinération de déchets 

(dioxines, hydrocarbures aromatiques polycycliques). Certains métaux lourds (plomb, 

mercure, cadmium) ainsi que certains médicaments (diéthylstilbestrol, dérivés 

œstroprogestatifs des pilules contraceptives) ont également été décrits comme des 

PE (TEDX List, 2015).  
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c) La mesure de l’imprégnation de l’Homme par les 

perturbateurs endocriniens 

 

Différentes approches sont possibles pour mesurer l’exposition humaine. La 

première consiste à mesurer les niveaux de polluants directement dans 

l’environnement pour ensuite estimer la dose d’exposition en fonction de la (des) 

voie(s) d’entrée dans l’organisme. Parce que l’Homme est potentiellement exposé 

par voie orale, dermique ou pulmonaire, des mesures dans les aliments, les 

cosmétiques appliqués sur la peau ou dans les poussières et l’air ambiant peuvent 

être réalisées pour reconstituer la dose d’exposition totale (Bekö et al., 2013 ; 

Fromme et al., 2013a ; Ocaña-González et al., 2015). L’autre approche, celle du 

biomonitoring humain, permet de mesurer directement la dose effective et totale à 

laquelle un individu ou une population d’individus sont exposés. Le principe du 

biomonitoring humain consiste à mesurer des biomarqueurs d’exposition chez un 

sujet. Un biomarqueur d’exposition est défini comme « une substance exogène ou 

comme un de ses métabolites ou encore comme le produit d’une interaction entre 

cette substance et certaines cibles moléculaires ou cellulaires qui est mesuré dans 

un compartiment d’un organisme » (NAS/NRC 1989). Le biomarqueur de premier 

choix est la substance elle-même ou un métabolite spécifique. Le choix se portera 

préférentiellement sur une matrice facile à prélever et à analyser comme l’urine, le 

sang ou les phanères. Un des avantages du biomonitoring d’exposition réside dans 

le fait que la mesure du biomarqueur renseigne sur la somme de toutes les sources 

d’exposition, connues ou inconnues, de l’individu. Mais par contre, on perd des 

informations sur l’importance relative des différentes sources et voies d’exposition 

contrairement aux mesures environnementales, ce qui pourrait limiter d’éventuelles 

actions préventives visant à réduire l’exposition.  

De vastes études épidémiologiques destinées à évaluer l’imprégnation humaine 

ont montré que la majorité de la population est exposée en permanence et 

simultanément à la plupart des PE cités ci-dessus (NHANES, 2015 ; Kolossa-

Gehring et al., 2007 ; CHMS, 2015 ; Frederiksen et al., 2014). Parce que beaucoup 

de ces substances agissent par les mêmes mécanismes d’action ou sur les mêmes 

axes du système endocrinien, les effets résultant de ce cocktail d’exposition sont 
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vraisemblables mais difficiles à prédire. Dans plusieurs modèles in vitro et in vivo, 

des effets additifs et synergiques ont été observés lors d’une exposition à des 

mélanges de PE même à des doses auxquelles ces composés ne produisaient 

aucun effet lorsqu’ils étaient administrés seuls (Silva et al., 2002 ; Kortenkamp et 

Faust, 2010 ; Christiansen et al., 2009 ; Kortenkamp et al., 2009). Cette possibilité 

« d’effets cocktail » justifie le fait de mesurer simultanément l’exposition humaine au 

plus grand nombre possible de PE. Cependant, à l’heure actuelle, il n’est pas 

possible d’atteindre cet objectif à l’aide d’une seule technique analytique en raison de 

la grande diversité des structures chimiques de ces composés.  

L’interprétation des mesures de polluants dans les milieux biologiques est 

fortement dépendante de la toxicocinétique des composés étudiés. Parmi les PE, 

certaines molécules comme les pesticides organochlorés (DDT, hexachlorobenzène, 

hexachlorocyclohexanes), les retardateurs de flamme bromés 

(polybromodiphényléthers), les dioxines et les intermédiaires de synthèse du téflon 

(acides perfluorooctanoïque et perfluorooctanesulfonique) ont la capacité de se fixer 

dans les graisses ou sur certaines protéines de l’organisme, de s’y accumuler et d’y 

persister pendant des années, voire des décennies (Smith, 1999 ; Yesair et al., 

1986 ; Jung et al., 1997 ; Patterson et al., 1989 Shirai et Kissel, 1996 ; Thuresson et 

al., 2006 ; Olsen et al., 2007). Pour ces polluants organiques persistants (POP), les 

concentrations sériques sont alors le reflet de l’exposition cumulative sur plusieurs 

années. A contrario, pour des PE éliminés de l’organisme en quelques heures ou en 

quelques jours comme, par exemple, le BPA, les phtalates, les parabènes ou le TCS, 

on préférera les mesures urinaires de polluants, représentatives d’une exposition à 

court terme ou encore constante (Anderson et al., 2001, 2011 ; Koch et al., 2012 ; 

Stahlhut et al., 2009 ; Janjua et al., 2008a ; Sandborgh-Englund et al., 2006).  

L’apport du laboratoire de toxicologie dans la mise en évidence de la 

perturbation endocrinienne, décrit dans la Publication 2, comprend l’identification des 

composés PE et l’évaluation de l’exposition de l’être humain par des mesures 

d’exposition ou des mesures d’effet. 
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Depuis longtemps, le Service de Toxicologie du CHU s’intéresse à l’influence 

des PE sur la santé de l’Homme. Des méthodes analytiques permettant le dosage de 

polluants persistants dans le sang ont été développées et validées puis appliquées à 

l’étude épidémiologique de différentes populations. 

Pour compléter cette approche, nous avons développé et validé au cours de ce 

travail une méthode d’analyse permettant d’identifier et de doser plusieurs 

biomarqueurs d’exposition de PE non persistants dans l’urine. Le choix des 

biomarqueurs d’exposition qui ont fait l’objet d’un développement analytique se 

justifie par les notions longuement évoquées dans la Partie II de ce travail. Il s’agit de 

plusieurs métabolites de phtalates (MEP, MnBP, MiBP, MBzP, MEHP, 5-oxo-MEHP 

et 5-OH-MEHP), de parabènes (MP, EP, PP et BP) ainsi que de la BP3.  

La méthode analytique développée consiste en une hydrolyse enzymatique des 

métabolites de phase II suivie d’une extraction en phase solide (SPE) et d’une 

détection par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en 

tandem. Trois conditions opératoires d’hydrolyse enzymatique ont été validées dans 

le but de quantifier les biomarqueurs sous formes libre et conjuguée. Les étapes du 

développement analytique et l’application des trois conditions opératoires sont 

présentées dans la Partie III. 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes fixés comme objectif d’étudier la 

contamination des habitants de la province de Liège par les PE sélectionnés. Nous 

avons recruté une population de tous âges et des deux sexes et récolté un 

échantillon d’urine par participant pour y mesurer les concentrations des différents 

biomarqueurs d’exposition. Au sein de la population recrutée, constituée de 261 

participants, nous avons étudié les corrélations entre les différents biomarqueurs et 

nous avons comparé les niveaux d’exposition en fonction de l’âge et du sexe. Les 

résultats de cette étude et leur interprétation sont présentés dans la Partie IVa. 

Un autre but du travail a été, sur base du niveau des métabolites de phtalates 

retrouvés dans l’urine et des données de toxicocinétique présentes dans la 

littérature, d’estimer les doses journalières d’exposition aux diesters de phtalates. 

Ces doses d’exposition ont été ensuite comparées aux DJA de l’EFSA dans le but de 

quantifier le risque associé à ces niveaux d’imprégnation. Sachant que plusieurs 

phtalates agissent via les mêmes mécanismes, nous avons également estimé le 
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risque d’effets cumulatifs lié à l’exposition simultanée aux différents phtalates. Cette 

analyse du risque en population générale est présentée dans la Partie IVb. 

Un dernier objectif a été de réaliser une étude de chrono-variabilité intra-

individuelle pour apprécier la représentativité dans le temps des mesures urinaires 

des PE non persistants, c’est-à-dire la reproductibilité des concentrations urinaires et 

la capacité d’une mesure unique à correctement prédire les niveaux moyens 

d’exposition sur une période de quatre mois. La chrono-variabilité du risque d’effets 

cumulatifs a également été envisagée. Les résultats de cette étude sont présentés 

dans la Partie IVc.  

Dans la partie V du travail, après avoir discuté de la signification de nos 

résultats, nous avons énoncé quelques perspectives de recherche complémentaires 

relatives au biomonitoring d’exposition des PE. 
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En 2011 lorsque ce travail de thèse a commencé, plusieurs méthodes de 

biomonitoring d’exposition étaient déjà développées ou en cours de développement 

au sein du laboratoire de Toxicologie. Il s’agissait notamment des méthodes de 

dosage des pesticides organochlorés et des polychlorobiphényles (Charlier et 

Plomteux, 2002 ; Charlier et al., 2003), du BPA, du TCS et du 4-n-nonylphénol 

(Pirard et al., 2012), de plusieurs métaux lourds PE comme le mercure, le plomb, le 

manganèse, l’arsenic et le cadmium (Pirard et al., 2014), de plusieurs hydrocarbures 

aromatiques polycycliques ainsi que de certains composés perfluorés (Pirard et al., 

données non publiées).  

 

À ces différents PE, nous avons choisi d’ajouter d’autres classes chimiques 

sélectionnées sur base des critères suivants :  

(1) biomarqueurs de polluants non persistants qu’il conviendra de rechercher 

dans l’urine ; 

(2) biomarqueurs de structure chimique suffisamment proche pour permettre 

le développement d’une méthode analytique unique et originale ; 

(3) biomarqueurs présents à des concentrations mesurables dans l’urine (avec 

l’équipement disponible au laboratoire) pour une population non exposée 

professionnellement ; 

(4) biomarqueurs pour lesquels les standards de référence sont 

commercialisés ; 

(5) biomarqueurs peu ou pas encore mesurés en Belgique et en Province de 

Liège. 

 

Compte tenu des critères énoncés ci-dessus, nous avons retenu pour ce travail 

les phtalates, les parabènes et la BP3. Etudier l’imprégnation de l’être humain à un 

mélange de ces composés pourrait également être utile à la mise en évidence des 

« effets cocktails » des PE. 
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a) Phtalates 

 

Sources de contamination 

Les phtalates sont utilisés comme plastifiants, solubilisants et lubrifiants 

industriels (Wittassek et al., 2011). Ils sont couramment employés pour modifier la 

souplesse de certains plastiques, principalement le polychlorure de vinyle (PVC ; 

Wittassek et al., 2011). Les phtalates sont des diesters de l’acide phtalique (Figure 3) 

dont il existe de nombreux congénères avec des structures chimiques qui varient en 

fonction de la nature des groupements alkyles (R et R’).  

 

Figure 3 :  Structure générale des phtalates ou diesters de l’acide phtalique.  

R et R’ : groupements alkyl. 

 

Les cinq phtalates retenus dans notre étude sont le diéthyl phtalate (DEP), le di-

n-butyl phtalate (DnBP), le di-iso-butyl phtalate (DiBP), le benzylbutyl phtalate (BBzP) 

et le di-2-éthylhexyl phtalate (DEHP) dont les structures sont présentées dans le 

Tableau 1. 
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Tableau 1 :  Phtalates, métabolites de phtalates et taux de récupération urinaire (Fue). 
 

Phtalate Métabolite Fue (%)
a

Di-2-éthylhexyl phtalate (DEHP) Mono-2-éthylhexyl phtalate 

(MEHP)

5.9-6.2

Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 

(5-OH-MEHP)

14.9-23.3

Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 

(5-oxo-MEHP) 10.9-15.0

Di-iso-butyl phtalate (DiBP) Mono-iso-butyl phtalate (MiBP) 69-84

Benzylbutyl phtalate (BBzP) Monobenzyl phtalate (MBzP) 73

Diéthyl phtalate (DEP) Monoéthyl phtalate (MEP) -

Di-n-butyl phtalate (DnBP) Mono-n-butyl phtalate (MnBP) 70.3
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On retrouve ces phtalates dans des emballages et films en plastique, dans des 

matériaux de construction (câbles, lambris et châssis en PVC, revêtements de sols), 

au sein de composants d’automobiles, dans des meubles et revêtements de 

meubles, dans les vêtements imperméables, dans des rideaux de douche, dans 

certains jouets pour enfants, dans des cosmétiques (lotions, laques, parfums, 

savons, crèmes), dans divers produits industriels (colles, huiles, lubrifiants, pigments, 

solvants, adhésifs, enduits et encres), dans les composants de l’enrobage de 

certains comprimés, dans des poches de perfusion et dans d’autres matériaux 

médicaux ainsi que dans certains pesticides où ils sont utilisés comme substances 

actives ou comme co-formulants (ATSDR 1995, 2001, 2002). Les phtalates sont 

également utilisés comme intermédiaires de réaction au cours de divers processus 

de synthèse chimique, dans l’industrie du cuir, du caoutchouc et du béton, dans des 

composants photographiques et dans le propergol des fusées (ATSDR 1995, 2001, 

2002). Les volumes de production annuelle des phtalates dans l’Union Européenne 

avoisinent le million de tonnes (ECB, 2004, 2007, 2008). Certains phtalates (DnBP, 

DiBP, BBzP, DEHP) intégrés dans l’annexe XIV de REACH (substances 

préoccupantes cancérogènes, mutagènes, reprotoxiques, persistantes ou 

bioaccumulables) font l’objet de restrictions d’usage, nécessitent une autorisation 

spécifique et doivent être déclarés dans les articles importés (ECHA, 2015). Le DEP 

reste le seul phtalate autorisé dans les cosmétiques au sein de l’Union Européenne.  

Les phtalates ne sont pas liés chimiquement aux polymères dans lesquels ils 

sont inclus. En conséquence, avec le temps, les frottements ou l’usure, ils en sont 

libérés et ils contaminent toutes les matrices environnementales entraînant une 

exposition humaine ubiquitaire (Wittassek et al., 2011 ; Fierens et al., 2012a ; Bekö 

et al., 2013 ; Kong et al., 2015 ; NHANES, 2015 ; CHMS, 2015 ; Becker et al., 2009 ; 

Frederiksen et al., 2013b ; Berman et al., 2013). Cette exposition résulte de 

l’ingestion d’aliments contaminés (Fierens et al., 2012a, Sioen et al., 2012), de 

l’inhalation de poussières ou de particules en suspension (Bekö et al., 2013 ; 

Fromme et al., 2013b) ainsi que de la résorption dermique lorsque des cosmétiques 

ou des produits d’hygiène corporelle sont appliqués sur l’épiderme (Bekö et al., 

2013 ; Wormuth et al., 2006 ; Janjua et al., 2007, 2008a). À ces trois voies d’entrée 

dans l’organisme, s’ajoute également la voie parentérale, surtout pour le DEHP qui 

fut longtemps utilisé comme composant des poches de transfusion ou de perfusion. 
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Ainsi certains enfants prématurés ont été fortement exposés à ce PE dans les unités 

de soins intensifs néonatales (Calafat et al., 2004a ; Koch et al., 2005a, 2006 ; 

Weuve et al., 2006).  

Les voies d’entrées des phtalates dans l’organisme sont variables. Pour le 

DEHP et le DEP, la majorité de l’exposition a lieu par ingestion d’aliments 

contaminés et par application de cosmétiques sur la peau (Wormuth et al., 2006 ; 

Fromme et al., 2013a ; Fromme et al., 2007a ; Sathyanarayana et al., 2008 ; Koch et 

al., 2013 ; Romero-Franco et al., 2011 ; Berman et al., 2013). Pour les DnBP, DiBP 

et BBzP les différentes voies d’entrée sont concernées en proportions mal définies 

(Fromme et al., 2007a, 2013a, 2013b ; Bekö et al., 2013 ; Koch et al., 2013 Wormuth 

et al., 2006 ; Clark et al., 2011). Selon certains auteurs, les contributions des 

différentes voies d’exposition semblent également varier pour un même congénère 

en fonction de l’âge (Wormuth et al., 2006). Par exemple, les jeunes enfants sont 

plus exposés à certains phtalates parce qu’ils mettent en bouche plus facilement des 

jouets en plastique (Wormuth et al., 2006). 

 

Toxicocinétique 

Après une rapide absorption, les phtalates sont hydrolysés en monoesters puis 

métabolisés par des cytochromes P450 en dérivés hydroxy, cétone ou carboxyle 

(Tableau 1) avec production d’acide phtalique non majoritaire et non spécifique. 

L’élimination des métabolites a lieu principalement par voie urinaire, sous forme 

glucuroconjuguée ou libre. La demi-vie d’élimination est inférieure à une journée 

(Anderson et al., 2001, 2011 ; Koch et al., 2004, 2005b, 2012 ; Seckin et al., 2009). 

En raison de ces propriétés toxicocinétiques, l’exposition aux phtalates est 

classiquement mesurée par le dosage urinaire de leurs métabolites spécifiques, les 

monoesters et les monoesters oxydés (Wittassek et al., 2011 ; Silva et al., 2004). Ce 

dosage urinaire de métabolites possède plusieurs avantages comparés à l’analyse 

sanguine des composés parents. (1) Premièrement, les métabolites urinaires sont 

plus faciles à rechercher que les diesters sanguins car ils sont moins rapidement 

dégradés donc moins transitoires. (2) À l’inverse des phtalates sanguins, les produits 

de métabolisation urinaire ne peuvent résulter d’une contamination du matériel utilisé 

au laboratoire (Fromme et al., 2011 ; Blount et al., 2000). (3) Enfin, les diesters de 

phtalate sont facilement hydrolysés par des lipases non spécifiques que l’on peut 
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retrouver dans plusieurs compartiments biologiques dont le sang (Calafat et al., 

2004b, 2013 ; Fromme et al., 2011 ; Kim et al., 2015 ; Blount et al., 2000). Si ces 

lipases ne sont pas inhibées directement après la récolte de l’échantillon sanguin, les 

concentrations pourraient être sous-estimées. Dans l’urine, ces enzymes ne sont pas 

présentes (Blount et al., 2000).  

Nous avons fait le choix de sept métabolites de phtalates, le monoéthyl phtalate 

(MEP), le mono-n-butyl phtalate (MnBP), le mono-iso-butyl phtalate (MiBP), le 

monobenzyl phtalate (MBzP), le mono-2-éthylhexyl phtalate (MEHP), le mono-2-

éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate (5-OH-MEHP) et le mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 

(5-oxo-MEHP). Le tableau 1 indique à quels produits parent correspondent ces 

métabolites ainsi que le pourcentage d’élimination urinaire en 24 heures (Anderson 

et al., 2001, 2011 ; Koch et al., 2004, 2005b, 2012 ; Seckin et al., 2009). 

 

Effets perturbateurs endocriniens 

Chez le rat, les DiBP, DnBP, BBzP et DEHP sont capables d’inhiber la 

synthèse de testostérone fœtale au niveau des cellules de Leydig (Borch et al., 

2004 ; Parks et al., 2000). Lorsqu’ils sont administrés durant la grossesse, les 

phtalates entraînent chez le jeune rat mâle plusieurs malformations du système 

urogénital dont la cryptorchidie, l’hypospadias et des lésions histologiques ou de 

l’agénésie de la prostate, de l’épididyme, des canaux déférents, des vésicules 

séminales ou des testicules (Gray et al., 1999, 2000 ; Mylchreest et al., 1999, 2000 ; 

Barlow et al., 2004). À ces anomalies s’ajoutent également de l’oligospermie avec 

réduction de la fertilité et de la fécondité, des modifications des taux sanguins de 

l’inhibine B et de la LH ainsi que l’apparition de signes de féminisation comme la 

réduction de la distance anogénitale ou la rétention du mamelon (Andrade et al., 

2006 ; Gray et al., 1999, 2000 ; Mylchreest et al., 1999, 2000 ; Borch et al., 2004). Ce 

« syndrome des phtalates » décrit chez le rat présente de fortes similitudes avec le 

syndrome de dysgénésie testiculaire observé chez l’être humain, et qui associe 

hypospadias, cryptorchidie, réduction de la qualité du sperme et cancer du testicule 

(Sharpe et Skakkebaek, 2008). Les différents phtalates, agissant par des 

mécanismes d’action similaires, génèrent des effets additifs sur le système 

reproducteur masculin lorsqu’ils sont administrés simultanément chez l’animal 

(Howdeshell et al., 2008). De plus, des effets synergiques ont également été décrits 
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lorsque des phtalates étaient co-administrés avec des pesticides anti-androgéniques 

bloquant directement le récepteur AR, comme la vinclozoline et le prochloraz 

(Christiansen et al., 2009). Chez le rat femelle, l’administration de phtalates anti-

androgéniques durant le stade fœtal entraîne une réduction de la fertilité et des 

malformations de l’utérus (Gray et al., 1999). 

Chez l’être humain, l’exposition aux phtalates durant la grossesse a été 

associée à des effets anti-androgéniques chez le nouveau-né de sexe masculin et 

ceci en accord avec les observations réalisées chez l’animal, notamment des 

réductions de la distance anogénitale et des diminutions des taux circulant de 

testostérone (Swan et al., 2005, 2008 ; Bornehag et al., 2015 ; Bustamante-Montes 

et al., 2013 ; Suzuki et al., 2012 ; Huang et al., 2009 ; Main et al., 2006). Plusieurs 

études ont également rapporté une réduction de la qualité du sperme en association 

avec les niveaux d’exposition de plusieurs phtalates à l’âge adulte (Pant et al., 2014 ; 

Specht et al., 2014 ; Huang et al., 2014a ; Liu et al., 2012 ; Wirth et al., 2008 ; Hauser 

et al., 2006, 2007 ; Zhang et al., 2006 ; Jönsson et al., 2005 ; Duty et al., 2003 ; 

Hauser, 2008 ; Jurewicz et al., 2013).  

En plus de leur action anti-androgénique, les phtalates sont également 

capables de se lier au récepteur aux œstrogènes et d’imiter l’action de ces derniers 

in vitro comme in vivo (Okubo et al., 2003 ; Takeuchi et al., 2005 ; Harris et al., 

1997). Lors d’études épidémiologiques, l’exposition à certains phtalates a été 

associée à plusieurs pathologies œstrogéno-dépendantes responsables de troubles 

de la fertilité féminine, notamment le fibrome utérin, l’endométriose et la puberté 

précoce. Cependant, certaines réserves doivent être émises au sujet de ces travaux. 

Tout d’abord, la mesure des phtalates urinaires, qui a conduit à une corrélation 

positive avec la pathologie, a été obtenue sur base d’une mesure unique à l’âge 

adulte alors que les pathologies étudiées se développent sur de longues périodes et 

que les niveaux de biomarqueurs d’exposition présentent une variabilité intra-

individuelle importante (OMS/PNUE, 2012 ; Frederiksen et al., 2013a). Ensuite, en 

ce qui concerne le fibrome utérin, la classification des patientes dans la première 

étude comme étant malades ou non-malades était basée sur un questionnaire 

(Weuve et al., 2010). Dans la seconde étude, le diagnostic était basé sur une 

laparotomie mais le nombre de participantes était relativement faible (36 cas et 29 

témoins) (Huang et al., 2010). Le rôle des phtalates n’a d’ailleurs pas été confirmé 
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par une récente étude portant sur 495 femmes chez lesquelles le diagnostic était 

posé par laparotomie ou laparoscopie (Pollack et al., 2014). Selon Huang et al. 

(2014b), la présence de certains polymorphismes au niveau de gènes impliqués 

dans la synthèse et l’action des œstrogènes pourrait moduler les effets des phtalates 

sur le développement du fibrome utérin, ce qui expliquerait ces résultats divergents. 

Concernant l’endométriose, si plusieurs études ont conclu à des associations 

positives entre les niveaux d’exposition aux phtalates et la présence de la pathologie 

(Buck Louis et al., 2013 ; Kim et al., 2011 ; Weuve et al., 2010 ; Reddy et al., 2006a, 

2006b ; Cobellis et al., 2003), des résultats contraires ont également été rapportés 

(Itoh et al., 2009 ; Upson et al., 2013). Finalement, pour ce qui est de la puberté 

précoce, chez des jeunes filles de Puerto Rico et de Shangai, les niveaux sériques 

de différents phtalates étaient plus importants dans les groupes de patientes 

atteintes de puberté précoce que dans les groupes contrôles (Colon et al., 2000 ; 

Qiao et al., 2007 ; Kortenkamp et al., 2011). Si ces résultats ont été confirmés chez 

des jeunes filles taïwanaises (Chen et al., 2013), par contre aucune corrélation n’a 

été mise en évidence dans une étude réalisée aux Etats-Unis (Lomenick et al., 2010) 

et, à l’inverse, une association positive entre l’âge de survenue de la puberté et 

l’exposition aux phtalates a été rapportée chez des jeunes filles danoises 

(Frederiksen et al., 2012). 

Les phtalates sont aussi capables d’agir sur l’axe thyroïdien en diminuant les 

taux circulant de T3 et de T4 chez l’animal (Boas et al., 2012) et chez l’Homme 

(Huang et al., 2007 ; Boas et al., 2012 ; Meeker et al., 2007 ; Johns et al., 2015). Les 

hormones thyroïdiennes, comme les hormones sexuelles, sont fortement impliquées 

dans le développement du cerveau et responsables du comportement de l’individu 

(Balthazart, 2011 ; Williams, 2008). La perturbation de ces systèmes hormonaux par 

les phtalates pourrait expliquer les associations retrouvées chez l’être humain entre 

l’exposition durant les stades fœtal et postnatal et les altérations du 

neurodéveloppement mental, psychomoteur et comportemental observées chez 

l’enfant, dont l’autisme, les troubles du comportement sexuel et les troubles de 

l’attention associés à de l’hyperactivité (Yolton et al., 2011 ; Swan et al., 2010 ; Engel 

et al., 2010 ; Cho et al., 2010 ; Kim et al., 2009 ; Miodovnik et al., 2011 ; Whyatt et 

al., 2012 ; Téllez-Rojo et al., 2013 ; Kobrosly et al., 2014). 
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Les phtalates sont également suspectés d’être obésogènes et perturbateurs du 

métabolisme glucidique (OMS/PNUE, 2012). Il a d’ailleurs été montré que les 

phtalates sont capables de se lier au PPARγ qui est impliqué dans la différenciation 

des adipocytes (Desvergne et al., 2009). Lors d’études épidémiologiques, 

l’exposition aux phtalates à l’âge adulte et chez l’enfant a été associée à l’obésité et 

à l’insulinorésistance (Hatch et al., 2008 ; Stahlhut et al., 2007 ; Sun et al., 2014 ; 

Trasande et al., 2013 ; Dirinck et al., 2015). 

Finalement, certains phtalates pourraient être impliqués dans la 

physiopathologie de l’asthme et de différentes allergies. Lorsqu’il est mis en contact 

avec du sang périphérique provenant d’individus allergiques, le MnBP augmente les 

taux d’IL4, une cytokine pro-inflammatoire impliquée dans l’asthme (Steinke and 

Borish, 2001 ; Glue et al., 2002). D’autre part, l’administration du MEHP chez la 

souris potentialise les réactions allergiques, augmente le nombre d’éosinophiles et 

active les cellules helper du système immunitaire (Hansen et al., 2007). Ces 

mécanismes d’immunotoxicité auxquels s’ajoute la capacité des phtalates à générer 

des radicaux libres (North et al., 2014) supportent les observations épidémiologiques 

d’association entre la présence de PVC dans l’environnement de l’enfant et le 

développement de l’asthme (Shu et al., 2014) ainsi que les associations entre les 

niveaux de métabolites urinaires des phtalates et l’apparition de symptômes 

allergiques (Hoppin et al., 2013 ; Shiue 2013 ; Wang et al., 2014). 
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b) Parabènes 

 

Sources de contamination 

Les parabènes sont des esters alkyliques de l’acide para-hydroxybenzoïque 

(APHB) (Figure 4) largement utilisés seuls ou en association comme conservateurs 

antimicrobiens dans de nombreux cosmétiques ou produits d’hygiène corporelle, 

dans des aliments et dans des médicaments (Błędzka et al., 2014 ; Boberg et al. 

2010 ; Ma et al., 2013).  

 

 
 
Figure 4 : Structure chimique des parabènes et de l’acide para-hydroxybenzoïque. 

 

Ils sont également naturellement produits par une plante d’Asie, la chirette verte 

(Andrographis paniculata) et par certaines bactéries marines (Li et al., 2003 ; Peng et 

al., 2006). Les propriétés avantageuses des parabènes – action antimicrobienne à 

large spectre, faible toxicité, bonne solubilité dans l’eau, stabilité, faible coût, 

absence de goût, de couleur et d’odeur – en ont fait un des ingrédients les plus 

utilisés dans les cosmétiques (Błędzka et al., 2014). Ainsi, les parabènes seraient 

employés dans 32% à 80% des cosmétiques disponibles sur le marché et on les 

retrouve dans plus de 22.000 produits commerciaux différents (Błędzka et al., 2014 ; 

Pouillot et al., 2006 ; Eriksson et al., 2008 ; CIR, 2008). L’Union européenne a fixé à 

0.4% la teneur maximale en parabènes dans les cosmétiques lorsqu’ils sont 

employés seuls et à 0.8% lorsque différents parabènes sont associés dans une 

Méthylparabène (MP) Éthylparabène (EP) n-Propylparabène (PP) 

n-Butylparabène (BP) Acide para-hydroxybenzoïque (APHB)  
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même formulation (Official Journal of the European Union, 2009). En raison de leur 

utilisation intensive, les parabènes représentent des contaminants ubiquitaires 

détectables dans de nombreuses matrices environnementales comme les eaux de 

rivière (Peng et al., 2008 ; Kasprzyk-Hordern et al., 2008 ; Ramaswamy et al., 2011), 

les sols et les sédiments (Núñez et al., 2008 ; Pérez et al., 2012), l’air et les 

poussières à l’intérieur de nos habitats (Rudel et al., 2003 ; Wang et al., 2012). 

Cependant, il a été estimé que l’exposition par le biais de ces matrices 

environnementales représenterait moins de 0.002% de l’exposition humaine totale 

(Błędzka et al., 2014). Les sources majeures d’exposition aux parabènes seraient, 

d’une part, les médicaments (15-33%) et, d’autre part, les cosmétiques et les 

produits d’hygiène corporelle (66-85%) (Błędzka et al., 2014).  

 

Toxicocinétique 

Après administration orale, les parabènes sont rapidement absorbés et presque 

complètement métabolisés par des estérases hépatiques en APHB (Ye et al., 

2006a ; Darbre et Harvey, 2008). Après application dermique, ces composés 

traversent plus ou moins rapidement la peau en fonction de la nature du véhicule 

utilisé et de la longueur de la chaîne alkyle (Błędzka et al., 2014 ; Aubert et al., 

2012 ; Pažoureková et al., 2013). Selon plusieurs études in vivo, une quantité 

comprise entre 15 et 75% de la dose appliquée sur la peau passerait dans la 

circulation sanguine (Cowan-Ellsberry et Robison 2009). Étant donné la faible activité 

estérasique au niveau cutané, la proportion de parabènes non métabolisés est plus 

importante lors de la résorption dermique que lors de la résorption orale (Błędzka et 

al., 2014). Les parabènes et l’APHB sont ensuite éliminés de l’organisme par voie 

urinaire, généralement en moins de 24 heures, sous forme libre ou après 

conjugaison à des radicaux glycines, glucuronides ou sulfates (Janjua et al., 2008a). 

À l’heure actuelle, il existe peu de données bibliographiques relatives au taux 

d’excrétion des parabènes dans l’urine après application dermique même si celui-ci a 

été évalué à 2% dans le cas du BP (Boberg et al., 2010). Une étude récente indique 

en outre qu’il existe d’autres voies de métabolisation que l’hydrolyse estérasique, 

avec formation de dérivés hydroxylés, les alkyles protocatéchuates (Wang et 

Kannan, 2013a). Le plus souvent, le biomonitoring d’exposition des parabènes se 

réalise par le dosage des composés inchangés dans l’urine (Ye et al., 2006a). 



Partie II : Sélection des perturbateurs endocriniens 
 

  58/247 

L’APHB n’est pas un biomarqueur de premier choix, d’une part, parce qu’il est 

naturellement présent dans certains vins et fruits faisant ainsi partie de notre 

alimentation, et d’autre part, parce que son dosage ne permet pas de faire la 

distinction entre les différents parabènes (Ye et al., 2006a ; Boberg et al., 2010 ; Den 

Hond et al., 2013). 

 

Effets perturbateurs endocriniens 

La perturbation du système hormonal induite par les parabènes est expliquée 

par un effet agoniste sur les récepteurs aux œstrogènes ERα et ERβ, avec une 

affinité de liaison proportionnelle à la longueur de la chaîne alkyle, et par un effet 

antagoniste sur le récepteur ERRγ, lequel serait impliqué dans le développement de 

certains cancers du sein hormono-sensibles (Routledge et al., 1998 ; Gomez et al., 

2005 ; Watanabe et al., 2013 ; Ijichi et al., 2011). En plus de leur action sur des 

récepteurs œstrogéniques, les parabènes peuvent inhiber les sulfotransférases 

impliquées dans le métabolisme des œstrogènes et donc augmenter les taux 

circulant d’œstradiol (Prusakiewicz et al., 2007). Van Meeuwen et al. (2008) ont 

observé que les parabènes sont aussi des inhibiteurs de l’aromatase, ce qui se 

traduit par des effets anti-œstrogéniques. Les effets œstrogéniques in vitro, qui ont 

été confirmés chez le poisson en mesurant la production de vitellogénine hépatique 

(Inui et al., 2003), font cependant l’objet de résultats contradictoires chez le rongeur 

(Darbre et al., 2002 ; Lemini et al., 2003 ; Routledge et al., 1998 ; Houssaini et al., 

2000). Quoiqu’il en soit, ces effets œstrogéniques, lorsqu’ils existent, la stimulation 

par les parabènes de la prolifération des cellules tumorales MCF-7 et la présence 

des parabènes dans des tissus de cancer du sein, sont autant de raisons de 

suspecter une influence possible de ces composés dans le développement de ce 

type de cancer (Darbre et Harvey, 2008, 2014 ; Darbre et al., 2004 ; Darbre, 2009 ; 

Zhang et al., 2013).  

En plus de leurs effets œstrogéniques, les parabènes induisent des effets anti-

androgéniques in vitro et in vivo, notamment la réduction du nombre de 

spermatozoïdes, la diminution du taux sanguin de testostérone et des atteintes du 

système reproducteur masculin (Satoh et al., 2005 ; Chen et al., 2007 ; Oishi 2001, 

2002a, 2002b), même si des résultats contradictoires ont été rapportés (Hoberman et 

al., 2008 ; Hossaini et al., 2000 ; Oishi 2004). Les travaux de Vo et al. (2010) et de 
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Kawaguchi et al. (2009), qui concernent respectivement l’exposition du rongeur 

durant la période prépubère et au stade fœtal, indiquent qu’il existerait une fenêtre 

de vulnérabilité de l’organisme aux parabènes. En fonction du moment d’exposition, 

ceux-ci pourraient influencer l’âge de la puberté, le bon développement du système 

reproducteur, les taux d’œstradiol et de thyroxine (Vo et al., 2010) ainsi que les 

capacités cognitives et comportementales de l’individu (Kawaguchi et al., 2009).  

En plus des effets PE qu’ils peuvent induire, mais qui restent un sujet de 

controverse (Darbre et Harvey, 2008 ; Nohynek et al., 2013 ; Castelain et Castelain, 

2012 ; Golden et al., 2005), les parabènes entraînent également un stress oxydant in 

vitro et chez l’animal (Nishizawa et al., 2006 ; Shah et Verma, 2011). Par ailleurs, ils 

pourraient potentialiser la toxicité des rayonnements ultraviolets sur la peau, 

remettant en question leur sécurité d’utilisation dans les crèmes solaires (Handa et 

al., 2006). Des effets additifs et synergiques ont été observés lors de l’exposition 

simultanée à plusieurs parabènes ou en cas d’association à d’autres PE comme 

l’octylphénol (Darbre et Harvey, 2008 ; Kim et al., 2012). Chez l’Homme, on retrouve 

certains effets décrits chez l’animal, notamment des dommages à l’ADN des 

spermatozoïdes (Meeker et al., 2011), une diminution des taux circulants d’hormones 

thyroïdiennes (Koeppe et al., 2013), un stress oxydant (Kang et al., 2013) et une 

sensibilisation aux allergènes (Savage et al., 2012).  
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c) Benzophénone-3 

 

Sources de contamination 

La BP3 ou oxybenzophénone ou 2-hydroxy-4-méthoxybenzophénone 

(Figure 5), est un composé chimique biphénolique capable de bloquer les 

rayonnements ultraviolets de type A et B (Krause et al., 2012).  

 

 

Figure 5 :  Structure chimique de la benzophénone-3. 

 

Elle est couramment retrouvée dans les crèmes solaires, mais aussi dans 

d’autres cosmétiques et elle est également employée comme additif dans des 

revêtements de surface en plastique, des polymères, des adhésifs, des contenants 

alimentaires ainsi que dans certaines huiles, peintures et vernis (Krause et al., 2012). 

En Union européenne, la BP3 est autorisée jusqu’à la concentration de 10% dans les 

crèmes solaires (Krause et al., 2012). En raison de son utilisation importante et sa 

relative stabilité dans l’eau, la BP3 contamine de nombreux environnements 

aquatiques (Kim et Choi, 2014). 

L’exposition à la BP3 est démontrée par sa mesure directe dans l’urine (Ye et 

al., 2005a, 2005b). La grande majorité de la population présente des niveaux 

détectables de BP3 dans l’urine, même pendant des périodes de l’année où l’usage 

de crèmes solaires est relativement limité, ce qui laisse penser que d’autres sources 

et voies d’exposition peuvent intervenir (Calafat et al., 2008 ; Frederiksen et al., 

2014 ; Wang et Kannan, 2013b). On a récemment évoqué que l’exposition humaine 

à la BP3 pourrait provenir de l’intérieur de nos habitations eu égard à la positivité de 

la BP3 dans les poussières de maisons en Asie et aux États-Unis (Wang et al., 

2013 ; Kim et Choi, 2014). 
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Toxicocinétique 

L’absorption de la BP3, qui se fait majoritairement par voie dermique, est rapide 

et importante (Janjua et al., 2008b ; Gonzalez et al., 2006). Après pénétration dans 

l’organisme, la BP3 est métabolisée principalement en 2,4-dihydroxybenzophénone 

(ou benzophénone-1) par O-déméthylation et minoritairement par hydroxylation en 

d’autres métabolites dont la 2,2’-dihydroxy-4-methoxybenzophénone (ou 

benzophénone-8) (Wang et Kannan, 2013b ; Watanabe et al., 2015 ; Kim et Choi, 

2014). Ces métabolites sont, pour la plupart, utilisés également comme filtres anti-UV 

dans des crèmes solaires et d’autres cosmétiques (Wang et Kannan, 2013b). La BP3 

et ses métabolites sont éliminés en quelques jours dans l’urine sous formes libre, 

glucuroconjuguée ou sulfoconjuguée (Ye et al., 2005b). Entre 1.2% et 8.7% de la 

BP3 appliquée sur la peau serait retrouvée intacte dans l’urine sous formes libre et 

conjuguée (Gonzalez et al., 2006).  

 

Effets perturbateurs endocriniens 

Plusieurs études sur des modèles cellulaires ont montré que la BP3 est capable 

de se lier aux récepteurs ERα et ERβ pour produire des effets agonistes (Morohoshi 

et al., 2005 ; Gomez et al., 2005 ; Kunz et al., 2006 ; Schreurs et al., 2005 ; Schlumpf 

et al., 2001) et antagonistes (Kunz et Fent, 2006). In vitro, la BP3 possède 

également des activités anti-androgénique et antiprogestative bien que des résultats 

divergents ont été observés (Schreurs et al., 2005 ; Ma et al., 2003 ; Kunz et Fent, 

2006). In vivo, la BP3 génère des effets œstrogéniques avec également des 

divergences dans les résultats obtenus (Kunz et al., 2006 ; Schlumpf et al., 2001). 

Lors d’une étude d’exposition à moyen terme chez le rongeur, il a été montré que la 

BP3 perturbait la durée des cycles menstruels et réduisait la densité du sperme 

(French, 1992). Finalement, la BP3 pourrait également troubler le fonctionnement du 

système thyroïdien en activant le récepteur TR et en modifiant l’expression de 

certains gènes au sein de la glande thyroïdienne chez l’animal (Schmutzler et al., 

2007 ; Schlecht et al., 2004). 

Chez l’être humain, l’exposition à la BP3 durant la grossesse a été associée à 

des modifications du poids du nouveau-né à la naissance – diminué chez les filles et 

augmenté chez les garçons – ainsi qu’à une augmentation de la circonférence de la 
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tête chez les garçons (Wolff et al., 2008 ; Philippat et al., 2012). La benzophénone-1, 

un métabolite de la BP3, a été associée à l’endométriose dans une étude réalisée 

aux Etats-Unis sur 625 femmes (Kunisue et al., 2012). 
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La partie analytique de ce travail a consisté à développer et valider une 

méthode pour rechercher et doser dans l’urine quatre parabènes (MP, EP, PP et 

BP), sept métabolites de phtalates (MEP, MnBP, MiBP, MBzP, MEHP, 5-oxo-MEHP, 

5-OH-MEHP) et la BP3. Aucune technique ne permettait jusque-là l’analyse 

simultanée de ces différents composés. 

Le dosage urinaire de ces biomarqueurs se réalise généralement en trois 

étapes. La première de ces étapes consiste en une hydrolyse enzymatique des 

dérivés conjugués à l’aide d’une glucuronidase et/ou d’une sulfatase. La deuxième 

phase correspond à une extraction de l’échantillon urinaire, réalisée le plus souvent 

sur cartouches SPE. Enfin, au cours de la troisième étape, après concentration de 

l’extrait, les analytes sont séparés sur une colonne de chromatographie en phase 

liquide (HPLC ou UHPLC) couplée à une détection en spectrométrie de masse en 

tandem (Blount et al., 2000 ; Silva et al., 2003a, 2007 ; Chen et al., 2012a, 2012b ; 

Ye et al., 2005a, 2005b, 2006b ; Kato et al., 2005 ; Preuss et al., 2005 ; Koch et al., 

2003a ; León et al., 2010a ; Frederiksen et al., 2011). Des méthodes de 

chromatographie gazeuse associée à la spectrométrie de masse existent également 

mais elles présentent comme désavantage de devoir réaliser une dérivation 

chronophage (Kondo et al., 2010 ; Tonya et al., 1998). Des méthodes analytiques 

par chromatographie liquide couplée à un détecteur à barrettes de diodes sont 

disponibles pour la BP3, mais elles présentent une moindre sensibilité et spécificité 

que les techniques par spectrométrie de masse (Vidal et al., 2007 ; Gonzalez et al., 

2008 ; León et al., 2010b).  

Le développement analytique a commencé par la configuration du spectromètre 

de masse. Tout d’abord, nous avons testé différents modes d’ionisation : 

électrospray, ionisation chimique à pression atmosphérique, production d’ions 

chargés positivement ou négativement. Ensuite, différentes colonnes de 

chromatographie en phase inverse et différents mélanges de phases mobiles ont été 

comparés pour obtenir la meilleure séparation des 12 composés suivis. Nous avons 

ensuite sélectionné la méthode d’extraction en phase solide présentant les meilleurs 

rendements et l'hydrolyse enzymatique la plus adaptée. 

Les parabènes et la BP3 sont éliminés dans l’urine sous formes libre, glucuro- 

et sulfoconjugée alors que les phtalates sont éliminés uniquement sous formes libre 

et glucuroconjuguée (Silva et al., 2003b ; Albro et al., 1982). Trois conditions 
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opératoires de préparation d'échantillon furent donc mises au point : (1) un traitement 

sans enzyme permettant de mesurer la fraction non conjuguée des biomarqueurs, (2) 

une hydrolyse à l’aide d’une β-glucuronidase d’Escherichia coli dégradant 

spécifiquement les glucuronides, et dont l’usage permet de quantifier les composés 

libres et glucuroconjugués ; (3) une hydrolyse par une β-glucuronidase d’Helix 

pomatia possédant des activités glucuronidase et sulfatase, ce qui permet de doser 

les biomarqueurs sous formes libre, sulfoconjuguée et glucuroconjuguée. 

Malheureusement, cette dernière enzyme, β-glucuronidase d’Helix pomatia, possède 

également une activité lipase qui est responsable de l'apparition de monoesters de 

phtalate à partir des contaminants diesters présents dans l’environnement du 

laboratoire (Blount et al., 2000). C'est la raison pour laquelle, avant d'utiliser ce 

traitement enzymatique, nous avons dû vérifier si la production de contaminants 

monoesters était limitée et contrôlée. Pour cela, nous avons appliqué les trois 

conditions opératoires sur les urines de 25 sujets et, en plus de mesurer les 

proportions relatives de métabolites de phase II, nous avons comparé les résultats 

obtenus avec les β-glucuronidases d’Escherichia coli et d’Helix pomatia pour les 

différents monoesters de phtalate étudiés. L’intérêt de quantifier les proportions 

relatives de ces métabolites de phase II repose dans l’étude des processus de 

détoxification de l’organisme, lesquels peuvent varier dans certains groupes de la 

population les rendant potentiellement plus ou moins sensibles aux effets nocifs de 

ces composés (Kim et al., 2003). 

La méthode développée a été validée analytiquement selon l’approche de 

l’erreur totale en respect des exigences de la norme ISO 17025 et des directives de 

la Société Française des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (Hubert et al., 

2004, 2007a, 2007b). Les droites de calibration ont été réalisées en double et les 

points de validation en triple. L’ensemble du processus a été répété sur trois jours 

différents, et ce, pour chaque condition opératoire. Les paramètres de validation 

étudiés étaient la fonction de réponse, la linéarité, la justesse, la fidélité intra-essai et 

inter-essai, l’incertitude de mesure, l’exactitude, les limites de quantification inférieure 

et supérieure ainsi que la limite de détection. La spécificité était assurée par le temps 

de rétention chromatographique et le rapport entre les ions filles produits dans la 

cellule de collision du spectromètre de masse pour chaque biomarqueur et chaque 

standard interne.  
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L’annexe 1, qui est un résumé de la SOP employée au laboratoire, présente le 

mode opératoire de l’analyse selon les trois conditions enzymatiques. Les résultats 

de la validation analytique pour les conditions opératoires utilisant l’enzyme d’Helix 

pomatia, celle d'Escherichia coli et en absence d'enzyme sont présentés 

respectivement dans les annexes 2, 3 et 4. L'optimisation et la validation de la 

méthode d'analyse ainsi que son application aux 25 échantillons d'urine sont détaillés 

dans la Publication 3.   
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Publication 3 

 

Dewalque L, Pirard C, Dubois N, Charlier C. Simultaneous determination of some 

phthalate metabolites, parabens and benzophenone-3 in urine by ultra high pressure 

liquid chromatography tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography B 

Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences 2014 ; 949-950 : 

37-47. 
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a) La population générale 

 

Les données relatives à la contamination de la population belge par les 

phtalates, parabènes et BP3 sont apparues dans la littérature en 2013. Parmi les 

études les plus intéressantes, on peut citer les travaux de Dirtu et al. (2013) et 

Dirinck et al. (2015) sur des patients obèses recrutés en Flandre chez lesquels 

plusieurs métabolites de phtalates ont été mesurés. Une autre étude a été effectuée 

chez 4 couples pour lesquels plusieurs récoltes urinaires ont été effectuées durant 6 

jours pour y rechercher des parabènes et la BP3 (Koch et al., 2014). Le projet 

européen (DEMO)COPHES a mesuré l'exposition aux phtalates chez des couples 

mères-enfants (Schindler et al., 2014). Enfin, pour 3 phtalates et le APHB, métabolite 

majoritaire et non spécifique des parabènes, des valeurs d'exposition sont 

disponibles chez des adolescents flamands recrutés lors de l’étude FLEHS II (Geens 

et al., 2014 ; Den Hond et al., 2013).  

L'originalité de notre étude résulte de la mesure simultanée de l'exposition pour 

l'Homme aux phtalates, parabènes et BP3 dans une population générale couvrant 

toutes les classes d’âge et les deux sexes en Province de Liège. Nous avons recruté 

261 individus, âgés de 1 à 85 ans. Chaque individu a fourni un échantillon d'urine et 

complété un questionnaire relatif à des données générales telles que l’âge, le sexe, 

la taille, le poids, le code postal du lieu de résidence et le statut tabagique. La 

créatinine, qui a été mesurée dans l’urine par méthode immunoenzymatique 

(Abbott®), est généralement utilisée pour corriger la dilution de l’urine même si cette 

démarche est loin de faire l'unanimité car l’excrétion rénale de la créatinine est 

influencée par plusieurs facteurs physiologiques et physiopathologiques, comme 

l’âge, le sexe, la grossesse, l’ethnicité, la masse musculaire, la fonction rénale et 

l’alimentation (Heymsfield et al., 1983 ; Perrone et al., 1992 ; Barr et al., 2005). De 

plus, l’élimination rénale des PE analysés dans notre travail n'est pas 

nécessairement identique à celle de la créatinine tant au niveau de la filtration 

glomérulaire, que de la sécrétion et de la réabsorption tubulaires. D’autres méthodes 

pour corriger la dilution de l’urine existent dans la littérature, par exemple l’utilisation 

de la gravimétrie spécifique ou de l’osmolarité urinaire (Philippat et al., 2013 ; 
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Frederiksen et al., 2013a, 2013b) mais elles ne sont apparemment pas plus 

intéressantes que la correction faite par la créatininurie. 

Les niveaux d’exposition retrouvés dans notre population ont été analysés en 

fonction de l’âge et du sexe. Des corrélations entre les concentrations urinaires des 

différents composés recherchés ont été calculées. Les résultats du dosage des PE 

dans notre population ont été comparés aux données publiées dans la littérature. 

L'ensemble de ces résultats sont présentés dans la Publication 4. De plus, plusieurs 

comparaisons des niveaux d'exposition retrouvés en province de Liège et ailleurs 

dans le monde sont illustrées ci-dessous.  

Des figures 6 à 9, il ressort clairement que la contamination et les proportions 

relatives des différents composés au sein d'une même classe chimique sont très 

variables d'un pays à l'autre. Si l’exposition aux phtalates au sein de notre population 

liégeoise semble correspondre à celle des couples mères et enfants recrutés en 

Belgique durant l’étude (DEMO)COPHES, il n’en est pas de même pour les enfants 

originaires d’Allemagne et d’Amérique du Nord ni pour les adultes français et danois 

qui présentaient des niveaux d’exposition plus élevés (Figure 6 et 7). 

 

 

Figure 6 :  Concentrations urinaires médianes des métabolites de phtalates, en µg/L, rapportées 

dans plusieurs études chez l’enfant (1 à 11 ans) (Becker et al., 2009 ; Saravanabhavan 

et al., 2013; DEMOCOPHES, 2013 ; NHANES, 2015). Le MiBP et le MEP n’ont pas été 

mesurés dans les études CHMS et GerES, respectivement. DEHP correspond à la 

somme des MEHP, 5-OH-MEHP et 5-oxo-MEHP. 
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Figure 7 : Concentrations urinaires médianes des métabolites de phtalates, en µg/L, rapportées 

dans plusieurs études chez l’adulte (Saravanabhavan et al., 2013 ; DEMOCOPHES, 

2013 ; NHANES, 2015; Zeman et al., 2013 ; Joensen et al., 2012). Le MiBP n’a pas été 

mesuré dans l’étude CHMS. DEHP correspond à la somme des MEHP, 5-OH-MEHP et 

5-oxo-MEHP. 

 

Dans un même ordre d’idée, en s’intéressant maintenant aux parabènes, nous 

avons observé une importante hétérogénéité des niveaux d’exposition (Figure 8). En 

effet, les femmes originaires du Danemark et de Belgique semblent être moins 

exposées que celles provenant du Japon, des États-Unis et d’autres pays de l’Union 

européenne (Figure 8). 

 

 

Figure 8 : Concentrations urinaires médianes des parabènes, en µg/L, rapportées dans plusieurs 

études chez la femme (NHANES, 2015 ; Frederiksen et al., 2013b ; Philippat et al., 

2012 ; Casas et al., 2011 ; Shirai et al., 2013). 

 

Finalement, dans le cas de la BP3, les concentrations urinaires étaient 

relativement proches au sein des différentes populations européennes (médianes 

situées entre 1 µg/L et 4 µg/L) (Figure 9). Des niveaux d’exposition bien plus 
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importants ont été observés dans l’étude américaine NHANES (médiane >30 µg/L) 

alors qu‘ils étaient bien plus faibles en Chine (médiane <1 µg/L) (Figure 9).  

 

 

Figure 9 : Concentrations urinaires médianes de la benzophénone-3, en µg/L, rapportées dans 

plusieurs études chez la femme (NHANES, 2015 ; Frederiksen et al., 2013b ; Philippat 

et al., 2012 ; Casas et al., 2011 ; Tang et al., 2013). 

 

L’ensemble des résultats relatifs aux phtalates, parabènes et BP3 pourraient 

s'expliquer de différentes façons : soit en raison d'une législation particulière, soit en 

raison d’usages commerciaux différents selon les pays, ou encore à cause 

d'habitudes de vie spécifiques à chaque région. La comparaison des niveaux 

d’exposition de plusieurs populations reste cependant un exercice difficile. D’une 

part, parce qu’il a été montré que les niveaux urinaires de ces composés ont évolué 

lors de cette dernière décennie (Zota et al., 2014 ; Wittassek et al., 2007), mais, 

d'autre part, aussi parce qu’actuellement il n'existe pas ou peu de systèmes de 

comparaison inter-laboratoires pour l'analyse de ces PE.  
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Publication 4 

 

Dewalque L, Pirard C, Charlier C. Measurement of urinary biomarkers of parabens, 

benzophenone-3, and phthalates in a Belgian population. Biomedical Research 

International 2014 ; 2014 : 649314. 
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b) Estimation de l'apport quotidien en phtalates 

 

Pour les phtalates, mais ni pour les parabènes ni pour la BP3, on trouve dans la 

littérature des formules permettant d’évaluer les doses journalières d’exposition sur 

base des concentrations urinaires. Ces doses journalières d’exposition peuvent alors 

être comparées aux DJA ou à la dose de référence (RfD) disponibles pour chaque 

phtalate (EFSA, 2005a, 2005b, 2005c), ce qui permet d’estimer si l’apport quotidien 

en phtalates est sans risque pour la santé. Bien entendu, ceci suppose que les DJA 

ont été définies sur base de critères rigoureux, objectifs et scientifiques. Il faut 

préciser qu’il n’existe pas de consensus sur les valeurs annoncées par l’EFSA. Par 

exemple, les DJA ont été établies sur base d’études in vivo dans lesquelles l’animal a 

été exposé uniquement par voie orale (EFSA, 2005a, 2005b, 2005c, US EPA, 1993). 

Nous avons donc calculé les doses journalières d’exposition sur base des 

concentrations urinaires des métabolites de phtalates et en utilisant les taux de 

récupération dans l’urine décrits dans la littérature après administration orale du 

composé parent (Anderson et al., 2001 ; 2011 ; Seckin et al., 2009 ; Koch et al., 

2004, 2005b, 2012 ; Kortenkamp and Faust, 2010). Pour chaque phtalate, un hazard 

quotient (HQ) a été calculé en divisant la dose journalière estimée par la DJA (Koch 

et al., 2003b, 2007, 2011). Le risque d'effets cumulatifs a été pris en considération 

pour chaque individu en définissant un hazard index (HI) qui est la somme des 

différents HQ des phtalates partageant les mêmes propriétés toxicologiques anti-

androgéniques (Koch et al., 2011). Ainsi, en cas de HI supérieur à l’unité, on peut 

craindre que le mélange de phtalates auquel on est exposé n’engendre des effets 

anti-androgéniques significatifs (Koch et al., 2011).  

Les résultats de ces calculs et leurs limitations sont discutés dans la Publication 

5. Dans cette publication, nous avons également apprécié l’apport de phtalates par 

voie alimentaire en comparant les doses journalières estimées aux résultats obtenus 

en Flandre par Sioen et al. (2012) sur base de mesures de la contamination des 

aliments vendus en Belgique et sur base d’enquêtes relatives aux habitudes de 

consommation. 

Certaines limitations inhérentes à cette mesure du risque méritent d'être 

mentionnées. Tout d’abord, les taux de récupération urinaire (Fue) employés dans le 

calcul des doses journalières d’exposition n'ont été déterminés que chez un nombre 
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limité d’adultes (Anderson et al., 2001 ; 2011 ; Seckin et al., 2009 ; Koch et al., 2004, 

2005b, 2012). Les valeurs de Fue établies chez l'adulte pourraient donc être 

inexactes pour les enfants. Ensuite, ces Fue ont été déterminés après administration 

orale de phtalates et, en conséquence, ne tiennent pas compte de la contamination 

par les voies dermique et pulmonaire (Wittassek et al., 2011). D’autre part, les doses 

journalières d’exposition sont évaluées dans ce travail sur base de mesures 

ponctuelles alors qu'il existe une importante variabilité des concentrations urinaires 

au cours de la journée (voir Partie IVc) (Fromme et al., 2007b ; Frederiksen et al., 

2013a). Finalement, le HI n’a été calculé qu’à partir des niveaux urinaires de trois 

phtalates alors que la population générale est exposée simultanément à de 

nombreux composés anti-androgéniques tels que des pesticides, des 

polychlorobiphényles, du bisphénol A, du triclosan (Luccio-Camelo et Prins, 2011 ; 

Kortenkamp et Faust, 2010), etc. Certains des composés cités ci-dessus sont 

d'ailleurs capables de générer des effets synergiques chez l’animal lorsqu’ils sont 

associés à certains phtalates, alors que le calcul du HI repose sur un modèle 

cumulatif (Christiansen et al., 2009). 

Nonobstant ces réserves, la mesure du risque par calcul du HI permet de 

qualifier globalement le niveau d’exposition des liégeois aux phtalates et par 

conséquent, leur toxicité éventuelle. 
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Publication 5 

 

Dewalque L, Charlier C, Pirard C. Estimated daily intake and cumulative risk 

assessment of phthalate diesters in a Belgian general population. Toxicology 

Letters 2014 ; 231: 161-168. 
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c) Chrono-variabilité de l'exposition 

 

Puisque les parabènes, la BP3 et les phtalates sont des PE rapidement 

éliminés de l'organisme (Ye et al., 2005b ; Wittassek et al., 2011 ; Janjua et al., 

2008b), et que ces substances chimiques sont présentes, pour la plupart d'entre 

elles, dans plus de 70% des échantillons urinaires analysés, on peut légitimement se 

poser la question du caractère constant ou variable dans le temps de l’exposition. 

L'évaluation de celle-ci par l'analyse d'un prélèvement urinaire ponctuel est-elle donc 

pertinente ?  

Plusieurs équipes ont essayé d’apporter une réponse à cette question en 

évaluant la chrono-variabilité d’élimination de ces PE (Hauser et al., 2004 ; Smith et 

al., 2012 ; Teitelbaum et al., 2008 ; Frederiksen et al., 2013a ; Fromme et al., 2007b ; 

Koch et al., 2014, Suzuki et al., 2009 ; Hoppin et al., 2002 ; Marcus et al., 2010 ; 

Preau et al., 2010 ; Baird et al., 2010). La majorité de ces études ont été réalisées 

aux États-Unis (Hauser et al., 2004 ; Smith et al., 2012 ; Teitelbaum et al., 2008 ; 

Hoppin et al., 2002 ; Marcus et al., 2010 ; Preau et al., 2010 ; Baird et al., 2010) et 

peu de données sont disponibles dans l’Union européenne (Frederiksen et al.,  

2013a ; Fromme et al., 2007b ; Koch et al., 2014). Sachant que les niveaux 

d’imprégnation peuvent fortement varier d’un pays à l’autre et que les sources et les 

voies d’exposition peuvent également différer selon les régions (Suzuki et al., 2009 ; 

Braun et al., 2012 ; Shirai et al., 2013 ; Frederiksen et al., 2010), nous pensons qu’il 

est capital d’apprécier la chrono-variabilité des biomarqueurs étudiés dans notre 

région. Il est probable que la variabilité intra-individuelle dépende du groupe étudié 

(pays, enfants, femmes enceintes, travailleurs exposés, etc). 

Pour étudier cette chrono-variabilité, nous avons réalisé le dosage urinaire des 

PE sur des prélèvements récoltés à différents temps (chaque jour de J1 à J7 puis 

une fois par mois de M1 à M4) chez 32 participants issus de notre étude en 

population liégeoise et âgés de 20 à 73 ans. 

Jusqu’ici, en Belgique, la chrono-variabilité d'élimination urinaire des parabènes 

et de la BP3 avait été étudiée sur une période de six jours (Koch et al., 2014) et rien 

n'avait été publié sur les phtalates. La reproductibilité des niveaux urinaires des 

différents biomarqueurs d’exposition a été évaluée par le calcul des coefficients de 
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corrélations intra-classes (ICC). Ceux-ci sont des outils numériques, facilement 

comparables entre eux, qui représentent la proportion de la variabilité totale 

expliquée par la variabilité entre les individus (Rosner et al., 2011). Nous avons 

également étudié la capacité d'une mesure urinaire ponctuelle à prédire 

correctement le niveau d'exposition d’un individu (faible, moyen ou élevé). Au total, 

ce travail (Publication 6) constitue la première étude belge relative à la variabilité à 

long terme des concentrations urinaires des PE étudiés. Nous y avons également 

comparé les ICCs obtenus dans cette étude avec ceux retrouvés dans la littérature. 

Aucune différence n’a pu être clairement mise en évidence lorsque les ICCs ont été 

catégorisés selon différentes variables comme le sexe, le pays d’origine, l’année de 

récolte des échantillons, la durée de l’étude et les gammes de niveaux d’exposition. 

Ce type de comparaison reste néanmoins limité par le faible nombre d’études 

disponibles à l’heure actuelle. 
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Publication 6 

 

DEWALQUE L, PIRARD C, VANDEPAER S, CHARLIER C. Temporal variability of 

urinary concentrations of phthalate metabolites, parabens and benzophenone-3 in a 

Belgian adult population. Environmental Research 2015 ; 142 : 414-423. 
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Table S1 

Estimation of the cumulative risk of exposure to phthalates. 

 

Calculated parameter [unit] Equation Required parameter [unit] Reference 

EDI [µg/kg bw/day]    Cv [µg/L] is the biomarker volumetric 
concentration. UV [L/day] is the 24 h average urine 
volume equal to 1.60 L/day and 1.70 L/day for 
adult women and men respectively. Bw [kg] is the 
body weight. Height [cm]. MWd and MWm 
[µg/µmol] are the molecular weight of phthalate 
diesters and metabolites respectively. Fue is the 
excretion molar fraction, equal to 0.69, 0.70, 0.73 
and 0.32 for MnBP, MiBP, MBzP and the molar 
sum of the three followed DEHP metabolites, 
respectively. It is assumed to be 0.69 for MEP by 
analogy to DnBP. 

 (1-6) 

Estimated daily intake 

 

HI  

  
 

TDI is the tolerable daily intake [µg/kg bw/day]. 
TDI are 10 and 50 µg/kg bw/day for DnBP and 
DEHP, respectively. 

(7, 8) 

Hazard index 

  

 

 
 

mUE

dv

MWFbw

MWUVC
EDI






DEHP

DEHP

DnBP

DiBP

DnBP

DnBP

TDI

EDI

TDI

EDI

TDI

EDI
HI 
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Table S2 

Phthalate metabolite, paraben and BP3 volumetric [µg/L] and creatinine-adjusted 

concentrations [µg/g creatinine] in 351 urine samples collected over a 120 day period 

in 32 Belgian participants. 

 

  
N > LOD (%) GM (95% CI) 

  Percentile   Range 

    50
th
 95

th
   Min - Max 

Uncorrected for creatinine [µg/L]                 

MP 99,7% 13,0 (10.7-15.8)   10,4 299,6   <LOD - 2206,8 

EP 98,3% 2,0 (1.7-2.4)   1,6 45,1   <LOD - 306,0 

PP 76,1% 0,9 (0.7-1.1)   0,7 47,9   <LOD - 604,6 

BP 34,2% <LOD (<LOD-0.4)   <LOD 6,6   <LOD - 32,5 

MEP 100,0% 25,3 (21.5-29.8)   20,4 473,5   1,1 - 1946,4 

MnBP 100,0% 12,6 (11.5-13.9)   12,5 58,0   1,3 - 290,1 

MiBP 100,0% 11,9 (10.7-13.2)   10,6 88,2   1,9 - 468,4 

MBzP 99,7% 2,5 (2.3-2.7)   2,6 10,0   <LOD - 29,1 

5-oxo-MEHP 100,0% 3,1 (2.8-3.4)   3,3 11,6   0,2 - 119,1 

5-OH-MEHP 100,0% 4,2 (3.8-4.6)   4,2 15,8   0,2 - 149,5 

MEHP 99,1% 2,0 (1.9-2.2)   1,9 4,8   <LOD - 18,8 

BP3 76,4% 0,8 (0.7-1.0)   0,8 19,7   <LOD - 99,8 

                      

Corrected for creatinine [µg/g creatinine]               

MP 99,7% 11,0 (9.1-13.3)   11,1 179,4   <LOD - 706,2 

EP 98,3% 1,7 (1.4-2.0)   1,3 33,6   <LOD - 230,2 

PP 76,1% 0,7 (0.6-0.9)   0,7 31,3   <LOD - 204,0 

BP 34,2% <LOD (<LOD-0.3)   <LOD 4,7   <LOD - 28,1 

MEP 100,0% 21,4 (18.5-24.7)   17,0 267,1   1,2 - 1047,0 

MnBP 100,0% 10,7 (10.0-11.4)   10,1 34,0   2,3 - 231,7 

MiBP 100,0% 10,0 (9.2-10.9)   8,7 47,0   1,8 - 496,5 

MBzP 99,7% 2,1 (2.0-2.3)   2,0 6,3   <LOD - 14,0 

5-oxo-MEHP 100,0% 2,6 (2.5-2.8)   2,4 7,3   0,7 - 170,9 

5-OH-MEHP 100,0% 3,5 (3.3-3.8)   3,3 10,2   0,8 - 214,5 

MEHP 99,1% 1,7 (1.6-1.8)   1,7 4,7   <LOD - 25,0 

BP3 76,4% 0,7 (0.6-0.8)   0,6 12,6   <LOD - 101,8 
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Table S3 

Estimated daily intakes (EDI) of the phthalates and hazard index (HI) obtained from 

the 351 urine samples collected over a 120-day period in 32 Belgian participants. 

  Percentile 
Maximum 

TDI
1
 

(RfD) 
N ≥ TDI/RfD (%) 

  50
th
 95

th
 

Estimated daily intake [µg/kg bw/day]     

DEP 0,84 18,58 70,36 (800) 0,0 

DnBP 0,57 2,39 12,79 10 0,3 

DiBP 0,47 4,44 26,18   10 
2
 2,0 

BBzP 0,11 0,41 1,10 500 0,0 

DEHP 0,99 3,35 31,83 50 0,0 

            

Hazard index       N ≥ 1 (%) 

HI 0,14 0,74 3,06   2,8 

 

1 : (7-10) 

2 : TDI of DnBP was attributed to DiBP by analogy. 

 
 
 
 
Table S4 
Intraclass coefficient correlation (ICC) obtained in female and male participants using 

volumetric concentrations for parabens, phthalate metabolites, BP3 and hazard index 

(HI).  

  ICC   

  
Female  

(N=20, n=219) 
Male  

(N=12, n=132) 
p-valuea 

MP 0,51 0,48 0,85 
EP 0,53 0,47 0,72 
PP 0,52 0,71 0,19 
BP 0,50 0,29 0,29 
MEP 0,47 0,64 0,24 
MnBP 0,38 0,42 0,82 
MiBP 0,63 0,47 0,35 
MBzP 0,29 0,22 0,65 
MEHP 0,22 0,11 0,49 
5-oxo-MEHP 0,26 0,25 0,90 
5-OH-MEHP 0,26 0,27 0,96 
BP3 0,62 0,54 0,61 
HI 0,50 0,44 0,72 

a: χ² test comparing ICC obtained in male and female participants. 

N is the number of participants, n is the total number of urine samples. 
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Table S5 

Number of participants having spot samples included in the same tertile group (low, medium and high) for volumetric 

concentrations. 

 

Number of spot in 
the same tertile 
group - N (%) 

MP EP PP BP MEP MnBP MiBP MBzP MEHP 
5-oxo- 
MEHP 

5-OH- 
MEHP 

BP3 

11 2 (6%) 4 (13%) 5 (16%) 13 (41%) 2 (6%) 1 (3%) 5 (16%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (6%) 

≥10 6 (19%) 8 (25%) 9 (28%) 16 (50%) 7 (22%) 4 (13%) 6 (19%) 2 (6%) 0 (0%) 1 (3%) 2 (6%) 9 (28%) 

≥9 10 (31%) 12 (38%) 14 (44%) 21 (66%) 12 (38%) 8 (25%) 10 (31%) 4 (13%) 5 (16%) 7 (22%) 6 (19%) 11 (34%) 

≥8 17 (53%) 19 (59%) 21 (66%) 27 (84%) 14 (44%) 12 (38%) 11 (34%) 9 (28%) 6 (19%) 8 (25%) 8 (25%) 15 (47%) 

≥7 21 (66%) 22 (69%) 24 (75%) 30 (94%) 22 (69%) 17 (53%) 13 (41%) 14 (44%) 12 (38%) 14 (44%) 15 (47%) 20 (63%) 

≥6 27 (84%) 28 (88%) 30 (94%) 31 (97%) 29 (91%) 23 (72%) 23 (72%) 19 (59%) 22 (69%) 20 (63%) 23 (72%) 26 (81%) 
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La méthode analytique sur laquelle s'appuye notre travail permet de doser 

simultanément 12 biomarqueurs urinaires d’exposition aux phtalates, parabènes et 

BP3. Les techniques publiées dans la littérature n'autorisent pas cette approche 

globale (Blount et al., 2000 ; Silva et al., 2003a ; Chen et al., 2012a, 2012b ; Ye et 

al., 2005a, 2005b, 2006b ; Kato et al., 2005 ; Silva et al., 2007 ; Preuss et al., 2005 ; 

Koch et al., 2003a ; León et al., 2010a ; Frederiksen et al., 2011). La première étape 

du développement analytique a consisté à mettre au point les conditions SPE et 

UHPLC-MS/MS permettant de détecter ces trois classes de PE dans l’urine avec 

suffisamment de sensibilité pour la réalisation d’études épidémiologiques. Dans une 

deuxième phase, trois conditions de préparation d'échantillon ont été comparées, 

l'une sans hydrolyse et deux autres avec hydrolyse enzymatique par β-

glucuronidases d'Helix pomatia ou d'Escherichia coli. Le but était, d’une part, de 

s’assurer que l’utilisation de la β-glucuronidase d’Helix pomatia ne générait pas des 

contaminants monoesters de phtalates en quantités trop importantes, et, d’autre part, 

de mesurer les proportions relatives des biomarqueurs sous formes libre, 

sulfoconjuguée et glucuroconjuguée. Globalement, les résultats obtenus étaient en 

accord avec les données présentes dans la littérature (Janjua et al., 2008a ; Ye et 

al., 2005a, 2005b, 2006b ; Silva et al., 2003a), à savoir une élimination urinaire des 

polluants majoritairement sous forme conjuguée à l’exception du MEP qui est éliminé 

principalement sous forme libre.  

Après avoir validé la méthode analytique, nous avons effectué une étude 

relative à la contamination des individus habitant en province de Liège avec des 

résultats supérieurs aux limites de détection pour la majorité des biomarqueurs chez 

presque tous les participants. L’exposition liégeoise aux phtalates, parabènes et BP3 

est donc ubiquitaire. La comparaison de nos résultats avec d'autres données belges 

a permis de constater que les concentrations urinaires des métabolites de phtalates 

mesurées en province de Liège étaient similaires à celles retrouvées chez les 

enfants et les mères belges de l’étude (DEMO)COPHES (DEMOCOPHES, 2013). 

Par contre, les adolescents de l’étude flamande FLEHS semblaient plus exposés au 

BBzP et au DEHP (Geens et al., 2014). 

Notre étude épidémiologique a mis en évidence que l'importance du niveau 

d'exposition est variable d'un individu à l'autre. Par exemple, les concentrations 

urinaires des différents parabènes étaient significativement plus élevées chez les 
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femmes que chez les hommes, peut-être parce que la femme utilise plus 

fréquemment des cosmétiques contenant des parabènes. Le sexe n'est pas un 

élément clairement discriminant pour les autres PE, même si cela est surprenant 

pour les DEP, DiBP, DnBP ou BP3 également présents dans divers cosmétiques. 

D’autres études avaient d'ailleurs établi une corrélation positive entre l'utilisation de 

cosmétiques et le niveau de contamination par ces produits chez la femme (Romero-

Franco et al., 2011 ; Lewis et al., 2013 ; Meeker et al., 2013). Le niveau d'exposition 

peut aussi varier en fonction de l’âge. C'est le cas dans notre population où tous les 

métabolites de phtalates, sauf le MEP, étaient présents à des concentrations 

supérieures chez les enfants. Pour certains, cette caractéristique épidémiologique 

s'explique par le fait que, par rapport au poids corporel, les apports alimentaires 

(contamination digestive) et la fréquence respiratoire (contamination pulmonaire) 

sont plus importants chez l'enfant (Silva et al., 2004). Une autre explication réside 

dans le fait que, passant plus de temps à l’intérieur des maisons et portant à la 

bouche divers jouets et articles de puériculture en plastique, l'enfant pourrait être 

plus exposé que l'adulte (Silva et al., 2004). Les niveaux urinaires de BP3 et de 

certains parabènes étaient également variables selon l’âge mais ceci est plus 

difficilement interprétable. 

Ces observations interpellent, notamment et surtout parce que les populations 

les plus vulnérables aux PE sont les femmes en âge de procréer et les enfants 

(OMS/PNUE, 2012), surexposés aux parabènes pour les femmes et aux phtalates 

pour les enfants. Les parabènes et les phtalates interfèrent avec la production et 

l’effet des hormones des systèmes reproducteur et thyroïdien (Morohoshi et al.,  

2005 ; Kunz et Fent, 2006 ; Schmutzler et al., 2007 ; Gomez et al., 2005 ; Oishi   

2001 ; Vo et al., 2010 ; O’Connor et al., 2002 ; Borch et al., 2004), lesquels sont 

impliqués dans la croissance de l’individu, dans le développement cognitif et 

comportemental, dans les mécanismes biochimiques de la puberté et de la fertilité. 

De façon inquiétante, de plus en plus d’équipes ont réussi à associer les niveaux 

d’exposition à ces composés à des perturbations de ces fonctions physiologiques 

(Wolff et al., 2008 ; Philippat et al., 2012 ; Meeker et al., 2011 ; Koeppe et al., 2013 ; 

Pant et al., 2014 ; Specht et al., 2014 ; Huang et al., 2014a ; Liu et al., 2012 ; Wirth et 

al., 2008 ; Hauser et al., 2006, 2007 ; Zhang et al., 2006 ; Jönsson et al., 2005 ; Duty 

et al., 2003 ; Hauser, 2008). Une autre observation intéressante résultant de notre 
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étude épidémiologique est l'existence de corrélations, parfois importantes, entre les 

différents parabènes et entre les différents phtalates, ce qui révèle des sources 

communes d’exposition. Certains phtalates et certains parabènes sont connus pour 

être associés dans divers produits commerciaux (Wittassek et al., 2011 ; Boberg et 

al., 2010). Parmi les PE étudiés, plusieurs partagent les mêmes mécanismes 

d’action, ce qui laisse penser qu’une exposition simultanée pourrait générer des 

effets additifs ou synergiques chez l’être humain comme cela a été observé chez 

l’animal (Howdeshell et al., 2008 ; Christiansen et al., 2009).  

Pour évaluer, mieux que par des mesures urinaires, le risque potentiel d'effets 

additifs lié à l'exposition simultanée à plusieurs phtalates, nous avons traduit leurs 

concentrations urinaires en doses d'exposition journalière. Cette méthodologie 

repose sur la connaissance de la toxicocinétique des phtalates (pour les parabènes 

et la BP3, l'absence de données toxicocinétiques ne permet pas la même 

estimation). Les doses journalières estimées pour chaque phtalate ont été 

comparées aux DJA publiées par l’EFSA ou, dans le cas du DEP, à la RfD de l’US 

EPA (EFSA, 2005a, 2005b, 2005c ; US EPA 1993). Peu de dépassements de ces 

valeurs seuils ont été observés pour les différents phtalates considérés isolément. 

Par contre, le nombre de dépassements des valeurs seuils était important lorsque les 

doses journalières d’exposition aux phtalates partageant le même mécanisme 

d'action biochimique étaient additionnées. Chez 25% des enfants âgés de 1 à 12 ans 

nous avons observé des dépassements de ces valeurs seuils. Il faut souligner que 

cette mesure de risque ne tenait compte que de trois phtalates anti-androgéniques 

alors qu’il existe de nombreux autres polluants qui possèdent également des 

propriétés anti-androgéniques et auxquels la population est couramment exposée 

comme par exemple, le BPA, le DDE, certains PCBs, certains parabènes, la BP3, la 

vinclozoline, le linuron, etc. (Pirard et al., 2012 ; Kortenkamp et Faust, 2010 ; 

NHANES, 2015). De plus, cette façon de calculer le risque ne prend en considération 

que les effets additifs alors que des effets synergiques ont été observés chez le 

rongeur lors de la co-administration de phtalates et de pesticides à des doses 

inférieures aux différentes NOAEL (Christiansen et al., 2009). 

Dans le but d'évaluer si une analyse urinaire, quel que soit le moment où l'urine 

est prélevée, est représentative du niveau d'exposition chronique d'un individu, nous 

avons réalisé une étude de chrono-variabilité de l'exposition. À ce jour, aucune étude 
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de ce type n'avait été réalisée en Belgique. Trente-deux individus originaires de la 

province de Liège ont participé à cette étude en fournissant un échantillon d'urine 

prélevé à n'importe quel moment de la journée chaque jour pendant une semaine, 

puis une fois par mois pendant 4 mois. Même si les taux urinaires des différents 

composés semblaient variables, la valeur prédictive d'une mesure aléatoire de ces 

biomarqueurs urinaires est satisfaisante pour la BP3, les différents parabènes ainsi 

que pour le MEP et le MiBP. Des études épidémiologiques recourant à l'analyse d'un 

seul prélèvement urinaire pour évaluer l'exposition sont donc pertinentes (Abidi et al., 

2008 ; Fisher et al., 2015 ; Rosner et al., 2011). Dans le cas des BBzP, DEHP et 

DnBP, la reproductibilité et la valeur prédictive d'une analyse aléatoire étaient plus 

faibles. Par ailleurs, l’utilisation de la créatininurie pour corriger la dilution de l’urine 

n’a pas permis d’améliorer significativement la reproductibilité des résultats. 

L'appréciation du risque d'effets cumulatifs par le calcul d'un HI à partir d'une analyse 

effectuée sur un échantillon d'urine prélevé de façon aléatoire est également 

prédictive du risque d'effets cumulatifs chroniques.  

Comment expliquer que la valeur prédictive d'une mesure aléatoire soit correcte 

pour certains PE (BP3, parabènes, DEP, DiBP) et moins satisfaisante pour d'autres 

(BBzP, DEHP, DnBP) ? Les parabènes, la BP3, le MEP et MiBP sont couramment 

utilisés dans les cosmétiques et les produits d’hygiène corporelle (Wittassek et al., 

2011 ; Boberg et al., 2010 ; Kim et al., 2014), ce qui explique que leur utilisation 

répétée, associée à un passage ralenti lors de l’absorption à travers la barrière 

cutanée, réduit l'influence des effets pics et vallées et conduit à un niveau plus 

constant d'exposition. Par contre, pour les polluants dont la source principale est 

l'alimentation, les niveaux d'exposition sont moins constants et dés lors, la 

reproductibilité du dosage des biomarqueurs urinaires est moins satisfaisante. Pour 

les DEHP, les travaux de Koch et al. (2013) et de Fromme et al. (2007a, 2013a) 

illustrent l'importance de la voie alimentaire comme source de contamination. Les 

variations importantes des niveaux urinaires des biomarqueurs du DEHP pourraient 

alors être le signe d’une alimentation variée ou de l’hétérogénéité du degré de 

contamination des aliments, ce qui a déjà été démontré pour le BPA (Sioen et al., 

2012 ; Meeker et al., 2013 ; Philippat et al., 2013). Si, pour le DnBP et le BBzP, la 

littérature scientifique n'identifie pas de source d’exposition majoritaire (Fromme et 

al., 2007a, 2013a ; Bekö et al., 2013 ; Clark et al., 2011 ; Wormuth et al., 2006), nos 
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travaux indiquent, par les corrélations importantes entre les métabolites des DnBP et 

BBzP et ceux du DEHP, que ces trois composés pourraient partager une voie 

commune d’exposition, probablement alimentaire. 

Si on ne considère que les plus hautes valeurs d'exposition, il est intéressant 

également de déterminer si elles correspondent à un pic de contamination passager 

ou si elles reflètent une imprégnation importante à long terme. Nous avons montré 

que les dosages de MiBP et BP3 et le calcul des HI à partir d'un échantillon urinaire 

aléatoire permet de classer correctement l'individu comme étant fortement et 

chroniquement exposé au DiBP, à la BP3 et au cocktail de phtalates pris en 

considération pour le calcul du HI. Pour les autres composés étudiés, nous avons 

plutôt observé des pics d’exposition transitoires. Ces fortes expositions sur de 

courtes durées n’en sont pas moins préoccupantes étant donné la vulnérabilité de 

certaines populations, comme les femmes enceintes et les enfants, aux effets des 

PE. Ceci soulève la question de l'extrapolation des résultats d'expérimentation 

animale à l'Homme, puisque l’exposition des animaux de laboratoire est réalisée à 

dose constante.  

Au vu de l'ensemble des résultats obtenus dans notre étude – pourcentage 

élevé de contamination de la population, taux urinaires parfois importants, effets 

cumulatifs de certains PE – et des données de la littérature établissant une relation 

entre l'imprégnation de l'Homme et certaines pathologies, la réduction de l'exposition 

humaine aux PE doit être une priorité absolue. L’OMS/PNUE (2012) et de nombreux 

scientifiques (par exemple, The 2013 Berlaymont Declaration on Endocrine 

Disrupters) conseillent également l’application du principe de précaution et la 

réduction de l’exposition. Pour atteindre cet objectif, on doit caractériser le plus 

précisément possible les différentes sources d’exposition potentielle de l'Homme.  

Certaines sources ont été identifiées en mettant en relation les taux urinaires de 

biomarqueurs de PE et les conditions de vie des 2 jours qui précèdent le 

prélèvement. Par exemple, les parabènes, la BP3 et les phtalates, surtout DiBP, DEP 

et DnBP, ont été associés, principalement chez les femmes, à l’utilisation récente de 

cosmétiques avec, pour le DEP, des concentrations de biomarqueurs 

proportionnelles au nombre de produits appliqués sur la peau (Sathyanarayana et 

al., 2008 ; Romero-Franco et al., 2011 ; Lewis et al., 2013 ; Meeker et al., 2013 ; 

Parlett et al., 2013 ; Duty et al., 2005 ; Cantonwine et al., 2014 ; Berman et al., 2009 ; 
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DEMOCOPHES, 2013 ; Just et al., 2010 ; Buckley et al., 2012). Certains 

médicaments contiennent du DnBP ou du DiBP et constituent ainsi une autre source 

de contamination (Seckin et al., 2009 ; Hernández-Diaz et al., 2009, 2013). La 

consommation de certains aliments est également corrélée à la présence dans l'urine 

de métabolites des DEHP, DnBP et BBzP ainsi que de certains parabènes mais dans 

une moindre mesure et de façon moins significative (Kim et al., 2014 ; 

Saravanabhavan et al., 2013 ; Cantonwine et al., 2014 ; Mervish et al., 2014). Qu'en 

est-il de l'influence de la conservation ou de la cuisson (au microonde) des aliments 

dans des récipients en plastique ? Certaines études en font une source de 

contamination par les phtalates (Cantonwine et al., 2014 ; Yan et al., 2009 ; Chen et 

al., 2008 ; Colacino et al., 2011 ; Kim et al., 2014) mais ce n'est pas le cas de tous 

les travaux publiés (Mervish et al., 2014 ; Lewis et al., 2013). En Belgique, les 

aliments sont généralement contaminés en phtalates (Fierens et al., 2012a, 2012b ; 

Sioen et al., 2012), mais l'origine de cette contamination est plutôt à rechercher du 

côté du processus de fabrication que de la conservation dans du plastique (Fierens 

et al., 2012b, 2013 ; Van Holderbeke et al., 2014). Enfin, l'intérieur de nos maisons 

est également contaminé par des phtalates, notamment suite à des travaux de 

rénovation ainsi qu’à l’utilisation de matériaux de construction en PVC (Buckley et al., 

2012 ; DEMOCOPHES, 2013). De façon plus intéressante encore, on a établi une 

corrélation entre les niveaux de phtalates dans l’air ou dans les poussières et les 

concentrations urinaires de leur(s) métabolite(s) (Langer et al., 2014 ; Fromme et al., 

2013b ; Just et al., 2010).  

Les sources d’exposition des parabènes et de la BP3 ont été moins étudiées 

que celles des phtalates. Si la plupart des auteurs s’accordent pour reconnaître que 

les cosmétiques constituent la voie d’exposition majeure pour les parabènes en 

absence de prise de médicaments (Błędzka et al., 2014 ; Boberg et al., 2010 ; CIR, 

2008), la situation n’est pas aussi claire pour la BP3, utilisée principalement dans les 

crèmes solaires. Cependant la fréquence de positivité de ce biomarqueur dans l'urine 

est très importante dans la population liégeoise alors qu’il est peu probable qu'elle 

utilise des crèmes solaires durant toute l’année. D’autres sources d’exposition sont 

évoquées pour expliquer cette imprégnation ubiquitaire, comme les cosmétiques 

(Krause et al., 2012 ; Wang et Kannan, 2013b), l’eau contaminée (Kim et Choi, 
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2014), l’environnement intérieur de nos maisons (Wang et al., 2013 ; Kim et Choi, 

2014) ou la contamination alimentaire.  

Pour démontrer la relation entre l'exposition aux PE et la contamination des 

individus, des mesures de PE devraient être réalisées d'une part dans 

l'environnement direct de l'individu (les aliments, l'air et les poussières de maisons, 

les cosmétiques) et d'autre part dans une matrice biologique. Cette démarche 

permettrait de comparer l’exposition totale, obtenue par le biais du biomonitoring 

humain, avec les apports par les différentes voies d’exposition. Cette approche 

nécessiterait cependant de bonnes connaissances de la toxicocinétique des 

composés étudiés ainsi que de la relation entre la dose d’exposition et les niveaux de 

biomarqueurs (Søeborg et al., 2014). Ceci a déjà été appliqué aux phtalates par 

plusieurs auteurs allemands et danois qui ont étudié la contribution des aliments et 

de l’environnement intérieur de nos maisons à l’exposition totale (Fromme et al., 

2007a, 2013a, 2013b ; Bekö et al., 2013). 

Afin de réduire le risque lié à l'exposition aux PE, plusieurs équipes ont mis en 

place des études d'intervention. Ji et al. (2010) ont mis en évidence une réduction 

significative des taux urinaires des métabolites des DEP, DnBP, DiBP et DEHP après 

5 jours de régime végétarien et de vie bouddhique dans un temple Coréen. Dans un 

environnement plus occidental, Rudel et al. (2011) ont réussi à diminuer les niveaux 

urinaires des BPA et DEHP, mais pas des autres phtalates (BBzP, DnBP, DEP et 

diméthyle phtalate), lors d’une alimentation exclusive par des produits frais n’ayant 

pas été en contact avec des plastiques. Une autre étude dans laquelle des femmes 

enceintes ne consommaient que des aliments frais n’a pas réussi à démontrer un 

impact de ce mode d'alimentation sur les niveaux d’exposition aux phtalates (Barrett 

et al., 2015). Dans un autre groupe de volontaires, les auteurs ont testé l'impact de la 

distribution d'une brochure explicative fournissant divers conseils d’éviction des 

sources d’exposition aux phtalates et BPA (par exemple, éviter les plastiques de type 

PVC) sur le niveau de contamination des participants, mais sans résultat 

(Sathyanarayana et al., 2013).  

Pour les parabènes, une étude récente a montré que le remplacement des 

cosmétiques contenant ces PE par d’autres qui n’en contiennent pas a permis, de 

façon assez logique, de réduire l’exposition à ces composés (Koch et al., 2014). 

Toujours dans cette étude, en ce qui concerne la BP3, elle a été détectée dans la 
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majorité des urines récoltées alors qu'elle n'était pas indiquée dans la liste des 

ingrédients contenus dans les cosmétiques, soit parce que les listes d’ingrédients ne 

sont pas complètes, soit parce que d’autres sources d’exposition interviennent (Koch 

et al., 2014).  

En conclusion, la réduction de l'exposition humaine aux PE est un problème 

difficile et non résolu. Les différentes études d’intervention évoquées portaient sur de 

petits nombres de sujets et n'envisageaient généralement qu’une seule voie d’entrée 

dans l’organisme. Même si elles sont difficiles à mettre en œuvre, des études 

d'intervention plus structurées devraient être envisagées prévoyant la suppression 

simultanée des diverses sources d'exposition : utilisation de produits frais, éviction de 

certains plastiques lors de la cuisson des aliments, réduction du nombre de 

cosmétiques utilisés, utilisation de cosmétiques sans parabènes, phtalates et BP3, 

choix de matériaux de construction sans phtalates, diminution des taux ambiants de 

polluants par nettoyage et aération plus fréquents de nos habitats, etc. Toutes ces 

propositions restent cependant des alternatives qui ne remplacent pas l’élimination 

de ces PE du marché. Celle-ci reste probablement le moyen le plus sûr et le plus 

efficace de réduire l’exposition des populations, comme cela a été illustré pour les 

DnBP et DEHP pour lesquels les niveaux d’imprégnation humaine durant les deux 

dernières décennies étaient fortement corrélés à leur volume de production annuel 

(Wittassek et al., 2011). 

Même si la démonstration d'une relation directe entre l'exposition de l'Homme 

aux différents PE et l'apparition de certaines pathologies reste difficile à établir, il 

n'empêche que la plupart des travaux effectués par les scientifiques indépendants 

indique une suspicion assez forte de relation de cause à effet. Les pathologies les 

plus souvent incriminées sont l'hypofertilité, les anomalies du système génital, la 

puberté précoce, le cancer du sein, etc. Pour ces raisons, même si les enjeux 

économiques liés à la commercialisation des PE sont colossaux, il nous paraît plus 

important encore d'en bannir l'usage. 
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Modifications 

Cette annexe est une adaptation de la SOP TOX.PPB.ANA présentant les trois 
conditions opératoires pour l’analyse des métabolites de phase II. Les dossiers de 
validations sont présentés dans les annexes 2, 3 et 4. 

   Détail des modifications dans Vivaldi 
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1 LOCALISATION 

Service: Toxicologie clinique, médico-légale, de l’environnement et en entreprise. 
Laboratoire : Toxicologie. 
Locaux: N° 62 et 66. 
 

2 DENOMINATION 

Dosage quantitatif de 7 métabolites de phtalates, de 4 parabènes et de la 
benzophénone-3 dans l’urine par LC-MS/MS. 
 

3 PRINCIPE 

Après ajout de standards internes, l’échantillon urinaire subit une hydrolyse 
enzymatique et une extraction en phase solide sur cartouche Bond Elut Certify. 
L’éluat est évaporé à sec sous flux d’azote puis reconstitué dans un mélange 
eau/acétonitrile acidifié avec de l’acide acétique. Cette solution est injectée sur une 
LC-MS/MS. La méthode analytique permet le dosage quantitatif de 7 métabolites de 
phtalates, de 4 parabènes et de la benzophénone-3 dans l’urine. L’utilisation de trois 
conditions opératoires différentes (sans β-glucuronidase, β-glucuronidase 
d’Escherichia coli et β-glucuronidase d’Helix pomatia) permet de quantifier les 
proportions relatives des composés étudiés sous formes libre, glucuroconjuguée et 
sulfoconjuguée. 
 

4 REACTIFS 

4.1 Réactifs commerciaux 

β-glucuronidase Helix pomatia HP-2  
Fabricant : SIGMA-ALDRICH 
Référence : G7017 
 
β-glucuronidase Escherichia coli 
Fabricant : SIGMA-ALDRICH 
Référence : G7396 
 
Acétate de sodium Normapur  
Fabricant : VWR Int. 
Référence : 27653.292  
 
Acide acétique glacial 
Fabricant : Merck 
Référence : 1.00063.1000 
 
Eau LC/MS  
Fabricant : BIOSOLVE  
Référence : 23217802 
 
Acétonitrile LC/MS  
Fabricant : BIOSOLVE 
Référence : 01207802 
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Acide formique UPLC/MS  
Fabricant : BIOSOLVE 
Référence : 06917832 
 
Synthetic urine solution Ricca Chemical  
Fabricant : Thomas-Scientific 
Référence : 83611 
 
4.2 Réactifs préparés en laboratoire 

Acétate de sodium 1 M pH 4.5 
 
Peser 8.203 g d’acétate de sodium (MM=82.03 g/mol), les introduire dans un ballon 
jaugé de 100 ml et compléter au trait avec de l’H2O LC/MS. Ajuster à pH 4.5 avec de 
l’acide acétique glacial 100% anhydre. 
 
Acétate d’ammonium 1M pH 6.5 
Peser 7.708 g d’acétate d’ammonium (MM= 77,08 g/mol), les introduire dans un 
ballon jaugé de 100 ml et compléter au trait avec de l’H2O LC/MS. Ajuster à pH 6.5 
avec de l’acide acétique glacial 100% anhydre. 
 
Acide acétique 0.5 % dans H2O LC/MS 
Dans un ballon jaugé de 500 ml, introduire un peu d’H2O LC/MS. Ajouter 2.5 ml 
d’acide acétique glacial 100% anhydre et compléter au trait avec de l’H2O LC/MS. 
 
Phase mobile A : Acide acétique 0.1 % dans H2O LC/MS 
Dans un ballon jaugé de 1 L, introduire un peu d’H2O LC/MS. Ajouter 1 ml d’acide 
acétique glacial 100% anhydre et compléter au trait avec de l’H2O LC/MS. 
 
Phase mobile B : Acide acétique 0.1 % dans acétonitrile LC/MS 
Dans un ballon jaugé de 500 ml, introduire un peu d’acétonitrile LC/MS. Ajouter 0.5 
ml d’acide acétique glacial 100% anhydre et compléter au trait avec de l’acétonitrile 
LC/MS. 
 
Solution de reprise : acide acétique 0.1 % dans H2O LC/MS / Acide acétique 0.1 
% dans acétonitrile LC/MS (7/3 : V/V) 
Prélever 7 ml de phase mobile A, les introduire dans un tube à essais et ajouter 3 ml 
de phase mobile B. 
 
Solution β-glucuronidase Escherichia coli 1400 U/ml 
Diluer la poudre lyophilisée dans du tampon acétate d’ammonium 1M pH 6.5 pour 
obtenir une solution à 1400 U/ml de β-glucuronidase Escherichia coli. 
 
4.3 Stockage 

Toutes les solutions sont conservées à température ambiante à l’exception des β- 
glucuronidases qui sont conservées à 4°C. 
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5 MATERIAUX DE REFERENCE  

 

Composé Fabricant Concentration Solvant Référence 

Monobenzyl phtalate Cambridge Isotope Laboratories 100 mg/L Méthyl tert-butyl éther ULM-6149-MT-1.2 

Monoéthyl phtalate Cambridge Isotope Laboratories 100 mg/L Méthyl tert-butyl éther ULM-4585-MT-1.2 

Mono-n-butyl phtalate Cambridge Isotope Laboratories 100 mg/L Méthyl tert-butyl éther ULM-6148-MT-1.2 

Mono-2-éthylhexyl phtalate Cambridge Isotope Laboratories 100 mg/L Méthyl tert-butyl éther ULM-4583-MT-1.2 

Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate Cambridge Isotope Laboratories 100 mg/L Méthyl tert-butyl éther ULM-4662-MT-1.2 

Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate Cambridge Isotope Laboratories 100 mg/L Méthyl tert-butyl éther ULM-4663-MT-1.2 

Mono-iso-butyl phtalate Cambridge Isotope Laboratories 100 mg/L Méthyl tert-butyl éther ULM-7919-MT-1.2 
13C4 monobenzyl phtalate Cambridge Isotope Laboratories 100 mg/L Méthyl tert-butyl éther CLM-4591-MT-1.2 
13C4 mono-n-butyl phtalate Cambridge Isotope Laboratories 100 mg/L Méthyl tert-butyl éther CLM-4590-MT-1.2 
13C4 mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate Cambridge Isotope Laboratories 100 mg/L Méthyl tert-butyl éther CLM-6640-MT-1.2 
13C4 monoéthyl phtalate Cambridge Isotope Laboratories 100 mg/L Méthyl tert-butyl éther CLM-4586-MT-1.2 
13C4 mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate Cambridge Isotope Laboratories 100 mg/L Méthyl tert-butyl éther CLM-6641-MT-1.2 
13C4 mono-2-éthylhexyl phtalate Cambridge Isotope Laboratories 100 mg/L Méthyl tert-butyl éther CLM-6640-MT-1.2 

Méthylparabène Cambridge Isotope Laboratories 1 g/L Méthanol ULM-8250-1.2 

n-butylparabène Cambridge Isotope Laboratories 1 g/L Méthanol ULM-8287-1.2 
13C6 méthylparabène Cambridge Isotope Laboratories 1 g/L Méthanol CLM-8249-1.2 
13C6 n-butylparabène Cambridge Isotope Laboratories 1 g/L Méthanol CLM-8285-1.2 

Éthylparabène Sigma-Aldrich Poudre 99% - 111988 

n-propylparabène Sigma-Aldrich Poudre >99% - P53357 

Benzophénone-3 Thermo Fisher Scientific Poudre 98% - 10580551 

n-propylparabène-2,3,5,6-d4  C/D/N Isotopes Poudre 98% - D-7114 

Éthylparabène-2,3,5,6-d4 C/D/N Isotopes Poudre 98% - D-7237 

2-hydroxy-4-méthoxybenzophénone-2’,3’-4’,5’-6’-d5 C/D/N Isotopes Poudre 98% - D-7066 

Les matériaux de référence sous forme liquide sont conservés à 4°C. Ceux sous forme solide sont conservés à température ambiante. 
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6 APPAREILLAGE ET PETIT MATERIEL DE LABORATOIRE 

6.1 Analyseur 

UHPLC Acquity®
 Waters  

Quattro Premier®
 Waters  

 
Voir TOX.LCMS01.APP 
 

6.2 Petit matériel de laboratoire 

- Pipettes de 10-100 µl, 100-1000 µl, 500-5000 µl + embouts pour pipettes. 
- Tubes à essais ordinaires.  
- Agitateur, vortex et centrifugeuse.  
- Evaporateur.  
- Four. 
- Vials avec réducteurs et bouchons à visser. 
 

7 SECURITE 

Normes de sécurité en vigueur lors de la manipulation d'échantillons biologiques (voir 
GEN/SBIO/PRO) et lors de la manipulation de réactifs et de produits chimiques (voir 
GEN/SCHI/PRO). 
 

8 ECHANTILLON 

8.1 Nature de l’échantillon 

Echantillon d’urine. 
 
8.2 Préparation de l’échantillon 

1. Préparation des solutions standards : 

 
N-BUTYLPARABÈNE 
 
Solution fille de n-butylparabène à 250 mg/L 
 
Pour 1 ml de solution : 
 

Composé Volume 

Solution mère à 1 g/L 250 µl 

Acétonitrile 750 µl 

 
ÉTHYLPARABÈNE  
 
Solution mère d’éthylparabène à 2 g/L 
 
Pour 10 ml de solution : peser 20.2 mg d’éthylparabène 99 %, les introduire dans un 
tube à essais et ajouter 10 ml d’acétonitrile. 
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Solution fille d’éthylparabène à 250 mg/L 
 
Pour 2 ml de solution : 
  

Composé Volume 

Solution mère à 2 g/L 250 µl 

Acétonitrile 1750 µl 

  
N-PROPYLPARABÈNE 
 
Solution mère de n-propylparabène à 2 g/L 
 
Pour 10 ml de solution : peser 20 mg de n-propylparabène >99 %, les introduire dans 
un tube à essais et ajouter 10 ml d’acétonitrile. 
 
Solution fille de n-propylparabène à 250 mg/L 
 
Pour 2 ml de solution : 
  

Composé Volume 

Solution mère à 2 g/L 250 µl 

Acétonitrile 1750 µl 

 
BENZOPHÉNONE-3 
 
Solution mère de benzophénone-3 à 2 g/L 
 
Pour 10 ml de solution : peser 20.4 mg de benzophénone-3 98 %, les introduire dans 
un tube à essais et ajouter 10 ml d’acétonitrile. 
  
Solution fille de benzophénone-3 à 1 g/L 
  
Pour 2 ml de solution : 
  

Composé Volume 

Solution mère à 2 g/L 1000 µl 

Acétonitrile 1000 µl 
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7 METABOLITES DE PHTALATE + 4 PARABÈNES + BENZOPHÉNONE-3 
 
Solution mère 1 à 10 mg/L (à 40 mg/L en méthylparabène et en benzophénone-3) 

 
Composé Volume 

Monobenzyl phtalate (100 mg/L) 25 µl 

Monoéthyl phtalate (100 mg/L) 25 µl 

Mono-n-butyl phtalate (100 mg/L) 25 µl 

Mono-2-éthylhexyl phtalate (100 mg/L) 25 µl 

Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate (100 mg/L) 25 µl 

Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate (100 mg/L) 25 µl 

Mono-iso-butyl phtalate (100 mg/L) 25 µl 

Méthylparabène (1 g/L) 10 µl 

Solution fille de n-butylparabène à 250 mg/L 10 µl 

Solution fille d’éthylparabène à 250 mg/L 10 µl 

Solution fille de n-propylparabène à 250 mg/L 10 µl 

Solution fille de benzophénone-3 à 1 g/L 10 µl 

Acétonitrile 25 µl 

 
Cette solution est stable à 4°C pour, au moins, une durée de 120 jours. 
 
Solution mère 2 à 3 mg/L (à 12 mg/L en méthylparabène et en benzophénone-3) 

 
Composé Volume 

Solution mère 1 (10 ou 40 mg/L) 120 µl 

Acétonitrile 280 µl 

 
Solution mère 3 à 0.3 mg/L (à 1.2 mg/L en méthylparabène et en benzophénone-3) 

 
Composé Volume 

Solution mère 2 (3 ou 12 mg/L) 35 µl 

Acétonitrile 315 µl 

 
Solution mère 4 à 0.05 mg/L (à 0.2 mg/L en méthylparabène et en benzophénone-
3) 

 
Composé Volume 

Solution mère 3 (0.3 ou 1.2 mg/L) 25 µl 

Acétonitrile 125 µl 
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2. Préparation des solutions de standards internes : 
 
13C6 MÉTHYLPARABÈNE 
 
Solution fille de 13C6 méthylparabène à 100 mg/L 
  
Pour 1 ml de solution : 
 

Composé Volume 

Solution mère à 1 g/L 100 µl 

Acétonitrile 900 µl 
 

13C6 N-BUTYLPARABÈNE 
 
Solution fille de 13C6 n-butylparabène à 100 mg/L 
  
Pour 1 ml de solution : 
 

Composé Volume 

Solution mère à 1 g/L 100 µl 

Acétonitrile 900 µl 

 
N-PROPYLPARABÈNE-2,3,5,6-d4 
 
Solution mère de n-propylparabène-2,3,5,6-d4 à 2 g/L 
 
Pour 10 ml de solution : peser 20.4 mg de n-propylparabène-2,3,5,6-d4 98 %, les 
introduire dans un tube à essais et ajouter 10 ml d’acétonitrile. 
 
Solution fille de n-propylparabène-2,3,5,6-d4 à 100 mg/L 
 
Pour 1 ml de solution : 
  

Composé Volume 

Solution mère à 2 g/L 50 µl 

Acétonitrile 950 µl 

 
ÉTHYLPARABÈNE-2,3,5,6-d4 
 
Solution mère d’éthylparabène-2,3,5,6-d4 à 2 g/L 
 
Pour 10 ml de solution : peser 20.4 mg d’éthylparabène-2,3,5,6-d4 98 %, les introduire 
dans un tube à essais et ajouter 10 ml d’acétonitrile. 
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Solution fille d’éthylparabène-2,3,5,6-d4 à 100 mg/L 
 
Pour 1 ml de solution : 
  

Composé Volume 

Solution mère à 2 g/L 50 µl 

Acétonitrile 950 µl 

  
2-HYDROXY-4-METHOXYBENZOPHÉNONE-2’,3’-4’,5’-6’-d5 
 
Solution mère de 2-hydroxy-4-méthoxybenzophénone-2’,3’-4’,5’-6’-d5 à 2 g/L 
 
Pour 10 ml de solution : peser 20.4 mg de 2-hydroxy-4-methoxybenzophénone-2’,3’-
4’,5’-6’-d5 98 %, les introduire dans un tube à essais et ajouter 10 ml d’acétonitrile. 
  
 
Solution fille de 2-hydroxy-4-méthoxybenzophénone-2’,3’-4’,5’-6’-d5 à 100 mg/L 
  
Pour 1 ml de solution : 
  

Composé Volume 

Solution mère à 2 g/L 50 µl 

Acétonitrile 950 µl 

 
Solution fille 1 de standards internes à 5 mg/L 
  

Composé Volume 
13C4 monobenzyl phtalate (100 mg/L) 100 µl 
13C4 mono-n-butyl phtalate (100 mg/L) 100 µl 
13C4 mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate (100 mg/L) 100 µl 
13C4 monoéthyl phtalate (100 mg/L) 100 µl 
13C4 mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate (100 mg/L) 100 µl 
13C4 mono-2-éthylhexyl phtalate (100 mg/L) 100 µl 

Solution fille de 13C6 méthylparabène à 100 mg/L 100 µl 

Solution fille de 13C6 n-butylparabène à 100 mg/L 100 µl 

Solution fille de n-propylparabène-2,3,5,6-d4 à 100 mg/L 100 µl 

Solution fille d’éthylparabène-2,3,5,6-d4 à 100 mg/L 100 µl 

Solution fille de 2-hydroxy-4-méthoxybenzophénone-2’,3’-4’,5’-6’-d5 à 100 mg/L 100 µl 

Acétonitrile 900 µl 

 
Cette solution est stable à 4°C pour, au moins, une durée de 120 jours. 
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3. Droite de calibration : 
 

C (µg/L) BLC 0.5 1 2 5 10 20 50 100 200  

C méthylparabène et     
benzophénone-3 (µg/L) 

BLC 2 4 8 20 40 80 200 400 800  

 Urine synthétique 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 µl 

Solution mère 1 à 10 mg/L  
(à 40 mg/L en méthylparabène 
et en benzophénone-3) 

- - - - - - - - - 60 µl 

Solution mère 2 à 3 mg/L    
(à 12 mg/L en méthylparabène 
et en benzophénone-3) 

- - - - - - 20 50 100 - µl 

Solution mère 3 à 0.3 mg/L    
(à 1.2 mg/L en méthylparabène 
et en benzophénone-3) 

- - - 20 50 100 - - - - µl 

Solution mère 4 à 0.05 mg/L  
(à 0.2 mg/L en  méthylparabène 
et en benzophénone-3) 

- 30 60 - - - - - - - µl 

 

4. Préparation des contrôles maisons : 
 

 C (µg/L) 10 100  

C méthylparabène et          
benzophénone-3 (µg/L) 

40 400  

 Urine synthétique 3000 3000 µl 

Solution mère 2 à 3 mg/L      
(à 12 mg/L en méthylparabène 
et en benzophénone-3) 

- 100 µl 

Solution mère 3 à 0.3 mg/L   
(à 1.2 mg/L en méthylparabène 
et en benzophénone-3) 

100 - µl 

 
5. Technique d’extraction : 
 
Centrifuger les urines ±5 minutes à 3000 tours/minutes. 
Dans un tube à essais : 
  
Standard, contrôle ou échantillon 3000 µl 

Solution fille 1 de SI à 5 mg/L 20 µl 

Helix pomatia Escherichia coli Sans β-glucuronidase 

Acétate de sodium 
1 M pH 4.5 

Acétate d’ammonium 
1 M pH 6.5 

Acétate de sodium 
1 M pH 4.5 

750 µl 750 µl 750 µl 

β-glucuronidase 
Helix pomatia 

β-glucuronidase 
Escherichia coli 1400 U/ml 

- 

25 µl 15 µl - 

Mélanger à la main (en retournant le portoir plusieurs fois) 

Mettre à l’étuve à 40°C pendant une nuit - 

Acide formique 200 µl 

Centrifuger ±5 minutes à 3000 tours/minutes 
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Extraction sur colonnes Agilent Technologies Bond Elut Certify 10cc (130 mg) 
(référence : 12113050) 
 

Conditionnement 

Acétonitrile 1.5 ml 

Acide acétique 0.5 %  1.5 ml 

Chargement de l’échantillon 

Lavage 

Acide acétique 0.5 % 1 ml 

Séchage 

Elution 

Acétonitrile 1.5 ml 

Acétonitrile 1.5 ml 

Evaporer jusqu’à sec sous azote à max 40°C 

Solution de reprise : H2O / Acétonitrile (7/3 : V/V) 0.1 % HAc 70 µl 

Transfert des 70 µl dans un tube Eppendorf 
Centrifuger 

Mise en vial avec réducteur et bouchon UPLC 

 

8.3 Conservation de l’échantillon 

Conservation des échantillons d’urine à -20°C pendant plusieurs mois (au moins 1 an 
pour les phtalates et 6 mois pour les parabènes et la benzophénone-3). Les extraits 
d’urine conservés à -20°C sont stables au moins 7 jours. 
 
8.4 Interférences 

Sans objet. 
 

8.5 Volume nécessaire pour réaliser l’analyse 

3 ml d’urine.  
 

9 FREQUENCE DES DOSAGES ET DELAIS DE REPONSE 

9.1 Fréquences 

Ce dosage est réalisé une fois par mois. 
 
9.2 Délais de réponse 

1 mois. 
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10 MODE OPERATOIRE 

 LCMS01  
UHPLC-MS/MS Acquity® Waters - Quattro Premier® Waters 
 
Voir TOX.LCMS01.APP 
 
PROJET : PHTALATE_LD.PRO 
INLET METHOD : Kinetetex_inlet1reduit_test 
MS FILE : 130306_MRM_istd 
MS TUNE FILE: PHTALATES130201 
QUANLYNX METHOD : PhtaParaBP3_targetlynx 
RINCAGE : RINCAGE_ORG_ACN_small 
VOLUME INJECTION : 5 µl 
RUN : 20 min 
FLOW : 0.55 ml/min 
PHASES MOBILES :  

VOIE A2 : Acide acétique 0.1 % dans H2O LC/MS 
  VOIE B2 : Acide acétique 0.1 % dans acétonitrile LC/MS   
        VOIE A1 : H2O LC/MS 

VOIE B1 : Acétonitrile LC/MS 
COLONNE : Kinetex 1.7 µm Phenyl-Hexyl 100 Å, 100 x 2.1 mm COLUMN 
 Fabricant : PHENOMENEX 

Référence : 00D-4500-AN  
TEMPERATURE COLONNE : 35°C 
 

11 EXPRESSION DES RESULTATS 

Les résultats sont exprimés en µg/L. 
 
 

12 CONTROLE DE QUALITE 

Interne : 
 
Contrôles « maisons » 
     
Externe :  
 
G-EQUAS (2 échantillons 1 fois par an) 
 
 

13 BIBLIOGRAPHIE 
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14 INTERET DU DOSAGE 

Les phtalates, les parabènes et la benzophénone-3 sont des polluants 
environnementaux possédant des propriétés de perturbateurs endocriniens. Les 
impacts qu’ils peuvent avoir sur la santé de l’Homme sont encore mal définis. Ils sont 
cependant suspectés d’être impliqués dans la physiopathologie de nombreuses 
maladies hormono-dépendantes, comme par exemples, les cancers de glandes 
endocrines (sein, prostate, testicule…), les troubles de la fertilité (qualité du sperme, 
endométriose…), les troubles métaboliques (diabète, obésité, troubles 
thyroïdiens…), etc. Le dosage de ces biomarqueurs dans la matrice urinaire permet 
de mesurer l’exposition environnementale d’un individu à ces composés 
perturbateurs endocriniens. 
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15 EXEMPLES DE DROITE DE CALIBRATION 
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16 PARAMÈTRES DE VALIDATION 

 
Les paramètres suivants sont présentés dans les annexes 2, 3 et 4 pour chacune 
des trois conditions opératoires : la justesse, la fidélité, l’incertitude de mesure, 
l’exactitude, la linéarité, les limites de quantification et la limite de détection.  
 
La justesse exprime l'étroitesse de l'accord entre la valeur moyenne obtenue à partir 
d'une large série de résultats d'essais et une valeur de référence acceptée comme 
telle. La justesse donne une indication sur les erreurs systématiques. La justesse est 
exprimée ici en termes de biais relatif. 
 
La fidélité exprime l'étroitesse de l'accord entre une série de mesures provenant de 
multiples prises d'un même échantillon homogène dans des conditions prescrites. 
Elle donne des informations sur l'erreur aléatoire et est évaluée à deux niveaux : la 
répétabilité et la fidélité (ou la précision) intermédiaire. La fidélité (répétabilité et 
fidélité intermédiaire) est exprimée ici en termes de coefficient de variation (CV). 
 
L'incertitude est un paramètre associé au résultat de la mesure, qui caractérise la 
dispersion des valeurs qui pourrait raisonnablement être attribuée au mesurande. 
L’incertitude de mesure est exprimée ici en termes d’incertitude relative étendue. 
 
L'exactitude exprime l'étroitesse de l'accord entre le résultat d'essai et la valeur de 
référence acceptée comme telle, appelée également "valeur conventionnellement 
vraie". L'exactitude prend en compte l'erreur totale, c'est à dire l'erreur systématique 
et l'erreur aléatoire liées au résultat. Par conséquent, l'exactitude est l'expression de 
la somme de la justesse et de la fidélité. Elle est estimée à partir du profil 
d'exactitude. Les limites d'acceptation ont été fixées à ± 50 % pour les valeurs 
basses et à ± 30 % pour les concentrations élevées et ceci en accord avec l'objectif 
de la procédure analytique. Le profil d'exactitude est obtenu en reliant entre elles 
d'une part, les bornes inférieures et d'autre part, les bornes supérieures de l'intervalle 
de tolérance, bornes calculées pour chaque niveau de concentration. La méthode est 
considérée comme valide pour l'intervalle de dosage où le profil d'exactitude est 
compris dans les limites d'acceptation fixées a priori. 
 
La linéarité d'une méthode analytique est sa capacité, à l'intérieur d'un certain 
intervalle de dosage, à obtenir des résultats directement proportionnels à la 
concentration en analyte dans l'échantillon. 
 
La limite inférieure de quantification est la plus petite quantité de l'analyte dans un 
échantillon pouvant être dosée dans les conditions expérimentales décrites avec une 
exactitude définie. La définition peut également être appliquée pour la limite 
supérieure de quantification (ou limite de linéarité) qui est la plus grande quantité de 
l'analyte dans l'échantillon pouvant être dosée dans les conditions expérimentales 
décrites avec une exactitude définie. Les limites de quantification sont obtenues en 
calculant la plus petite et la plus grande concentration pour lesquelles les limites 
d'exactitude, c'est à dire les limites de l'intervalle de tolérance attendu au niveau β, 
sortent des limites d'acceptation. L'intervalle de dosage est l'intervalle compris entre 
les limites inférieure et supérieure de quantification où la procédure analytique atteint 
l'exactitude souhaitée. 
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La limite de détection d'une procédure d'analyse est la plus petite quantité de 
l'analyte dans un échantillon pouvant être détectée, mais non quantifiée comme une 
valeur exacte dans les conditions expérimentales décrites de la procédure. Il existe 
deux façons de calculer la limite de détection, soit comme la limite inférieure de 
quantification divisée par 3.3, soit en utilisant la méthode de Miller et Miller. 
 
16.1 Evaluation de l’effet matrice 

 
L’effet matrice a été calculé pour chacune des molécules dosées sans standard 
interne et après correction en présence de standard interne. L’effet matrice à été 
évalué à 10.0 et 100.0 µg/L dans 10 échantillons d’urine différents. Les résultats 
obtenus étant similaires aux deux niveaux de concentration, seule la moyenne de 
l’effet matrice est presentée dans le tableau ci-dessous. 
 

Composé 
Effet matrice sans 
standard interne 

(%) 

Effet matrice avec 
standard interne 

(%) 

Monobenzyl phtalate 29.1 98.3 

Monoéthyl phtalate 27.8 97.0 

Mono-n-butyl phtalate 39.9 101.5 

Mono-2-éthylhexyl phtalate 120.9 98.5 

Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 31.3 99.8 

Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 29.9 98.7 

Mono-iso-butyl phtalate 41.7 108.3 

Méthylparabène 24.7 98.7 

n-butylparabène 53.6 97.9 

Éthylparabène 19.9 99.4 

n-propylparabène 35.9 112.5 

Benzophénone-3 122.2 102.0 
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16.2 Spécificité 

 

Composé 

Temps de rétention 

approximatif  

(min)  

Transition 1 

(quantification) 

(m/z) 

Transition 2 

(qualification) 

(m/z) 

Monobenzyl phtalate  ± 10.2 254.8>77.0 254.8>183.0 

Monoéthyl phtalate  ± 4.9 192.7>77.0 192.7>121.0 

Mono-n-butyl phtalate ± 9.1 220.8>77.0 220.8>177.1 

Mono-2-éthylhexyl phtalate ± 13.7 276.9>134.0 276.9>77.0 

Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate ± 9.3 292.9>121.0 292.9>145.0 

Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate  ± 9.6 290.9>120.9 290.9>143.0 

Mono-iso-butyl phtalate  ± 8.9 220.8>77.0 220.8>134.0 
13C4 monobenzyl phtalate  ± 10.2 258.8>79.0 258.8>186.0 
13C4 mono-n-butyl phtalate ± 9.1 224.8>79.0 224.8>180.0 
13C4 mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate  ± 9.6 294.9>124.0 294.9>143.0 
13C4 monoéthyl phtalate  ± 4.9 196.8>79.0 196.8>123.0 
13C4 mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate ± 9.3 296.9>124.0 296.9>145.0 
13C4 mono-2-éthylhexyl phtalate  ± 13.7 281.0>137.0 281.0>79.0 

Méthylparabène  ± 4.2 150.7>92.0 150.7>136.0 

n-butylparabène  ± 10.6 192.8>92.0 192.8>137.0 
13C6 méthylparabène ± 4.2 156.8>98.0 156.8>142.0 
13C6 n-butylparabène  ± 10.6 198.8>98.0 198.8>142.0 

Éthylparabène  ± 6.8 164.7>92.0 164.7>137.0 

n-propylparabène ± 8.8 178.8>92.0 178.8>136.0 

Benzophénone-3 ± 12.9 228.9>105.0 228.9>151.0 

n-propylparabène-2,3,5,6-d4 ± 8.7 182.8>96.0 182.8>140.0 

Éthylparabène-2,3,5,6-d4  ± 6.8 168.8>96.0 168.8>140.9 

2-hydroxy-4-methoxybenzophénone-2′,3′,4′,5′,6′-d5 ± 12.9 234.4>110.0 234.4>151.0 
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1. Limite de détection, de quantification et de linéarité 

 

Analyte 
Limite de 
détection 

(µg/L) 

Limite de 
quantification 

(µg/L) 

Limite de 
linéarité 
(µg/L) 

Monobenzyl phtalate 0.19 0.61 200.0 

Monoéthyl phtalate 0.28 0.94 200.0 

Mono-n-butyl phtalate 0.30 0.99 200.0 

Mono-2-éthylhexyl phtalate 0.19 0.62 200.0 

Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 0.13 0.43 200.0 

Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 0.16 0.53 200.0 

Mono-iso-butyl phtalate 0.37 1.23 200.0 

Méthylparabène 0.16 0.79 800.0 

n-butylparabène 0.30 1.00 200.0 

Éthylparabène 0.09 0.30 200.0 

n-propylparabène 0.11 0.36 200.0 

Benzophénone-3 0.20 0.67 800.0 

 

2. Précision  

 
Monobenzyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 40.42 40.42 

0.4 16.03 17.18 

0.5 4.96 7.55 

0.6 22.21 26.01 

0.8 6.52 7.34 

1 13.46 13.46 

2 7.83 8.60 

10 3.32 4.72 

20 4.92 4.92 

100 6.11 6.82 

200 3.33 7.05 
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Monoéthyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 120.4 172.2 

0.4 10.42 44.00 

0.5 11.03 16.42 

0.6 33.61 33.61 

0.8 14.86 20.13 

1 15.24 15.24 

2 8.25 8.47 

10 4.69 5.95 

20 2.49 7.92 

100 4.05 10.22 

200 3.70 11.37 

 
Mono-n-butyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 106.4 106.4 

0.4 55.55 55.55 

0.5 69.45 69.45 

0.6 40.64 40.64 

0.8 34.60 40.02 

1 15.85 16.00 

2 7.99 7.99 

10 9.51 9.51 

20 5.68 7.20 

100 3.06 3.06 

200 4.32 6.73 

 
Mono-2-éthylhexyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 32.77 65.92 

0.4 20.33 33.76 

0.5 25.88 25.88 

0.6 11.44 24.12 

0.8 21.47 25.99 

1 - - 

2 9.37 9.49 

10 6.01 6.04 

20 3.35 4.91 

100 3.45 3.45 

200 2.72 4.11 
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Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 16.01 18.30 

0.4 35.29 35.29 

0.5 18.82 20.12 

0.6 10.27 10.27 

0.8 20.95 20.95 

1 14.10 15.15 

2 5.30 5.30 

10 7.56 7.65 

20 7.82 7.82 

100 3.96 3.96 

200 3.51 5.21 

 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 11.89 29.04 

0.4 20.07 20.07 

0.5 11.19 23.89 

0.6 17.81 17.81 

0.8 9.31 9.72 

1 13.32 13.32 

2 6.97 7.03 

10 6.33 10.24 

20 4.44 6.66 

100 4.31 5.80 

200 7.24 7.24 

 
Mono-iso-butyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 250.7 283.8 

0.4 51.79 63.16 

0.5 73.94 80.21 

0.6 120.1 120.1 

0.8 26.25 28.41 

1 16.20 16.20 

2 17.30 17.71 

10 6.96 9.91 

20 5.22 7.21 

100 5.21 5.21 

200 5.72 8.57 
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Méthylparabène 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 76.33 119.5 

0.4 45.35 57.92 

0.6 19.56 33.20 

0.8 13.10 21.63 

1 12.93 18.62 

2 13.90 13.90 

8 6.51 11.10 

40 3.74 10.30 

80 3.51 5.79 

400 5.68 7.93 

800 1.52 8.87 

 
n-butylparabène 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 150.4 150.4 

0.4 63.64 63.64 

0.5 48.72 68.14 

0.6 26.99 44.56 

0.8 40.79 41.71 

1 28.58 28.6 

2 9.01 9.01 

10 2.69 6.87 

20 2.61 9.47 

100 4.06 9.70 

200 3.59 8.82 

 
Éthylparabène 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 26.03 27.43 

0.4 8.69 12.41 

0.5 7.70 10.14 

0.6 6.40 8.10 

0.8 7.13 7.27 

1 5.75 7.33 

2 10.00 11.23 

10 2.81 4.80 

20 3.77 9.14 

100 6.49 8.84 

200 4.08 10.19 
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n-propylparabène 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 37.01 43.28 

0.4 14.92 19.61 

0.5 18.61 18.61 

0.6 25.39 25.39 

0.8 8.79 10.74 

1 16.50 16.50 

2 14.07 16.08 

10 2.78 5.09 

20 4.30 4.75 

100 4.59 5.71 

200 7.49 12.49 

 
Benzophénone-3 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 140.2 140.2 

0.4 41.98 43.55 

0.6 31.32 31.32 

0.8 14.91 17.98 

1 11.00 19.33 

2 7.70 7.70 

8 4.63 4.99 

40 2.18 4.91 

80 3.62 5.65 

400 5.71 9.74 

800 6.99 11.92 
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3. Linéarité  

 
Monobenzyl phtalate 

 

 

Y = - 0.02525 + 1.049 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9959 
 
Monoéthyl phtalate 
 

 
Y = - 0.007109 + 1.025 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9897 
 

Mono-n-butyl phtalate 
 

 
Y = - 0.06391 + 0.9871 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9961 
 
 
Mono-2-éthylhexyl phtalate 
 

 
Y = 0.2308 + 1.008 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9983 
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Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 
 

 

Y = - 0.06930 + 1.030 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9976 
 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 
 

 
Y = - 0.1084 + 1.024 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9949 
 

 
Mono-iso-butyl phtalate 
 

 
Y = 0.08788 + 0.9758 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9933 
 
 
Méthylparabène 
 

 
Y = 1.250 + 0.9940 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9933 
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n-butylparabène 
 

 

Y = 0.05246 + 1.035 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9933 
 
Éthylparabène 
 

 

Y = - 0.1811 + 1.063 X 
Coefficient de détermination r²  =  
0.9919 
 

 
n-propylparabène 
 

 
 
Y = 0.1884 + 1.044 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9887 
 
Benzophénone-3 
 

 

Y = - 1.253 + 1.005 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9869 

 
  



Annexe 2 : Paramètres de validation, traitement enzymatique par 
β-glucuronidase d’Helix pomatia 

  196/247 

4. Exactitude 

 
Justesse :  
 
Monobenzyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 -3.48 

0.4 -1.07 

0.5 -6.81 

0.6 -8.14 

0.8 -14.25 

1 -12.82 

2 0.74 

10 8.76 

20 6.09 

100 4.51 

200 5.01 

 
Monoéthyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 87.23 

0.4 2.20 

0.5 9.56 

0.6 -5.13 

0.8 -29.78 

1 -19.12 

2 9.35 

10 -5.20 

20 6.59 

100 1.33 

200 2.80 

 

Mono-n-butyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 -24.79 

0.4 -33.30 

0.5 -1.58 

0.6 -20.26 

0.8 -42.21 

1 -22.73 

2 7.67 

10 -1.11 

20 3.12 

100 -2.79 

200 -1.01 

 
Mono-2-éthylhexyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 87.64 

0.4 22.94 

0.5 2.10 

0.6 1.36 

0.8 -1.32 

1 - 

2 3.44 

10 1.48 

20 4.60 

100 2.48 

200 0.49 
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Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 -8.54 

0.4 -11.87 

0.5 16.45 

0.6 -19.81 

0.8 -14.47 

1 -16.72 

2 4.30 

10 3.89 

20 4.79 

100 1.81 

200 3.22 

 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 32.65 

0.4 10.47 

0.5 -3.73 

0.6 -12.60 

0.8 -8.95 

1 -20.92 

2 -2.85 

10 6.13 

20 1.44 

100 0.86 

200 2.65 

 

 
Mono-iso-butyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 22.26 

0.4 -65.86 

0.5 7.88 

0.6 -28.97 

0.8 -58.51 

1 -29.89 

2 5.20 

10 1.68 

20 4.89 

100 -2.67 

200 -2.37 

 
Méthylparabène 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 143.6 

0.4 59.51 

0.6 22.46 

0.8 7.04 

1 2.78 

2 -0.31 

8 3.14 

40 4.79 

80 5.65 

400 1.43 

800 -0.92 
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n-butylparabène 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 -52.76 

0.4 26.87 

0.5 31.73 

0.6 -16.86 

0.8 -17.61 

1 -4.81 

2 -5.87 

10 -2.77 

20 7.10 

100 4.00 

200 3.33 

 
Éthylparabène 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 21.19 

0.4 13.74 

0.5 4.35 

0.6 -5.59 

0.8 -3.96 

1 -6.09 

2 8.05 

10 3.17 

20 8.66 

100 2.71 

200 7.05 

 

 
n-propylparabène 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 -26.11 

0.4 -2.32 

0.5 -0.32 

0.6 -3.85 

0.8 -13.85 

1 -0.54 

2 0.83 

10 7.84 

20 13.71 

100 5.00 

200 4.27 

 
Benzophénone-3 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 246.7 

0.4 72.94 

0.6 15.36 

0.8 -5.39 

1 -2.94 

2 -0.84 

8 6.57 

40 -0.25 

80 0.71 

400 -5.84 

800 1.87 
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5. Incertitude de mesure 
 

Monobenzyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 85.21 

0.4 36.68 

0.5 16.79 

0.6 56.29 

0.8 15.80 

1 28.37 

2 18.45 

10 10.45 

20 10.37 

100 14.67 

200 15.96 
 

Monoéthyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 381.2 

0.4 101.1 

0.5 36.46 

0.6 70.85 

0.8 44.33 

1 32.13 

2 17.94 

10 12.96 

20 18.13 

100 23.30 

200 26.02 
 

Mono-n-butyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 224.2 

0.4 117.1 

0.5 146.4 

0.6 85.67 

0.8 86.49 

1 33.79 

2 16.85 

10 20.04 

20 15.73 

100 6.46 

200 14.99 
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Mono-2-éthylhexyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 149.1 

0.4 75.58 

0.5 54.55 

0.6 54.65 

0.8 56.51 

1 - 

2 20.05 

10 12.75 

20 10.90 

100 7.27 

200 9.15 

 
Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 39.47 

0.4 74.41 

0.5 42.94 

0.6 21.65 

0.8 44.16 

1 32.36 

2 11.17 

10 16.16 

20 16.48 

100 8.36 

200 11.56 

 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 66.13 

0.4 42.30 

0.5 54.17 

0.6 37.56 

0.8 20.66 

1 28.07 

2 14.84 

10 22.88 

20 14.81 

100 12.75 

200 15.26 
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Mono-iso-butyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 611.3 

0.4 137.5 

0.5 171.6 

0.6 253.3 

0.8 60.76 

1 34.99 

2 37.50 

10 21.92 

20 15.92 

100 10.98 

200 19.03 

 
Méthylparabène 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 266.5 

0.4 126.8 

0.6 74.43 

0.8 48.40 

1 41.25 

2 29.30 

8 24.89 

40 23.52 

80 12.96 

400 17.51 

800 20.44 

 
n-butylparabène 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 317.2 

0.4 134.2 

0.5 150.5 

0.6 99.71 

0.8 88.31 

1 60.31 

2 19.00 

10 15.66 

20 21.72 

100 22.07 

200 20.09 
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Éthylparabène 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 58.41 

0.4 27.47 

0.5 22.28 

0.6 17.71 

0.8 15.38 

1 16.02 

2 24.15 

10 9.06 

20 20.82 

100 19.48 

200 23.22 

 
n-propylparabène 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 93.67 

0.4 43.05 

0.5 39.23 

0.6 53.52 

0.8 23.37 

1 34.78 

2 34.69 

10 11.37 

20 10.19 

100 12.46 

200 27.96 

 
Benzophénone-3 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 295.6 

0.4 92.46 

0.6 66.02 

0.8 39.08 

1 43.41 

2 16.23 

8 10.67 

40 11.16 

80 12.58 

400 21.85 

800 26.73 
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Graphiques d’exactitude et de risque : 
Les profils d’exactitude sont acceptables.  
Les valeurs inférieures et supérieures de l’intervalle de tolérance sont comprises 
dans les limites d’acceptation (50 % jusque 2 μg/L pour tous les composés, jusque 5 
μg/L pour le mono-iso-butyl phtalate et 30 % pour les valeurs supérieures à 2 et à 5 
μg/L) dans le domaine de concentrations validé. 
 
Monobenzyl phtalate 

 
 
Monoéthyl phtalate 

 
Mono-n-butyl phtalate 

 



Annexe 2 : Paramètres de validation, traitement enzymatique par 
β-glucuronidase d’Helix pomatia 

  204/247 

 
Mono-2-éthylhexyl phtalate 

 
 
Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 

 
 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 
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Mono-iso-butyl phtalate 

 
 
Méthylparabène 

 
 
n-butylparabène 
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Éthylparabène 

 
 
n-propylparabène 

 
 
Benzophénone-3 
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Légende : 
 

Profil d’exactitude : 
 

La ligne rouge correspond au biais relatif (%). Les lignes bleues discontinues 
correspondent aux limites d’exactitude supérieures et inférieures (%). Les lignes de 
pointillés noirs correspondent aux limites d’acceptabilité supérieures et inférieures 
(%).  

   
Profil de risque : 

 
La ligne de pointillés noirs représente le risque acceptable maximum, il est fixé à 
17.5% pour répondre à nos exigences. La ligne bleue discontinue correspond au 
risque que la mesure sorte des limites d’acceptabilité (%). 
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1. Limite de détection, de quantification et de linéarité 

 

Analyte 
Limite de 
détection 

(µg/L) 

Limite de 
quantification 

(µg/L) 

Limite de 
linéarité 
(µg/L) 

Monobenzyl phtalate 0.06 0.20 200.0 

Monoéthyl phtalate 0.10 0.33 200.0 

Mono-n-butyl phtalate 0.13 0.44 200.0 

Mono-2-éthylhexyl phtalate 0.16 0.53 200.0 

Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 0.13 0.42 200.0 

Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 0.11 0.37 200.0 

Mono-iso-butyl phtalate 0.14 0.47 200.0 

Méthylparabène 0.15 0.99 800.0 

n-butylparabène 0.29 0.97 200.0 

Éthylparabène 0.11 0.37 200.0 

n-propylparabène 0.10 0.34 200.0 

Benzophénone-3 0.10 0.50 800.0 

 

2. Précision  

 
Monobenzyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 10.53 10.53 

0.4 9.30 10.22 

0.5 3.48 5.57 

0.6 7.07 8.10 

0.8 8.77 8.77 

1 5.75 5.75 

2 2.60 3.81 

10 1.79 1.79 

20 3.28 3.56 

100 2.05 2.05 

200 2.23 2.23 
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Monoéthyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 13.02 36.66 

0.4 14.12 14.12 

0.5 13.82 16.49 

0.6 11.55 13.74 

0.8 8.17 8.17 

1 7.51 10.80 

2 9.27 10.71 

10 3.57 6.09 

20 4.84 6.32 

100 2.02 4.00 

200 2.79 3.95 

 
Mono-n-butyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 21.86 45.34 

0.4 14.78 23.33 

0.5 15.57 18.24 

0.6 15.86 15.86 

0.8 11.20 11.20 

1 8.01 11.80 

2 4.32 4.42 

10 3.70 4.74 

20 1.95 2.86 

100 0.81 1.46 

200 1.56 2.16 

 
Mono-2-éthylhexyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 23.89 30.88 

0.4 48.15 48.15 

0.5 20.27 27.55 

0.6 5.33 6.15 

0.8 5.13 6.03 

1 7.75 8.24 

2 5.83 9.59 

10 1.52 2.10 

20 3.08 3.08 

100 1.53 1.53 

200 1.53 1.59 
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Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 25.22 25.22 

0.4 17.85 17.85 

0.5 10.55 14.72 

0.6 9.33 11.20 

0.8 6.78 6.79 

1 6.15 8.02 

2 2.95 3.55 

10 1.26 2.36 

20 4.02 4.36 

100 1.52 2.53 

200 2.73 4.91 

 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 12.74 21.81 

0.4 9.93 9.93 

0.5 8.11 8.11 

0.6 10.85 10.85 

0.8 5.92 7.94 

1 5.39 9.22 

2 3.06 4.09 

10 1.36 2.44 

20 2.35 3.18 

100 1.64 1.69 

200 2.25 2.25 

 
Mono-iso-butyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 53.24 105.20 

0.4 36.61 59.85 

0.5 16.37 16.37 

0.6 18.71 18.71 

0.8 9.31 11.87 

1 9.30 22.98 

2 12.03 18.60 

10 2.19 2.19 

20 2.56 2.56 

100 1.63 2.23 

200 1.53 1.72 
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Méthylparabène 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 25.85 118.60 

0.4 21.41 67.33 

0.6 13.74 49.68 

0.8 5.07 34.81 

1 4.68 18.67 

2 4.99 17.18 

8 2.55 5.20 

40 1.76 3.43 

80 3.01 4.20 

400 1.23 2.58 

800 1.92 3.95 

 
n-butylparabène 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 16.42 116.00 

0.4 20.91 48.38 

0.5 13.19 43.05 

0.6 16.36 34.41 

0.8 11.17 23.17 

1 10.98 18.92 

2 4.99 14.52 

10 2.73 5.22 

20 2.11 3.86 

100 1.08 3.03 

200 1.47 2.76 

 
Éthylparabène 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 8.42 26.67 

0.4 10.62 12.00 

0.5 5.68 5.68 

0.6 5.35 10.61 

0.8 2.48 6.38 

1 6.09 6.09 

2 2.76 3.18 

10 1.52 3.97 

20 2.21 5.30 

100 0.99 2.96 

200 2.50 4.61 
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n-propylparabène 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 13.94 35.64 

0.4 10.50 15.54 

0.5 13.03 17.99 

0.6 4.17 9.01 

0.8 6.97 10.14 

1 4.14 7.81 

2 2.01 4.93 

10 1.38 5.31 

20 3.79 5.07 

100 1.51 4.21 

200 3.41 4.94 

 
Benzophénone-3 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 92.74 92.74 

0.4 12.55 23.69 

0.6 4.90 13.19 

0.8 4.70 11.62 

1 2.93 9.42 

2 2.42 5.34 

8 4.62 4.62 

40 0.86 4.01 

80 2.96 4.96 

400 0.75 4.04 

800 2.64 3.30 
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3. Linéarité  

 
Monobenzyl phtalate 

 

 

Y = 0.02196 + 1.020 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9994 
 
Monoéthyl phtalate 

 
 
0.2438 + 0.9458 X  
Coefficient de détermination r²  = 
0.9982 
 

Mono-n-butyl phtalate 
 

 
Y = 0.1708 + 0.9379 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9994 
 
 
Mono-2-éthylhexyl phtalate 

 
 
Y = 0.1155 + 0.9849 X  
Coefficient de détermination r² = 
0.9995 
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Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 
 

 

Y = -0.003045 + 1.033 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9982 
 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 

 
 
Y = 0.2303 + 1.055 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9994 
 

 
Mono-iso-butyl phtalate 
 

 
Y = 0.2869 + 0.9355 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9992 
 
 
Méthylparabène 

 
 
Y = 1.930 + 0.9832 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9981 
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n-butylparabène 
 

 

Y = 0.1890 + 0.9779 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9992 
 
Éthylparabène 
 

 

Y = 0.08934 + 1.031 X 
Coefficient de détermination r²  =  
0.9983 
 

 
n-propylparabène 
 

 
Y = -0.06851 + 1.090 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9979 
 
Benzophénone-3 
 

 

Y = -0.6853 + 1.011 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9983 
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4. Exactitude 

 
Justesse :  
 
Monobenzyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 1.59 

0.4 -2.07 

0.5 -1.57 

0.6 -1.91 

0.8 -3.08 

1 -4.57 

2 -2.86 

10 -2.23 

20 4.23 

100 2.96 

200 1.81 

 
Monoéthyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 17.50 

0.4 4.72 

0.5 14.18 

0.6 3.36 

0.8 0.32 

1 -12.02 

2 -0.51 

10 -5.20 

20 0.88 

100 -3.84 

200 -5.67 

 

Mono-n-butyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 -0.14 

0.4 -21.55 

0.5 -0.10 

0.6 -18.31 

0.8 -7.93 

1 -8.37 

2 -7.34 

10 -7.86 

20 -1.61 

100 -4.11 

200 -6.63 

 
Mono-2-éthylhexyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 -48.48 

0.4 -18.53 

0.5 -10.80 

0.6 -14.81 

0.8 -11.14 

1 -12.93 

2 -7.51 

10 -4.76 

20 3.63 

100 0.55 

200 -1.97 
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Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 37.03 

0.4 24.54 

0.5 10.93 

0.6 16.62 

0.8 7.13 

1 4.66 

2 1.76 

10 -1.51 

20 5.76 

100 2.67 

200 3.42 

 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 48.77 

0.4 26.29 

0.5 26.10 

0.6 20.49 

0.8 15.22 

1 5.01 

2 7.87 

10 3.10 

20 10.33 

100 7.50 

200 5.15 

 

 
Mono-iso-butyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 8.16 

0.4 2.69 

0.5 0.81 

0.6 -14.72 

0.8 2.99 

1 -0.70 

2 -2.72 

10 -8.30 

20 -1.44 

100 -3.12 

200 -7.09 

 
Méthylparabène 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 39.92 

0.4 8.85 

0.6 9.12 

0.8 5.21 

1 5.84 

2 2.12 

8 2.72 

40 2.35 

80 7.79 

400 2.58 

800 -2.46 
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n-butylparabène 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 27.34 

0.4 23.79 

0.5 12.63 

0.6 15.88 

0.8 15.80 

1 10.70 

2 -0.63 

10 -3.31 

20 1.37 

100 -1.10 

200 -2.37 

 
Éthylparabène 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 34.04 

0.4 22.96 

0.5 15.53 

0.6 14.40 

0.8 14.25 

1 9.81 

2 3.76 

10 2.67 

20 7.57 

100 2.35 

200 3.32 

 

 
n-propylparabène 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 -10.55 

0.4 -4.78 

0.5 10.30 

0.6 2.78 

0.8 6.01 

1 0.35 

2 10.40 

10 8.43 

20 15.36 

100 6.02 

200 9.66 

 
Benzophénone-3 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 151.50 

0.4 19.49 

0.6 3.13 

0.8 -1.80 

1 -2.68 

2 -1.62 

8 4.15 

40 1.53 

80 4.08 

400 -3.53 

800 2.07 
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5. Incertitude de mesure 
 

Monobenzyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 22.19 

0.4 21.92 

0.5 12.43 

0.6 17.48 

0.8 18.48 

1 12.12 

2 8.47 

10 3.76 

20 7.61 

100 4.32 

200 4.70 
 

Monoéthyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 83.77 

0.4 29.76 

0.5 35.78 

0.6 29.81 

0.8 17.22 

1 23.92 

2 23.23 

10 13.66 

20 13.86 

100 9.03 

200 8.74 
 

Mono-n-butyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 102.70 

0.4 52.03 

0.5 39.47 

0.6 33.43 

0.8 23.61 

1 26.17 

2 9.40 

10 10.37 

20 6.35 

100 3.29 

200 4.78 



Annexe 3 : Paramètres de validation, traitement enzymatique par 
β-glucuronidase d’Escherichia coli 

  220/247 

 
Mono-2-éthylhexyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 67.66 

0.4 101.50 

0.5 60.70 

0.6 13.29 

0.8 13.05 

1 17.56 

2 21.51 

10 4.64 

20 6.50 

100 3.22 

200 3.38 

 
Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 53.16 

0.4 37.64 

0.5 32.50 

0.6 24.33 

0.8 14.33 

1 17.59 

2 7.73 

10 5.33 

20 9.34 

100 5.66 

200 11.05 

 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 48.93 

0.4 20.92 

0.5 17.10 

0.6 22.88 

0.8 17.47 

1 20.67 

2 9.02 

10 5.49 

20 7.00 

100 3.59 

200 4.74 



Annexe 3 : Paramètres de validation, traitement enzymatique par 
β-glucuronidase d’Escherichia coli 

  221/247 

 
Mono-iso-butyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 237.60 

0.4 133.80 

0.5 34.52 

0.6 39.45 

0.8 25.96 

1 52.35 

2 41.53 

10 4.63 

20 5.40 

100 4.93 

200 3.69 

 
Méthylparabène 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 272.80 

0.4 154.20 

0.6 114.00 

0.8 80.25 

1 42.91 

2 39.39 

8 11.79 

40 7.75 

80 9.27 

400 5.83 

800 8.94 

 
n-butylparabène 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 267.60 

0.4 110.00 

0.5 98.63 

0.6 77.95 

0.8 52.46 

1 42.44 

2 33.23 

10 11.77 

20 8.69 

100 6.93 

200 6.23 
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Éthylparabène 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 61.07 

0.4 25.84 

0.5 11.98 

0.6 23.98 

0.8 14.54 

1 12.85 

2 6.90 

10 9.06 

20 12.07 

100 6.76 

200 10.37 

 
n-propylparabène 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 81.26 

0.4 34.49 

0.5 39.70 

0.6 20.44 

0.8 22.48 

1 17.61 

2 11.23 

10 12.19 

20 11.14 

100 9.62 

200 10.94 

 
Benzophénone-3 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 195.50 

0.4 53.43 

0.6 30.11 

0.8 26.48 

1 21.58 

2 12.11 

8 9.74 

40 9.22 

80 11.11 

400 9.30 

800 7.19 
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Graphiques d’exactitude et de risque : 
Les profils d’exactitude sont acceptables.  
Les valeurs inférieures et supérieures de l’intervalle de tolérance sont comprises 
dans les limites d’acceptation (50 % jusque 2 μg/L pour tous les composés, jusque 5 
μg/L pour le mono-iso-butyl phtalate et 30 % pour les valeurs supérieures à 2 et à 5 
μg/L) dans le domaine de concentrations validé. 
 
Monobenzyl phtalate 

 
 
Monoéthyl phtalate 

 
 
Mono-n-butyl phtalate 
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Mono-2-éthylhexyl phtalate 
 

 
 
Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 

 

 
 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 
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Mono-iso-butyl phtalate 

 
 
Méthylparabène 

 
 
n-butylparabène 
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Éthylparabène 

 
 
n-propylparabène 

 
 
Benzophénone-3 
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Légende : 
 

Profil d’exactitude : 
 

La ligne rouge correspond au biais relatif (%). Les lignes bleues discontinues 
correspondent aux limites d’exactitude supérieures et inférieures (%). Les lignes de 
pointillés noirs correspondent aux limites d’acceptabilité supérieures et inférieures 
(%).  

   
Profil de risque : 

 
La ligne de pointillés noirs représente le risque acceptable maximum, il est fixé à 
17.5% pour répondre à nos exigences. La ligne bleue discontinue correspond au 
risque que la mesure sorte des limites d’acceptabilité (%). 
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1. Limite de détection, de quantification et de linéarité 

 

Analyte 
Limite de 
détection 

(µg/L) 

Limite de 
quantification 

(µg/L) 

Limite de 
linéarité 
(µg/L) 

Monobenzyl phtalate 0.11 0.37 200.0 

Monoéthyl phtalate 0.18 0.58 200.0 

Mono-n-butyl phtalate 0.17 0.57 200.0 

Mono-2-éthylhexyl phtalate 0.17 0.54 200.0 

Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 0.17 0.57 200.0 

Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 0.26 0.87 200.0 

Mono-iso-butyl phtalate 0.26 0.86 200.0 

Méthylparabène 0.13 0.97 800.0 

n-butylparabène 0.37 1.23 200.0 

Éthylparabène 0.06 0.20 200.0 

n-propylparabène 0.06 0.20 200.0 

Benzophénone-3 0.13 0.62 800.0 

 

2. Précision  

 
Monobenzyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 12.09 25.73 

0.4 5.63 13.80 

0.6 6.09 13.78 

0.8 5.79 16.02 

1 5.31 10.42 

2 4.91 5.39 

10 5.65 5.89 

20 3.95 3.95 

100 2.65 2.65 

200 3.09 8.85 
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Monoéthyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 21.58 73.40 

0.4 17.74 27.58 

0.6 7.67 11.43 

0.8 9.39 19.75 

1 5.99 16.06 

2 6.38 6.38 

10 5.81 5.81 

20 4.81 7.14 

100 3.58 3.85 

200 2.65 3.56 

 
Mono-n-butyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 13.85 79.23 

0.4 21.94 31.34 

0.6 11.74 18.23 

0.8 10.10 22.73 

1 4.27 7.68 

2 8.99 13.32 

10 5.31 8.19 

20 4.30 4.30 

100 3.37 3.69 

200 2.51 3.84 

 
Mono-2-éthylhexyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 30.32 75.70 

0.4 5.53 30.97 

0.6 12.41 19.77 

0.8 4.03 16.79 

1 4.06 10.88 

2 5.14 5.60 

10 5.30 6.24 

20 3.13 3.15 

100 1.19 1.34 

200 1.28 2.15 
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Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 28.20 40.07 

0.4 6.94 22.17 

0.6 7.43 14.98 

0.8 4.27 11.94 

1 9.92 10.75 

2 5.98 6.19 

10 5.61 5.61 

20 3.39 3.39 

100 2.43 2.43 

200 2.90 3.92 

 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 12.37 35.67 

0.4 8.20 20.74 

0.6 5.63 24.76 

0.8 11.87 21.34 

1 5.11 12.83 

2 6.81 10.62 

10 5.86 6.54 

20 3.43 5.20 

100 2.19 2.19 

200 0.95 6.19 

 
Mono-iso-butyl phtalate 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 110.60 180.50 

0.4 28.89 51.76 

0.6 41.95 45.72 

0.8 20.64 25.39 

1 12.16 12.16 

2 9.97 13.84 

10 4.14 4.33 

20 4.56 4.56 

100 2.27 3.16 

200 2.39 2.65 
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Méthylparabène 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 19.18 102.40 

0.4 14.50 55.19 

0.6 4.51 50.74 

0.8 10.34 43.78 

1 5.94 7.66 

8 4.84 9.01 

40 4.32 8.75 

80 3.93 4.40 

400 3.58 3.58 

800 1.22 3.27 

 
n-butylparabène 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 68.30 279.20 

0.4 29.06 89.36 

0.6 9.36 48.41 

0.8 11.27 39.09 

1 7.31 21.77 

2 8.77 12.12 

10 2.65 8.53 

20 4.49 5.15 

100 2.13 2.13 

200 2.63 5.06 

 
Éthylparabène 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 13.07 13.07 

0.4 2.67 12.12 

0.6 5.64 11.67 

0.8 3.36 12.32 

1 4.32 9.63 

2 3.83 5.25 

10 4.10 5.62 

20 2.14 2.39 

100 0.83 1.79 

200 2.24 2.24 
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n-propylparabène 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 13.03 15.57 

0.4 12.56 12.70 

0.6 4.91 5.74 

0.8 5.45 10.76 

1 3.94 8.19 

2 6.45 7.60 

10 4.18 4.87 

20 3.56 3.56 

100 1.72 2.19 

200 2.76 3.17 

 
Benzophénone-3 
 

Concentration cible 
 (µg/L) 

Répétabilité  
CV (%) 

Précision intermédiaire  
CV (%) 

0.2 65.50 129.90 

0.4 15.08 48.52 

0.6 29.08 29.35 

0.8 13.81 13.81 

1 6.77 6.77 

8 3.27 3.73 

40 4.72 6.23 

80 3.12 6.26 

400 2.21 8.26 

800 2.76 6.85 
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3. Linéarité  

 
Monobenzyl phtalate 

 

 

Y = 0.09378 + 1.015 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9945 
 
Monoéthyl phtalate 
 

 
Y = 0.09093 + 1.016 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9986 
 

Mono-n-butyl phtalate 
 

 
Y = 0.1650 + 0.9817 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9984 
 
 
Mono-2-éthylhexyl phtalate 
 

 
Y = 0.1376 + 0.9933 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9995 
 



Annexe 4 : Paramètres de validation, absence de traitement enzymatique 

  234/247 

 
Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 
 

 

Y = 0.09036 + 1.027 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9987 
 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 
 

 
Y = -0.02821 + 1.052 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9975 
 

 
Mono-iso-butyl phtalate 
 

 
Y = -0.02562 + 0.9871 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.0991 
 
 
Méthylparabène 
 

 
Y = 1.630 + 0.9792 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9986 
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n-butylparabène 
 

 

Y = -0.1065 + 1.006 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9980 
 
Éthylparabène 
 

 

Y = 0.09094 + 1.005 X 
Coefficient de détermination r²  =  
0.9995 
 

 
n-propylparabène 
 

 
 
Y = 0.1840 + 1.017 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9990 
 
Benzophénone-3 
 

 

Y = -1.151 + 1.070 X 
Coefficient de détermination r²  = 
0.9944 
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4. Exactitude 

 
Justesse :  
 
Monobenzyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 31.57 

0.4 15.58 

0.6 5.94 

0.8 1.38 

1 -3.43 

2 5.89 

10 0.69 

20 2.93 

100 2.38 

200 1.38 

 
Monoéthyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 85.69 

0.4 37.66 

0.6 24.47 

0.8 7.93 

1 13.36 

2 7.61 

10 -0.61 

20 2.69 

100 1.61 

200 1.62 

 

Mono-n-butyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 54.37 

0.4 26.33 

0.6 9.12 

0.8 -1.16 

1 -13.28 

2 4.74 

10 -3.16 

20 0.47 

100 -0.28 

200 -2.10 

 
Mono-2-éthylhexyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 -12.61 

0.4 -9.41 

0.6 -0.56 

0.8 -7.84 

1 -9.53 

2 4.03 

10 0.09 

20 2.59 

100 0.53 

200 -0.89 
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Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 57.54 

0.4 25.07 

0.6 15.14 

0.8 6.23 

1 2.72 

2 7.79 

10 1.16 

20 3.69 

100 3.38 

200 2.63 

 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 68.59 

0.4 34.14 

0.6 19.36 

0.8 15.35 

1 9.50 

2 9.87 

10 3.41 

20 5.65 

100 3.81 

200 5.51 

 

 
Mono-iso-butyl phtalate 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 -35.46 

0.4 -20.96 

0.6 -18.74 

0.8 -14.83 

1 -13.33 

2 5.05 

10 -4.04 

20 -1.86 

100 -0.28 

200 -1.55 

 
Méthylparabène 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 137.40 

0.4 76.94 

0.6 54.78 

0.8 47.17 

1 18.59 

8 7.23 

40 3.05 

80 1.94 

400 0.92 

800 -2.54 
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n-butylparabène 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 23.23 

0.4 -19.40 

0.6 -14.37 

0.8 -14.22 

1 -12.04 

2 6.48 

10 -2.24 

20 -0.77 

100 0.36 

200 0.59 

 
Éthylparabène 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 15.95 

0.4 8.71 

0.6 7.41 

0.8 5.53 

1 2.88 

2 6.96 

10 3.67 

20 3.37 

100 -0.15 

200 0.75 

 

 
n-propylparabène 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 -0.44 

0.4 -2.96 

0.6 -11.44 

0.8 -4.00 

1 -7.64 

2 7.89 

10 7.24 

20 6.64 

100 2.11 

200 1.64 

 
Benzophénone-3 
 

Concentration 
cible 
(µg/L) 

Biais relatif 
(%) 

0.2 83.65 

0.4 38.90 

0.6 6.53 

0.8 0.26 

1 18.86 

8 8.44 

40 7.10 

80 1.87 

400 8.03 

800 6.85 
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5. Incertitude de mesure 
 

Monobenzyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 58.31 

0.4 31.42 

0.6 31.30 

0.8 36.60 

1 23.54 

2 11.56 

10 12.50 

20 8.32 

100 5.60 

200 20.23 

 
Monoéthyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 168.30 

0.4 61.47 

0.6 25.39 

0.8 44.74 

1 36.65 

2 13.45 

10 12.25 

20 15.85 

100 8.23 

200 7.83 

 
Mono-n-butyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 182.50 

0.4 69.36 

0.6 40.63 

0.8 51.63 

1 17.26 

2 29.57 

10 18.24 

20 9.06 

100 7.90 

200 8.54 
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Mono-2-éthylhexyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 172.50 

0.4 71.34 

0.6 44.14 

0.8 38.58 

1 24.83 

2 11.99 

10 13.52 

20 6.65 

100 2.89 

200 4.83 

 
Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 88.65 

0.4 50.79 

0.6 33.89 

0.8 27.28 

1 23.00 

2 13.14 

10 11.82 

20 7.14 

100 5.12 

200 8.63 

 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 81.55 

0.4 47.26 

0.6 56.93 

0.8 47.98 

1 29.23 

2 23.67 

10 14.07 

20 11.56 

100 4.61 

200 14.26 
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Mono-iso-butyl phtalate 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 403.70 

0.4 116.40 

0.6 97.90 

0.8 55.30 

1 25.63 

2 30.55 

10 9.21 

20 9.62 

100 6.99 

200 5.69 

 
Méthylparabène 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 235.70 

0.4 126.70 

0.6 117.10 

0.8 100.60 

1 17.47 

8 20.29 

40 19.80 

80 9.46 

400 7.54 

800 7.46 

 
n-butylparabène 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 641.70 

0.4 204.50 

0.6 111.50 

0.8 89.65 

1 49.80 

2 26.74 

10 19.54 

20 11.12 

100 4.50 

200 11.42 
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Éthylparabène 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 27.54 

0.4 27.89 

0.6 26.41 

0.8 28.28 

1 21.86 

2 11.58 

10 12.40 

20 5.14 

100 4.06 

200 4.73 

 
n-propylparabène 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 33.80 

0.4 26.83 

0.6 12.41 

0.8 24.31 

1 18.55 

2 16.46 

10 10.54 

20 7.50 

100 4.80 

200 6.85 

 
Benzophénone-3 
 

Concentration cible 
(µg/L) 

Incertitude de mesure étendue 
(%) 

0.2 293.50 

0.4 111.10 

0.6 61.98 

0.8 29.11 

1 14.27 

8 8.05 

40 13.69 

80 14.14 

400 18.96 

800 6.85 
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Graphiques d’exactitude et de risque : 
Les profils d’exactitude sont acceptables.  
Les valeurs inférieures et supérieures de l’intervalle de tolérance sont comprises 
dans les limites d’acceptation (50 % jusque 2 μg/L pour tous les composés, jusque 5 
μg/L pour le mono-iso-butyl phtalate et 30 % pour les valeurs supérieures à 2 et à 5 
μg/L) dans le domaine de concentrations validé. 
 
Monobenzyl phtalate 

 
 
Monoéthyl phtalate 

 
Mono-n-butyl phtalate 
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Mono-2-éthylhexyl phtalate 

 
 
Mono-2-éthyl-5-hydroxyhexyl phtalate 

 
 
Mono-2-éthyl-5-oxohexyl phtalate 
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Mono-iso-butyl phtalate 

 
 
Méthylparabène 

 

 
n-butylparabène 
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Éthylparabène 

 
 
n-propylparabène 

 
 
Benzophénone-3 
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Légende : 
 

Profil d’exactitude : 
 

La ligne rouge correspond au biais relatif (%). Les lignes bleues discontinues 
correspondent aux limites d’exactitude supérieures et inférieures (%). Les lignes de 
pointillés noirs correspondent aux limites d’acceptabilité supérieures et inférieures 
(%).  

   
Profil de risque : 

 
La ligne de pointillés noirs représente le risque acceptable maximum, il est fixé à 
17.5% pour répondre à nos exigences. La ligne bleue discontinue correspond au 
risque que la mesure sorte des limites d’acceptabilité (%). 
 


