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Sur Une Nouvelle Mkthode de 
Mesure Quantitative Du 
Cadmium Assimili! Par Des 
Embryons De Poulett 

J. GOTTOFREY 
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Biologie Animale Faculte des Sciences CH-I 700 Fribourg 
(Switzerland) 

(Received September 12, 1983) 

Nous avons dtveloppt une mtthode de solubilisation du cadmium contenu dans du 
mattriel biologique contamint. A cet effet, nous avons imagint et construit un 
appareillage assez imposant permettant de traiter jusqu’a 42 tchantillons 
simultantment. Ce “digested’ est compost de deux bains de sable chauffts, de deux 
supports lattraux sur lesquels les solutions peuvent refroidir, et d’un systtme 
d’tvacuation des vapeurs toxiques formtes. Suite a une mintralisation par voie 
humide avec HNO,/H,O,, les dtterminations cadmiques sont effectutes par 
spectrophotomttrie d’absorption atomique. 

La fiabilitk de cette technique a &ti: testte avec des embryons de poulets lgts de 17 
jours dans lesquels nous avions injecte une quantitt connue de Cd(NO,),. 

Nous avons compare notre mithode avec une technique de mineralisation par voie 
stche. Cette dernikre engendre des pertes inacceptables pour les problkmes que nous 
ttudions. Les rtsultats obtenus grlce a notre mtthode sont beaucoup plus prtcis et les 
pertes insignifiantes. 

KEY WORDS: Chick embryo, Cadmium, Solubility, Atomic absorption 
spectrophotometry. 

?Presented at the Workshop on “Carcinogenic and/or Mutagenic Metals 
(Environmental Chemistry, Analytics, Biological Effects)”, Geneva, 13th Sept. 1983. 
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44 J. GOTTOFREY 

1. INTRODUCTION 

En raison des nombreuses questions et probllmes non rksolus que 
pose le cadmium, notamment, sa toxicitt pour l’embryon, nous avons 
dkveloppk la technique dkcrite ci-aprls. 

Nous nous sommes intkressk a une technique simple et pratique de 
contamination d’oeufs de poule qui soit suffisamment prtcise. Par 
l’application de cette technique, il nous a t t t  possible de dkterminer 
la rkpartition du cadmium, d’une part entre le vitellus et l’albumen 
dans les oeufs contaminks, et d’autre part dans l’embryon lui-meme. 
Nous avons kgalement pu dkterminer l’assimilation du cadmium par 
l’embryon et, dans une certaine mesure, son excrktion. Enfin, nous 
avons ttabli une mkthode permettant la mesure quantitative du 
cadmium dans des echantillons biologiques, et faisant l’objet de cet 
article. A cet effet, nous avons Cgalement tlabort un appareillage 
adkquat. 

2. MATERIEL 

Des oeufs de poule de race Hubbard, provenant d’un Clevage en 
batterie de poules inskminkes artificiellement, et contaminks par 
diverses mkthodes et diverses solutions de cadmium, ont ktk utilises 
pour nos exptriences. Les embryons eux-m&mes ont Ct6 6tudit.s aprls 
17 jours d’incubation. 

3. METHODE 

La plupart des mkthodes de mesure du cadmium (titration 
complexomktrique, microchimie, spectrophotomttrie d’tmission 
d’arc en courant continu, spectrophotomktrie d’tmission d’ktincelles, 
spectrophotomktrie de fluorescence atomique, mkthode par 
fluorescence aux rayons X, polarographie, activation par 
neutrons, . . . ) n’ttant en gtntral pas assez sensibles, nous avons 
effectuk les analyses cadmiques par spectrophotomktrie d’absorption 
atomique. 

Mais afin de pouvoir exploiter les avantages de la 
spectrophotomttrie d’absorption atomique, il est ntcessaire 
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CADMIUM IN THE CHICK EMBRYO 45 

auparavant d’amener en solution le cadmium present les 
tchantillons a analyser. 

Dans ce but, nous mintralisons nos tchantillons par voie humide 
selon une mtthode dtcrite par Mueller et al.,l modifite et adaptte 
dans nos laboratoires par nous-m$me. Afin de comparer cette 
mkthode avec une autre voie de solubilisation du cadmium, nous 
incinkrons trois stries d’tchantillons. 

3.1. Mineralisation par voie humide 

De nombreux laboratoires n’ont pas encore totalement maitrisk 
toutes les difficultts rencontrtes lors de la dttermination du cadmium 
dans des tchantillons biologiques.2 L’un des principaux obstacles 
rtside en une nkessaire solubilisation sans perte de cadmium. La 
dktermination exacte d’une trks faible teneur en mttal d’un tissu 
organique nkcessite la destruction totale de ce dernier. Nous 
inspirant de mtthodes de chimie alimentaire, et principalement de la 
mkthode de dttermination du plomb dans les aliments de Mueller et 
al.,l nous minkralisons nos khantillons (oeufs, albumen, vitellus, 
embryons entiers, organes d’embryons) par voie humide avec 
HNO,/H,O,. Nous avions mintralist au prtalable 30 cigarettes de 
trois marques diffkrentes par la m&me mtthode. Les teneurs en 
cadmium mesurkes par la suite au spectrophotomktre d’absorption 
atomique concordent parfaitement avec celles indiqutes dans la 
l i t tkrat~re .~,~,  

3.1 .I. Principe 

Le principe de cette mintralisation consiste a dissoudre totalement, a 
“digtrer”, l’tchantillon par une solution acide et posstdant un fort 
pouvoir oxydant. Le cadmium peut alors &tre dosC dans le 
mintralisat par spectrophotomttrie d’absorption atomique. 

3.1.2. Methode 

Rkactifs:-HNO, fumant 100% (env. 1.52) p.a. (Merck); 
-perhydro1 30% H,O, p.a. (Merck). 

Apr& avoir soigneusement pest l’tchantillon, nous le mettons dans 
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46 J. GOTTOFREY 

un recipient en verre. Puis 50ml d’acide nitrique concentrt p.a. sont 
versts prudemment sur cet tchantillon (nous avons constatt que, 
pour eviter une rtaction trop violente, des tchantillons lyophilisks ne 
doivent absolument pas &tre traitts de la sorte sans que 1’011 y ait 
prtalablement ajoutt un peu d’eau dkmintraliste). Aprks quelques 
minutes, nous ajoutons 2ml d’eau oxygenke p.a. a 30%. Cette 
solution est mise dans un bain de sable chauffe, puis elle est 
maintenue a ebullition jusqu’i rtduction du volume de moitie 
environ. Aprh refroidissement de la solution, nous y rajoutons lOml 
d’acide nitrique concentre et 2ml d’eau oxygente, puis nous la 
portons a nouveau A tbullition. Cette optration est rtpttte deux fois. 
Puis la solution est tvaporte gr2ce au bain de sable a environ 25m1, 
transvasee dans un ballon jaugt ou elle est complttte A 50ml avec 
de l’eau dtmintraliste, et enfin filtrCe sous vide avec un entonnoir de 
Buchner. 

Au total, nous avons donc utilist 80ml d’acide nitrique concentrt 
et 8 ml de peroxyde d’hydrogkne pour dissoudre chaque tchantillon. 
Pour quelques organes moins importants mintralists stpartment 
(appareil urogtnital, cerveau, coeur, yeux), nous n’avons employe 
que la moitit des quantitts indiqutes ci-dessus. 

Jusqu’a ce que la solution refroidie soit filtrte, toutes les 
optrations, ntcessitant six a huit heures, ont pu itre rtalisees grdce a 
un appareillage que nous avons dfi mettre au point et que nous 
dtcrivons dans les pages qui suivent (Fig. 1 et 2). 

Toute la verrerie utiliste est rincte a l’acide nitrique concentrk, 
puis l’eau dtminkralisee. 

Ainsi que pour la mtthode d’incintration, paralldement A chaque 
serie d’tchantillons, nous faisons un essai 2 blanc dans les mEmes 
conditions avec les seuls rkactifs. La valeur de cet essai a blanc, 
mesurie par spectrophotomttrie d’absorption atomique, est ensuite 
dtduite de celles des tchantillons. 

3.1.3. Appareillage 
Afin de mineraliser une grande quantitt d’tchantillons, le temps 
nkessitt par les opkrations de “digestion” &ant relativement long, 
nous avons imagint et construit un appareillage assez imposant, 
permettant de traiter jusqu’a 42 tchantillons simultanement (Fig. 1 
et 2). 

Ce “digesteur” est compose de trois parties essentielles (Fig. 1). I1 
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CADMIUM IN THE CHICK EMBRYO 47 

FIGURE 1 
latkraux pour les solutions; C, source de chaleur (bains de sable). 

Schkma du digesteur: A, systeme d‘kvacuation des vapeurs; B, supports 

s’agit de deux bains de sable chauffks par des becs Bunsen, de deux 
supports latkraux sur lesquels les solutions peuvent refroidir, et enfin 
d’un systkme d’kvacuation des vapeurs toxiques formkes par l’acide 
nitrique a kbullition. 

Chaque bain de sable, contenu dans des cuves mktalliques kpaisses, 
et chauffk a environ 300°C par cinq becs Bunsen, est posk sur des 
briques rtfractaires, elles-m&mes situkes sur cinq barres mhtalliques 
(Fig. 2). Les interstices entre les cinq barres de mCtal laissent passer 
les tuyaux amenant le gaz. Pour des raisons kvidentes de skcuritk, il 
est en effet nkcessaire que ceux-ci arrivent sous la table afin d’&tre 
kloignks le plus possible de la source de chaleur. En outre, vu la 
chaleur considkrable dkgagke par les becs Bunsen pour chauffer le 
sable, nous avons isolk les tuyaux en caoutchouc amenant le gaz par 
une couche isolante de 8cm de Vetroflex doublke de papier 
d’aluminium rkflkchissant la chaleur vers le haut. Le tout est montk 
sur une table mktallique. 
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FIGURE 2 Source de chaleur du digesteur: a, adaptateur du systeme collecteur de 
vapeurs aux recipients utilises (demi-bouteille de bitre); al, papier d’aluminium; bb, 
becs Bunsen; bfb, barres de fixation des becs Bunsen; bfg, barre de fixation d’une 
gouttitre de support; br, briques rtfractaires; bs, bain de sable (cuve metallique 
contenant du sable); bsb, barres de support des bains de sable; f, ficelle soutenant les 
tuyaux d’arrivee du gaz; g, gouttitre de support pour les solutions se refroidissant; in, 
interstices servant au passage des tuyaux tertiaires d’arrivte du gaz; is, couche isolante 
(Vetroflex double de papier d’aluminium); pa, point d’attache par fil de fer; rc, 
recipients (Bechers) sur bain de sable; rf, recipient (Erlenmeyer) dont la solution se 
refroidit; tl, tuyaux souples en plastique du systkme d’aspiration des vapeurs 
toxiques; tg3, tuyaux tertiaires d’arrivte du gaz; ts, table mttallique de support 
(armature en metal sans plateau). 
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CADMIUM IN THE CHICK EMBRYO 49 

D’autre part, aux endroits ou Yon aurait pu, par mtgarde, se 
heurter aux tuyaux d’arrivee du gaz, ces derniers ttaient prottgts a 
l’inttrieur de grosses barres mttalliques creuses solidement fixbes au 
sol et aux pieds de la table (Fig. 1). 

Une autre partie extremement importante consiste en un systkme 
permettant d’une part d’aspirer les vapeurs dangereuses s’tchappant 
lors de l’tbullition des solutions d’acide nitrique et de peroxyde 
d’hydrogkne, et d’autre part de les dissoudre dans de l’eau (Figure 
1). Un tuyau souple en plastique rksistant aux vapeurs d’acides forts 
est fix6 a une trompe a eau unique. A l’autre extrtmitt de ce tuyau 
un tube en PVC, perct de quarante-deux ouvertures, est fix& a 
environ 2.30 mktres du sol, a la verticale des deux bains de sable 
(Figure 3) .  L’extrtmitt opposte de ce tuyau collecteur rigide est 
fermte par un bouchon rtsistant aux vapeurs d’acides forts. Dans 
chacune des quarante-deux petites ouvertures est solidement fix6 un 
petit tube de la m&me mati6re rigide, dont le diamktre s’accorde 
parfaitement a l’ouverture de manikre a y &tre solidement fix6 sans 
l’aide de colle. De chacun de ces petits tubes rigides part un autre 
tuyau souple, Cgalement rtsistant aux vapeurs d’acides forts. Enfin, 
a l’extrtmitt de chacun de ces tuyaux souples descendant vers les 
bains de sable est fixt, par un jeu de rondelles de tuyaux plastiques, 
la partie suptrieure d’une bouteille de bikre coupte en deux (Figure 
2). Nous avions coupe ces bouteilles ii l’aide d’une scie-diamants. 
Ainsi, il suffit de poser la demi-bouteille sur le rtcipient ou chauffe 
la solution d’acide et d’eau oxygtnte et de faire le vide par la 
trompe a eau pour que les vapeurs de cette solution soient collecttes 
et amentes jusqu’au robinet ou elles se dissolvent dans l’eau. G r k e  
a la forme tvaste de la demi-bouteille de bikre, ce systkme collecteur 

vers la 
t rompe B eau 

FIGURE 3 Tube collecteur (PVC) des vapeurs toxiques. 
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50 3.  GOTTOFREY 

s’adapte sans probleme a tous les diam6tres de Bechers ou 
Erlenmeyers utilists. 

Enfin, la derniere partie importante de cet appareillage consiste en 
deux gouttieres mttalliques fixees de chaque cbtt des bains de sable 
a des barres mttalliques verticales (Figures 1 et 2). Ces barres 
verticales sont elles-mkmes attachtes aux pieds de la table de 
support. Ces deux gouttieres servent de support aux rtcipients dans 
lesquels les solutions refroidissent. 

3.2 Fiabilite de cette methode 

Afin de tester la fiabilitt de cette mtthode de mineralisation dans 
HNO,/H,O,, nous l’avons utiliste pour &valuer une quantitt connue 
de cadmium prtalablement injectte dans 11 embryons de poulet. 

3.3 Incineration d’echantillons 

Trois stries d’embryons, dont chacune est caractkriste par une 
mtthode de contamination cadmique, un sel de cadmium, un solvant 
et une concentration dtterminte, sont rtduites en cendres dans un 
four incintration. Chaque embryon est mis dans un creuset en 
porcelaine kmaillt prkalablement lavt avec de l’acide nitrique 
concentrt p.a. (Merck). Puis le tout est lentement stcht durant une 
heure sur la flamme d’un bec Bunsen. Finalement, l’embryon est 
chaufft it 550°C durant environ vingt-quatre heures dans 
l’incintrateur jusqu’a l’obtention de cendres blanches. 

Celles-ci sont dissoutes dans 20 ml d’acide chlorhydrique fumant 
p.a. (Merck). Puis nous ajoutons lOml d’acide acktique 96% p.a. 
(Merck) et lOml d’eau dtmintraliste. Le tout est ensuite filtrt sous 
vide au moyen d’un entonnoir de Buchner. Enfin nous complttons 
la solution avec de l’eau dtminbra1ist.e jusqu’a 50ml dans un ballon 
j augt . 

Par mesure de prkaution, le filtre et le rtsidu sont mintralists par 
voie humide selon la mtthode dtcrite ci-dessous. 

3.4 Mesures au spectrophotometre d‘absorption 

Suite a l’incintration ou a la mineralisation par voie humide avec 

atomique 
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CADMIUM IN THE CHICK EMBRYO 51 

HNO, /H,O,, toutes les dkterminations cadmiques sont effectuees 
par spectrophotomktrie d’absorption atomique. 

3.4.1. Appareil 
Nous avons utilisk un spectrophotometre d’absorption atomique 
Perkin-Elmer modele 305 avec brfileur a trois fentes (acetylenelair) 
et compensateur au deutkrium. 

3.4.2. Conditions de mesures 

Longueur d’onde : 228.8 nm-UV 
Fente 
Source lumineuse 
Courant : 1lmA 
Flamme 

: no 4 (7 A> 
: lampe a cathode creuse 

: C,H,-Air (flamme oxydante bleue) 

3.4.3. Methode 
Nous effectuons le dosage du cadmium par spectrophotometrie 
d’absorption atomique de tous nos kchantillons en employant la 
methode d’addition. 

3.4.4 Sensibilite et limite de detection 
La spectrophotomktrie d’absorption atomique permet une tres 
bonne dktermination du cadmium, et ceci pratiquement sans 
interferences chimiques. Dans notre cas, la limite de dktection est 
0.025 pg Cd/ml. 

3.4.5. Interferences et methode d‘addition 

L’une des principales difficultks rencontrte lors des mesures par 
spectrophotom6tre d’absorption atomique rkside en l’interfkrence 
produite par 1 l’kchantillon dissous. En gknkral, cette interfkrence, 
variable a cause de la complexitk de l’kchantillon mesurt, est due 
la chtlation de l’anion mktallique formant ainsi un complexe qni ne 
peut &tre dissocii. dans la flamme acttyEne-air. Des differences de 
viscositt: des solutions a analyser peuvent tgalement causer des 
problemes. De plus, quelques produits, assez rares il est vrai, tel le 
silicone par exemple, peuvent interfkrer avec le dosage de cadmium. 

Ces problemes d’interfkrences chimiques ou spectrales, dus A la 
solution m2me a analyser, ainsi que de nombreux autres d’origine 
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52 J. GOTTOFREY 

inconnue, peuvent &re dttectks et rksolus par la mtthode 
d’addition.6 

Ainsi, pour plus de siirett, nous avons dkcidk d’utiliser cette 
mkthode, et par la suite, nous avons constate que ce choix ktait tout- 
a-fait judicieux. 

4: RESULTATS 

4.1. Fiabilite de la methode de mineralisation par voie 
humide avec HNO,/H,O,. 

50 p g  Cd’ + sous forme d’une solution de Cd(NO,), ont ktt injectts 
dans des embryons lgts de 17 jours. 

Nombre d’embryons : 11 
Cadmium inject6 : x= 50.00 p g  Cd’ ’ 
Cadmium mesur6 : x = 49.65 f0.50 pg Cd’ ’ 
Pertes : AX = 0.35 & 0.50 p g  Cd’ ’ 

Ax 
--0.7+ 1% 

4.2. Comparaison des methodes d‘incineration et de 
mineralisation par voie humide avec HNO,/H,O,. 

Les conditions d’intoxication cadmique des embryons prkleves apr& 
17 jours d’incubation, et les teneurs en cadmium (x) mesurtes dans 
ceux-ci apris incintration (inc) pour les uns, ou mintralisation (min) 
par voie humide dans HNO,/H,O, pour les autres, sont indiqutes 
dans le tableau I. 

Ainsi, nous pouvons constater que l’erreur relative sur la rnesurc 
de la teneur en cadmium est nettement plus importante lorsque les 
embryons sont incin6rts que lorsqu’ils sont mintralists par voie 
humide dans HNO,/H,O,. De plus, xinc/xmin valant en moyenne 
31 *7%, la mtthode d’incintration engendre donc une perte 
moyenne de cadmium de 69 * 7% par rapport a la minkralisation. 

5. DISCUSSION ET CONCLUSION 

Afin d’ttudier la toxicit6 du cadmium pour l’embryon de poulet, 
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CADMIUM IN THE CHICK EMBRYO 

TABLEAU I 
Comparaison des methodes d’incinkration et de mineralisation par voie humide 
avec HNO,/H,O,. Les oeufs ont Ctt immerges durant 4 heures dans une 
solution de Cd(NO,), puis mis en incubation. Au 17eme jour, les embryons ont 

Ctk prtlevks et analysCs. 

53 

SCrie A SBrie B SBrie C 

Solvant 
Concentration de Cd’ ’ 
Embryons miniralisks 
Xmin lug Cd+ +I 
‘Xmin 

Xmin 
c%1 

Embryons incinerts 
Xinc lug Cd+ +I 
’Xinc 

Xinc 
c%1 

HZO 
0.1% 

10 
31.1 f 1.2 

19 

10 
12.6 & 4.2 

33 

33+13 

HZO 
1 Yo 

10 
81.8 & 14.8 

18 

10 
28.4 & 9.1 

34 

35+13 

alcool 
0.1% 

12 
23.2 1.9 

8 

12 
6.1 & 2.4 

39 

26k11 

nous devions mesurer de faibles teneurs en cadmium d’oeufs 
contaminks ainsi que des embryons qui s’y ttaient dtveloppks, par 
spectrophotomttrie d’absorption atomique. 

Les pertes de cadmium lors de l’incinkration d’embryons se sont 
rkvklkes inacceptables pour les problkmes ktudits dans notre 
laboratoire. Aucune trace de ce mktal n’ayant CtC dCtectCe par la 
suite, ni dans les rCsidus laissts par les cendres de ces embryons, ni 
dans les filtres utilisks, nous pouvons affirmer que ces pertes se sont 
principalement produites par vaporisation de cadmium port6 24 
heures a 550°C lors de l’incineration. 

Nous avons donc ktk amen6 a dtvelopper une mCthode de 
solubilisation sans perte du cadmium qui s’est rtvklte nettement plus 
prCcise que la mtthode d’incinkration. Le “digesteur” que nous 
avons imagink et construit nous a don& entikre satisfaction. 

Lors de la purification des solutions rksultantes, les pertes de 
cadmium dans les filtres sont tout-a-fait ntgligeables (0.7 & 1.0%), et 
de plus, trop altatoires pour Etre prises en considkration. Elles 
varient normalement entre 0.0 et 1.0%, mais peuvent parfois &re 
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54 J. GOTTOFREY 

relativement plus importantes lorsque la quantitt de cadmium dans 
la solution a filtrer est faible. Cette Cventuelle erreur relative plus 
importante est alors rendue insignifiante par le calcul des moyennes. 

Le choix de la mtthode d’addition s’est rtvtle tout-a-fait 
judicieux, vu les interferences chimiques ou spectrales dues aux 
nombreuses substances dissoutes dans les solutions a analyser lors de 
la mintralisation par voie humide des divers tchantillons. Ainsi, 
grBce a la ntcessaire mtthode d’addition, au compensateur-D, du 
spectrophotomktre d’absorption atomique, et a l’essai a blanc 
mesure paralldement aux tchantillons, toutes les interferences 
chimiques, physiques et spectrales ont pu itre facilement 
compenstes. 

Ainsi, la mtthode de mintralisation par voie humide utiliste et la 
spectrophotometrie d’absorption atomique se sont averees assez 
pratiques et precises pour permettre un titrage du cadmium dans 
n’importe quel materiel biologique. Ceci permet de nombreuses 
applications dans l’ttude ttratologique du cadmium. Nous avons 
ainsi pu mesurer la rtpartition du cadmium entre le vitellus et 
l’albumine des oeufs lors d’une contamination par immersion de ces 
derniers. Un autre exemple extrimement intkressant de l’application 
des mtthodes cittes plus haut est donne par l’ttude de la distribution 
du cadmium dans l’organisme d’embryons contamines. Ces deux 
exemples feront l’objet de publications ulterieures. 

En conclusion, notre mtthode de mintralisation par voie humide 
dans HNO,/H,O,, allite a la spectrophotomttrie d’absorption 
atomique, ouvre de nombreux horizons. Cette mtthode pourrait 
tvidemment aussi itre envisagte pour d’autres mttaux lourds, et 
appliqube A n’importe quelle espkce animale ou vtgttale. 
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CADMIUM IN THE CHICK EMBRYO 55 

We attempted to determine the quantity of cadmium incorporated in hens eggs after 
immersion in cadmium solutions, and the cadmium concentration measured in 
embryos. We discussed equipment allowing simultaneous treatment of up to 42 
samples, and called it “digestor”. It consisted of two gas-heated sand baths, two 
stands for cooling down solutions and an evacuation system for toxic vapours. 

Our method was based on wet mineralisation. It consisted of desintegrating 
experimental chick embryos in a HNO,/H,O, mixed solution. After heating and 
evaporating, the quantity of cadmium in the remnant was determined by atomic 
absorption spectrophotometry. The reliability of such a technique was tested by 
studying as controls controls 17 days-old chick embryos injected with a known 
quantity of Cd(N0,). It showed no loss of cadmium. 

We also compared our procedure with a dry ashing method. The latter showed 
unacceptable losses and insufficient precision for the problems we wanted to 
investigate. Our method gave us much more precise results. 

The equipment we developed has functioned wholly satisfactorily and allowed us to 
investigate for instance cadmium distribution and concentration in embryonic organs 
of 17 days-old chicks. It could also be useful for researches concerning other 
biological samples analyzed for different heavy metals. 
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