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Introduction générale 

« Rien n’est poison, tout est poison : seule la dose fait le poison », Theophrastus Bombastus 

von Hohenheim, dit Paracelse. Ce vieil adage illustre bien le caractère ambigu de l’arsenic : en 

effet, souvent employé comme poison comme en témoignent de nombreuses références 

historiques (la théorie de l’empoisonnement de Napoléon Bonaparte, l’affaire Marie Besnard, 

François Ier de Medicis), littéraires (Madame Bovary) ou cinématographiques (Arsenic et vieilles 

dentelles), il possède également certains effets bénéfiques déjà bien connus (traitement de certains 

cancers). 

L’arsenic est naturellement présent dans tous les compartiments de l’environnement sous 

forme de composés organiques et inorganiques très divers. En particulier, les produits de la pêche 

sont connus pour en contenir de fortes quantités, ce qui peut représenter un risque potentiel pour 

la consommation humaine. La caractérisation du risque pour la santé constitue une des étapes 

dans la démarche d’évaluation des risques sanitaires. Cela nécessite une connaissance approfondie 

des effets du contaminant sur le fonctionnement de l’organisme et des doses à partir desquelles il 

représente un danger, ainsi qu’une exposition quantifiée de l’exposition. Cependant, alors que la 

toxicité de l’arsenic dépend principalement de sa forme chimique, les agences gouvernementales 

évaluent généralement les risques liés à la présence d’arsenic dans les aliments en analysant 

uniquement l’arsenic élémentaire, sans prendre en compte les différentes formes présentes, et 

donc la réelle toxicité de l’aliment. Afin de bénéficier d’une meilleure évaluation des risques, il 

est important non seulement de disposer d’une méthode qui permet de mesurer la teneur des 

différentes espèces d’arsenic en plus de l’arsenic total dans les produits de la pêche, mais 

également de pouvoir estimer sa bioaccessibilité, c’est-à-dire dans quelle mesure il va être libéré 

dans l’organisme lors de la digestion. 

L’objectif principal de ces travaux a donc été, dans un premier temps, de valider une méthode 

d’analyse de spéciation de l’arsenic dans les produits de la pêche et de l’utiliser pour collecter des 

données d’occurrence sur différents échantillons représentatifs, puis d’estimer la bioaccessibilité 

de l’arsenic élémentaire et de ses espèces sur ces produits de la pêche. 

La première partie de ce mémoire présente des informations générales sur les propriétés de 

l’arsenic, son occurrence dans les différents compartiments de l’environnement et sa toxicité, et 

une étude bibliographique sur les techniques de spéciation de l’arsenic dans les matrices 

alimentaires et sur les différentes approches existantes pour l’étude de la bioaccessibilité de 

l’arsenic et de ses espèces ainsi que des autres éléments traces métalliques d’intérêt. 
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La deuxième partie est consacrée à la méthode d’analyse de spéciation de l’arsenic dans les 

produits de la pêche mise en place par extraction assistée par micro-ondes (MAE), séparation par 

chromatographie d’échange d’ions (IEC) et détection par spectrométrie de masse à plasma à 

couplage inductif (ICP-MS). L’évaluation des performances analytiques de la méthode est 

présentée, ainsi que les contrôles qualité internes et externes mis en place et les différentes 

applications, notamment les données de spéciation collectées par l’analyse des produits de la 

pêche les plus consommés par la population française (Article I). 

La troisième partie porte sur l’évaluation de la bioaccessibilité de l’arsenic total et de ses 

différentes formes dans les produits de la pêche à l’aide d’une méthode de lixiviation en ligne. 

Cette évaluation a été réalisée par la mise en place d’une méthode in vitro de lixiviation en ligne 

couplée à la méthode de spéciation de l’arsenic présentée dans la partie précédente (Article II). 

Cette méthode de lixiviation en ligne a également été utilisée sur ces mêmes produits de la pêche 

pour estimer la bioaccessibilité d’autres éléments d’intérêt (Article III). 

L’ensemble de ces travaux a été réalisé dans l’unité des contaminants inorganiques et minéraux 

de l’environnement (CIME) au Laboratoire de Sécurité des Aliments (LSA) de l’Agence 

Nationale de Sécurité Sanitaire - alimentation, environnement, travail (ANSES). Ils s’intègrent 

dans le système de gestion de la qualité en recherche en place au sein de l’agence. Cette démarche 

permet de garantir la bonne conduite de la recherche et ainsi de donner confiance dans les 

résultats de la recherche. Le rapport qualité évaluant ces travaux de thèse constitue la quatrième et 

dernière partie de ce mémoire. 
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Première partie. Étude bibliographique 
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I. Généralités  

I.1. Propriétés 

L’arsenic est un élément naturellement présent dans l’environnement puisque qu’il occupe le 

20ème rang dans l’ordre d’abondance des éléments de la croûte terrestre. On pense devoir sa 

découverte à Albert Le Grand, au XIIIème siècle, qui chauffa du savon avec de l’orpiment, 

minéral jaune (pigment) composé de trisulfure d’arsenic. Le nom arsenic dérive du terme grec 

arsenikon, qui signifie « qui dompte le mâle » en lien avec sa forte toxicité. 

L’arsenic est considéré comme un métalloïde en raison de ses propriétés à la fois de métal et de 

non métal. Il appartient au groupe VA de la classification périodique de Mendeleïev, comme 

l’azote et le phosphore, et possède par conséquent des propriétés chimiques similaires à ces deux 

éléments essentiels. Il ne possède qu’un seul isotope stable. À l’état pur, il existe sous deux 

formes allotropiques, une poudre jaune et un métal gris. Sa chimie est basée sur les propriétés de 

ses oxydes et leur capacité à former des sels avec de nombreux cations. Par ailleurs, les 

possibilités de former des liaisons covalentes stables avec l’hydrogène et le carbone sont à 

l’origine d’une grande variété de composés organiques (Cullen et Reimer 1989; Francesconi et 

Kuehnelt 2004). Néanmoins, dans l’environnement, il est fréquemment combiné à d’autres 

éléments comme l’oxygène, le chlore, le soufre, et forme dans ce cas des composés inorganiques. 

Les principales caractéristiques physico-chimiques de l’arsenic sont regroupées dans le Tableau 1. 

Tableau 1. Caractéristiques physico-chimiques de l’arsenic (Carmalt et Norman 1998)  

Symbole As 

Numéro atomique 33 

Configuration électronique [Ar] 3d
10

 4s
2
 4p

3
 

Groupe, période, bloc VA, 4, p 

Masse atomique 74,9216 

Rayon atomique 115 pm 

États d’oxydation -III, 0, +III, +V 

Électronégativité (Pauling) 2,18 

Température de fusion 817°C 

Point d’ébullition 613°C 

Densité 5,73 g/cm
3
 (gris), 1,97 g/cm

3
 (jaune) 
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I.2. Les différentes formes d’arsenic 

Plus de trente espèces d’arsenic ont déjà été identifiées dans l’environnement, leur présence et 

leur répartition dépendant des conditions du milieu (conditions d’oxydoréduction, pH, cinétiques 

de réactions). Les noms, abréviations et structures chimiques des principales espèces organiques 

et inorganiques retrouvées dans les produits de la pêche sont présentées dans le Tableau 2. 
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Tableau 2. Noms, abréviations, et structures chimiques des principales espèces d’arsenic (D’après 

Francesconi et Kuehnelt (2004)) 

Nom Abréviation Structure chimique 

Arsénite As(III) 

 

Arséniate As(V) 

 

Acide monométhylarsonique MA 

 

Acide diméthylarsinique DMA 

 

Oxyde de triméthylarsine TMAO 

 

Ion tétraméthylarsonium TETRA 

 

Arsénobétaïne AsB 

 

Triméthylarsiniopropionate TMAP 

 

Arsénosucres  
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I.2.a. Les formes inorganiques 

Les espèces d’arsenic inorganique retrouvées dans l’environnement présentent des degrés 

d’oxydation de +III ou +V, et existent sous forme thio-complexées, ou sous forme anioniques 

arsénite (As(III)) et arséniate (As(V)). Les deux formes inorganiques As(III) et As(V) sont 

facilement inter-convertibles par réaction d’oxydoréduction, et sont donc souvent retrouvées 

ensemble, l’As(V) étant thermodynamiquement favorisé dans les conditions normales oxydantes 

(Cullen et Reimer 1989). Dans les organismes marins, leur quantité est souvent faible, inférieure à 

10 % de l’arsenic total (Edmonds et Francesconi 1993; Schoof et Yager 2007). 

 

I.2.b. Les formes organiques 

I.2.b.i. L’arsénobétaïne 

L’arsénobétaïne (AsB) est la forme majoritaire d’arsenic retrouvée dans les poissons et les 

crustacés, en représentant plus de 80 % de l’arsenic total présent. Cette espèce a également été 

récemment retrouvée dans des algues marines (Nischwitz et Pergantis 2005), même si elle reste 

difficile à mesurer en présence des arsénosucres (espèces dominante dans les algues) en raison de 

sa faible concentration. 

 

I.2.b.ii. Les espèces méthylées 

L’acide monométhylarsonique (MA), l’acide diméthylarsinique (DMA), l’oxyde de 

triméthylarsine (TMAO), et l’ion tétraméthylarsonium (TETRA) appartiennent au groupe des 

formes méthylées. Parmi ces espèces, les formes MA et DMA sont couramment retrouvées dans 

l’environnement, et sont toutes les deux des métabolites du schéma de biométhylation de l’arsenic 

présenté dans la Figure 1. 
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I.2.b.iii. L’arsénocholine 

L’arsénocholine (AsC) est généralement présente chez les organismes marins, mais à l’état de 

trace. Elle est rapidement bio-transformée en AsB et a été présentée comme étant un précurseur de 

ce composé (Francesconi et al., 1989). 

 

I.2.b.iv. Les arsénosucres 

Les arsénosucres sont les constituants arséniés majeurs des algues marines (2 - 50 mg/kg). Ces 

espèces ont également été retrouvées dans d’autres organismes marins qui se nourrissent d’algues, 

comme les moules, les palourdes et les huîtres (0,5 - 5 mg/kg) (Le et al., 2004). Plus de vingt 

arsénosucres naturels ont été identifiés, formés pour la plupart par un dérivé diméthylarsinoyl et 

triméthylarsonium lié à un radical hydroxyl, sulfate, sulphonate, amino, ou glycérophosphoryl. 

 

I.2.b.v. Les arsénolipides 

Les arséno-lipides on fait l’objet d’un nombre limité d’études dans les organismes marins, à cause 

de leur faible teneur, leur difficulté à être isolés, et le manque de méthodes analytiques les 

concernant. La structure chimique des arséno-lipides a été déduite de la spéciation des fragments 

hydrosolubles de ces composés hydrolysés. 

 

I.3. Le cycle de l’arsenic 

L’arsenic est un élément ubiquiste présent dans tous les compartiments de l’environnement 

(Figure 1). 
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Figure 1. Cycle de l’arsenic (source : Mukhopadhyay et al., (2002)) 

 

I.3.a. Les sources d’émission de l’arsenic 

I.3.a.i. Les sources naturelles (Mandal et Suzuki 2002) 

L’arsenic est un composant naturel de l’écorce terrestre avec une concentration dans la partie 

superficielle évaluée à 2 mg/kg, et pouvant atteindre localement 100 mg/kg voire 200 mg/kg dans 

les dépôts calcaires ou phosphatés et dans les schistes. On le trouve en proportions plus 

considérables dans les roches, où plus de 99 % de l’arsenic présent se trouve sous forme de 

minerais de cuivre, de zinc et de plomb, les plus importants étant l’arsénopyrite (FeAsS), le 

réalgar (As4S4), et l’orpiment (As2S3) (Figure 2). 

 

Figure 2. L’orpiment (source : http://www.mediatheque.grand-troyes.fr/webmat2/archives/_/nv/enluminure/enlu12.htm) 

 

http://www.google.fr/imgres?q=arsenic+poudre&um=1&hl=fr&sa=N&biw=1177&bih=559&tbm=isch&tbnid=Vu4IHbRNE_H4TM:&imgrefurl=http://www.mediatheque.grand-troyes.fr/webmat2/archives/_/nv/enluminure/enlu12.htm&docid=1J93Ls0aW2E0yM&imgurl=http://www.mediatheque.grand-troyes.fr/webmat2/archives/_/nv/enluminure/images/7.jpg&w=587&h=405&ei=SroiT4H4HujK0QXD_sTOCg&zoom=1
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L’érosion, les précipitations et le lessivage des sols entrainent une redistribution de l’arsenic 

vers les compartiments aquatiques sous forme dissoute ou particulaire. Certaines eaux issues de 

sols volcaniques peuvent contenir des teneurs atteignant 300 µg/L, mais plus généralement, 

l’arsenic dissous dans les eaux superficielles se trouve à des concentrations comprises entre 0,1 et 

10 µg/L. Dans l’atmosphère, le flux d’arsenic est principalement causé par l’érosion éolienne et 

l’activité volcanique. 

 

I.3.a.ii. Les sources anthropiques 

La production mondiale d’arsenic en 2008 était estimée à 53 500 tonnes, dont 97 % sous forme 

de trioxyde d’arsenic (As2O3 = As(III)) (EFSA 2009). L’élément arsenic est produit par pyrolyse 

de l’arsénopyrite ou par grillage de sulfure puis réduction de l’oxyde formé avec du carbone. Le 

trioxyde d’arsenic est formé lors de la fusion du plomb ou du cuivre, par évaporation et oxydation 

dans l’air de l’arsenic combiné avec ces métaux (ATDSR 2007). 

L’arsenic et ses composés sont utilisés dans de nombreux domaines : 

- En agriculture, il entre dans la composition de nombreux pesticides, même si son 

utilisation a fortement diminué depuis l’essor des pesticides organochlorés et 

organophosphatés ; 

- Dans l’industrie du bois pour la protection contre les insectes sous forme de complexe 

cuivre/chrome/arsenic (CCA) ; 

- Dans l’industrie du verre pour favoriser la sortie des bulles d’air et comme agent 

décolorant ; 

- Dans l’industrie des semi-conducteurs, pour la fabrication de piles photovoltaïques, de 

diodes électroluminescentes, de circuits intégrés ; 

- Dans l’industrie pharmaceutique et vétérinaire, pour le traitement d’un type particulier de 

leucémie (ATDSR 2007), et il est également utilisé dans la fabrication d’antibiotiques 

pour l’élevage des volailles dans certains pays (Roxarsone (ROX), Nitrarsone (NIT), acide 

p-arsanilique (p-ASA) (Sánchez-Rodas et al., 2006) ; 

- Dans les industries métallurgiques, pour durcir le cuivre et le plomb antimoiné, pour la 

fabrication des munitions ; 
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- Dans l’industrie du cuir, pour la conservation des peaux. 

 

I.3.b.  L’arsenic dans les différents compartiments de l’environnement 

I.3.b.i. L’arsenic dans les sols 

Dans les sols, l’arsenic est présent principalement sous forme inorganique, l’As(V) étant 

majoritaire dans les conditions d’aération normale. La mobilité de l’arsenic est assez limitée, 

même si l’As(III) est reconnu pour être plus mobile que l’As(V) (Molénat et al., 2000). 

L’activité microbiologique peut conduire à des réactions de méthylation ou déméthylation, et 

également à des réactions d’oxydoréduction. Dans des conditions anaérobiques, il peut conduire 

jusqu’à la formation d’espèces volatiles comme l’arsine (AsH3) (Mandal et Suzuki 2002). Dans 

des conditions réductrices, l’activité des micro-organismes peut conduire à la formation de 

composés organo-arséniés (MA, DMA, TMAO et TETRA). 

Les concentrations en arsenic mesurées dans les sols sont très variables d’un site à l’autre, 

selon que l’origine soit naturelle ou due à l’activité humaine, et selon le type de roche. Les sols 

non contaminés contiennent entre 1 et 40 mg/kg d’arsenic, les plus faibles concentrations 

correspondant aux sols sablonneux et aux sols granitiques, et les plus fortes aux sols alluviaux. 

Les concentrations normales usuellement rencontrées sont généralement inférieures à 2 mg/kg, 

même si dans le cas d’anomalies géochimiques naturelles, cette concentration peut atteindre 

1000 mg/kg (Laperche et al., 2003). Les sites où les sols agricoles ont été traités avec des 

pesticides arséniés contiennent des quantités considérables d’arsenic. De même, certaines zones 

polluées par des activités industrielles, les sites miniers, les zones à proximité des fonderies, 

peuvent contenir des teneurs plus élevées en arsenic. Ainsi, une moyenne de 18,8 mg/kg a été 

mesurée près d’une manufacture de pesticides à Middleport (New York, États-Unis), et jusqu’à 

333 mg/kg autour d’anciennes fonderies de cuivre à Anaconda (Montana, États-Unis) (ATDSR 

2007). Dans les sédiments, la concentration en arsenic est généralement inférieure à 10 mg/kg, 

mais varie considérablement en fonction de la zone (Mandal et Suzuki 2002). 
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I.3.b.ii. L’arsenic dans les compartiments aquatiques 

L’arsenic est présent naturellement à de faibles concentration dans l’eau. La mobilité et la 

répartition de l’arsenic dans les compartiments aquatiques dépend de sa forme chimique et des 

interactions avec la matière présente. 

L’arsenic retrouvé dans l’eau peut provenir de la dissolution des sédiments sous l’action des 

micro-organismes, et est présent principalement sous forme inorganique (la forme chimique 

majoritaire thermodynamiquement stable étant l’ion arséniate), mais aussi sous forme organique 

(MA, DMA, TMAO) provenant de la méthylation de l’arsenic inorganique par les algues ou par la 

dégradation microbienne des composés organiques complexes (INERIS 2010). 

Dans l’eau de mer, la concentration est généralement comprise entre 1 et 8 µg/L alors que dans 

les eaux douces, les concentrations normales en arsenic sont de l’ordre de 1 à 10 µg/L, et de 100 à 

5000 µg/L dans les zones minières (Mandal et Suzuki 2002). Dans les eaux souterraines, les 

concentrations en arsenic sont généralement de l’ordre de 0,1 à 2 µg/L, mais peuvent atteindre 

3 400 µg/L dans les régions volcaniques, et 48 000 µg/L dans des régions minières (EFSA 2009). 

En Inde et au Bangladesh, les concentrations élevées en arsenic dans les eaux souterraines 

(jusqu’à 3 700 µg/L) proviennent des sédiments riches en arsenic. 

 

I.3.b.iii. L’arsenic dans l’air 

Certains composés arséniés sont très volatils (arsines, composés organiques). L’arsenic présent 

dans l’air existe généralement sous forme d’un mélange particulaire d’arséniate et d’arsénite, les 

espèces organiques étant d’importance négligeable, sauf dans les zones où des quantités 

conséquentes de pesticides arséniés ont été utilisées (Mandal et Suzuki 2002). L’exposition à 

l’arsenic via l’air ambiant est généralement faible, (concentrations inférieures à 1 à 3 ng/m3) 

même si elle peut être de l’ordre de 100 ng/m3 dans les villes (Mandal et Suzuki 2002; EFSA 

2009). 

Les principales sources d’arsenic atmosphériques proviennent des fumées émanant des 

industries de production de trioxyde d’arsenic, de la combustion de produits fossiles, et de la 

combustion du bois traité avec du CCA. 

La répartition des différents secteurs émetteurs d’arsenic est indiquée dans le Tableau 3. 
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Tableau 3. Sous-secteurs prépondérant des émissions atmosphériques d’arsenic en 2009 (d’après 

(CITEPA 2011)) 

Secteur Part des émissions 

Industrie manufacturière 53,3 % 

Résidentiel/tertiaire 23,2 % 

Transformation d’énergie 22,9 % 

Agriculture/sylviculture 

Transport routier 

Transport (à l’exclusion du transport routier) 

Autres sources 

< 1 % 

 

I.3.b.iv. L’arsenic dans les organismes vivants 

La bioaccumulation fait référence à l’accumulation nette d’une espèce chimique dans un 

organisme aquatique comme le résultat d’un apport depuis l’environnement (alimentation, eau, 

sédiments), tandis que la bioconcentration se réfère à un apport dû à l’eau seulement (EFSA 

2009). Dans la chaîne alimentaire aquatique, la bioaccumulation ne semble pas être significative 

(EFSA 2009). La bioconcentration a lieu principalement dans les algues et les invertébrés marins 

inférieurs. Les poissons qui vivent dans les fonds marins sont exposés à de plus grandes quantité 

d’arsenic qui s’accumule dans les sédiments. L’arsenic s’accumule principalement dans 

l’exosquelette des invertébrés et dans le foie des poissons. Il n’y a pas de différence de 

concentrations selon les différentes espèces de poisson, qu’ils soient herbivore, insectivore ou 

carnivores (EFSA 2009). Parmi les animaux marins, l’arsenic est présent à des concentrations de 

0,005 à 0,3 mg/kg dans les mollusques et peut atteindre parfois jusqu’à 100 mg/kg d’arsenic 

(Mandal et Suzuki 2002). 

Chez les mammifères, l’arsenic s’accumule dans certains tissus ectodermiques comme les 

cheveux et les ongles (Mandal et Suzuki 2002). Les plantes terrestres peuvent accumuler l’arsenic 

depuis le sol par le flux hydrique, mais également par les feuilles, par l’absorption de l’arsenic en 

suspension dans l’air qui se dépose sur les feuilles (EFSA 2009). La quantité d’arsenic dans les 

plantes dépend de la quantité d’arsenic à laquelle elles sont exposées. Les plantes non 

contaminées contiennent environ 0,2 à 0,4 mg/kg d’arsenic (Kuehnelt et al., 2001). Certaines 

espèces peuvent accumuler des teneurs conséquentes, en particulier le riz : d’après le rapport de 

l’EFSA, le riz et les produits à base de riz contiennent des teneurs moyennes en arsenic d’environ 

0,142 et 0,166 mg/kg respectivement (EFSA 2009; INERIS 2010). 
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I.4. Toxicologie de l’arsenic 

L’arsenic est un oligo-élément essentiel à la vie dont les besoins ont été évalués entre 10 et 

20 µg/jour (Jacotot et Parco 1999; Laperche et al., 2003). Cependant, à des fortes concentrations, 

il peut s’avérer néfaste pour les êtres vivants. La toxicité de l’arsenic dépend de sa forme 

chimique et de son degré d’oxydation (IARC 2004), l’arsenic trivalent étant généralement plus 

toxique que l’arsenic pentavalent. La dose létale d’arsenic inorganique chez l’Homme est estimée 

à 1-3 mg/kg/de poids corporel (Hughes 2002). 

Les doses létales (LD50) des espèces arséniées d’intérêt chez la souris sont répertoriées dans le 

Tableau 4. 

Tableau 4. Doses létales des différents composés arséniés chez la souris (d’après Hughes (2002)) 

Espèce arséniée LD50 (mg As/kg) 

As2O3 26 

As(III) 8 

As(V) 22 

MA 916 

DMA 648 

AsB > 4260 

TMAO 5500 

 

I.4.a. Devenir de l’arsenic dans l’organisme 

Chez l’homme, l’absorption de l’arsenic se fait à 95 % par voie orale (INERIS 2010), 

l’absorption par inhalation et par voie cutanée étant beaucoup plus faible. L’absorption des 

composés arséniés dépend de la solubilité du composé considéré, ainsi que de la nature et de la 

composition du substrat avec lequel il est ingéré (aliment, sol, eau). 

L’arsenic absorbé est fortement lié aux groupements SH des protéines plasmatiques et à 

l’hémoglobine et est distribué vers tous les organes, principalement au niveau du foie, des reins, 

des poumons, des muscles, de la peau, des phanères et des os (INERIS 2010), les concentrations 

les plus élevées étant retrouvées dans les os et les ongles, sauf en cas d’intoxication aiguë dans le 

foie et les reins (INERIS 2010). 

Le métabolisme de l’arsenic se compose de réactions d’oxydoréduction (conversions entre 

l’As(III) et l’As(V)) et de réactions de méthylation comme le montre la Figure 3. Si l’arsenic est 

sous forme pentavalente, il va d’abord être réduit en arsenic trivalent. La méthylation qui conduit 

à la formation de MA, puis de DMA tend à rendre l’arsenic moins réactif et plus facilement 

éliminé (INERIS 2010). 
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Figure 3. Schéma du métabolisme de l’arsenic inorganique (source INERIS (2010)) 

 

L’élimination de l’arsenic se fait principalement par voie urinaire, sous forme inchangée ou 

sous forme de métabolites méthylés (NRC). Les proportions des différentes formes excrétées 

dépendent de la forme chimique administrée, de la voie d’exposition, de la dose et varient selon 

les populations (INVS 2002; INERIS 2010). Le principal métabolite est en général le DMA (55 -

 75 %), suivi de l’arsenic inorganique (10 - 30 %) et du MA (10 - 20 %) (INVS 2002). 

 

I.4.a.i. Arsenic organique 

Historiquement, la méthylation de l’arsenic inorganique est présentée comme un mécanisme de 

détoxification puisque les formes méthylées MA et DMA sont considérées comme moins toxiques 

que les formes inorganiques. Cependant, des travaux récents tendent à remettre en cause cette 

hypothèse en montrant que les formes trivalentes du MA et du DMA pourraient être plus toxiques 

que l’As(III) (Dopp et al., 2004). 

Yamamoto et al., (1995) ont évalué les effets du DMA sur des composés cancérigènes en 

administrant différentes quantités de DMA à des rats et ont prouvé que le DMA agit comme un 
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promoteur de cancer de la vessie, du rein, du foie et de la thyroïde chez le rat. Dopp et al., (2004) 

ont montré que le MA et le DMA trivalents induisent des effets cytotoxiques et génotoxiques plus 

importants que les formes pentavalentes en traitant des cellules de hamster avec différentes 

concentrations d’espèces arséniées et en observant au microscope les effets produits sur ces 

cellules. 

 

I.4.b. Arsenic inorganique 

I.4.b.i. Toxicité aiguë 

Les effets aigus observés suite à l’ingestion d’arsenic inorganique surviennent rapidement dans 

les heures suivant l’ingestion et sont principalement gastro-intestinaux, ressemblant fortement aux 

symptômes du cholera (nausées, hémorragies gastro-intestinales, douleurs abdominales et 

diarrhées) (INERIS 2010). Ils sont fréquemment accompagnés d’une instabilité hémodynamique 

qui se traduit par une tachycardie sinusale d’une hypotension orthostatique (INERIS 2010), et 

d’une encéphalopathie aiguë. Dans les jours ou semaines qui suivent l’ingestion, d’autres effets 

peuvent se manifester, tels qu’une neuropathie périphérique conduisant à une atteinte motrice. 30 

à 40 jours après l’ingestion, des lésions de la peau et des phanères peuvent être observées. 

 

I.4.b.ii. Toxicité chronique 

 Effets cutanés 

Les effets sur la peau et les muqueuses sont prédominants dans le cas d’intoxication chronique 

à l’arsenic. Les lésions les plus fréquentes associées à une intoxication chronique orale à l’arsenic 

sont caractérisées par une hyperkératose (en particulier de la paume des mains et de la plante des 

pieds) et une hyperpigmentation de la peau parsemée de zones hypo-pigmentées. Elles 

apparaissent en général à partir d’un niveau d’exposition chronique supérieur à 

0,02 mg As/kg/jour, des niveaux d’exposition inférieurs à 0,01 mg As/kg/jour n’ayant 

généralement pas montré de lésions cutanées (ATDSR 2007). 

Ces symptômes ont été observés dans différentes régions du monde où les teneurs en arsenic 

dans les eaux de boissons étaient élevées (Argentine, Bangladesh, Inde, Chili…) (IARC 2004), et 
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apparaissent à partir de 10 µg/L (INERIS 2010). A noter qu’en dessous de 1 µg/L, aucun effet 

toxique n’est mis en évidence. 

Des effets sur la peau ont également été observés après une exposition par inhalation à 

l’arsenic inorganique, bien qu’ils ne constituent pas de diagnostic à une exposition à l’arsenic 

(INERIS 2010). 

Un contact cutané direct avec des composés d’arsenic inorganique peuvent causer des 

irritations et des dermatoses, et peuvent conduire à des nécroses dans des cas extrêmes (ATDSR 

2007). 

 

 Effets cardiovasculaires 

Les effets cardiovasculaires d’une exposition chronique aux composés inorganiques d’arsenic 

sont nombreux, et incluent des troubles de la repolarisation du myocarde et des arythmies 

cardiaques (INERIS 2010). 

L’effet sur le système vasculaire le plus caractéristique d’une exposition chronique à l’arsenic 

inorganique est la « maladie des pieds noirs » (ou « blackfoot disease »), caractérisée par une 

diminution progressive de la circulation sanguine périphérique au niveau des pieds et des mains, 

et qui conduit à une nécrose des tissus puis à une gangrène sèche (ATDSR 2007) (Figure 4). Cette 

intoxication est endémique de la région de Taïwan, consécutive à l’ingestion d’eaux de boissons 

dont les concentrations en arsenic inorganique sont de l’ordre de 0,17 à 0,80 µg/L, correspondant 

à des doses journalières de 0,014 à 0,065 mg As/kg/jour (ATDSR 2007; INERIS 2010). Des 

études ont montré que les sujets dont les capacités de méthylation de l’arsenic inorganique sont 

plus faibles ont plus de risques de développer les symptômes vasculaires de cette maladie 

(ATDSR 2007; INERIS 2010). Une exposition chronique à l’arsenic inorganique induit d’autres 

effets vasculaires comme la maladie de Raynaud, la cyanose des doigts et des orteils, 

l’hypertension, l’épaississement des artères (INERIS 2010). 
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Figure 4. La « maladie des pieds noirs » (Source : http://www.betterlifelabs.org/overview05.html) 

 

 Effets respiratoires 

Après une exposition par inhalation, les effets respiratoires pouvant survenir incluent une 

détresse respiratoire, une bronchite hémorragique, un œdème pulmonaire, même s’il n’est pas 

clairement démontré que ces signes sont des effets directs ou liés aux lésions vasculaires du 

système pulmonaire. Des études ont montré des symptômes respiratoires mineurs comme la toux, 

la dyspnée, des douleurs thoraciques, et des maux de gorge chez des sujets exposés à des doses 

allant de 0,03 à 0,05 mg As/kg/jour (ATDSR 2007). 

 Effets gastro-intestinaux 

Une exposition orale chronique à une dose de 0,01 mg As/kg/jour conduit à des symptômes 

similaires à une exposition aiguë (nausées, vomissements, diarrhée, douleurs abdominales) 

(ATDSR 2007; INERIS 2010). Généralement, ces symptômes diminuent ou cessent à l’arrêt de 

l’exposition. Ces symptômes sont également observés après une exposition par inhalation à des 

niveaux élevés de poussières et de vapeurs d’arsenic inorganique. 

 Effets neurologiques 

Après une exposition par voie orale ou par inhalation à l’arsenic inorganique, de nombreuses 

études ont montré la survenue d’atteintes du système nerveux (ATDSR 2007; INERIS 2010). Ces 

atteintes se manifestent par des neuropathies périphériques symétriques, qui induisent initialement 

des paresthésies des extrémités des pieds et des mains et une sensation de fourmillement, et 

progressent vers la racine du membre en quelques jours (INERIS 2010). Certains effets sont 

partiellement réversibles à l’arrêt de l’exposition (INERIS 2010), mais la récupération n’est 

jamais complète. 
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 Effets hépatiques 

Des effets hépatiques consécutifs à une exposition orale chronique à l’arsenic inorganique ont 

été mis en évidence et sont caractérisés par une hépatomégalie, des douleurs abdominales, une 

perte d’appétit et, dans les cas les plus sérieux, les atteintes sont des cirrhoses (INERIS 2010). Des 

études suggèrent que ces atteintes sont secondaires, consécutives à une atteinte des vaisseaux 

hépatiques (INERIS 2010). 

 

 Effets sur le développement et la reproduction 

Une augmentation de l’incidence des avortements spontanés, de morts fœtales tardives, de 

prématurité et de faible poids des nouveaux nés a été observée suite à une exposition chronique à 

l’arsenic par l’ingestion d’eaux de boisson dans les zones à teneur élevée en arsenic inorganique 

(INERIS 2010). 

 

 Effets cancérigènes 

L’exposition à l’arsenic, que ce soit par voie orale ou par inhalation, augmente le risque de 

cancers. Ainsi, des relations ont été établies entre l’exposition à de fortes teneurs en arsenic via les 

eaux de boisson et l’augmentation de l’incidence des cancers de la peau, de la vessie et du 

poumon, et entre l’inhalation d’arsenic inorganique et l’incidence des cancers du poumon chez 

des populations exposées professionnellement (travailleurs de fonderies, travailleurs d’usines de 

fabrication de certains pesticides, travailleurs des vergers, négociants en vin) (INERIS 2010). 

 

I.4.c. Valeurs toxicologiques de référence 

Les valeurs toxicologiques de référence (VTR) caractérisent le lien entre l’exposition humaine 

à une substance toxique et l’occurrence ou la sévérité d’un effet nocif observé. Elles sont 

spécifiques d’une substance, d’une durée d’exposition (aigüe : de quelques heures à une semaine ; 

intermédiaire : d’une semaine à quelques mois ; chronique : de quelques années à la vie entière), 

et d’une voie d’exposition (orale et respiratoire) (AFSSET 2006) et sont construites à partir de 

données sur les relations dose-réponse ou dose-effet lors des expérimentations. On leur applique 
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un facteur de sécurité qui correspond au facteur utilisé pour tenir compte de la variabilité dans les 

transpositions intra- et inter-espèces et des incertitudes dans les bases de données toxicologiques 

(AFSSET 2006). 

La dose critique peut être définie comme une NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) 

qui est la dose maximale n’entraînant pas d’effet néfaste, une LOAEL (Lowest Observed Adverse 

Effect Level) qui est la dose minimale entraînant un effet néfaste, ou encore une BMDL 

(Benchmark Dose Limit) qui est une dose limite produisant un niveau ou un pourcentage défini de 

réponse. 

Le Tableau 5 donne, pour les espèces arséniées les valeurs de référence publiées par les 

différents organismes pour les effets à seuil. 
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Tableau 5. Valeurs toxicologiques de référence 

Substance 

chimique 
Source 

Voie 

d’exposition 

Facteur de 

sécurité 

Valeur de 

référence 

Année de 

révision 

Asi ATDSR Orale aigüe 10 MRL = 5.10
-3

 mg.kg
-1

.j
-1

 2007 

Asi ATDSR 
Orale 

chronique 
3 MRL = 3.10

-4
 mg.kg

-1
.j

-1
 2007 

Asi US EPA 
Orale 

chronique 
3 MRL = 3.10

-4
 mg.kg

-1
.j

-1
 2001 

Asi RIVM 
Inhalation 

chronique 
10 TCA = 10

-3
 mg.m

-3
 2001 

Asi RIVM 
Orale 

chronique 
2 TDI = 10

-3
 mg.kg

-1
.j

-1 
2001 

Asi FoBiG 
Orale 

chronique 
5 TDI = 0,45 µg.kg

-1
.j

-1
 2009 

      

MA ATDSR 
Orale 

intermédiaire 
 MRL = 1.10

-1
 mg.kg

-1
.j

-1
 2007 

MA ATDSR 
Orale 

chronique 
 MRL = 1.10

-2
 mg.kg

-1
.j

-1
 2007 

DMA ATDSR 
Orale 

chronique 
 MRL = 2.10

-2
 mg.kg

-1
.j

-1
 2007 

Asi : arsenic inorganique ; MRL : Minimal Risk Level ; TCA : Tolerable Concentration in Air ; TDI : Tolerable Daily Intake 

Le comité mixte FAO/OMS d’experts des additifs alimentaires (JECFA) a proposé une dose 

hebdomadaire tolérable provisoire (DHTP) de 15 µg/kg/semaine pour une exposition orale à 

l’arsenic inorganique dans les eaux de boisson (FAO/WHO, 1989). Mais en 2009, le rapport de 

l’EFSA conclue que cette valeur n’était plus appropriée compte tenu des effets génotoxiques et 

cancérigènes de l’arsenic inorganique. Bien que l’arsenic n’agisse pas directement sur l’ADN, 

l’incertitude à l’égard des modèles de relation dose-réponse montre qu’il n’est pas approprié de 

définir une dose d’arsenic inorganique qui ne cause pas d’effets néfastes sur la santé (c’est-à-dire 

une DHTP). 

D’autres organismes proposent des valeurs toxicologiques sous des dénominations différentes. 

L’agence de protection de l’environnement des États-Unis (US EPA) définit une valeur 

toxicologique dite « dose de référence » (RfD) pour l’exposition orale chronique, basée sur 

l’hypothèse de l’existence d’un seuil pour l’apparition d’effets toxiques comme la nécrose 

cellulaire. Elle propose une RfD de 0,0003 mg/kg/jour pour l’exposition orale à l’arsenic 

inorganique établie à partir des LOAEL et NOAEL de 0,014 et 0,0008 mg/kg/jour évaluées lors 

de deux études (Tseng et al., 1968; Tseng 1977) qui portent sur l’incidence des cancers de la peau 

à Taïwan et de la « maladie des pieds noirs », en appliquant un facteur de sécurité de 3. L’US 

EPA accorde cependant un indice de confiance moyen à cette valeur. 

L’agence pour le registre des substances toxiques et maladies (ATDSR) définit une valeur de 

référence dite « minimal risk level » (MRL) comme une estimation de l’exposition humaine à une 
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substance à partir de laquelle cette substance ne cause aucun effet nocif ou cancérigène, pour une 

voie d’exposition donnée (inhalation, voie orale) et pour des durées d’exposition spécifique. Elle 

ne propose aucun MRL pour l’exposition à l’arsenic inorganique par inhalation à cause du 

manque de données à ce sujet. Pour une exposition orale aigüe (14 jours ou moins) à l’arsenic 

inorganique, elle propose un MRL de 0,005 mg/kg/jour calculé à partir de la LOAEL de 

0,05 mg/kg/jour estimée par Mizuta et al., (1956) suite à un empoisonnement au Japon où 220 

personnes ont consommé de la sauce soja contaminée à une concentration approximative de 

0,1 µg/L d’arséniate de calcium (les doses journalières absorbées étant estimées à 3 mg/jour, soit 

0,05 mg/kg/jour pour une exposition comprise entre 2 et 3 semaines), auquel elle applique un 

facteur de sécurité de 10. Les premiers symptômes observés étaient l’œdème facial et les effets 

gastro-intestinaux, puis les lésions de la peau et les neuropathies chez certains sujets. Pour une 

exposition orale chronique (au moins 365 jours), elle propose un MRL de 0,0003 mg/kg/jour, 

établi à partir de la NOAEL de 0,0008 mg/kg/jour identifié par Tseng (1977) pour les lésions 

cutanées, en appliquant un facteur de sécurité de 3. 

L’ATDSR propose également un MRL pour une exposition orale chronique au MA de 

10 µg/kg/jour basé sur une BMDL10 de 1090 µg/kg/jour chez la souris pour des lésions rénales, et 

un MRL pour une exposition orale chronique au DMA de 20 µg/kg/jour estimé à partir d’une 

BMDL10 de 1800 µg/kg/jour chez la souris pour des lésions de la vessie. 

L’institut national de santé publique et de l’environnement des Pays-Bas (RIVM) propose une 

« tolerable daily intake » (TDI) de 0,001 mg/kg/jour pour une exposition orale chronique à 

l’arsenic trivalent et pentavalent sans distinction. Cette valeur a été établie à partir de la TDI de 

2,1 µg/kg/jour proposée par le JECFA, et un facteur de sécurité de 2 a été appliqué pour corriger 

les incertitudes liées aux données épidémiologiques. Pour une exposition chronique par 

inhalation, il propose une « tolerable concentration in air » (TCA) de 10-3 mg/m3, et non une 

valeur de risque, avec un facteur de sécurité de 10 pour tenir compte de la variabilité au sein de la 

population humaine. 

 

I.5. Exposition humaine 

La voie d’absorption principale de l’arsenic est la voie orale, devant l’inhalation et l’absorption 

cutanée. En dehors du cadre professionnel, l'exposition à l'arsenic est essentiellement due à 

l'ingestion d'aliments et d'eau contaminés (Caussy 2003). 
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Les produits de la pêche, les légumes, le riz et la viande (avec l’utilisation de composés arséniés 

comme supplément animal) constituent les sources principales d’apports en arsenic dans 

l’alimentation humaine. Néanmoins, les produits de la pêche sont considérés comme la source 

d’exposition majeure (ATDSR 2007). En France, une étude récente d’exposition à l’arsenic via la 

consommation de poissons et de crustacés a montré que les concentrations en arsenic total les plus 

élevées ont été retrouvées dans les poissons qui vivent au fond la mer (entre 12 et 34 mg/kg de 

poids sec) (Sirot et al., 2009a), et que la quantité d’arsenic inorganique dans les poissons 

représente de 0,1 à 3,5 % de l’arsenic total. Dans les mollusques et les crustacés, les 

concentrations en arsenic total sont similaires, mais l’arsenic inorganique représente de 0,1 à 6 % 

de l’arsenic total. L’étude EAT 2 (Millour et al., 2011c) rapporte des niveaux moyens d’arsenic 

total de 1,41 mg/kg de poids humide dans les poissons (1,93 mg/kg dans l’EAT 1) (Leblanc et al., 

2005) et 2,54 mg/kg de poids humide dans les mollusques et crustacés (2,24 mg.kg dans EAT 1) 

(Leblanc et al., 2005). 

Au contraire, les aliments terrestres contiennent des proportions d’arsenic inorganique plus 

importantes. Il a été estimé que les gros consommateurs de riz en Europe, parmi lesquels on 

retrouve certains groupes ethniques, subissaient une exposition alimentaire d’environ 1 µg/kg de 

poids corporel par jour à l’arsenic inorganique (EFSA 2009). Au Royaume Uni, une étude sur 

l’arsenic dans le riz pour l’alimentation infantile a montré que le pourcentage d’arsenic 

inorganique variait de 33 % à 68 % de l’arsenic total dont la concentration variait de 0,120 à 

0,470 mg/kg. 

L’eau de boisson constitue également une source importante d'exposition à l'arsenic minéral 

dans certaines régions. La directive européenne (98/83/CE, 1998) fixe à 10 μg/L la concentration 

maximale en arsenic admissible dans les eaux destinées à la consommation humaine. 

 

II. Spéciation de l’arsenic : état de l’art 

II.1. Extraction des composés arséniés 

L’étape de mise en solution des espèces As pour la spéciation de matrices biologiques est une 

étape cruciale. La méthode utilisée, tout en étant rapide, pratique et robuste, ne doit pas engendrer 

de modifications des espèces initialement présentes pour permettre une spéciation quantitative 

satisfaisante. 



PREMIÈRE PARTIE. ÉTUDE BIBLIOGHRAPHIQUE 

40 

Les méthodes d’extraction existantes diffèrent par la méthode utilisée et par le solvant 

employé. On distingue principalement les méthodes d’extraction liquide/solide (avec ou sans 

ultrasons) et les méthodes d’extractions assistées par micro-ondes qui sont les plus couramment 

utilisées, mais il existe aussi d’autres méthodes alternatives (ASE, soxhlet, enzymatiques). La 

plupart des études conduites pour optimiser cette étape cruciale ont été réalisées à l'aide d’un ou 

plusieurs matériaux de référence certifiés (CRM) pertinents présentés dans le Tableau 6. 



PREMIÈRE PARTIE. ÉTUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

41 

Tableau 6. Matériaux de référence certifiés en arsenic total et en espèces d’arsenic dans les 

produits de la pêche (mg/kg) 

MRC Matrice Organisme As total DMA AsB TETRA 

DOLT-1 Foie de roussette CNRC 10,1 
  

 

DOLT-2 Foie de roussette CNRC 16,6 
  

 

DOLT-3 Foie de roussette CNRC 10,2 
  

 

DOLT-4 Foie de roussette CNRC 9,66 
  

 

DORM-1 Muscle de roussette CNRC 17,7 
  

 

DORM-2 Muscle de roussette CNRC 18,0 
 

16,4 0,250 

DORM-3 Protéine de poisson CNRC 6,88 
  

 

TORT-1 Hépatopancréas de homard CNRC 24,6 
  

 

TORT-2 Hépatopancréas de homard CNRC 21,6 
  

 

SRM 1566 Huître NIST 13,4 
  

 

SRM 1566b Huître NIST 7,65 
  

 

SRM 1568a Farine de riz NIST 0,29 
  

 

SRM 1570 Épinard NIST 0,068 
  

 

SRM 1575 Aiguilles de pin NIST 0,21 
  

 

SRM 1572 Feuilles de citron NIST 3,1 
  

 

SRM 1976 Moule NIST 13,3 
  

 

BCR 710 Huitre IRMM 
   

 

BCR 477 Moule IRMM non certifié 
  

 

BCR 422 Morue IRMM 21,1 
  

 

BCR 627 Thon IRMM 4,8 0,150 3,9  

BCR 278R Moule IRMM 6,07 
  

 

NFA-Shrimp Crevette NFA 42,2 
  

 

NFA-Plaice Carrelet NFA 43,2 
  

 

NMIJ CRM 7402-a Morue NMIJ 36,7 
  

 

AGAL-3 Crevette AGAL 3,85 
  

 

AGAL-2 Requin AGAL 23 
  

 

GBW-08751 Moule 
Standard Materials of Soils 

Components 
6,1 

  
 

IAEA140/TM Algue IAEA 44,3 
  

 

CNRC (National Reasearch Concil of Canada) ; NIST (National Institute of Standards & Technology) ; NFA (National Food 

Agency of Denmark) ; NMIJ (National Metrology Institute of Japan) ; AGAL (Australian Government Analytical Laboratory) ; 

IAEA (International Atomic Energy Agency) 

Le Tableau 6 indique que seuls 2 MRC sont certifiés en DMA, AsB ou TETRA et qu’aucun ne 

l’est en arsenic inorganique. Il serait donc nécessaire de développer de nouveaux MRC qui soient 

notamment certifiés en Asi et également en d’autres espèces arséniées comme le MA, par 

exemple. 
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II.1.a. Extraction liquide solide (SLE) 

Les techniques d’extraction liquide/solide, qu’elles soient assistées par une agitation physique 

ou par ultrasons, sont des techniques très répandues pour la mise en solution des espèces 

d’arsenic. L’extraction liquide/solide par soxhlet qui est relativement simple, requiert de très 

grandes quantités de solvants organiques, et son coût et sa durée en font aujourd’hui une 

technique moins répandue.  

Le Tableau 7, le Tableau 8 et le Tableau 9 présentent l’ensemble des études d’analyse de 

spéciation publiées qui utilisent une technique d’extraction liquide-solide par agitation mécanique, 

par ultrasons, ou par soxhlet. 
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Tableau 7. Récapitulatif des méthodes d’extraction liquide-solide par agitation mécanique 

Volume 

(mL ou g) 

Prise d’essai 

(mg) 

Durée 

(min ou h) 
Matrice Autre Référence 

H2O 

5 mL 200 Nuit BCR 710  Raber et al., (2010) 

10 g 1000 2 h SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

10 mL 200 nuit DOLT-1, DORM-2, algues, plantes, éponge, moule, poisson, grenouille Précédé 30 sec ultrasons Schaeffer et al., (2006) 

4 mL 200 14 h BCR 627, DORM-2, BCR 278R, SRM 1566b  Nischwitz et Pergantis (2005) 

10 mL 1000 2 h Volaille Filtration C18 Jackson et al., (2003) 

2x10 mL 1000 2x10 h SRM 1568a, DORM-2, riz, poulet, poisson Suivi de 5 min ultrasons Pizarro et al., (2003a) 

10 mL 100-500 14 h DORM-2, algues  Kuehnelt et al., (2001) 

5 mL 200-500 2 h DORM-2, champignon  Londesborough et al., (1999) 

MeOH/H2O (1/3) 

10 g 1000 2 h SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

MeOH/H2O (1/1) 

10 ou 20 mL 500 15 h poissons (anguille, chevaine, carpe, mulet) anguilles pré-extraction n-hexane Ciardullo et al., (2010) 

10 ou 20 mL 250 nuit DORM-2, poissons (cabillaud, saumon), moule  Dahl et al., (2010) 

10 g 1000 2h SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

3x20 mL 1000  DORM-2, poisson  Laparra et al., (2007) 

3x20 mL 1000 3x15 min poisson (anchois, sardine, maquereau, sole, colin, saint pierre, encornet), moule, palourde, crevette  Devesa et al., (2005) 

20 mL 250 nuit DORM-2, TORT-2, BCR 627, pétoncles  Sloth et al., (2003) 

2x10 mL 1000 2x10 h SRM 1568a, DORM-2, riz, poulet, poisson  Pizarro et al., (2003a) 

2x10 mL 1000 2x10 h SRM 1568a, riz  Pizarro et al., (2003b) 

3x20 mL 1000 3x15 min 
BCR 627, poissons (sole, colin, anchois, maquereau, sardine, encornet, morue salée), bivalves (palourdes, 

moules), crustacés (crevettes) poisson en conserve (thon, sardine) 
 Suner et al., (2002) 

3x20 mL 1000 3x15 min BCR 627, DORM-2, TORT-2, NFA-Shrimp, NFA-Plaice  Suner et al., (2001) 

3x20 mL 1000 3x15 min poisson (sardine, sole, colin, saint pierre)  Devesa et al., (2001) 

MeOH/H2O (3/1) 

10 g 1000 2h SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

2x10 mL 5000 2x1 h huile de poisson précédé d'extraction hexane Kohlmeyer et al., (2005) 

   DORM-2, poisson, coquillages, algues suivi de 2 lavages 50 % MeOH Kohlmeyer et al., (2003) 

3x20 mL 250 2 min DORM-2, BCR 477, huître, algue suivi de 2 lavages 50 % MeOH Kohlmeyer et al., (2002) 

MeOH/H2O (8/2) 

15 mL 500 10 min DORM-2, SRM 1566b, huîtres Suivi de filtration C18 Hsiung et Huang (2006) 

MeOH/H2O (9/1) 

2 mL 100 Nuit DORM-2, algue  Navratilova et al., (2011) 

2x10 mL 1000 2x10 h SRM 1568a, DORM-2, riz, poulet, poisson  Pizarro et al., (2003a) 

 100  DORM-2 foie d'animaux marins (cétacés, phoques, lamantins, tortues) Cf Goessler Kubota et al., (2002) 
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Volume 

(mL ou g) 

Prise d’essai 

(mg) 

Durée 

(min ou h) 
Matrice Autre Référence 

10 mL 100-500 14 h DORM-2, algue  Kuehnelt et al., (2001) 

10 mL 200 Nuit DORM-2, BCR 627  Falk et Emons (2000) 

4x20 mL 200-250 14 h DORM-1, DORM-2  Goessler et al., (1998) 

MeOH/H2O (1/1) puis (9/1) 

10 mL puis 10 mL 1000 2x10 h SRM 1568a, DORM-2, riz, poulet, poisson  Pizarro et al., (2003a) 

MeOH 

10 mL 1000 2 h SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

10 mL 200 14 h DORM-2, moules d'eau douce  Soeroes et al., (2005) 

10 mL 500 15 min DORM-2, surimi, crevette, huître  Simon et al., (2004) 

Autres solvants 

H2O/H2O2 (9/1) (20 mL) 500 nuit Bulot 
acétone à la fin pour précipiter 

les protéines 
Urgast et al., (2010) 

H3PO4 0.25M (10 mL) 500 12h DORM-2, TORT-2, DOLT-2, BCR 422, SRM 1566b, NMIJ 7402a  Geng et al., (2009) 

TFA 0.2M (3mL) 500 6h riz, légumes (carotte, tomate, haricots, oignon, radis, tournesol, noix), épices, eau  Signes-Pastor et al., (2008) 

TFA 0.2M (2mL) 250 6h riz  Smith et al., (2008) 

TFA 2 M (6-10mL) 1000-2000 6-48h SRM 1568a, SRM 1570 pomme  Nam et al., (2006) 

CHCl3/MeOH (2/1)   poisson grillé  Hanaoka et al., (2001) 

TFA 0.2M (2-3mL) 250-1000 6h SRM 1568a, riz  Heitkemper et al., (2001) 

H3PO4 1.5M (10mL) 200-500 14h DORM-2, algue  Kuehnelt et al., (2001) 

NaOH 2M (10 mL) 500 8h DORM-2, poisson (loup de mer, limande, palourde)  Greene et Crecelius (2006) 

CH3COOH 1M (20 mL) 100-200 8h feuilles  Kirby et al., (2002) 
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Tableau 8. Récapitulatif des méthodes d’extraction liquide-solide par ultrasons 

Volume 

(mL ou g) 

Prise d’essai 

(mg) 

Durée 

(min ou h) 
Matrice Autre Référence 

H2O 

3x5 mL 500-1000 
3x1 h (bain) ou 

3x1min (sonde) 
bivalves, gastropodes, crevettes, crabes, poissons, algues, coraux, feuilles  Khokiattiwong et al., (2009)  

4 mL 150 10 min DORM-2, BCR 477, algue rouge  Huang et al., (2008) 

10g 1000 1 h SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

10 mL 500 1 h NMIJ 7402-a, poisson, eau  Morita et al., (2007) 

10 mL 200 
20min-2h (bain) 

0.5-3min (sonde) 
DORM-2, BCR 627, poulet  Sánchez-Rodas et al., (2006) 

3-5 mL 100-300 1-7 min CRM 627, SRM 1568a, poulet, poisson, riz  Sanz et al., (2005a) 

10 mL puis 3x5 mL 250-270 4x20 min DORM-2, DOLT-2, TORT-2  McSheehy et Mester (2004) 

10 mL puis 3x5 mL 250-270 4x20 min DORM-2, TORT-2, DOLT-2  Wahlen et al., (2004) 

2x15 mL 250 2x1 h Huître  McSheehy et al., (2001) 

MeOH/H2O (1/3) 

10 g 1000 1 h SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

10 mL 500-1000 2 h pomme  Caruso et al., (2001) 

20 mL 1000-5000 20 min TORT-1 CRM 627 huître, coque, moule, algue ultrafiltration, hexane, ou C-18 Gomez-Ariza et al., (2000) 

MeOH/H2O (1/1) 

3x4 mL 200 3x30 min TORT-2, sardine, petite friture, calamar, huître, palourde, crevette, algue précédé extraction 4mL acétone Cao et al., (2009) 

3x0,40 mL 10-20 3x10 min NMIJ CRM 7402-a, eau, poissons, crustacés d'eau douce, algue  Miyashita et al., (2009) 

3x10 mL 1000 3x10 min poisson précédé extraction 10mL acétone Meermann et al., (2008) 

 1/10 w/v 3x20 min poissons d'eau douce  Zheng et Hintelmann (2004) 

10 mL 500-5000(frais) 10 min BCR 627, poissons, fruits de mer, algues  Li et al., (2003) 

2x10 mL 500 2.5 h SRM 1568a ; riz  Heitkemper et al., (2001) 

4x10 mL 250-500 4x10 min SRM 1566a, pétoncle  Lai et al., (2001) 

2x15 mL 250 2x1 h huître  McSheehy et al., (2001) 

10 mL 500-1000 2 h pomme  Caruso et al., (2001) 

3x3,5 mL 1000 3x20 min DORM-2, poisson  Lindemann et al., (2000) 

10 mL 500 10 min DORM-2 saumon, requin, thon, hareng précédé extraction 10 mL acétone McKiernan et al., (1999) 

MeOH/H2O (3/1) 

3x10 mL 100 3x2 h Kriss, thon  Nam et al., (2010) 

10 g 1000 1 h SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

10 mL 500-1000 2 h pomme  Caruso et al., (2001) 

20 mL 1000-5000 20 min TORT-1, BCR 627, huître, coque, moule, algue ultrafiltration, hexane, ou C-18 Gomez-Ariza et al., (2000) 

MeOH/H2O (9/1) 

10 mL 500-1000 2 h pomme  Caruso et al., (2001) 

MeOH 
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Volume 

(mL ou g) 

Prise d’essai 

(mg) 

Durée 

(min ou h) 
Matrice Autre Référence 

10 g 1000 1 h SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

3-5 mL 100-300 1-7 min BCR 627, SRM 1568a, poulet, poisson, riz  Sanz et al., (2005a) 

2x15 mL 250 2x1 h huître  McSheehy et al., (2001) 

20 mL 1000-5000 20 min TORT-1, CRM 627, huître, coque, moule, algue ultrafiltration, hexane, ou C-18 Gomez-Ariza et al., (2000) 

Autres solvants 

MeOH/CHCl3 (1/1) (10mL) 200 
20min-2h (bain) 

0.5-3min (sonde) 
DORM-2, BCR 627, poulet  Sánchez-Rodas et al., (2006) 

MeOH/CHCl3 (2/1) (12 mL) 2000 30 min huile de noix  Kannamkumarath et al., (2004) 

HCOOH 23 M (10 mL) 250-270 2h DORM-2, TORT-2, DOLT-2  Wahlen et al., (2004) 

MeOH/CHCl3 (1/1) (2x20 mL 

puis H2O/CHCl3 (1/1) (40mL) 
500 2x30 min DORM-1, DORM-2, poissons (hareng, requin, saumon)  Wrobel et al., (2002) 

Acide citrique 0,05 M (10 mL) 500-1000 2 h pomme  Caruso et al., (2001) 

Autre 

0,1% Triton XT-114 (10 mL) 1000 10min SRM 1568a, céréales Suivi lavage 10mL 0.1% EDTA Matos Reyes et al., (2007) 

 

Tableau 9. Récapitulatif des méthodes d’extraction par soxhlet 

Volume 

(mL) 
Prise d’essai (mg) Durée (min) Matrice Autre Référence 

MeOH/H2O (1/1) 

70 mL 300 50 min DORM-2, BCR 627, poissons  Lin et al., (2008) 

150 mL 1000-5000 16h BCR 627, palourdes  Liu et al., (2007) 

150 mL 1000-5000 16h BCR 627, huîtres  Liu et al., (2006) 

150 mL 1000-5000 16h TORT-1 BCR 627 Huître, coque, moule, algue ultrafiltration, hexane, ou C-18 Gomez-Ariza et al., (2000) 

MeOH 

150 mL 1000-5000 16h TORT-1 BCR 627 Huître, coque, moule, algue ultrafiltration, hexane, ou C-18 Gomez-Ariza et al., (2000) 
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Quelque soit la méthode d’extraction utilisée, la majorité des études rapporte l’utilisation d’un 

mélange H2O/MeOH, mais d’autres solvants sont également utilisés : H2O seule (Schaeffer et al., 

2006; Khokiattiwong et al., 2009; Raber et al., 2010), MeOH seul (Simon et al., 2004; Sanz et al., 

2005a; Soeroes et al., 2005), H3PO4 (Geng et al., 2009), TFA (Nam et al., 2006; Signes-Pastor et 

al., 2008; Smith et al., 2008), NaOH (Greene et Crecelius 2006), CH3COOH (Kirby et al., 

2002)… De plus, ces extractions sont souvent réalisées de façon séquentielle (par exemple 3×10 

mL). 

Laparra et al., (2003) ont comparé le taux de récupération en As total pour différents solvants 

(H2O, MeOH/H2O 1/1, 9/1, 1/1 - 9/1) après SLE classique dans des échantillons de riz, de poulet 

et de poisson. Les résultats montrent que pour le poisson et le riz, les taux de récupération après 

trois extractions consécutives sont autour de 90 % avec tous les solvants utilisés sauf avec le 

mélange MeOH/H2O 9/1 (85 et 86 % respectivement) et que pour le poulet, les résultats sont 

similaires quel que soit le solvant utilisé (70-75 %). De plus, ils ont montré que la stabilité des 

espèces à long terme était affectée par le type de matrice et la nature du solvant d’extraction. 

Ainsi, il semble que dans le poulet, les espèces soient stables jusqu’à deux mois dans un mélange 

H2O/MeOH 9/1 et qu’au delà de deux mois, une dégradation d’AsB en DMA soit observée, tandis 

que dans le poisson, AsB et une espèce inconnue soient plus stables dans un solvant d’extraction 

MeOH/H2O 9/1 et MeOH/H2O 1/1 suivi de 9/1. 

Kuehnelt et al., (2001) ont également étudié les performances d’extraction de différents 

solvants (H2O, MeOH/H2O 1/1, H3PO4 1,5 M) dans le DORM-2, et n’ont pas observé de 

différences de taux de récupération avec les trois solvants testés pour AsB, TETRA, TMAP, AsC, 

TMAO et pour l’As total (environ 90 %), même si un rendement légèrement plus faible a été 

obtenu avec H2O pour AsB. 

Cependant, même si leur efficacité en termes de rendement pour l’extraction des espèces 

d’arsenic dans les matrices biologiques a été démontrée de nombreuses fois, les méthodes 

d’extraction liquide/solide restent relativement longues à mettre en œuvre et peuvent demander 

une importante consommation de solvants organiques (Brisbin et Caruso 2002). 

 

II.1.b. Extraction assistée par micro-ondes 

Depuis quelques années, l’utilisation de la technique d’extraction assistée par micro-ondes 

(« microwave-assisted extraction » ou MAE) ne cesse de s’amplifier pour l’analyse de spéciation 

de l’arsenic dans les denrées alimentaires. 
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La technique MAE consiste à utiliser les propriétés de certains composés de transformer 

l’énergie électromagnétique (captée sous forme de radiation de longueur d’onde entre 1 cm et 

1 m) en chaleur. En effet, les molécules dipolaires et les ions vont aligner leur moment dipolaire 

avec le champ électrique des micro-ondes. Ce champ étant en perpétuel mouvement, les 

molécules tournent dans tous les sens et provoquent ainsi des collisions avec les molécules 

voisines. Ces agitations créent un dégagement d’énergie, donc une augmentation de la 

température et de la pression dans les récipients de digestion. Les composés d’intérêt vont alors 

être dissous dans le solvant en un minimum de temps. (Pare et al., 1994). 

Pour la mise en solution des espèces d’arsenic, une température modérée (30 - 90°C) et un 

temps de chauffage limité (2 - 10 min) sont appliqués afin de ne pas altérer les liaisons carbone-

arsenic des composés à étudier (Dietz et al., 2007). 

Le Tableau 10 présente les études de spéciation de l’arsenic dans les matrices alimentaires qui 

utilisent la MAE pour la mise en solution des espèces. 
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Tableau 10. Récapitulatif des méthodes d’extraction assistée par micro-ondes 

Volume 

(mL ou g) 
Prise d’essai (mg) Durée (min) Matrice Autre Référence 

H2O 

10 g 1000  SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

10 mL 100 10 min DORM-2, TORT-2, poisson, huître, crevette, pétoncle  Hirata et Toshimitsu (2007)  

10 mL 100 10 min DORM-2 huître, poisson, crevette (muscle et carapace)  Hirata et al., (2006) 

10 mL 100 10 min DORM-2 huître, poisson, crevette  Hirata et Toshimitsu (2005) 

10 mL 100 10 min DORM-2, TORT-2 huître, poisson, crevette  Karthikeyan et al., (2004) 

10 mL 100 10 min crevette, moule  Karthikeyan et al., (2003) 

10 mL 150 5-20 min plantes  Quaghebeur et al., (2003) 

10 mL 150 2-6 min TORT-2, langouste (muscle, organes)  Brisbin et al., (2002) 

9.84 g 655 5 min BCR 627  Nakazato et al., (2000) 

10 mL 100-130 4 min DORM-2, poisson (saumon, requin, hareng)  Ackley et al., (1999) 

MeOH/H2O (1/3) 

10 g 1000  SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

MeOH/H2O (1/1) 

10 g 1000 30 min SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

10 mL 100 15 min 
DORM-2, TORT-2, BCR 279, SRM 1575, SRM 1572, vers marins, 

algues, ormeau, oursin 
précédé extraction 10mL acétone Foster et al., (2007) 

10 mL 500 25 min SRM 1568a, riz  Ohno et al., (2007) 

10 mL 2000 1-4 min DORM-2, BCR 627, poulet  Sánchez-Rodas et al., (2006) 

10 mL 200 20 min 
DORM-2, DOLT-2, TORT-2, BCR 627, BCR 278R, BCR 422, SRM 

1566a, hareng, maquereau, huître, crabe, thon, … 
 Sloth et al., (2005) 

10 mL 100 10 min DORM-2, crevette, huître, poisson  Karthikeyan et Hirata (2004) 

10 mL 100 10 min crevette, moule  Karthikeyan et al., (2003) 

10 mL 100-150 5-20 min 
TORT-2, DORM-1, DORM-2, AGAL-2, AGAL-3, DOLT-1, BCR 
627, CRM 278R, SRM 1566a 

précédé extraction 10mL acétone Kirby et Maher (2002) 

10 mL 100-200 5 min 
SRM 1566, AGAL-2, crabe, isopodes, gastropodes, poisson, crevette, 

huître 
précédé extraction 10mL acétone Kirby et al., (2002) 

 1000-5000 10 min TORT-1 BCR 627 Huître, coque, moule, algue ultrafiltration, hexane, ou C-18 Gomez-Ariza et al., (2000) 

10 mL 100-130 4 min DORM-2, poisson (saumon, requin, hareng)  Ackley et al., (1999) 

MeOH/H2O (3/1) 

10 mL 100 20 min kriss, thon  Nam et al., (2010) 

10 g 1000 30 min SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

MeOH/H2O (8/2) 

5 mL 200 3 min DORM-2, espadon  Wang et al., (2007) 

5 mL 300 10 min BCR 627, SRM 1566a, poisson  Serafimovski et al., (2006) 

10 mL 200 3 min DORM-2, 1566a, huître, poisson  Yeh et Jiang (2005) 
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Volume 

(mL ou g) 
Prise d’essai (mg) Durée (min) Matrice Autre Référence 

10 mL 100-130 4 min DORM-2, poisson (saumon, requin, hareng)  Ackley et al., (1999) 

MeOH 

10 g 1000 30 min SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

1 : 10 w : v  10 min DORM-2, vers polychète marin  Fattorini et Regoli (2004) 

 1000-5000 10 min TORT-1, BCR 627, huître, coque, moule, algue  Gomez-Ariza et al., (2000) 

Autres solvants 

NaOH 0,9M dans EtOH/H2O 

(1/1) (10 mL) 
200 20 min morue, saumon, moule  Dahl et al., (2010) 

HClO4     Shah et al., (2010) 

HNO3 1 % (10 mL) 200 20min SRM 1570, riz  Sun et al., (2009) 

NaOH 0,9 M dans EtOH/H2O 

(1/1) (10 mL) 
200 20 min TORT-2, DORM-2, moules  Sloth et Julshamn (2008) 

HNO3 2 % (5 mL) 100 6 min DORM-2, TORT-2, vers marins, algues, ormeau, oursin  Foster et al., (2007) 

MeOH/H2O (1/1) (10 mL) puis 

HNO3 2 % (5 mL) 
100 15 min puis 6 min DORM-2, TORT-2, vers marins, algues, ormeau, oursin  Foster et al., (2007) 

TMAH 25 % (0,3 mL) 300 10 min BCR 627, SRM 1566a, poisson  Serafimovski et al., (2006) 

EtOH/H2O/NaOH 3M (5/3/2) 
(10 mL) 

1000 20 min TORT-2, poisson (saumon, carrelet, maquereau) 

Asi seulement 

Extraction 5 mL acétone pour 
maquereau 

Larsen et al., (2005) 

NaOH 0,9 M dans EtOH/H2O 

(1/1) (10 mL) 
200 20 min 

DORM-2, DOLT-2, TORT-2, CRM 627, BCR 278R, BCR 422, SRM 

1566a, hareng, maquereau, huître, crabe, thon, … 
 Sloth et al., (2005) 

TMAH 10 % (10 mL) 150 5-20 min plantes  Quaghebeur et al., (2003) 

TMAH 5 % (10 mL) 100-130 4 min DORM-2, poisson (saumon, requin, hareng)  Ackley et al., (1999) 

Protéines 

Sucrose 0,33M, MES 50mM, 
EDTA 5mM, L-ascorbate 5mM 

(10 mL) 

150 20 min épinard, pousse de riz  Chen et al., (2008) 

Sucrose 0,33M, MES 50mM, 

EDTA 5mM, L-ascorbate 5mM 

(10 mL) 

150 20 min riz  Smith et al., (2008) 

Sucrose 0,33M, MES 50mM, 

EDTA 5mM, L-ascorbate 5mM 

(10 mL) 

150 20 min plantes  Quaghebeur et al., (2003) 
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Le plus souvent, un mélange H2O/MeOH ou seulement H2O est utilisé, mais l’utilisation 

d’autres solvants a également été rapportée comme l’hydroxyde de tétraméthylammonium 

(TMAH) (Ackley et al., 1999; Quaghebeur et al., 2003), l’alcool alcalin pour l’extraction des 

espèces inorganiques (Larsen et al., 2005; Sloth et al., 2005), l’acide nitrique (Brisbin et Caruso 

2002; Foster et al., 2007) ou des protéines modifiées (Quaghebeur et al., 2003; Chen et al., 2008). 

Une étude comparative de plusieurs méthodes d’extractions (soxhlet, MAE, sonication, 

supercritique) sur un matériau de référence d’hépatopancréas de homard (TORT-2) réalisée par 

Brisbin et al., (2002) ont montré que la MAE était la méthode la plus simple, rapide et 

reproductible parmi celles étudiées, tout en obtenant des taux de récupération similaires, voire 

meilleurs. 

Foster et al., (2007) ont montré qu’une extraction séquentielle avec 2% d’HNO3 après une 

extraction MeOH/H2O 1/1, améliore le rendement de 13 à 36 % dans les matrices où l’arsenic est 

difficile à extraire (plantes, algues, ormeau et vers marins), et donne des rendements similaires à 

ceux obtenus avec un mélange MeOH/H2O 1/1 dans le DORM-2 et le TORT-2. 

Ackley et al., (1999) ont comparé l’utilisation de plusieurs solvants (H2O seule, TMAH 5%, 

MeOH/H2O 1/1, et MeOH/H2O 8/2) sur le DORM-2. Leurs résultats montrent que le TMAH 5% 

semble fournir le meilleur rendement (95 % contre 74 à 86%). Cependant, Quaghebeur et al., 

(2003) ont montré que ce réactif provoquait l’oxydation de l’As(III) en As(V) pendant 

l’extraction. 

L’utilisation de protéines modifiées rapportée dans les travaux de Smith et al., (2008), Chen et 

al., (2008) et Quaghebeur et al., (2003) permet des taux de récupérations satisfaisants dans les 

matrices végétales. 

Plusieurs études basées sur les travaux de Sloth et al., (2005) rapportent l’utilisation de NaOH 

dans de l’éthanol (EtOH) pour une extraction spécifique de l’arsenic inorganique dans les produits 

de la pêche (Dahl et al., 2010), mais cette méthode ne permet pas une quantification individuelle 

de chaque forme inorganique car elle provoque l’oxydation de l’As(III) en As(V). 

Enfin, les travaux de thèse de Dufailly (2008) ont montré que l’utilisation d’H2O seule ou de 

MeOH/H2O 8/2 donnent généralement des résultats similaires en As total et en spéciation, mais 

que la présence de MeOH peut induire une surestimation de l’As(III). 
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II.1.c. Extraction accélérée par solvant (ASE) 

L’extraction accélérée par solvant (« Accelerated solvent extraction » ou ASE), appelée aussi 

extraction liquide pressurisée (« Pressurized liquid extraction » ou PLE) est une technique 

d’extraction dont le principe est basé sur l’application de températures croissantes, qui 

augmentent les cinétiques d’extraction, et d’une pression élevée qui permet de garder le solvant en 

dessous de son point d’ébullition, ce qui rend les extractions plus sûres et plus rapides. Elle 

permet ainsi de réduire la consommation de solvant et de la durée de l’extraction. L’ensemble des 

études qui utilisent des méthodes d’extraction accélérées par solvant est regroupé dans le Tableau 

11. 

Tableau 11. Récapitulatif des méthodes d’extraction par ASE 

Volume 

cellule 

(mL) 

Prise 

d’essai 

(mg) 

Matrice Autre Référence 

H2O 

11 mL  SRM 1568a  Nam et al., (2006) 

11 mL 500-2000 riz  Heitkemper et al., (2001) 

5 mL 250-1250 carotte 
Filtration de l’extrait sur cartouche 

C18 
Vela et al., (2001) 

MeOH/H2O (1/3) 

11 mL  SRM 1568a  Nam et al., (2006) 

11 mL 500-2000 riz  Heitkemper et al., (2001) 

MeOH/H2O (1/1) 

11 mL  SRM 1568a  Nam et al., (2006) 

11 mL 250 DORM-2 
Extraction ASE avec acétone 

préalable 
Gallagher et al., (2002) 

11 mL 500-2000 riz  Heitkemper et al., (2001) 

10 mL 100-500 DORM-2, saumon, requin, thon, hareng 
Extraction ASE avec acétone 

préalable 
McKiernan et al., (1999) 

MeOH/H2O (3/1) 

11 mL 1000 SRM 1568a, riz  Narukawa et al., (2008) 

nc 100 
GBW-08751, DORM-2, BCR 278R, 

poisson, moule 
 Mato-Fernandez et al., (2007) 

11 mL 500-2000 riz  Heitkemper et al., (2001) 

MeOH 

11 mL  SRM 1568a  Nam et al., (2006) 

CH3COOH/MeOH (1/1) 

11 mL 250-270 DORM-2, TORT-2, DOLT-2  Wahlen et al., (2004) 

nc : non communiqué 

 

Cette technique a été testée à plusieurs reprises pour l’extraction de l’As dans les matrices 

alimentaires. Les travaux de McKiernan et al., (1999) ont rapporté des taux de récupération de 

l’As total satisfaisants et similaires à ceux obtenus avec une extraction liquide/solide avec 

sonication dans le DORM-2 (environ 87 %) et dans le hareng (85 et 98 %), alors que dans le 

requin, le saumon et le thon, les résultats étaient inférieurs à ceux obtenus après une sonication 
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(80, 75 et 72 % contre 89, 88 et 85 %). De plus, il semble que les deux méthodes d’extractions 

extraient dans les mêmes proportions les différentes espèces. 

Wahlen et al., (2004) ont également comparé l’extraction liquide/solide avec sonication, avec 

l’ASE dans les produits de la pêche et ont obtenu des résultats comparables pour l’extraction 

d’AsB dans les trois MRC utilisés (DORM-2, DOLT-4, et TORT-2), mais différents pour DMA 

(quantité plus importante avec ASE qu’avec sonication). 

Plus récemment, les travaux de Mato-Fernandez et al., (2007) dans des MRC de moule (GBW 

08751 et BCR 278R) et de poisson (DORM-2) ont permis d’obtenir des taux de récupération en 

As total plus ou moins satisfaisants (93, 69 et 65% respectivement). 

Nam et al 2006 ont comparé les rendements d’extraction de l’arsenic dans du riz avec 

différents mélanges MeOH/H2O à deux températures différentes, et ont obtenu des taux de 

récupération entre 42 et 64 % pour le SRM 1568a, bien inférieurs à ceux précédemment rapportés 

par Heitkemper et al., (2001) qui obtenaient dans des conditions semblables des rendements 

d’extraction compris entre 95 et 105 %. Néanmoins, leurs résultats sur matrices réelles de riz ont 

montré des rendements d’extraction nettement plus faibles, de 24 à 36 %. 

En conclusion, la méthode d’extraction par ASE reste encore peu utilisée pour l’extraction des 

composés arséniés dans les matrices alimentaires. 

 

II.1.d. Extraction enzymatique 

Les enzymes peuvent être utilisées pour déterminer une fraction bioaccessible d’un élément en 

mimant l’environnement vivant, mais également comme traitement initial pour l’extraction des 

composés arséniées dans certains types de matrice alimentaires. Les différents travaux qui 

rapportent l’utilisation d’enzymes pour l’extraction des espèces d’arsenic dans les matrices 

alimentaires sont présentés dans le Tableau 12. 
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Tableau 12. Récapitulatif des méthodes d’extraction enzymatiques 

Solvant 

(volume) 

Prise d’essai 

(mg) 
Durée Matrice Autre Référence 

Liquide-solide 

20 mg pepsine dans HCl 0,1M (7 mL) 250 6h 
DORM-2, BCR 627, moules, coques, huîtres, palourdes, colin, 

sole, sardine, maquereau, lotte, morue 
Filtration C18 Moreda-Pineiro et al., (2011) 

0,1 g trypsine dans NH4HCO3 0,1M (10 
mL) 

250 12h DORM-1, TORT-1, crabe, crevette, sardine  Rattanachongkiat et al., (2004) 

60 - 80 mg α-amylase dans H2O (20mL) 500 24h riz, céréales  Kohlmeyer et al., (2003) 

0,1 g trypsine dans NH4HCO3 0,1M (10 

mL) 
250 4h TORT-2, huîtres  Fitzpatrick et al., (2002) 

30 mg trypsine dans NH4HCO3 0,1M (10 

mL) 
500 nuit pomme 

Suivi d’extraction sonication 

avec 10mL MeOH/H2O 1/1, 

ou 4/6, ou ACN/H2O 4/6 

Caruso et al., (2001) 

0,1 g α-amylase dans NH4HCO3 0,1M (10 

mL) 
500 nuit riz  Heitkemper et al., (2001) 

100 mg trypsine ou pancréatine dans 

NH4HCO3 0,1M (5 mL) 
 nuit DORM-2, TORT-2, aliment pout bébé (sole, colin)  Pardo-Martinez et al., (2001) 

Ultrasons 
α-amylase et protéase type XIV (3 mL) 200 3 min (sonde) riz, moules, lait, soja, thon, céréales  Dufailly et al., (2011) 

75 mg pepsine dans HCl 0,1 M (7,5 mL) 250 5 min 
DORM-2, BCR 627, moules, coques, huîtres, palourdes, colin, 

sole, sardine, maquereau, lotte, morue 
Filtration C18 Moreda-Pineiro et al., (2011) 

30 g α-amylase dans 10 mL 0,2 mL 
(NH4)2CO3 

500 nuit SRM 1568a, SRM 1570, pomme 
Suivi de sonication 6 h dans 

ACN/H2O 8/2 
Nam et al., (2006) 

10 mg α-amylase dans 3 mL H2O, puis 30 

mg protéase XIV 
300 1 + 2 min (sonde) SRM 1568a, riz  Sanz et al., (2005b) 

α-amylase et protéase type XIV (3 - 5 mL) 100-300 1-7 min BCR 627, SRM 1568a, poulet, poisson, riz  Sanz et al., (2005a) 

MAE 
20 mg lipase; 5 mL tampon Tris 75 mM 

pH 7,5 puis 40 mg protéase XIV (5 mL) 
200 30 min + 30 min DOLT-3, foie de poisson  Hsieh et al., (2010) 

20 mg pronase E +5 mg lipase dans 

tampon phosphate pH 7,25 (10 mL) 
200 30 min DOLT-3, BCR 627, poisson  Reyes et al., (2009) 
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Plusieurs travaux rapportent l’utilisation d’ α-amylase seule (Heitkemper et al., 2001; 

Kohlmeyer et al., 2003; Nam et al., 2006) ou en complément d’une protéase de type XIV (Sanz et 

al., 2005b; Dufailly et al., 2011) pour l’extraction des espèces arséniées dans des matrices de riz, 

de céréales, de pomme. 

D’autres études sur des produits de la pêche rapportent l’utilisation de la trypsine (Pardo-

Martinez et al., 2001; Fitzpatrick et al., 2002; Rattanachongkiat et al., 2004). Rattanachongkiat et 

al., (2004) ont obtenu des rendements d’extraction satisfaisants dans des matériaux de référence 

(DORM-1 et TORT-1) et dans des produits de la pêche (82-106 %). Cependant, même si les 

travaux de Pardo-Martinez et al., (2001) ne se sont intéressés qu’à l’AsB et ceux de Fitzpatrick et 

al., (2002) à l’AsB et au DMA, leurs travaux rapportent des taux de récupération en As total de 

105% dans le DORM-2 (uniquement lié à l’AsB qui est la seule espèce quantifiée) et de 106% 

dans le TORT-2 qui sont considérés acceptables. 

Un inconvénient majeur de l’extraction enzymatique est le temps d’incubation qui doit être 

appliqué, qui est souvent long (généralement de 12 à 24 h dans un bain à 37°C). Cependant, un 

développement prometteur de cette technique est la combinaison de la sonication et de 

l’utilisation d’enzymes (Dietz et al., 2007), qui permet la facilitation de l’action des enzymes et 

une réduction du traitement de l’échantillon de quelques heures à quelques minutes voire quelques 

secondes. Ainsi, Moreda-Pineiro et al., (2011) ont réduit le temps d’hydrolyse à 5 min et ont 

obtenu des taux de récupération de 91 et 97% en DMA et AsB dans le BCR 627, et de 83 et 96% 

en As total dans le BCR 627 et le DORM-2. 

II.1.e. Conclusion 

En conclusion, l’extraction liquide/solide et l’extraction assistée par micro-ondes sont les deux 

techniques les plus couramment utilisées pour la mise en solution des espèces arséniées, et elles 

permettent toutes les deux d’atteindre des taux de récupération proches de 100%. Cependant, la 

MAE présente plusieurs avantages par rapport à la SLE : elle est plus rapide, plus simple à mettre 

en œuvre, plus reproductible, et elle permet de réduire les quantités de solvants utilisés. 

 

II.2. Méthodes de séparation des espèces arséniées 

Les analyses de spéciation requièrent deux techniques analytiques complémentaires pour d’une 

part séparer les différentes formes de l’élément considéré, et d’autre part pour les détecter et les 

quantifier. Diverses techniques sont rapportées pour la détection des différentes espèces : 
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techniques spectrophotométriques, HG-(CT)-GC-AAS (ou AFS), HG-AAS (ou AFS), MS, ES-

MS-MS... (Francesconi et Kuehnelt 2004), mais la grande majorité des travaux utilise une 

détection par ICP-MS (Guerin et al., 1999; Gong et al., 2002; B'Hymer et Caruso 2004; 

Francesconi et Kuehnelt 2004; Le et al., 2004; Leermakers et al., 2006). En effet, l’ICP-MS est 

aujourd’hui largement utilisé pour la détection des éléments traces en sortie de colonne 

chromatographique pour sa capacité multi-élémentaire spécifique, sa grande sensibilité pour une 

large gamme d’éléments et la compatibilité du débit d’introduction de l’échantillon avec la 

chromatographie liquide, permettant une acquisition des données en ligne. 

 

II.2.a. Séparation par chromatographie liquide (LC) 

Les espèces d’arsenic les plus couramment rencontrées peuvent être sous forme d’anions, de 

cations, ou neutres, et leur forme chimique dépend des conditions de pH du milieu. Pour la 

séparation des différentes espèces, la chromatographie d’échange d’ions et la chromatographie en 

phase inverse par appariement d’ions peuvent être utilisées. 

 

II.2.a.i. Chromatographie d’échange d’ions 

La chromatographie d’échange d’ions est couramment utilisée pour la séparation des ions et 

des substances facilement ionisables. Elle est basée sur un mécanisme d’équilibre et d’échanges 

entre une phase stationnaire d’une part, qui comporte à sa surface des ions et d’autre part, des ions 

de charge opposée dans une phase mobile. La chromatographie d’échange d’ions peut être utilisée 

en mode d’échange d’anions ou de cations. La séparation peut être influencée par la force du 

soluté, le pH de la phase mobile, la force ionique et la concentration du tampon, la température… 

Les colonnes échangeuses d’anions et de cations sont toutes deux utilisées pour les analyses de 

spéciation de l’arsenic. Les colonnes échangeuses d’anions (PRP-X 100, LC SAX, AS7) séparent 

le plus souvent les espèces As(III), As(V), MA et DMA, avec une rétention minimale de l’AsB et 

de l’AsC, tandis que les colonnes échangeuses de cations (PRP-X 200, LC SCX, 300 SCX) sont 

utilisées pour la séparation de l’AsB, l’AsC, le TMAO, et le TETRA. 

Le Tableau 13 et le Tableau 14 présentent respectivement les travaux d’analyse de spéciation 

de l’arsenic dans les matrices alimentaires qui font référence à l’utilisation de colonnes 

échangeuse de cations et d’anions. 
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Tableau 13. Récapitulatif des séparations par échange de cations 

Phase mobile 
Débit 

(mL/min) 

Temps 

(min) 

Espèces séparées 

(par ordre d’élution) 
Matrice Détection Référence 

Mode isocratique 

PRP X-200 (Hamilton) 

4mM C5H5N ; pH 2,8 1,5 8,3 As(III), AsB, (DMA+MA+As(V)) SRM 1568a, DORM-2, poisson, riz, poulet ICP-MS 
Pizarro et al., (2003a); 

Pizarro et al., (2003b) 

IonPac CS-10 (Dionex) 

5 mM C5H5N ; pH 2 1,0 10 AsS-PO4, DMA, AsB, AsC, AsS-OH algue, poisson, crustacés (encornet, huître, moule, crabe, crevette, palourde) ICP-MS Li et al., (2003) 

Ionospher 5C (Chromopak) 

10 mM C5H5N ; pH 2,7 1,5 10 
AsS-PO4, AsS-SO3, AsB, AsS-OH, DMAE, 

TMAO, AsC 
DORM-2, algue, IAEA 140-TM ICP-MS Navratilova et al., (2011) 

C5H5N, 3 % MeOH ; pH 2,7 nc 25 
DMA, DMAA, DMAP, AsB, TMAO, 

TMAP, AsC, TETRA 
DORM-2, poissons (cabillaud, saumon), moule ICP-MS Dahl et al., (2010) 

Nucleosil 5SA 

30 mM C5H5N, 2 %, MeOH ; 
pH 3 

1,0 15 As(V), DMA, AsB, TMAO, AsC, TETRA DORM-2, BCR 627 ICP-MS Falk et Emons (2000) 

Nucleosil 10SA 

100 mM C5H5N ; pH 3,1 1,0 nc AsB, TMA
+
 poisson grillé GF-AAS Hanaoka et al., (2001) 

Supelcosil LC-SCX (Supelco) 

20 mM C5H5N ; pH 2,6 1,5 6 AsB, TMAO, AsC, TETRA bivalves, gastropodes, crevettes, crabes, poissons, algues, coraux, feuilles ICP-MS Khokiattiwong et al., (2009) 

20 mM C5H5N ; pH 2,6 1,5 12 AsB, AsS-OH, AsS, TMAP, AsC, TETRA DORM-2, TORT-2, vers marins, algues, ormeau, oursin ICP-MS Foster et al., (2007) 

2,5 mM C5H5N ; pH 2,65 1,5 20 DMA, AsB, AsC, TETRA DORM-2, vers marin ICP-MS Fattorini et Regoli (2004) 

20 mM C5H5N ; pH 3 
nc nc 

AsB, TMAP, AsC, TETRA DORM-2, TORT-2, DOLT-2 ICP-MS Wahlen et al., (2004) 

20 mM C5H5N ; pH 2,2 1,5 10 AsB, AsS-gly, TMAP, AsC, TMAO, TETRA SRM 1566, AGAL-2, crabe, isopodes, gastropodes, poisson, crevette, huître ICP-MS Kirby et al., (2002) 

20 mM C5H5N ; pH 2,2 1,5 10 AsB, TMAP, AsC, TMAO, TETRA 
TORT-2, DORM-1, DORM-2, AGAL-2, AGAL-3, DOLT-1, BCR 626, BCR 

278R, SRM 1566b 
ICP-MS Kirby et Maher (2002) 

6,3 mM C5H5N ; pH 2,6 
nc nc 

nc DORM-2 foie d'animaux marins (cétacés, phoques, lamantins, tortues) ICP-MS Kubota et al., (2002) 

10 mM C5H5N ; pH 5,0 1,5 12 AsB, TMAO, AsC, TETRA poisson grillé ICP-MS Hanaoka et al., (2001) 

20 mM C5H5N ; pH 2,5 1,5 6 DMA, AsB, TMAP, AsC, TMAO, TETRA DORM-2 algue ICP-MS Kuehnelt et al., (2001) 

20 mM C5H5N ; pH 2,9 1,0 16,6 AsB, As(III), DMAE, TMAO, AsC, TMA
+
 algue, fluides de mouton (urine, sang) NIST SRM 2670 (urine) ICP-MS Feldmann et al., (2000) 

20 mM C5H5N ; pH 2-3 1,5 6,6 AsB, TMAO, AsC, TETRA DORM-1, DORM-2 ICP-MS Goessler et al., (1998) 

Zorbax 300 SCX (Agilent) 

10 mM C5H5N ; pH 2,3 1,5 8 AsB, TMAO, TMAP, AsC, TETRA Sauce de poisson ICP-MS Rodriguez et al., (2009) 

20 mM C5H5N ; pH 2,6 1,5 5 
AsB, TMAO, AsC, TETRA, oxo glycérol 

arsénoribose 

sédiments, algues, plantes, éponge, moule, poisson, grenouille DOLT-1, DORM-

2 
ICP-MS Schaeffer et al., (2006) 

10 mM C5H5N ; pH 2,6 1,5 9 
AsB, TMAO, AsC, TETRA, glycérol 

arsénoribose 
moules, DORM-2 ICP-MS Soeroes et al., (2005) 
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Phase mobile 
Débit 

(mL/min) 

Temps 

(min) 

Espèces séparées 

(par ordre d’élution) 
Matrice Détection Référence 

RSpak NN-614 (Showa Deenko) 

6 mM NH4NO3, 1,5 mM PDCA 0,8 nc As(III), DMA SRM 1568a, riz  Ohno et al., (2007) 

Mode gradient 

PRP X-200 (Hamilton) 

A : 100 mM NH4H2PO4 ; pH 4,5 

B : H2O 
1,0 15 TMAO, TMA+, AC DORM-2, poisson UV-HG-AFS Laparra et al., (2007) 

A : 100 mM NH4H2PO4 ; pH 4,5 

B : H2O 
1,0 15 TMAO, TMA+, AsC 

poisson (anchois, sardine, maquereau, sole, colin, saint pierre, encornet), moule, 

palourde, crevette 
UV-HG-AFS 

Devesa et al., (2001); Devesa 

et al., (2005) 

A : 1 mM NH4H2PO4 ; pH 9,3 

B : 20 mM NH4H2PO4 ; pH 9,3 
1,0 15 TMAO, TMA+, AC 

poissons (sole, colin, anchois, maquereau, sardine, encornet, morue salée) 

bivalves (palourdes, moules), crustacés (crevettes) poisson en conserve (thon, 

sardine), BCR 627 

UV-HG-AFS Suner et al., (2002) 

A : 100 mM NH4H2PO4 ; pH 4,5 

B : H2O 
1,0 15 TMAO, TMA+, AsC CRM 627, DORM-2, TORT-2, NFA-Shrimp, NFA-Plaice UV-HG-AFS Suner et al., (2001) 

Ionospher 5C (Chromopak) 

A : 3 % MeOH 

B: 50 mM C5H5N, 3 % MeOH ; 
pH 2,7 

1,0 25 
DMA, AsB, TMAO, AsC, TETRA, 

arsénosucres 
poissons (anguille, chevaine, carpe, mulet) ICP-MS Ciardullo et al., (2010) 

A : 0,5 mM C5H5N, 3 % MeOH ; 

pH 2,7 

B : 5 mM C5H5N, 3 % MeOH ; 

pH 2,7 

C : 20 mM C5H5N, 3% MeOH ; 

pH 2,7 

1,0 20 
DMA, DMAA, AsB, TMAO, TMAP, AsC, 

TMA+ 
DORM-2, TORT-2, BCR 627, scallop, krill ICP-MS Sloth et al., (2003) 

 



PREMIÈRE PARTIE. ÉTUDE BIBLIOGHRAPHIQUE 

60 

Les colonnes d’échange de cations ne permettent pas de retenir les espèces toxiques As(III) et 

As(V). Elles sont donc utilisées généralement en complément d’une colonne d’échange d’anions, 

avec un éluant composé de formate de pyridine, pour la détermination des espèces organiques. 

Dans la littérature, leur utilisation est principalement en mode isocratique sur une colonne 

Supelcosil LC-SCX couplée à une détection par ICP-MS. 
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Tableau 14. Récapitulatif des séparations par échange d’anions 

Phase mobile 
Débit 

(mL/min) 

Temps 

(min) 

Espèces séparées 

(par ordre d’élution) 
Matrice Détection Référence 

Mode isocratique 

PRP X-100 (Hamilton) 

25 mM KH2PO4 ; pH 5,8 1,1 15 As(III)+AsB, DMA, MA, As(V) DORM-2, DOLT-2, TORT-2, SRM 1566b, BCR 422, NMIJ 7402a HG-AFS Geng et al., (2009) 

10 mM KH2PO4/ K2HPO4 ; pH 6 0,8 15 As(III), DMA, MA, As(V) 
riz, légumes (carotte, tomate, haricots, oignon, radis, tournesol, 

noix), épices, eau 
HG-AFS Signes-Pastor et al., (2008) 

17,5 mM NH4H2PO4 ; pH 7,0 1,5 nc As(III), DMA, MA, As(V) GBW-08751, DORM-2, BCR 278R, poisson, moule UV-HG-AFS Mato-Fernandez et al., (2007) 

H2O ; pH 4,0 1,0 nc AsB, AsC GBW-08751, DORM-2, BCR 278R, poisson, moule UV-HG-AFS Mato-Fernandez et al., (2007) 

25 mM KH2PO4/ K2HPO4 ; pH 5,8 1,0 12 As(III)+AsB, DMA, MA, As(V) DORM-2, BCR 627, poulet UV-HG-AFS Sánchez-Rodas et al., (2006) 

10 mM (NH4)2CO3 ; pH 10,0 1,0 45 TMA, AsC, AsB, TMAP, arsénosucres BCR 627, DORM-2, BCR 278R, SRM 1566b ESI-MS Nischwitz et Pergantis (2005) 

12,5 mM NH4H2PO4 1,2 11,6 AsB, DMA, As(V) DORM-2, bulot 
ICP-MS, 

HG-AFS 
Urgast et al., (2010) 

12,5 mM NH4HCO3 0,6 30 AsB, DMA, As(V) DORM-2, bulot 
ICP-MS, 

HG-AFS 
Urgast et al., (2010) 

25mM (NH4)2CO3 ; pH 8,6 1,0 60 As(III), DMA, As(V) SRM 1568a, riz 
ICP-MS, 

HG-AFS 
Ackerman et al., (2005) 

20 mM NH4H2PO4 ; pH 6,0 1,5 14 DMA, As(V), arsénosucres DORM-2, algue, IAEA 140-TM ICP-MS Navratilova et al., (2011) 

20 mM NH4H2PO4 ; pH 5,6 1,5 20 
As(III)+AsS, DMA, MA, 

As(V),arsénosucres 

bivalves, gastropodes, crevettes, crabes, poissons, algues, coraux, 

feuilles 
ICP-MS Khokiattiwong et al., (2009) 

20 mM NH4H2PO4 ; pH 6 1,5 8 DMA sauce de poisson ICP-MS Rodriguez et al., (2009) 

6,66 mM NH4H2PO4,6,66 mM 
NH4NO3 ; pH 6.2 

 8 As(III), DMA, MA, As(V) SRM 1568a, riz ICP-MS Sun et al., (2009) 

30 mM NH4H2PO4 ; pH 5,6 1,0 10 As(III), DMA, MA, As(V) épinard, pousse de riz, sols ICP-MS Chen et al., (2008) 

20 mM NH4H2PO4 ; pH 5,6 1,5 10 As(III)+AsB, DMA, MA, As(V) DORM-2, BCR 477, algue rouge ICP-MS Huang et al., (2008) 

20 mM NH4H2PO4 ; pH 5,6 1,5 nc As(III), DMA, MA, As(V) riz ICP-MS Smith et al., (2008) 

20 mM NH4H2PO4 ; pH 5,6  12 
As(III), DMA, MA, As(V), 

arsénosucres 
DORM-2, TORT-2, vers marins, algues, ormeau, oursin ICP-MS Foster et al., (2007) 

20 mM NH4HCO3 ; pH 8,4 1,0 17 Arsénosucres algues ICP-MS Hirata et Toshimitsu (2007) 

30mM (NH4)2CO3 pH 8.5 1,0 15 As(III), DMA, As(V) SRM 1568a, SRM 1570, BCR 627, pomme ICP-MS Nam et al., (2006) 

20 mM NH4H2PO4 ; pH 5,6 1,5 10 
As(III), DMA, MA, As(V), 

arsénosucres 

DOLT-1, DORM-2, sédiments, algues, plantes, éponge, moule, 

poisson, grenouille 
ICP-MS Schaeffer et al., (2006) 

20 mM NH4HCO3, 3% MeOH ; pH 10,3 1,5 10 arsénosucres 
DOLT-1, DORM-2, sédiments, algues, plantes, éponge, moule, 

poisson, grenouille 
ICP-MS Schaeffer et al., (2006) 

20 mM NH4H2PO4 ; pH 5,6 1,0 40 arsénosucres algues ICP-MS Hirata et Toshimitsu (2005) 

10 mM KH2PO4/ K2HPO4 ; pH 6 1,0 12 As(III), As(V), MA, DMA SRM 1568a, riz ICP-MS Sanz et al., (2005b) 

10 mM KH2PO4/ K2HPO4, 2 % MeOH ; 
pH 8,5 

1,5 12 AsB, As(III), DMA, MA, As(V) SRM 1568a, BCR 627, riz, poulet, poisson, sol, ICP-MS Sanz et al., (2005a) 

20 mM NH4HCO3 ; pH 10,3 1,0 60 As(V), arsénosucres DORM-2, moules ICP-MS Soeroes et al., (2005) 

20 mM NH4H2PO4 ; pH 5,6 1,5 nc DMA, MA, As(V), arsénosucres DORM-2, moules ICP-MS Soeroes et al., (2005) 

10 mM NH4H2PO4, 10 mM NH4NO3 ; 

pH 6,3 
1,0 10 As(III); DMA, MA, As(V) huile de noix ICP-MS 

Kannamkumarath et al., 

(2004) 



PREMIÈRE PARTIE. ÉTUDE BIBLIOGHRAPHIQUE 

62 

Phase mobile 
Débit 

(mL/min) 

Temps 

(min) 

Espèces séparées 

(par ordre d’élution) 
Matrice Détection Référence 

2,2 mM NH4HCO3, 2,5 mM acide 

tartrique, 1 % MeOH ; pH 8,4 
nc nc nc DORM-2, TORT-2, DOLT-2 ICP-MS Wahlen et al., (2004) 

20 mM NH4HCO3 ; pH 10,3 1,5 15 
AsB, As(III), DMA, MA, As(V) + 

arsénosucres 

algue, poisson, crustacés (encornet, huître, moule, crabe, crevette, 

palourde) 
ICP-MS Li et al., (2003) 

10 mM NH4H2PO4 ; pH 6,0 1,5 14 As(III)+AsB; DMA; MA; As(V) SRM 1568a, DORM-2, poisson, riz, poulet ICP-MS Pizarro et al., (2003a) 

10 mM NH4H2PO4 ; pH 6,0 1,5 16 As(III)+AsB; DMA; MA; As(V) SRM 1568a, riz ICP-MS Pizarro et al., (2003b) 

20 mM NH4H2PO4 ; pH 5,6 1,5 10 As(III)+AsB, DMA, MA, As(V) plantes ICP-MS Quaghebeur et al., (2003) 

10-30 mM (NH4)2CO3 ; pH 8,5 0,8-1,0 18 AsC, AsB, As(III), DMA, MA, As(V) TORT-2 langouste (muscle, organes) ICP-MS Brisbin et al., (2002) 

10 mM K2SO4 ; pH 10,2 1,0 1 AsB, As(III), DMA, As(V) TORT-2, huître ICP-MS Fitzpatrick et al., (2002) 

20 mM NH4H2PO4 ; pH 5,6 1,5 40 
As(III)+AsB, DMA, MA, As(V), 

arsénosucres 

NIST SRM 1566b, AGAL-2, crabe, isopodes, gastropodes, poisson, 

crevette, huître 
ICP-MS Kirby et al., (2002) 

20 mM NH4H2PO4 ; pH 5,6 1,5 35 
As(III)+AsB, DMA, MA, As(V), 

arsénosucres 

TORT-2, DORM-1, DORM-2, AGAL-2, AGAL-3, DOLT-1, BCR 

627, BCR 278R, SRM 1566a crabes, gastropodes, poissons 
ICP-MS Kirby et Maher (2002) 

6,3 mM NH4H2PO4 ; pH 6,0 8,3 nc AsC, AsB, DMA, MA 
DORM-2 foie d'animaux marins (cétacés, phoques, lamantins, 

tortues) 
ICP-MS Kubota et al., (2002) 

10 mM NH4H2PO4, 10 mM NH4NO3 ; 

pH 6,2 
1,0 10 As(III)+AsB; DMA, MA, As(V) pomme ICP-MS Caruso et al., (2001) 

10 mM (NH4)2CO3 ; pH 9,0 1,0 35 
As(III), DMA, MA, As(V) + 

arsénosucres 
algues ICP-MS Gallagher et al., (2001) 

10 mM NH4H2PO4,10 mM NH4NO3 ; 

pH 6,3 
1,0 10 As(III)+AsB, DMA, MA, As(V) SRM 1568a, riz ICP-MS Heitkemper et al., (2001) 

30 mM H3PO4 ; pH 6,0 1,3 20 
As(III)+AsB; DMA; MA; As(V); 

arsénosucres 
SRM 2670 (urine), algue, fluides de mouton (urine, sang) ICP-MS Feldmann et al., (2000) 

25 mM NH4H2PO4 ; pH 5,8 1,1 12 As(III)+AsB; DMA; MMA; As(V) TORT-1, BCR 627, huître, coque, moule, algue (UV)-HG-ICP-MS Gomez-Ariza et al., (2000) 

20 mM NH4H2PO4 ; pH 5,6 1,5 18 
As(III)+glycérol ribose, DMA, MA, 

As(V 
algues ICP-MS Raber et al., (2000) 

30 mM NH4HCO3 ; pH 9,0 1,0 25 AsC, AsB, As(III), DMA, MA, As(V) DORM-2, poisson (saumon, requin, hareng) ICP-MS Ackley et al., (1999) 

AS7 (Dionex) 

12,5 mM HNO3 ; pH 1,8 0,5 nc 
As(III)+MA, As(V), DMA, AsB, 

TMAO+AsC, TMA 
riz, SRM 1566a ICP-MS Heitkemper et al., (2001) 

IC Sep ION-120 (Transgenomics) 

20 mM (NH4)2CO3 ; pH 9,0 1,0 nc nc SRM 1568a, riz 
ICP-MS, 

ESI-MS-MS 
Ackerman et al., (2005) 

10 - 20 mM (NH4)2CO3, 3 % MeOH ; 

pH 10,3 
1,7 20 As(III), MA, As(V), arsénosucres poissons d’eau douce (anguille, chevaine, carpe, mulet) ICP-MS Ciardullo et al., (2010) 

(NH4)2CO3, 3 % MeOH ; pH 10,3 nc nc As(III), MA, As(V) DORM-2, poissons (cabillaud, saumon), moule ICP-MS Dahl et al., (2010) 

40 mM (NH4)2CO3, 3 % MeOH ; 

pH 10,3 
1,0 10 As(III), As(V) TORT-2, DORM-2, moules ICP-MS Sloth et Julshamn (2008) 

50 mM (NH4)2CO3, 3 % MeOH ; 
pH 10,3 

1,0 7 As(III), MA, As(V) 
TORT-2, DORM-2, BCR 278R, crabe, homard, morue, crevette, 

maquereau, hareng, huître pétoncle, phoque 
ICP-MS Sloth et al., (2005) 

30 mM NH4HCO3, 2 % MeOH ; 
pH 10,0 

1,0 13 AsB, DMA, As(III), MA, As(V) DORM-2, BCR 627 ICP-MS Falk et Emons (2000) 

Supelcosil LC-SAX1 (Supelco) 

15 mM NH4H2PO4 ; pH 6,1 1,0 nc nc DORM-2, vers marins ICP-MS Fattorini et Regoli (2004) 

15 mM NH4H2PO4 ; pH 5,1 1,5 nc 
As(III), As(V), MA, DMA, AsB (ordre 

non communiqué) 
DORM-1, DORM-2 ICP-MS Goessler et al., (1998) 
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Phase mobile 
Débit 

(mL/min) 

Temps 

(min) 

Espèces séparées 

(par ordre d’élution) 
Matrice Détection Référence 

IC-Pak Anion HR 

10 mM (NH4)2CO3 ; pH 10 1,0 20 AsB, DMA, As(III), MA, As(V) SRM 1568a, riz ICP-MS Heitkemper et al., (2001) 

10 mM (NH4)2CO3 ; pH 10 1,0 7 AsB, DMA, As(III), MA, As(V) Carottes ICP-MS Vela et al., (2001) 

Excelpak G1836A (Agilent) 

2 mM NaH2PO4, 2mM EDTA ; pH 8,7 0,8 nc As(V), MA SRM 1568a, riz ICP-MS Ohno et al., (2007) 

G3154-650 (Agilent) 

10 mM NH4HCO3 ; pH 10,7 1,3 12 DMA, As(III), MA, As(V) bivalves, gastropodes, crevettes, crabes, poissons, algues, coraux, feuilles ICP-MS Khokiattiwong et al., (2009) 

Mode gradient 

PRP X-100 (Hamilton) 

A : 1 mM NH4H2PO4 ; pH 9,3 
B : 20 mM NH4H2PO4 ; pH 9,3 

1,0 15 AsB, As(III), DMA, MMA, As(V) DORM-2, poisson UV-HG-AFS Laparra et al., (2007) 

A : 1 mM NH4H2PO4 ; pH 9,3 

B : 20 mM NH4H2PO4 ; pH 9,3 
1,0 15 AsB, DMA, MA 

poisson (anchois, sardine, maquereau, sole, colin, saint pierre, encornet), 

moule, palourde, crevette 
UV-HG-AAS Devesa et al., (2005) 

A : 1 mM NH4H2PO4 ; pH 9,3 

B : 20 mM NH4H2PO4 ; pH 9,3 
1,0 15 AsB, As(III), DMA, MMA, As(V) 

poissons (sole, colin, anchois, maquereau, sardine, encornet, morue salée) 

bivalves (palourdes, moules), crustacés (crevettes) poisson en conserve 

(thon, sardine), BCR 627 

UV-HG-AAS Suner et al., (2002) 

A : 1 mM NH4H2PO4 ; pH 9,3 

B : 20 mM NH4H2PO4 ; pH 9,3 
1,0 15 AsB, As(III), DMA, MMA, As(V) BCR 627, DORM-2, TORT-2, NFA-Shrimp, NFA-Plaice UV-HG-AAS Suner et al., (2001) 

A : 1 mM NH4H2PO4 ; pH 9,3 

B : 20 mM NH4H2PO4 ; pH 9,3 
1,0 15 AsB, DMA, MA poisson (sardine, sole, colin, saint pierre) UV-HG-AAS Devesa et al., (2001) 

A : 20 mM NH4H2PO4 ; pH 5,6 

B : 20 mM NH4H2PO4, 50 % MeOH ; 

pH 5,6 

0,4 25 
As(III) + arsénosucre, DMA, MA, 

As(V), arsénosucres 
BCR 710 ICP-MS Raber et al., (2010) 

A : H2O 

B : 50 mM (NH4)2CO3 ; pH 9,5 
1,5 30 AsC, AsB, As(III), DMA, MA, As(V) TORT-2, sardine, huître, palourde, crevette, calamar ICP-MS Cao et al., (2009) 

A : 0,25 mM NH4H2PO4, 2 % MeOH ; 
pH 9,0 

B : 20 mM NH4H2PO4, 2 % MeOH ; 

pH 8,8 

nc 25 AsB, As(III), DMA, MA, As(V) DORM-2, BCR 627, poissons ICP-MS Lin et al., (2008) 

A : 10 mM (NH4)2CO3, 2 % MeOH ; 

pH 9,0 

B : 50 mM (NH4)2CO3, 2 % MeOH ; 

pH 9,0 

1,0 13 AsB, As(III), DMA, MA, As(V) DORM-2, espadon, urine ICP-MS Wang et al., (2007) 

A : 0,25 mM NH4H2PO4, 2 % MeOH ; 

pH 9,3 

B : 20 mM NH4H2PO4, 2 % MeOH ; 
pH 9,0 

nc 30 AsC, AsB, As(III), DMA, MA, As(V) DORM-2, SRM 2976, moules ICP-MS Argese et al., (2005) 

A : 5 mM Na2SO4 ; pH 10-10,5 
B : 50 mM Na2SO4 ; pH 10-10,5 

1,5 15 AsB, DMA, MA, As(V) DORM-1, TORT-1, sardine, crabe, crevette, loup de mer ICP-MS Rattanachongkiat et al., (2004) 

A : 5 mM CH3COOH, 5 mM 

NH4COOCH3 

B : 50 mM CH3COOH, 50 mM 

NH4COOCH3 

nc 30 MA, As(V), arsénosucres DORM-2, TORT-2, DOLT-2 ICP-MS Wahlen et al., (2004) 

A : 15 mM (NH4)2CO3 ; pH 8,5 

B : 50 mM (NH4)2CO3 ; pH 8,5 
0,8 30 AsC, AsB, As(III), DMA, MA, As(V) TORT-2, langouste (muscle, organes) ICP-MS Brisbin et al., (2002) 
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Phase mobile 
Débit 

(mL/min) 

Temps 

(min) 

Espèces séparées 

(par ordre d’élution) 
Matrice Détection Référence 

A : 0,25 mM NH4H2PO4, 2 % MeOH ; 

pH 9 

B : 20 mM NH4H2PO4, 2 % MeOH ; 

pH 8,8 

1,0 25 AsB, As(III), DMA, MA, As(V) DORM-2, BCR 627 ICP-MS Falk et Emons (2000) 

A : 5 mM NH4NO3, 5 mM (NH4)2CO3 ; 

pH 9 
B : 50 mM NH4NO3, 5 mM (NH4)2CO3 

; pH 9 

1,0 12 AsB, As(III), DMA, MA, As(V) DORM-2, saumon, requin, thon, hareng ICP-MS McKiernan et al., (1999) 

AS7 (Dionex) 

A : 0,5 mM CH3COOH/CH3COO
-
 pKa 

4,8 

B : 25 mM HNO3 

nc 
30 

As(III), DMA, MA, As(V), AsB), 

TMAO, AsC, TMA
+
 

DORM-2, surimi, crevettes, huîtres UV-HG-AFS Simon et al., (2004) 

A : 0,3 mM HNO3 

B : 25 mM HNO3 

nc 
30 

As(III), DMA, MA, As(V), AsB), 

TMAO, AsC, TMA 
DORM-2, surimi, crevettes, huîtres UV-HG-AFS Simon et al., (2004) 

A : 0,7 mM CH3COOH/CH3COO
-
 ; 

pH 4,65 

B : 0,5 mM HNO3 

C : 50 mM HNO3 

1,3 - 1,5 5,5 As(III), MA, DMA, As(V), AsB BCR 627, SRM 1568a, riz, moules, lait, soja, thon, céréales ICP-MS Dufailly et al., (2011) 

A : 1 mM HNO3, 1 % MeOH ; pH 2,9 

B : 80 mM HNO3, 1 % MeOH ; pH 1,3 
1,35 9,5 As(III), MA, DMA, As(V), AsB, AsC 

DORM-2, BCR 627, moules, coques, huîtres, palourdes, colin, sole, sardine, 

maquereau, lotte, morue 
ICP-MS Moreda-Pineiro et al., (2011) 

A : 0,5 mM HNO3, 0,05 mM BDSA ; 

pH 3,4 

B : 50 mM HNO3, 0,05 mM BDSA ; 

pH? 

1,0 18 
As(III), MA, DMA, As(V), AsB, 

TMAO 
BCR 627, krill, thon ICP-MS Nam et al., (2010) 

A : 1,0 mM HNO3, 1 % MeOH ; pH 2,9 

B : 80 mM HNO3, 1 % MeOH ; pH 1,3 
1,35 9,5 As(III), MA, DMA, As(V), AsB, AsC 

mollusques (moules, coques, coquilles st jacques), poisson (maquereau, 

sole, sardine) 
ICP-MS Moreda-Pineiro et al., (2008) 

A : 0,5 mM HNO3, 0,05 mM BDSA, 

0,5 % MeOH ; pH 3,4 
B : 50 mM HNO3, 0,05 mM BDSA, 

0,5 % MeOH ; pH 1,8 

  
As(III), MMA, DMA, As(V), AsB, 
TMAO, AC, TETRA arsénosucres 

huile de poisson ICP-MS Kohlmeyer et al., (2005) 

A : 0,5 mM HNO3, 0,05 mM BDSA, 

0,5 % MeOH ; pH 3,4 

B : 50 mM HNO3, 0,05 mM BDSA, 

0,5 % MeOH ; pH 1,8 

1,0 18 
As(III), MMA, DMA, As(V), AsB, 

TMAO, AC, TETRA+, arsénosucres 
riz, SRM 1568a, algue, DORM-2, huître ICP-MS Kohlmeyer et al., (2003) 

A : 0,5 mM HNO3, 0,05 mM BDSA, 

0,5 % MeOH ; pH 3,4 

B : 50 mM HNO3, 0,05 mM BDSA, 

0,5 % MeOH ; pH 1,8 

1,0 18 
As(III), MMA, DMA, As(V), AsB, 

TMAO, AC, TETRA, arsénosucres 
DORM-2, BCR 477, huître, algue ICP-MS Kohlmeyer et al., (2002) 

A : 0,4 mM HNO3, 0,05 mM BDSA ; 

pH 3,4 
B : 50 mM HNO3, 0,05 mM BDSA ; 

pH 1,3 

1,0 22 
As(III), MA, DMA, As(V), AsB, 

TMAO, AsC, TMA+ 
DORM-2, champignons ICP-MS Londesborough et al., (1999) 

A : 0,5 mM HNO3 ; pH 3,3 

B : 50 mM HNO3 ; pH 1,3 
1,0 20 As(III), DMA, As(V) AsB, AsC DORM-2, eau ICP-MS Mattusch et Wennrich (1998) 

A : H2O 

B : 0,3 M NaHCO3 ; pH 9 
0,7-1,5 40 

AsB, As(V), DMA, AsC, MA, PAA, 

As(III) 
moule, poisson ICP-MS Caroli et al., (1994) 

AS14 (Dionex) 
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Phase mobile 
Débit 

(mL/min) 

Temps 

(min) 

Espèces séparées 

(par ordre d’élution) 
Matrice Détection Référence 

A : 2 mM NH4HCO3, 2,2 mM C4H6O6 

pH 8,2 

B : 2 mM NH4HCO3 45 mM C4H6O6 ; 

pH 8,2 

nc 13 AsB, As(III), DMA, MA, As(V), PAA NIST 2670n, DORM-2, NIST 2710, eau, urine, poissons, sols ICP-MS Lindemann et al., (2000) 

AS4A (Dionex) 

A : 0,4 mM HNO3 ; pH 3,3 

A : 50 mM HNO3 ; pH 1,3 
1,2 20 

As(III), MA, DMA, As(V), AsB, 

TMAO, AsC, TMA+ 
DORM-2, huître, poisson, crevette ICP-MS Karthikeyan et Hirata (2004) 

AS16 (Dionex) 

A : 20 mM TMAOH 

B : 50 mM TMAOH 
1,0 - 1,5 10 

DMA, As(III), MA, p-ASA, As(V), 3-

AHPA, ROX 
Volaille ICP-MS Jackson et al., (2003) 

IC Sep ION-120 (Transgenomics) 

A : 1 mM (NH4)2CO3, 3 % MeOH ; 

pH 10,3 

B : 100 mM (NH4)2CO3, 3 % MeOH ; 
pH 10,3 

0,7 -1,5 17 As (III), MA, As(V) TORT-2, saumon, carrelet, maquereau ICP-MS Larsen et al., (2005) 

A : 5 mM NH4HCO3, 2 % MeOH ; 

pH 10,3 

B : 50 mM NH4HCO3, 2 % MeOH ; 

pH 10,3 

1 10 AsB, DMA, As(III), MA, As(V) DORM-2, BCR 627 ICP-MS Falk et Emons (2000) 

Benson AX10 

A : 0,1 mM K2SO4 ; pH 10,2 

B : 0,1 M K2SO4 ; pH 10,2 
1,0 23 AsB, DMA, MA, Asi TORT-2, huître ICP-MS Fitzpatrick et al., (2002) 

Supelcosil LC-SAX1 (Supelco) 

A : 2,5 mM NH4H2PO4 

B : 25 mM NH4H2PO4 
NC NC nc DORM-2, TORT-2, DOLT-2 ICP-MS Wahlen et al., (2004) 

BAX-10 (Benson) 

A : 0,05 mM Na2SO4 ; pH 10 

B : 100 mM Na2SO4 ; pH 10 
1,1 16,6 AsB, DMA, MA, As(V) DORM-2, TORT-2, aliments pour enfant à base de sole et de colin ICP-MS Pardo-Martinez et al., (2001) 

Metrosep anion Dual (Metrohm) 

A : 5 mM NH4NO3 

B : 50 mM NH4NO3, 2 % MeOH ; pH 

8,7 

1,0 7 AsB, As(III), DMA, MA, As(V) BCR 627, DOLT-3, poisson ICP-MS Reyes et al., (2009) 
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Pour la séparation des espèces par chromatographie d’échange d’anions, la colonne la plus 

fréquemment utilisée est la colonne Hamilton PRP-X100. Les études rapportent son utilisation en 

mode isocratique et en mode gradient en association avec une éluant phosphaté le plus souvent ou 

également carbonaté (Francesconi et Kuehnelt 2004; Ammann 2011). Cependant, l’utilisation de 

cette colonne en mode isocratique ne permet pas une bonne séparation des pics d’As(III) et 

d’AsB. Les travaux de Brisbin et al., (2002) rapportent qu’en mode isocratique, en diminuant la 

concentration en carbonate d’ammonium dans la phase mobile, on améliore la séparation entre 

l’AsC et l’AsB, mais on augmente le temps de rétention des autres composés, donc le temps 

d’analyse.  

Quelques travaux rapportent l’utilisation de la colonne ION 120 en mode isocratique (Sloth et 

Julshamn 2008; Ciardullo et al., 2010; Dahl et al., 2010) mais seul Falk et Emons (2000) 

rapportent une séparation satisfaisante de 5 espèces (AsB, DMA, As(III), MA et As(V)) à l’aide 

d’un éluant carbonate, les autres espèces (TMAO, AsC, TETRA) sortant dans le volume mort. De 

même, la séparation de ces cinq composés dans des échantillons de riz et de carotte a été rapportée 

de manière satisfaisante avec une colonne Pak anion HR à l’aide d’une phase mobile carbonée 

(Heitkemper et al., 2001; Vela et al., 2001). Toutefois, l’usage de cette colonne n’est plus 

rapporté par la suite. D’une manière générale, l’utilisation unique d’une colonne échangeuse 

d’anions en mode isocratique apparaît délicate dans la mesure où cela ne permet pas une bonne 

résolution des pics As(III) et AsB. 

En mode gradient, les colonnes de type IonPac (Dionex) connaissent un intérêt croissant 

depuis une dizaine d’années et remplacent peu à peu la colonne Hamilton PRP-X100, car elles 

permettent de séparer simultanément certaines espèces cationiques et anioniques. Mattusch et 

Wennrich (1998) et Londesborough et al., (1999) ont été les premiers à rapporter l’utilisation de 

la colonne AS7 pour la séparation simultanée de nombreuses espèces à l’aide d’un gradient 

composé d’HNO3 en présence ou non d’un agent d’appariement d’ions (BDSA). Une autre étude 

de Kohlmeyer et al., (2002) décrit la séparation de jusqu’à 17 composés arséniés dans un 

échantillon d’huître en moins de 20 minutes. De plus, un des avantages considérable de ce type de 

colonne est de pouvoir utiliser comme éluant uniquement de l’HNO3, parfaitement compatible 

avec une détection par ICP-MS et qui permet de se soustraire des problèmes d’encrassement de 

l’ICP-MS rencontrés avec des éluants phosphatés ou carbonés. 

En conclusion, les deux modes de séparation (isocratique et gradient) ont été utilisés pour la 

séparation des espèces d’arsenic par chromatographie d’échange d’anions. Même si la séparation 

en mode isocratique a été plus utilisée, la séparation en mode gradient permet toutefois une 

meilleure séparation des pics tout en réduisant la durée de séparation (B'Hymer et Caruso 2004). 
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II.2.a.ii. Chromatographie en phase inverse 

La chromatographie en phase inverse est une technique émergente de choix dans les sciences 

analytiques depuis les années 1980. Elle est largement utilisée pour la spéciation de nombreux 

ions métalliques à l’aide d’une grande variété de colonnes et de phases mobiles (Ali et Jain 2004). 

La chromatographie en phase inverse utilise une phase mobile aqueuse contenant une certaine 

quantité de solvant organique. La séparation est réalisée à l’aide d’une phase stationnaire dont la 

surface est moins polaire que la phase mobile. Pour séparer les espèces d’arsenic, un contre-ion 

est ajouté à la phase mobile pour former une paire d’ions. Classiquement, les ions utilisés pour 

l’appariement avec les espèces d’arsenic sont des chaînes alkyles. 

La séparation des espèces est influencée par l’hydrophobie de l’ion apparié, de la concentration de 

l’ion apparié, de la concentration du tampon, du pH de la phase mobile, de la phase stationnaire… 

Les différents travaux qui rapportent l’utilisation de la chromatographie en phase inverse pour la 

spéciation des espèces d’arsenic dans des matrices alimentaires sont présentés dans le Tableau 15. 
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Tableau 15. Récapitulatif des séparations en phase inverse  

Phase mobile Débit Temps Espèces séparées Matrice Détection Référence 

En mode isocratique 

Zorbax SB-AQ (Agilent) 

20 mM acide citrique, 5 mM hexanesulfonate ; pH 2,0 0,9 25 MA, DMA, p-ASA, ROX, NIT poulet, roquette, nourriture pour chien 
UV-HG-

AFS 
Monasterio et al., (2011) 

Capcell Pak C18 ODS (Shiseido) 

10 mM NaC4H9SO3, 4 mM TMAH, 4 mM CH2(COOH)2, 0,5 % 

MeOH ; pH 3,0 
1,0 11,6 

As(V), As(III), MA, DMA, AsB, TMAO, 

TMA, AsC, arsénosucres 

CRM 7402, eau, poissons, crustacés d'eau 

douce, algue 
ICP-MS Miyashita et al., (2009) 

2 mM CH2(COOH)2, 0,3 mM NaC4H9SO3, 5 mM NaC6H13SO3, 
0,5 % MeOH ; pH 3,0 

1,0 16 
As(V), MA+As(III), DMA, AsB, TMAO, 

AsC, TMA+ 

poisson, crevette, coquille saint jacques, 

huîtres, DORM-2, TORT-2, algues 
ICP-MS 

Hirata et Toshimitsu (2005) 

Hirata et Toshimitsu (2007) 

Hirata et al., (2006) 

Develosil C30 

10 mM NaC4H9SO3, 4 mM CH2(COOH)2, 4 mM TMAH, 0,1 % 

MeOH, 20 mM ammonium tartrate ; pH 2,0 
0,75 15 

As(V), As(III), MA, DMA, AsB, TMAO, 

TMA+, AsC 
CRM 7402, poisson, eau ICP-MS Morita et al., (2007) 

ODS 

10 mM NaC4H9SO3, 4 mM CH2(COOH)2, 4 mM TMAH, 0,05 % 

MeOH ; pH 3,0 
nc 6,6 As(V), As(III), MA, DMA SRM 1568a, riz ICP-MS Narukawa et al., (2008) 

C18 altima 

5 mM acide citrique/NaOH 5 mM NaC6H13SO3 ; pH 4,5 0,9 5 As(V), MA, As(III), DMA, AsB DORM-1, DORM-2 poisson (saumon, requin) ICP-MS Wrobel et al., (2002) 

Inertsil ODS (GL Sciences) 

10 mM TEAH, 4,5 mM CH2(COOH)2, 0,1 % MeOH ; pH 6,8 0,8 16,6 AsB, DMA, 4 arsénosucres SRM 1566b, coquille saint jacques (gonades) ICP-MS Lai et al., (2001) 

En mode gradient 

Inertsil ODS (GL Sciences) 

A : 4 mM TBA, 0,5 % MeOH ; pH 9,3 

B : 4 mM TBA, 10 mM CH2(COOH)2, 0,5 % MeOH pH 9,3 
1,2 11,6 AB, As(III), DMA, MMA, As(V) DORM-2, TORT-2, huître, poisson, crevette ICP-MS Karthikeyan et al., (2004) 
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Avec une séparation en phase inverse, le mode isocratique et la détection par ICP-MS sont les 

plus couramment utilisés. Le mode gradient est peu utilisé car une dérive du signal est probable 

lors des changements de composition de solvant organique de la phase mobile (B'Hymer et 

Caruso 2004).  

Même si la chromatographie en phase inverse permet de pouvoir séparer à la fois les analytes 

chargés et non chargés, elle reste peu utilisée pour la spéciation de l’arsenic dans les denrées 

alimentaires car elle est plus sensible aux changements de composition des matrices injectées 

(Beauchemin et al., 1989; B'Hymer et Caruso 2004). 

 

II.2.b. Électrophorèse capillaire (CE) 

L’électrophorèse est une méthode de séparation basée sur le rapport taille/charge des espèces 

chimiques soumises à un champ électrique. L’appareillage est constitué de deux récipients, 

remplis d’une solution électrolyte tamponnée, dans lesquelles trempent les extrémités d'un tube 

capillaire (diamètre interne entre 25 et 75 μm) ainsi que deux électrodes de platine. Le mélange à 

analyser est injecté par pression dans le capillaire, puis une tension de plusieurs kilovolts est 

appliquée entre les deux électrodes. Le champ électrique ainsi créé induit un mouvement des 

molécules et permet la séparation de celles-ci. 

L’avantage de l’électrophorèse capillaire par rapport aux techniques chromatographiques est 

son faible coût et sa grande vitesse d’analyse. Le Tableau 16 présente les travaux d’analyse de 

spéciation de l’arsenic qui utilisent cette technique dans des matrices alimentaires. 

Tableau 16. Récapitulatif des séparations par électrophorèse capillaire 

Tampon 
Voltage 

(kV) 

Espèces 

séparées 

Temps 

(min) 
Matrice Détection Référence 

25 mM CAPS, 

0,5 mM SDS ; pH 
9,5 

+25 
AsB, As(III), 

DMA, MA, As(V) 
10 DOLT-3 ICP-MS 

Hsieh et al., 
(2010) 

25 mM tampon 

borate, 10% 

MeOH; pH 9.2 

+30 
AsB, As(III), 

DMA, As(V) 
15 poisson 

ICP-MS, 

ESI-TOF-MS 

Meermann et 

al., (2008) 

20 mM NaH2PO4, 

5 mM Na2B4O7 ; 

pH 6,5 

+12 
As(III), DMA, 

MA, As(V) 
10 crevette, palourde ICP-MS 

Yang et al., 

(2009) 

15 mM Tris, 

15 mM SDS ; 

pH 9,0 

+22 
AsB, As(III), AsC, 

DMA, MA, As(V) 
13,3 

DORM-2, SRM 

1566a, huître 

poisson 

ICP-MS 
Yeh et Jiang 

(2005) 

20 mM sodium 
phosphate ; pH 5.7 

+30 

As(III), DMA, 3-

AHPAA, 4-

HPAA, o-ASA, 
MA, 3-ROX, 

As(V) 

20 fumier de poulet ICP-MS 
Rosal et al., 

(2005) 

L’électrophorèse capillaire (CE) reste peu utilisée pour l’analyse de matrices complexes en 

raison de la complexité d’optimisation des conditions de séparation (choix du tampon, pH et force 
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ionique du tampon, tension appliquée, température, dimensions du capillaire, utilisation 

d’additifs) et à cause des interférences dues aux effets de matrice. En effet, la séparation des 

espèces dans les échantillons riches en ions peut être difficile du fait que la force ionique induit 

une résistance électrique basse, ce qui donne des pics larges et mal résolus (Ali et Jain 2004). Par 

conséquent, pour le moment, la CE est difficilement applicable dans des conditions de routine du 

fait de son manque de reproductibilité et des faibles limites de détection dues aux faibles volumes 

d’échantillon (Ali et Jain 2004; Francesconi et Kuehnelt 2004). 

 

II.3. Choix analytiques retenus 

Dans le cadre de cette étude de spéciation de l’arsenic dans les produits de la pêche, la 

technique de couplage entre la chromatographie d’échange d’ions et une détection par ICP-MS, 

après une extraction assistée par micro-ondes utilisée a été retenue puis optimisée au sein du 

laboratoire lors d’une étude précédente (Dufailly et al., 2007).  

En effet, pour la mise en solution des espèces d’arsenic dans les produits de la pêche, la 

méthode d’extraction assistée par micro-ondes (MAE) semblait l’alternative la plus appropriée en 

raison de sa rapidité et sa simplicité de mise en œuvre, son absence de perte d’éléments volatils et 

de contamination par les particules atmosphériques (système fermé) et l’utilisation de volumes de 

solvant plus faibles impliquant moins de déchets et de risques de contamination. L’utilisation de 

l’eau comme solvant d’extraction s’est avérée la plus adaptée car elle permet une extraction 

satisfaisante des différentes espèces arséniées dans les produits de la pêche, tout en étant adaptée à 

une détection par ICP-MS. Ces avantages comparés aux autres techniques d’extraction testées 

dans la littérature sont des atouts précieux pour une utilisation en analyse de routine. 

L’application de la méthode sur des matrices alimentaires réelles nécessite une séparation 

simple et rapide des espèces et l’utilisation d’un détecteur sensible et robuste. Le couplage entre la 

séparation par chromatographie liquide et la détection par ICP-MS semblait répondre de la façon 

la plus pertinente à ces critères. Parmi le large choix de colonnes à échange d’ions (types de 

colonnes les plus utilisées pour la séparation des composés arséniés) testées dans la littérature, il 

apparaît que la colonne IonPac AS7 (Dionex) semblait potentiellement être le choix le plus adapté 

pour une séparation simple, rapide et simultanée des composés inorganiques et organiques 

contenus dans des matrices réelles. De plus, cette colonne nécessite un éluant (acide nitrique) qui 

s’avère être le plus compatible avec la détection par ICP-MS, technique de détection la plus 

utilisée pour les analyses de spéciation de l’arsenic. 
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La deuxième partie de ce mémoire portera donc sur la validation complète de ce protocole 

analytique et sur ses applications (Article I), afin de compléter les données nationales 

d’occurrence des espèces d’arsenic dans les produits de la pêche.  

 

III. Bioaccessibilité de l’arsenic et d’autres éléments traces d’intérêt dans les 

aliments : état de l’art 

La toxicité des contaminants dans les aliments ont montré que les risques sanitaires ne 

correspond pas de manière systématique aux doses d’exposition mesurées, dans la mesure où les 

teneurs totales ou en spéciation des contaminants présents dans les aliments ne donnent pas 

d’information sur leur bioaccessibilité ou leur biodisponibilité (Caussy et al., 2003). En effet, 

certains aliments peuvent être déclarés impropres à la consommation car ils contiennent une 

teneur en un contaminant supérieure à une limite fixée, alors que cet élément ne serait peut-être 

pas libéré de manière significative dans l’organisme pendant la digestion. 

 

III.1. Biodisponibilité et bioaccessibilité 

La biodisponibilité est définie comme la fraction d’un analyte absorbée et distribuée du 

système gastro-intestinal vers la circulation systémique (Ruby et al., 1996). La détermination de la 

biodisponibilité d’un élément toxique dans les aliments est cruciale dans le cadre de l’évaluation 

des risques. Cela nécessite l’utilisation de modèles in vivo (en dosant des concentrations d’un 

composé cible chez l’Homme ou l’animal après lui en avoir préalablement administré une 

quantité connue), ou des méthodes in vitro. 

Des études in vivo sur des modèles animaux (primates, porc, chien, lapin, rongeurs) ont été 

rapportées pour évaluer la biodisponibilité de l’arsenic dans les sols (Davis et al., 1992; Freeman 

et al., 1995; Ng et al., 1998 ; Juhasz et al., 2007; Juhasz et al., 2008). La proximité génétique de 

l’Homme et du singe en font un animal de choix pour les études de biodisponibilité in vivo, mais 

qui restent néanmoins difficiles à réaliser devant le coût des expérimentations. Les rongeurs sont 

utilisés pour de nombreuses applications médicales et environnementales mais ne permettent pas 

une représentation assez proche du métabolisme humain. Le porc représente un bon modèle pour 

des études de biodisponibilité in vivo en raison de sa similarité avec l’Homme en termes de 

physiologie, de système digestif, de développement, de besoins nutritionnels, et de métabolisme 

minéral. Néanmoins, l’utilisation de l’expérimentation animale pour les études de biodisponibilité 
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s’avère difficile à mettre en œuvre, du fait du coût élevé qu’elle représente et de la durée des 

expérimentations d’une part, et du problème éthique qu’elle soulève. 

Comme alternative aux méthodes in vivo, des méthodes in vitro permettant d’estimer la 

bioaccessibilité de composés ont été développées. En effet, l’étude de la bioaccessibilité, qui 

correspond à la fraction d’un composé qui est libérée de la matrice ingérée dans le tractus gastro-

intestinal, et qui devient donc disponible pour l’absorption intestinale vers le réseau sanguin 

(Intawongse et Dean 2006; Koch et al., 2007), constitue une première étape dans l’évaluation de 

la biodisponibilité d’un composé. Ces méthodes impliquent de reproduire les conditions 

retrouvées chez l’Homme pendant la digestion (température, agitation, pH, composition chimique, 

présence d’enzymes…), dans les différentes zones de l’appareil digestif humain (bouche, estomac 

et intestin). 

Ces méthodes in vitro présentent l’avantage d’une plus grande simplicité de mise en œuvre par 

rapport aux méthodes in vivo en étant plus rapides, plus précises, plus reproductibles, et à moindre 

coût. 

En 1981, Miller et al., (1981) ont testé une méthode qui permet d’évaluer la bioaccessibilité et 

donc indirectement la disponibilité du fer dans les aliments pour des études nutritionnelles. 

Depuis, de nombreuses méthodes ont été développées pour évaluer la bioaccessibilité de métaux 

dans le sol et les aliments (Intawongse et Dean 2006). 

On peut distinguer les méthodes « statiques » (ou « batch ») des méthodes « dynamiques ». Les 

méthodes statiques simulent le transit digestif en exposant de manière séquentielle l’échantillon 

aux différents compartiments digestifs (Intawongse et Dean 2006) et sont les plus fréquemment 

utilisées. Les méthodes dynamiques miment le passage graduel de l’échantillon dans le tractus 

gastro-intestinal à travers les différentes conditions physiologiques. Parmi ces méthodes, celle 

développée par Chu et Beauchemin (2004) pour l’évaluation de la bioaccessibilité du Zn et du Pb 

dans les céréales implique la lixiviation en continu d’un échantillon d’aliment solide par les 

différents fluides digestifs artificiels, le système étant directement relié à un ICP-MS afin de 

mesurer de manière continue la libération progressive des éléments traces de l’aliment par un 

réactif donné. 

De plus, la majorité des études se limite généralement à la simulation des étapes gastriques et 

intestinales sans inclure d’interactions avec la salive (Intawongse et Dean 2006), en considérant 

que la salive a une influence négligeable sur la bioaccessibilité des contaminants. Cependant, 

même si de nombreuses études ont été réalisées sur les sols, peu d’études se sont intéressées aux 

aliments, en particulier aux produits de la pêche. 
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Le Tableau 17 et le Tableau 18 présentent l’ensemble des études évaluant la bioaccessibilité de 

l’arsenic et des autres éléments dans les poissons et autres produits de la pêche. 
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Tableau 17. Études de bioaccessibilité de l’arsenic dans les poissons et autres produits de la pêche 

Matrice et Résultats 
Technique de 

détection 
Fluides digestifs Conditions de digestion Référence 

 AsT 

FI-HG-AAS 

Suc gastrique : pepsine, pH 2 

Suc pancréatique : pancréatine, bile, pH 5 

Modèle statique (SM) 

Gastrique : 2 g d’échantillon dans 100 mL de suc gastrique pendant 2 h 

Intestinale : 2 g d’échantillon dans 100 mL de suc intestinal pendant 5 h 

Torres-Escribano et al., 

(2011a) 

TORT-2 

IAEA 140-TM 

71 % 

72 % 

 AsT 

Suc gastrique : pepsine, lipase, pH 6,4 à 2 

Suc intestinal : pancréatine, bile, pH 6,4-7,2 

Modèle dynamique (TIM-1) 

Gastrique : ~ 4 g d’échantillon dans 250 mL de suc gastrique pendant 2h 

(réduction du pH de 6,4 à 2) 

Intestinale : transfert de l’échantillon dans le compartiment intestinal. passage de 

30 mL (duodénum, pH 6,4) et 70 mL (jéjunum, pH 6,9 et iléum, pH 7,2) de suc 

intestinal pendant 6 h 

TORT-2 

IAEA 140-TM 

67 % 

47 % 

 AsT  Espèces  

HG-ICP-MS 

Suc gastrique : 0,16 g de pepsine dans 1 mL 

d’HCl 0,2 M 

Suc intestinal : 0,2 mg de pancréatine, 0,004 g 

de pancréatine, 0,025 g de bile dans 5 mL de 

NaHCO3 0,001 M 

Modèle dynamique (continuous flow dialysis) 

3 g d’échantillon dans 12,5 mL d’eau ajustée à pH 2 avec HCl 6 M 

Gastrique : ajout de 375 µL de suc gastrique et agitation pendant 2h 

Intestinale : 2 g du mélange introduits dans un sac de dialyse dont la surface est 

balayée par une solution dialysante de NaHCO3. Le pH est augmenté de 2 à 5 

pendant 30 min et ajout de 625 µL de la solution intestinale. Dialyse poursuivie 

pendant 1 h 30 

Arkasuwan et al., (2011) 
Crevette 54 % 

Asi : 1 – 2 % 

As organique 52 – 57 % 

 AsT 

HPLC/ICP-MS 

Suc gastrique : 1,25 g/L de pepsine, 0,5 g/L de 

citrate de sodium, 0,5 g/L d’acide malique, 

1 mL/L d’acide acétique glacial, 0,15 M NaCl), 

pH ajusté à 1.8 avec HCl 

Suc intestinal : 0,175 g de bile, 0,05 g de 

pancréatine 

Modèle statique (PBET) 

Gastrique : 0,1 - 0,15 g d’échantillon dans 10 mL de solution gastrique pendant 1 

h 

Intestinale : ajustement du pH à 7 avec Na2CO3 et ajout des enzymes intestinales. 

Agitation pendant 4 h 

Williams et al., (2009) 
Écrevisse 

sauvages : 38 – 69 % 

exposées à As(III) et As(V): 12 – 78 % 

 AsT 

ICP-MS, 

HPLC/ICP-MS 

Salive : 6,8 g de KH2PO4, 77 mL NaOH 0,2 M 

dans 1 L d’H2O, pH 6,5 

Modèle statique 

Salive : 0,200 g d’échantillon dans 6 mL de salive 

 

Dufailly et al., (2008a) 

TORT-2 52 % 

DOLT-3 69 % 

DORM-3 57 % 

BCR 627 53 % 

 AsT  Espèces (mg/kg) 

Modèle dynamique 

~ 0,200 g d’échantillon dans un tube en PTFE 

Salive : lixiviation pendant 5 min 

 

TORT-2 57 % 

As(III) : 0,69 

DMA : 0,74 

AsB : 9,46 

AsC : 0,26 

MA : 0,24 

As(V) : 0,37 

TMAO : 1,42 

 

DOLT-3 42 % 

As(III) : 0,32 

DMA :0,24 

AsB : 2,90 

AsC : <LQ 

MA : 0,17 

As(V) : <LQ 

TMAO : <LQ 

 

DORM-3 59 % 

As(III) : <LQ 

DMA : 0,30 

AsB : 3,23 

AsC : 0,31 

MA : <LQ 

As(V) : 0,27 

TMAO : <LQ 

BCR 627 42 % 

As(III) : <LQ 

DMA :0,09 

AsB : 1,57 

AsC : <LQ 

MA : <LQ 

As(V) : 0,20 

TMAO : <LQ 
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Matrice et Résultats 
Technique de 

détection 
Fluides digestifs Conditions de digestion Référence 

 AsT Espèces 

HG-AAS, 

HPLC/HG-AFS 

Suc gastrique : 1 g de pepsine dans 10 mL d’HCl 

0,1 M, pH 2 

Suc intestinal : 0,2 mg de pancréatine, 1,25 g de 

bile dans 50 mL NaHCO3 0,1 M, pH 5 

Modèle statique 

5 g d’échantillon dans 90 mL d’eau ajustée à pH 2 avec HCl 6 M 

Gastrique : ajout de 10 mL de suc gastrique et agitation pendant 2 h 

Intestinale : augmentation du pH à 5 avec addition de NaHCO3 0,1 M et ajout de 

50 mL suc intestinal. Agitation pendant 2 h 

Laparra et al., (2007) 

DORM-2 95 % 
AsB : 67 % 

DMA : 32 % 

MA : 800% 

TETRA : 42 % 

sole crue 98 % AsB : 107 % MA : 612 % 

sole cuite 102 % AsB : 114 % MA : 235 % 

flétan cru 79 % AsB : 100 % TMAO : 71 % 

flétan cuit 100 % AsB : 124 % TMAO : 57 % 

 AsT Asi 

ICP-MS, 

HPLC/ICP-MS 

HG-AAS 

Suc gastrique : 30,03 g de glycine dans 1 L 

d’eau, pH ajusté à 1,5 avec HCl 1 M 

Suc intestinal : 0,0175 g de bile et 0,005 g de 

pancréatine, pH 7 

Modèle statique 

Gastrique : 0,25 - 1 g d’échantillon dans 10 mL de suc gastrique pendant 1 h 

Intestinale : ajustement du pH à 7 et ajout des enzymes intestinale. Agitation 

pendant 4 h 

Koch et al., (2007) 

palourdes 

contaminées 
36 – 44 % 86 -98% de l’AsT 

palourdes non 

contaminées 
83 - 88 % 6,2 - 6,8 % de l’AsT 

 AsT Asi 

HG-AAS Idem Laparra et al., (2007) Laparra et al., (2003) algue crue 32 - 67 % 49 – 77 % 

algue cuite 66 – 80 % 73 – 88 % 
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La plupart des travaux de bioaccessibilité de l’arsenic implique un modèle statique (en batch) 

(Laparra et al., 2003; Koch et al., 2007; Laparra et al., 2007; Williams et al., 2009), mais 

quelques études utilisent un modèle dynamique (Arkasuwan et al., 2011). Toutefois, les études en 

mode statique ne permettent pas de recueillir des données en temps réel sur la quantité libérée par 

chaque réactif digestif. Torres-Escribano et al., (2011a) et Dufailly et al., (2008a) ont comparé les 

deux approches. Les travaux de Torres-Escribano et al., (2011a) ont montré des résultats 

significativement différents en fonction du modèle utilisé (72 % avec le modèle statique et 47 % 

avec le modèle dynamique). De même, Dufailly et al., (2008a) rapportent des résultats de 

bioaccessibilité pour l’arsenic total différents pour le DOLT-3 et le CRM 627 avec une méthode 

statique (69 % et 53 %) et avec une méthode de lixiviation en ligne (42 % et 42 %). 

Dans les travaux sur la bioaccessibilité de l’arsenic, l’étape de la salive n’est le plus souvent 

pas prise en compte et son action n’a été évaluée que par une seule étude (Dufailly et al., 2008a). 

Cependant, les résultats ont montré que cette étape devrait être considérée, considérant dans cette 

étude que la totalité de l’arsenic bioaccessible est libéré par la salive, et que quasiment plus rien 

n’est ensuite libéré par les sucs gastrique et intestinal. 

Quelques études se sont également intéressées à considérer la nature des espèces libérées lors 

de la simulation de la digestion des les produits de la pêche (Koch et al., 2007; Laparra et al., 

2007; Dufailly et al., 2008a; Arkasuwan et al., 2011). Ainsi, (Laparra et al., 2003) ont étudié 

l’influence de la cuisson sur la bioaccessibilité de l’arsenic dans les algues et ont montré que la 

bioaccessibilité de l’As total et de l’As inorganique augmente après la cuisson, la bioaccessibilité 

de l’Asi atteignant jusqu’à 73 % et 88 % pour H. fusiforme et Porphyra sp. respectivement. 

Laparra et al., (2007) ont également étudié l’influence de la cuisson sur la bioaccessibilité de 

l’arsenic total dans les poissons et leur résultats ont montré cette fois que la cuisson ne modifiait 

pas la bioaccessibilité de l’arsenic total ni des espèces organiques (MA, DMA, AsB, TMAO, AsC 

et TETRA).Koch et al., (2007) ont comparé la bioaccessibilité de l’arsenic dans des palourdes 

contaminées et non contaminées. Les résultats ont montré que, dans la fraction bioaccessible qui 

représente entre 34 et 46 % de l’arsenic total dans des palourdes contaminées en As inorganique, 

l’arsenic inorganique est majoritaire (86 - 98% de l’As total). En revanche, dans les palourdes non 

contaminées, l’As inorganique dans la fraction bioaccessible (83 – 88 %) ne représentait que 6 à 

7 % de l’As total. 

De la même manière, Williams et al., (2009) ont évalué la bioaccessibilité de l’arsenic total 

dans des écrevisses sauvages et dans des écrevisses exposées à l’As(III) et à l’As(V), et rapportent 

que l’arsenic présent dans le muscle abdominal des écrevisses exposées à l’arsenic inorganique est 

présent sous forme inorganique et est très bioaccessible. 
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Arkasuwan et al., (2011) se sont également intéressés à la bioaccessibilité de l’arsenic 

inorganique dans des crevettes et ont montré qu’il contribuait à hauteur de 1 à 2 % seulement de 

l’arsenic total bioaccessible. 

Sur les espèces organiques, Laparra et al., (2007) rapportent des niveaux de bioaccessibilité de 

67 à 100 % pour l’AsB, 30 % pour le DMA, 45 % pour le TETRA et supérieurs à 50 % pour le 

TMAO dans les produits de la pêche. 
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Tableau 18. Études de bioaccessibilité des autres éléments dans les poissons et autres produits de la pêche 

Matrice étudiée 

Élément Technique 

de 

détection 

Fluides digestifs Conditions de digestion Référence 
Mn Cu Zn Cd Hg Pb 

Moule (crue)    68-79%   

GF-AAS  

Modèle statique 

Salive : 6 mL de salive ajouté à 4,5 g d’échantillon, pendant 5 min 

Gastrique : ajout de 12 mL de suc gastrique pendant 2 h 

Intestinal : ajout mu mélange 12 mL solution duodénale, 6 mL de 

bile, 2 mL HCO3
- pendant 2 h 

Houlbrèque et al., (2011) 

Moule (bouillie)    42-70%   

TORT-2 

   21% 4% 19% 

FI-HG-AAS 

Suc gastrique : pepsine, pH 2 

Suc pancréatique : 

pancréatine, bile, pH 5 

Modèle statique (SM) 

Gastrique : 2 g d’échantillon dans 100 mL de suc gastrique pendant 

2 h 

Intestinale : 2 g d’échantillon dans 100 mL de suc intestinal pendant 

5 h 
Torres-Escribano et al., 

(2011a) 

   53% 21% 7% 

Suc gastrique : pepsine, 

lipase, pH 6,4 à 2 

Suc intestinal : pancréatine, 

bile, pH 6,4-7,2 

Modèle dynamique (TIM-1) 

Gastrique : ~4 g d’échantillon dans 250 mL de suc gastrique 

pendant 2 h (réduction du pH de 6,4 à 2) 

Intestinale : transfert de l’échantillon dans le compartiment 

intestinal. passage de 30 mL (duodénum, pH 6,4) et 70 mL 

(jéjunum, pH 6,9 et iléum, pH 7,2) de suc intestinal pendant 6 h 

Espadon (cru)     59-87%  

HPLC-TO-CV-

AFS, CV-AFS  
Idem Torres-Escribano et al., (2010) 

Torres-Escribano et al., 

(2011b) 

Espadon (cuisiné)     35-49%  

Requin (cru)     43-69%  

Requin (cuisiné)     34-47%  

Bonito (cru)     17-23%  

Bonito (cuisiné)     12-17%  

Thon (cru)     13-19%  

Thon (cuisiné)     6-10%  

Bar (cru)  81-84% 70-72% 85-93%   

ICP-AES  

Modèle statique 

Salive : 6 mL de salive ajouté à 4,5 g d’échantillon, pendant 5 min 

Gastrique : ajout de 12 mL de suc gastrique pendant 2 h 

Intestinal : ajout mu mélange 12 mL solution duodénale, 6 mL de 

bile, 2 mL HCO3
- pendant 2h 

He et al., (2010) 
Bar (cuisiné*)  54-71% 37-52% 36-86%   

Dorade (crue)  83-85% 67-73% 83-85%   

Dorade (cuisiné*)  58-71% 28-51% 58-71%   

Espadon (cru)     38-83%  
HPLC-TO-CV-

AFS, CV-AFS 

Suc gastrique : 1 g de 

pepsine dans 10 mL d’HCl 

0,1 M, pH 2 

Suc intestinal : 0,2 mg de 

pancréatine, 1,25 g de bile 

dans 50 mL NaHCO3 0,1 M, 

pH 5 

Modèle statique 

10 g d’échantillon frais dans 90 mL d’eau ajustée à pH 2 avec HCl 

6 M 

Gastrique : ajout de 10 mL de suc gastrique et agitation pendant 2 h 

Intestinale : augmentation du pH à 5 avec addition de NaHCO3 

0,1 M et ajout de 50 mL suc intestinal. Agitation pendant 2 h 

Torres-Escribano et al., 

(2010) 
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Matrice étudiée 
Élément Technique 

de 

détection 

Fluides digestifs Conditions de digestion Référence 

Mn Cu Zn Cd Hg Pb 

Beluga (cru)     41% f  

C-GA-AAS  

Modèle statique 

Gastrique : 0,2 g d’échantillon dans 8 mL d’HCl dilué à pH 1,5. 

Ajout de 6,8 µL de pepsine. Agitation pendant 2 h 

Intestinal : Ajout de 4 mL de solution intestinale, ajustement du pH 

à 6,5, agitation pendant 2 h. ajout de 8 mL de solution de colon, 

ajustement du pH à 6,3, agitation pendant 18 h 

Laird et al., (2009) 

Phoque (bouilli)     4,.6% g  

Phoque (cru) 

    19% h  

    1% i  

    66% j  

Morse     15-48% k  

Narval (cru)     0.5% f  

Omble arctique (cru)     33-94% k  

Moule (crue) 79%  70% 72%   
Radiotraceur 

gamma 
 

Modèle statique 

Salive : 6 mL de salive ajouté à 4,5 g d’échantillon, pendant 5 min 

Gastrique : ajout de 12 mL de suc gastrique pendant 2 h 

Intestinal : ajout mu mélange 12 mL solution duodénale, 6 mL de 

bile, 2 mL HCO3
- pendant 2 h 

Metian et al., (2009) 

Moule (cuisinée) 82%  47% 34%   

Maquereau     68%  AAS 

Suc gastrique : pepsine à 

3 mg/mL 

Suc intestinal : 0,4 mg/mL 

pancréatine, 0,2 mg/mL 

lipase, 2,4 mg/mL de bile 

Modèle statique 

Gastrique :, ajout de solution pepsine, acidification pH 2, pendant 

1 h  

Intestinal : augmentation du pH avec 100 mL de NaHCO3 ajout de 

9 mL du mélange bile pancréatine lipase, ajustement du pH à 7, 

pendant 2 h 

Shim et al., (2009) 

Bulot (cru)  90% b 73% b 72% b  52% b 

FAAS, EAAS  

Modèle statique 

Salive : 6 mL de salive ajouté à 4,5 g d’échantillon, pendant 5 min 

Gastrique : ajout de 12 mL de suc gastrique pendant 2 h 

Intestinal : ajout du mélange 12 mL solution duodénale, 6 mL de 

bile, 2 mL HCO3
- pendant 2 h 

Amiard et al., (2008) 

Huître (crue) 
 61-97% b 59-82% b 62-84% b  19-34% b 

 30% a 84% a 29% a  28% a 

Moule 
 63% b 34% b 36% b  44% b 

 88% a 84% a 64% a  48% a 

Palourde 
 68% b 60% b 48% b  37% b 

 24% a 44% a 44% a  31% a 

Pétoncle  38% c 60% c 20% c  29% c 

Moule (crue) 
40% * 

25% ** 

25-30% * 

30% ** 
   

15-25%* 

10% ** 
ICP-MS 

Suc gastrique : 1,25 g de 

pepsine, 500 mg de malate, 

500 mg de citrate, 500 µL 

d’acide acétique, 420 µL 

d’acide lactique dans 1 L 

d’eau. pH 2,5 avec HCl 

Suc intestinal : 52,5 mg de 

bile, 15 mg de pancréatine 

dans solution saturée en 

NaHCO3 pH 7 

Modèle statique 

Gastrique :0,3 g d’échantillon dans 30 mL de suc gastrique 

Intestinal : ajout 5 mL de suc intestinal, pendant 2 h 

 

Navarro et al., (2008) 

Poisson (thon, espadon, 

sardine) (cru) 
    < 20%  HG-AFS 

Suc gastrique : pepsine 6% 

(w/v) dans NaCl 0,15 M 

Suc intestinal : pancréatine 

1,5 % (w/v), amylase 0,5% 

(w/v), bile 0,15% (w/v) 

Modèle statique 

Gastrique :25 g d’échantillon dans 75 mL pendant 4 h de suc 

gastrique 

Intestinal : ajustement du pH à 6,8 avec NaHCO3, ajout 50 mL de 

suc intestinal 

Cabanero et al., (2007) 
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Matrice étudiée 
Élément Technique 

de 

détection 

Fluides digestifs Conditions de digestion Référence 

Mn Cu Zn Cd Hg Pb 

Colin (frit)  87% 30%    

GFAAS, FAAS 

Suc gastrique : 1,6 g de 

pepsine dans 10 mL d’HCl 

Suc intestinal : 0,4 g de 

pancréatine, 2,5 g de bile 

dans 100 mL de NaHCO3 

0,1 M 

Modèle statique 

Gastrique : 30 g d’échantillon dans 70 mL d’H2O, ajustement pH à 

2, ajout solution gastrique (5 g de pepsine pour 100 g d’échantillon) 

pendant 2 h 

Intestinal : ajustement du pH à 5 avec NaHCO3, ajout de 18,8 mL de 

suc intestinal pendant 2 h 

Camara et al., (2005) 

Filet de colin (précuisiné)  87% 59%    

Huître (crue)  26-80% 50-80% 44-75%     Gastrique*(biodisponibilité) Bragigand et al., (2004) 

Thon (cru)     9%  HG-AFS 

Suc gastrique : pepsine 6% 

(w/v) dans NaCl 0,15 M 

Suc intestinal : pancréatine 

1,5 % (w/v), amylase 0,5% 

(w/v), bile 0,15% (w/v) 

Modèle statique 

Gastrique :25 g d’échantillon dans 75 mL pendant 4 h de suc 

gastrique 

Intestinal : ajustement du pH à 6,8 avec NaHCO3, ajout 50 mL de 

suc intestinal 

Cabanero et al., (2004) 

a : glandes digestives ; b :in toto ; c : muscle ; d : langue ; e : rein ; f : peau ; g : intestin ; h : foie ; i : cerveau ; j : sang ; k : chair ; * gastrique seulement ; ** intestinale seulement 
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Plusieurs travaux ont étudié la bioaccessibilité d’autres éléments traces dans les produits de la 

pêche. La bioaccessibilité du mercure a été évalué dans le TORT-2 par Torres-Escribano et al., 

(2011a), dans les mammifères marins par Laird et al., (2009) et surtout dans les poissons par 

Cabanero et al., (2004, 2007); Shim et al., (2009); Torres-Escribano et al., (2010); Torres-

Escribano et al., (2011b). Dans les poissons, d’autres éléments ont également été étudiés : Camara 

et al., (2005) se sont intéressés au Cu et au Zn et He et al., (2010) au Cu, Zn et Pb. La 

bioaccessibilité de plusieurs autres éléments traces a été évaluée dans les bivalves par plusieurs 

travaux : Bragigand et al., (2004) pour le Cu, le Zn et le Cd, Navarro et al., (2008) pour le Mn, le 

Cu, et le Pb, Amiard et al., (2008) pour le Cu, le Zn, le Cd, et le Pb, Metian et al., (2009) pour le 

Mn, le Zn, et le Cd, et Houlbrèque et al., (2011) pour le Cd. 

La plupart de ces études de bioaccessibilité ont été réalisées à l’aide d’un modèle statique. 

Seuls Torres-Escribano et al., (2011a) ont comparé une approche dynamique et une approche 

statique pour la détermination de la bioaccessibilité totale du cadmium, du mercure et du plomb 

dans le TORT-2 et ont observé des différences significatives en fonction du modèle utilisé et des 

éléments étudiés (modèle statique : Cd 21 %, Pb 19 %, Hg 4 % ; modèle dynamique Cd 53 %, Pb 

7 %, Hg 21 %). Seules les études basées sur les travaux de Versantvoort et al., (2005) intègrent la 

salive dans leurs travaux de bioaccessibilité (Amiard et al., 2008; Metian et al., 2009; He et al., 

2010; Houlbrèque et al., 2011), les autres études négligent cette étape et ne considérent que les 

étapes gastriques et intestinales. 

Parmi les études de bioaccessibilité, Plusieurs travaux se sont intéressés à l’influence du mode 

de préparation sur la bioaccessibilité des éléments. Ainsi, la bioaccessibilité du Mn, du Zn et du 

Cd (Metian et al., 2009), et du Cd (Houlbrèque et al., 2011) ont été comparées dans des 

échantillons de moules crues et cuites, et celle du Cd, du Cu et du Zn (He et al., 2010) et du Hg 

(Torres-Escribano et al., 2011b) ont été comparées dans des poissons. Les résultats ont montré 

que dans les matrices étudiées, la cuisson diminue la bioaccessibilité de tous ces éléments. 

Amiard et al., (2008) se sont eux intéressés à l’influence de l’ajout de vinaigre ou de citron sur 

la bioaccessibilité du Cd, du Cu, du Pb et du Zn dans des huîtres et ont montré cela entrainait une 

diminution de la bioaccessibilité du Cu et du Pb, alors que pour le Cd et le Zn, les effets pouvaient 

être plus variables selon les matrices et le type de mastication. 
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III.2. Choix analytiques retenus 

Pour l’estimation de la bioaccessibilité de l’arsenic dans les produits de la pêche, nous avons 

choisi d’utiliser une méthode dynamique de lixiviation en ligne. La méthode de lixiviation en 

continu mise au point précédemment (Chu et Beauchemin 2004) et adaptée à l’arsenic par 

Dufailly et al., (2008a) se présente comme une approche pragmatique puisqu’elle permet la 

détermination de la quantité maximale d’un élément donné libérée par chacun des réactifs gastro-

intestinaux en temps réel, via la détection par ICP-MS. Cette approche permet de plus d’acquérir 

des informations sur les interactions entre un élément et une matrice donnée tout en limitant les 

éventuelles contaminations durant les étapes de préparation de l’échantillon dans la mesure où le 

système de travail est fermé. 

La troisième partie de ce mémoire portera sur le développement, les améliorations apportées à 

cette méthode de lixiviation en continu et ses applications, fournissant ainsi des éléments 

d’informations sur la bioaccessibilité de l’arsenic total et des espèces d’arsenic (Article II) dans 

les produits de la pêche, mais également à l’application de cette méthode à d’autres éléments 

traces en total sur ces échantillons (Article III). 
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Deuxième partie. Méthode de spéciation de l’arsenic dans les produits 

de la pêche : extraction assistée par micro-ondes et analyse par 

couplage HPLC/ICP-MS 
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I. Introduction 

Le Laboratoire de Sécurité des Aliments (LSA) a été désigné par le Ministère de 

l’Alimentation, de l’Agriculture et de la Pêche (Arrêté du 29 décembre 2009) comme Laboratoire 

National de Référence (LNR) dans le domaine de compétence des « Métaux lourds dans les 

denrées alimentaires d’origine Animale ». 

Parmi les missions qui incombent aux LNR, on peut citer le développement, l’optimisation et 

la validation de méthodes d’analyse et la participation à leur normalisation, l’animation technique 

du réseau de laboratoires agréés notamment au regard des méthodes officielles du LNR, et la 

mission de répondre à toute demande d’expertise scientifique ou technique du ministère chargé de 

l’agriculture et des autres ministères intéressés. 

C’est dans ce contexte que se situe cette seconde partie du mémoire qui est consacrée à 

l’évaluation de la méthode analytique permettant la spéciation de sept composés arséniés dans les 

produits de la pêche (As(III), As(V), MA, DMA, AsB, TMAO et AsC) par couplage HPLC/ICP-

MS, et aux applications relatives à cette méthode. L’objectif est de transférer ensuite cette 

méthode et notre savoir-faire à plusieurs laboratoires agréés, afin de compléter par l’étude de la 

spéciation de l’arsenic, les prochains plans de surveillance et plan de contrôle des contaminants 

chimiques du milieu aquatique dans les produits de la pêche. 

Après avoir présenté les aspects théoriques et pratiques des systèmes d’extraction assistée 

par micro-ondes, de séparation par chromatographie d’échange d’ions, et de détection par ICP-MS 

qui ont été retenus, nous présenterons l’évaluation des performances analytiques de la méthode 

suivant les normes NF V03-110 (AFNOR 1993), XPT 90-210 (AFNOR 1999), FD V03-115 

(AFNOR 1996), ainsi que les différents contrôles qualité mis en place. Enfin, nous présenterons 

les résultats des applications de cette méthode sur des matériaux de référence et sur divers 

produits de la pêche qui ont fait l’objet de l’article I publié dans « Talanta ». 
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II. Conditions expérimentales 

II.1. Extraction assistée par micro-ondes (MAE) 

II.1.a. Principe de la MAE 

Contrairement aux techniques classiques de chauffage par conduction ou convection, 

l’utilisation des micro-ondes implique une interaction directe entre un rayonnement 

électromagnétique et la matière. Le chauffage par micro-ondes d’un produit résulte ainsi de la 

conversion en chaleur de l’énergie d’une onde électromagnétique (captée sous forme de radiation 

de longueur d’onde entre 1 cm et 1 m) au sein de ce matériau. Ce transfert d’énergie particulier 

induit un transfert de matière lui aussi particulier et dont les mécanismes diffèrent notablement de 

ceux de l’extraction solide-liquide traditionnelle. 

Les durées des procédés d’extraction assistée par micro-ondes sont de l’ordre de quelques 

minutes et les rendements sont dans la plupart des cas comparables à ceux obtenus par les 

procédés traditionnels d’extraction. 

Un programme de chauffage déterminant la puissance des micro-ondes en fonction du temps 

est constitué de trois étapes : une montée progressive en température et en pression afin de limiter 

les risques d’emballement thermique pouvant entraîner des surpressions, une étape de chauffage à 

température constante suivie d’une étape de refroidissement. 

 

II.1.b. Préparation des échantillons 

Pour éviter une éventuelle contamination, le matériel utilisé a été nettoyé suivant une 

procédure de nettoyage de la vaisselle de laboratoire spécifique : rinçage à l’eau ultrapure, 

décontamination dans un bac de HNO3 à 10 % pendant six heures minimum, rinçage à l’eau 

ultrapure et séchage en étuve à 50°C. 

Les conditions d’extraction ont été préalablement optimisées par les travaux de thèse de 

Vincent Dufailly. Une prise d’essai d’environ 0,150 g d’échantillon lyophilisé est introduite dans 

un récipient de digestion en quartz. Un volume de 10 mL d’eau ultrapure est ajouté pour la mise 

en solution des espèces arséniées. En plus des échantillons, chaque série d’extraction comprend, 

un blanc d’extraction, et un MRC. 
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À la fin du programme (Tableau 19), l’extrait est transféré dans un tube en polyéthylène de 

50 mL, complété au volume final avec de l’eau ultrapure, puis centrifugé à 3500 rpm. Le 

surnageant est filtré sur filtre seringue. 

Tableau 19. Programme MAE  

Étape Température initiale (°C) Température finale (°C) Durée (min) Puissance (W) 

1 20 80 2 800 

2 80 80 6 800 

3 80 20 20 - 

 

II.2. Couplage HPLC-ICP-MS 

Le couplage de la chromatographie en phase liquide avec l’ICP-MS a été proposé pour la 

première fois à la fin des années 80, et l’ICP-MS est aujourd’hui largement utilisé pour la 

détection des éléments traces en sortie de colonne chromatographique en raison de : 

- sa capacité multi-élémentaire ; 

- sa spécificité ; 

- la compatibilité du débit d’introduction de l’échantillon avec la chromatographie liquide, 

permettant une acquisition des données en ligne ; 

- sa grande sensibilité pour une large gamme d’éléments. 

 

II.2.a. Séparation 

II.2.a.i. Séparation des espèces par chromatographie d’échange d’anions 

Une chaîne HPLC Ultimate 3000 (Dionex) a été utilisée lors de cette étude. 

La séparation des espèces arséniées a été réalisée sur une colonne chromatographique IonPac 

AS7 (250 mm × 4 mm, Dionex) précédée d’une garde IonPac AG7 (50 mm × 4 mm, Dionex). La 

phase stationnaire hydrophobe de cette colonne est constituée d’un polymère sur lequel sont 

greffés des groupements ammonium quaternaires d’alkyle. 

La forme chimique des différentes espèces d’arsenic étudiées est influencée par les conditions 

du milieu, comme le montre la Figure 5. 
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Figure 5. pKa et formes chimiques prédominantes des différentes espèces d’arsenic selon le pH 

(d’après Suner et al., (2001)) 

 

II.2.b. Détection par ICP-MS 

II.2.b.i. Principe général 

L’ICP-MS est le couplage d’une torche à plasma et d’un spectromètre de masse. La Figure 6 

présente le schéma simplifié des différents éléments qui constituent un appareil d’ICP-MS. 

 

Figure 6. Représentation schématique d’ ICP-MS (source : 

http://iramis.cea.fr/Images/astImg/348_2.gif) 

 

L’aérosol généré par le nébuliseur est introduit au centre du plasma par l’intermédiaire de la 

torche à plasma, généralement constituée de 3 tubes concentriques en quartz. Elle est située au 

centre d’une bobine inductive qui permet de générer et d’entretenir le plasma. Ainsi, l’échantillon 

est désolvaté, atomisé, puis ionisé sous forme de cations monovalents. Les ions formés au centre 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

As(III)                  9,3

MA               3,6 / 8,2

DMA                    6,3

As(V) 2,3 / 6,7 / 11,5

AsB                       2,2

TMAO                  3,6

AsC                          -

pH

H3AsO3 H2AsO3
-

CH3AsO(OH)2 CH3AsO2(OH)- CH3AsO3
2-

(CH3)3As+OH

(CH3)2AsO(OH) (CH3)2AsO2
-

H3AsO4 H2AsO4
- HAsO4

2- AsO4
3-

(CH3)3AsCH2COOH (CH3)3AsCH2COO-

(CH3)3AsO

(CH3)3As(CH2)2OH

Espèce              pKa

http://iramis.cea.fr/Images/astImg/348_2.gif
http://iramis.cea.fr/Images/astImg/348_2.gif


DEUXIÈME PARTIE 

88 

de la décharge sont transférés dans le spectromètre de masse par l’intermédiaire de l’interface, 

constituée de deux cônes, l’échantillonneur (ou « sampler ») et l’écorceur (ou « skimmer ») qui 

permettent d’extraire les ions du plasma. Une pompe primaire permet de maintenir un vide de 

l’ordre de 101 Pa entre les deux cônes. Derrière l’orifice du cône échantillonneur se forme un jet 

supersonique qui traverse l’orifice du cône écorceur puis les lentilles ioniques qui permettent de 

focaliser le faisceau d’ions avant d’atteindre le spectromètre de masse. L’analyseur est un filtre 

quadripolaire constitué de quatre barres cylindriques soumises à un potentiel continu et un 

potentiel alternatif qui permettent de sélectionner un rapport masse/charge (m/z) à envoyer 

jusqu’au détecteur qui est un multiplicateur d’électrons et qui nécessite un vide poussé assuré par 

des pompes turbo moléculaires. 

 

II.2.b.ii. Quantification de l’arsenic total 

La quantification de l’arsenic total est basée sur une méthode interne de l’unité CIME «analyse 

multi-élémentaire (As, Cd, Hg et Pb) dans les denrées alimentaires d’origine animale par ICP-MS 

après minéralisation par micro-ondes en système fermé» qui est accréditée par le COFRAC (Noël 

et al. 2005). L’ICP-MS utilisé est un X-Series II (Thermo Scientific). Les solutions sont drainées 

par une pompe péristaltique à partir des tubes disposés sur un passeur d’échantillons automatique 

ASX 510 (CETAC). 

Le rapport m/z = 75 étant susceptible d’être interféré par l’ion polyatomique 40Ar35Cl+, le 

signal de l’As mesuré est corrigé selon l’équation suivante : 

                                                  

Avec  3,127 =                                        

et  0,826 =                                   . 

L’acquisition des données a donc été réalisée en mode continu aux rapports masses sur charges 

m/z = 75 (75As), m/z = 77 (77ArCl), m/z = 82 (82Se), en mode standard et en appliquant une 

correction mathématique pour pallier l’interférence 40Ar35Cl+. 
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II.2.b.iii. Couplage HPLC-ICP-MS 

L’ICP-MS utilisé est le même que celui décrit au paragraphe II.2.b.iiII.2.b.ii. Le système 

chromatographique est relié au nébuliseur de l’ICP par un capillaire en PEEK de 50 cm de long et 

de 0,17 mm de diamètre interne qui doit être le plus court possible pour limiter le temps mort 

d’élargissement des pics. Une carte électronique dite « trigger » permet de synchroniser l’injection 

de l’échantillon dans la colonne chromatographique réalisée à l’aide de la chaîne HPLC et 

l’acquisition des données par l’ICP-MS. L’acquisition des données est réalisée en mode « temps 

résolu » (Time-Resolved-Analysis, ou TRA) au rapport m/z = 75. L’ensemble des paramètres 

chromatographiques et d’ICP-MS est résumé dans le Tableau 20. 

Tableau 20. Paramètres chromatographiques et d’ICP-MS 

 

 

Les conditions chromatographiques ont préalablement été optimisées par les travaux de 

Dufailly et al., (2007) à l’aide de plans d’expérience afin de séparer de manière satisfaisante les 

sept espèces d’arsenic (As(III), MA, DMA, As(V), AsB, TMAO, et AsC) en moins de 12 

minutes ; la Figure 7 représente un chromatogramme des espèces étudiées, ainsi que les 

conditions de gradient appliquées. 

Paramètres HPLC 

Débit de phase mobile : 

Température colonne : 

Phase mobile A : 

Phase mobile B : 

Gradient : 

1,35 mL/min 

25°C 

0,8 mM HNO3, 1 % MeOH ; pH 3,8 

500 mM HNO3, 1 % MeOH ; pH 1,4 

0 - 3 min : 99 % A 

3 - 5 min : 10 % A 

5 - 12 min : 80 % A 

Paramètres ICP-MS 

Puissance RF : 

Débit de gaz plasmagène : 

Débit de gaz auxiliaire : 

Débit de gaz de nébulisation : 

Dwell time : 

Isotopes mesurés : 

1450 W 

14,9 L/min 

0,8 L/min 

0,9 L/min 

500 ms 

m/z 75 (
75

As), m/z 77 (
40

Ar
37

Cl) 
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Figure 7. Chromatogramme d’une solution étalon de 7 espèces d’As (2 µg/L en As(III), MA, 

DMA, As(V), TMAO et AsC et 6 µg/L en AsB) obtenu dans les conditions chromatographiques 

données 

 

III. Validation et applications de la méthode de spéciation 

III.1. Résultats expérimentaux  

Les analyses de spéciation de l’arsenic nécessitent que la matrice à analyser soit lyophilisée. 

Dans le cadre de la validation de la méthode d’analyse, plusieurs matériaux de référence certifiés 

(MRC) pertinents comme le TORT-2 (hépatopancréas de homard), le DORM-3 (protéine de 

poisson), le BCR 627 (thon), le SRM 1566b (huître) et le DOLT-4 (foie de roussette) ont été 

utilisés (Première partie II.1), ainsi que plusieurs échantillons réels de produits de la pêche 

(moules, crevettes, crabe, colin, saumon…). Une fois la méthode validée, des contrôles qualités 

internes (CQI) pertinents ont été mis en place. Ils ont été complétés par des contrôles qualités 

externes (CQE) lors de notre participation à des essais interlaboratoires d’aptitude (Eilas), afin de 

tester également cette méthode sur des échantillons inconnus (en situation réelle) et aussi sur 

d’autres matrices d’intérêt comme le riz… Enfin, cette méthode a été utilisée afin de déterminer 

d’une part les concentrations exactes en espèces arséniées dans les 65 échantillons de produits de 

la pêche de l’étude EAT 2 et d’autre part, d’estimer plus précisément les % d’Asi présents dans 

chacun de ces échantillons. Nous avons également eu l’opportunité de participer à un exercice de 

certification d’un échantillon de riz pour l’As(III), l’As(V) et le DMA, organisé par l’Institute for 

Reference Materials and Measurements (IRMM). 

Une grande partie de ces travaux ont été publiés dans le journal Talanta et sont présentés dans 

l’Article I (Leufroy et al., 2011). Toutefois, il nous apparait primordial d’apporter au préalable des 
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résultats complémentaires permettant de mieux appréhender l’ensemble de la démarche de mise 

sous assurance qualité analytique (AQA) de cette méthode. Enfin, les résultats non inclus dans 

cette publication sont également ajoutés dans cette partie du mémoire (Eilas et certification 

notamment). 

 

III.2. Validation de la méthode 

La validation de la méthode de spéciation de l’arsenic dans les produits de la pêche a été 

réalisée en utilisant comme support les normes NF V03-110 (AFNOR 1993), XPT 90-210 

(AFNOR 1999), FD V03-115 (AFNOR 1996). Ainsi, la validation a été conduite selon quatre 

plans d’essais distincts : 

- Le plan A, pour caractériser le domaine de linéarité, les limites de détection et de 

quantification ; 

- Le plan B, pour évaluer la spécificité de la méthode (effets de matrice) ; 

- Le plan C, pour évaluer la fidélité et la justesse de la méthode ; 

- Le plan D, pour estimer la reproductibilité interne de la méthode. 

 

III.2.a. Plan A 

III.2.a.i. Étalonnage 

La linéarité est la capacité d’une méthode d’analyse, à l’intérieur d’un certain intervalle, à 

fournir des résultats proportionnels à la quantité en analyte à doser dans l’échantillon. Il s’agit 

donc de vérifier le domaine de linéarité et d’en déduire les caractéristiques de l’étalonnage. La 

norme NF V03-110 (AFNOR 1993) stipule de réaliser n (n ≥ 5) gammes d’étalonnage à des jours 

différents, chaque gamme comprenant p (p ≥ 5) niveaux, et de mesurer la réponse instrumentale. 

L’étalonnage consiste à construire un modèle qui permet de prédire les concentrations dans les 

échantillons par analogie avec les concentrations des solutions étalons. On définit ainsi la 

sensibilité b1 de la méthode comme étant l’accroissement de la réponse rapportée à 

l’accroissement de la concentration. Par ailleurs, on assimile un coefficient b0 à la réponse 

instrumentale en l’absence de l’analyte. 
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La gamme d’étalonnage a été réalisé à des concentrations allant de 2 à 60 µg/L (0, 2, 5, 10 et 

20 µg/L pour As(III), MA, DMA, As(V), TMAO et AsC, et de 0 ; 3 ; 6 ; 15 ; 30 et 60 µg/L pour 

AsB), de manière à couvrir les concentrations susceptibles d’être retrouvées dans les échantillons 

analysés. 

Les résultats de l’étalonnage et du test de linéarité sont présentés dans le Tableau 21. 

Tableau 21. Étalonnage et test de linéarité 

  As(III) MA DMA As(V) AsB TMAO AsC 

É
ta

lo
n
n

ag
e 

Domaine de linéarité (µg/L) 0-20 0-20 0-20 0-20 0-60 0-20 0-20 

Nombre de niveaux p 5 5 5 5 5 5 5 

Nombre de mesures np 100 100 100 100 100 100 100 

Sensibilité b1 (cps) 12406 13400 13382 12939 15820 6123 7261 

Blanc b0 (cps) 296 1009 -592 -1565 -1511 198 -1327 

         

T
es

t 
d

e 
li

n
éa

ri
té

 

Régression SCEl (y) ddl = 1 7,86E+11 9,16E+11 9,14E+11 8,54E+11 1,15E+13 1,91E+11 2,69E+11 

Erreur de modèle SCEnl (y) ddl = p-

2 
1,88E+06 1,95E+07 1,93E+07 7,11E+07 6,54E+07 5,99E+06 3,13E+07 

Résiduelle SCEe (y) ddl = p(n-1) 2,93E+09 3,77E+09 3,19E+09 2,68E+09 4,02E+10 7,05E+08 1,03E+09 

Totale SCE (y) ddl = np-1 1,07E+10 1,29E+10 1,23E+10 1,12E+10 1,55E+11 2,61E+09 3,71E+09 

Fl observé 268 243 286 318 286 272 260 

Fl critique 6,909 

Fnl observé 0,001 0,005 0,006 0,027 0,002 0,009 0,030 

Fnl critique 3,995 

 

Le test de linéarité permet de vérifier que le modèle de régression est acceptable 

(Fl observé  Fl critique), et qu’il n’y a pas d’erreur de modèle, c’est-à-dire que c’est bien une 

droite dans tout le domaine choisi (Fnl observé  Fnl critique). Selon ce test, le modèle de 

régression est acceptable et le domaine de linéarité choisi est validé pour les sept espèces d’As 

considérées. 

 

III.2.a.ii. Limites de détection et de quantification 

La limite de détection (LD) est définie comme la plus petite concentration que l’on peut 

détecter dans les conditions expérimentales décrites de la méthode. La limite de quantification 

(LQ) est la plus petite concentration que l’on peut quantifier avec une incertitude acceptable, dans 

les conditions expérimentales décrites de la méthode (NF V03-110). 
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Les LD et LQ ont été calculées suivant les indications issues du programme COFRAC n° 99-

3/02 (1994) et de la norme NF EN 13804 (AFNOR 2002). Elles sont numériquement égales à 

trois et six fois l’écart-type de la moyenne des essais à blancs (n  20). Les LD et LQ présentés 

dans le Tableau 22 sont exprimées en mg/kg en tenant compte d’une prise d’essai de 0,150 g et 

d’un volume de reprise de 50 mL normalement utilisés lors de l’analyse. Elles ont été estimées sur 

21 blancs analysés dans des conditions de reproductibilité, c’est-à-dire à des jours différents et sur 

une période de temps de plusieurs mois (déc. 2008 à déc. 2009). 

Tableau 22. Évaluation des LD et LQ (n = 21) 

 
As(III) MA DMA As(V) AsB TMAO AsC 

Moyenne (µg/L) 0,015 0,016 0,021 0,029 0,22 0,035 0,042 

Écart-type (µg/L) 0,010 0,011 0,011 0,010 0,11 0,026 0,038 

LD (µg/L) 0,029 0,034 0,033 0,030 0,034 0,080 0,113 

LQ (µg/L) 0,058 0,068 0,066 0,060 0,069 0,159 0,226 

LD (mg/kg) 0,010 0,011 0,011 0,010 0,011 0,027 0,038 

LQ (mg/kg) 0,019 0,023 0,022 0,020 0,023 0,053 0,075 

 

Ces limites de quantification ont ensuite été vérifiées suivant les indications de la norme XPT 

90-210 (AFNOR 1999). Pour cela, une solution dopée à une concentration correspondant à la 

limite de quantification présupposée est préparée puis fractionnée en dix prises d’essai identiques. 

Ces solutions sont ensuite analysées dans des conditions de répétabilité (Tableau 23). 
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Tableau 23. Vérification des LQ (n = 10) 

 As(III) MA DMA As(V) AsB TMAO AsC 

LQ cible (µg/L) 0,060 0,060 0,060 0,060 0,060 0,160 0,230 

Moyenne (µg/L) 0,056 0,056 0,055 0,066 0,065 0,194 0,230 

Écart-type (µg/L) 0,006 0,003 0,008 0,006 0,008 0,030 0,027 

Critère de justesse :                       2,1 3,8 1,9 2,7 1,8 3,6 0,03 

Critère de fidélité :                    10,2 5,5 15,2 9,9 12,7 15,5 11,9 

Conclusion        

LQ retenue (mg/kg) 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020 0,050 0,080 

 

La vérification des limites de quantification retenues est considérée comme acceptable en 

termes de justesse et de fidélité. Les LQ retenues sont donc de 0,020 mg/kg pour l’As(III), le MA, 

le DMA, l’As(V), l’AsB, de 0,050 mg/kg pour le TMAO et de 0,080 mg/kg pour l’AsC. Comme 

discuté dans la publication I, ces limites de quantification peuvent être parfois plus élevées que 

certaines évaluées dans des conditions de détermination moins strictes (à plus court-terme) ; 

cependant, elles restent satisfaisantes et cohérentes par rapport à celles rapportées dans la 

littérature (Leufroy et al., 2011). 

 

III.2.b. Plan B 

 Spécificité 

La spécificité est la propriété d’une méthode d’analyse de mesurer l’analyte considéré avec la 

garantie que le signal instrumental ne provient que de l’analyte. Cette étude permet de mettre en 

évidence les éventuels effets de matrice de la méthode, et très souvent, la spécificité se fonde sur 

une absence d’interférences. 

Pour cette étude, il convient d’effectuer p ajouts dosés sur des échantillons choisis (matériaux 

de référence et échantillons réels) de façon à couvrir le domaine d’application de la méthode. La 

Figure 8 présente les résultats de spécificité obtenus pour les sept espèces. 
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Figure 8. Étude de la spécificité 
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La mesure de la spécificité consiste à vérifier que la pente est égale à 1 (tobs ≤ tcritique), et que 

l’ordonnée à l’origine est égale à 0 (t’obs ≤ tcritique). Les résultats de ce test sont présentés dans le 

Tableau 24. 

Tableau 24. Vérification de la spécificité 

 As(III) MA DMA As(V) AsB TMAO AsC 

tcritique  2,898 2,861 2,898 2,898 2,878 2,845 2,898 

Test de signification de la pente tobs 2,630 0,803 1,429 1,519 1,315 3,733 2,885 

Test de signification de l'intersection t’obs 1,204 0,111 0,439 1,452 0,254 0,190 0,824 

 

Dans toutes les matrices étudiées, les tests de signification de la pente et de l’intersection ont 

été inférieurs aux valeurs critiques lues dans la table de Student, concluant à une absence 

d’interférences matricielles pour As(III), MA, DMA, As(V), AsB et pour AsC pour lequel le 

résultat est proche de tcritique pour le test de signification de la pente. Concernant TMAO, le test 

indique un manque de spécificité pour ce composé. En effet, en raison de la présence de sels dans 

les échantillons, une mauvaise résolution des pics de TMAO et d’AsC était observée malgré la 

dilution au 1/5 (une dilution au 1/10 n’étant pas envisageable à cause de la faible teneur en 

TMAO dans les échantillons), ce qui explique également la valeur limite pour l’AsC. La 

spécificité de la méthode est donc estimée acceptable pour toutes les espèces hormis pour TMAO. 

 

III.2.c. Plan C 

III.2.c.i. Justesse 

La justesse d’une méthode 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. Elle a été étudiée selon la 

norme FD V 03-115 (AFNOR 1996) qui décrit l’utilisation de matériaux de référence. 

Pour cela, il convient de mesurer la teneur de l’analyte sur n (n = 5) prises d’essais, de 

comparer la moyenne M des cinq mesures à la teneur certifiée de l’analyte concerné, puis de 

vérifier que cette moyenne est comprise dans l’intervalle de confiance (IC) calculé autour de la 

valeur de référence tel que : 

        
     

      
  (k = 3). 
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En l’absence de teneurs certifiées en As(III), MA, As(V), TMAO, et AsC, la justesse a été 

évaluée en réalisant des ajouts de quantité connues (comprises dans le domaine de linéarité) sur 

des matériaux de référence. Les ajouts ont été réalisés avant la procédure d’extraction. 

La Figure 9 présente les résultats de justesse obtenus à l’aide des ajouts réalisés sur des 

matériaux de référence, ou à l’aide du BCR 627, ainsi que les écart-types obtenus sur 5 réplicats. 

 

Figure 9. Justesse estimée sur chacune des espèces arséniées 

 

Les résultats ont montré que les écarts entre les teneurs obtenues et les valeurs de référence des 

MRC ou des ajouts sont compris dans les intervalles de confiance définis à partir des coefficients 

de variation de reproductibilité (CVR) estimés lors de la validation de la méthode (cf résultats du 

plan D ci-dessous). La justesse de la méthode a donc été jugée acceptable. 
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multiples d’un échantillon homogène, les mesures étant faites par un même opérateur, sur un 

même instrument, et dans un délai court au regard de la durée d’une mesure. Pour tester la 

répétabilité, il convient d’analyser plusieurs échantillons au moins en double. Les résultats 

obtenus (Tableau 25) permettent de définir un coefficient de répétabilité moyen de répétabilité 

intra-laboratoire (CVr) calculé tel que : 
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On effectue un test de Cochran afin de vérifier si les variances sont égales entre elles et si la 

fidélité est constante dans tout le domaine d’application (Cobs ≤ C1%). 

Tableau 25. Répétabilité et stabilité de la fidélité 

 As(III) MMA DMA As(V) AsB TMAO AsC 

Écart-type de répétabilité sr 0,096 0,037 0,029 0,107 0,414 0,096 0,049 

Variance de répétabilité S
2
r 0,009 0,001 0,001 0,011 0,171 0,009 0,002 

Nombre d’échantillons p 16 9 15 12 19 8 4 

Nombre total de mesures N 48 27 45 36 57 24 12 

CVr moyen (%) 13 8,9 11 22 5,0 25 15 

Variance Smax
2
 (x) 0,048 0,004 0,004 0,039 3,76* 0,032 0,003 

Cobs 0,321 0.310 0,298 0,281 0,117* 0,432 0,290 

C1% 0,388 0,573 0,407 0,475 0,343 0,615 0,864 

* log Smax
2 

 

Les CVr estimés sont compris entre 5,0 % et 25 % pour l’ensemble des espèces. Le test de 

Cochran a montré que les variances pour l’ensemble des matrices étudiées étaient homogènes : la 

répétabilité est donc considérée acceptable pour l’ensemble des espèces étudiées. 

Il est important de préciser que les coefficients de répétabilité (CVr) présentés dans l’Article I, 

ont été évaluée à partir de l’analyse (n = 5) d’un seul matériau de référence (avec ou sans ajout) et 

il est donc normal qu’ils soient plus petits que les CVr calculés selon la norme NF V03-110 

(AFNOR 1993), c’est-à-dire avec l’analyse en doubles (ou triples) de 4 à 19 échantillons réels 

différents dont les teneurs, notamment en arsenic inorganique, sont par ailleurs souvent faibles. 

 

III.2.d. Plan D 

 Fidélité en termes de reproductibilité interne 

La reproductibilité mesure l’étroitesse de l’accord entre les résultats obtenus sur des essais 

indépendants entre eux pour une même méthode d’analyse, dans des conditions fortement 

variables : à des jours différents, dans différents laboratoires, par différents opérateurs. L’étude de 

la reproductibilité interne est réalisée en analysant un matériau de référence en double à des jours 

différents, par des opérateurs différents. Le coefficient de variation de reproductibilité est calculé 

tel que : 
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         avec    la moyenne des valeurs observées,   
  la variance de 

répétabilité,   
  la variance inter-échantillon. 

Les résultats de reproductibilité sont présentés dans le Tableau 26. 

Tableau 26. Estimation de la reproductibilité 

 As(III) MMA DMA As(V) AsB TMAO AsC 

Nombre de répétition ni 2 2 2 2 2 2 2 

Nombre de jour p 10 10 16 10 16 9 10 

*
Moyenne Xf 1,86 2,07 0,150 2,06 3,6 1,20 2,06 

*
Écart-type de répétabilité sr 0,234 0,185 0,008 0,179 0,009 0,357 0,235 

*
Écart-type de reproductibilité sR 0,290 0,208 0,023 0,180 0,380 0,433 0,315 

CVR (%) 16 10 16 9 11 36 15 

* en µg/L sauf pour DMA et AsB (en mg/kg) 

 

Comme attendu, les coefficients de variation de reproductibilité (CVR) obtenus sont supérieurs 

aux coefficients de variation de répétabilité (CVr) calculés au plan C, car la reproductibilité d’une 

méthode englobe la répétabilité, sauf pour l’As(V) et l’AsC pour lesquels les CVr sont de 22 % et 

15 %. Cela peut s’expliquer par le fait que pour la répétabilité, les mesures ont été réalisées sur 

des échantillons réels où la teneur en ces deux espèces était souvent très faible, alors que lors de 

cette étude, les mesures ont été réalisées sur des ajouts effectués sur un matériau de référence. 

L’estimation fine de la reproductibilité de la méthode est un paramètre très important car 

ensuite, ces CVR seront utilisés pour définir les intervalles de confiance (IC) et les incertitudes 

lors des analyses pratiquées en routine. Ils permettront donc de définir les bornes de certains 

contrôles qualités internes pertinents et adaptés aux capacités de la méthode mise en œuvre au 

sein de ce laboratoire. 

 

III.2.e. Conclusion de la validation 

L’évaluation des performances analytiques de la méthode à été réalisée pour un seul type de 

matrice alimentaire, à savoir les produits de la pêche.  

Après évaluation des critères de linéarité, de spécificité, de limites de détection et de 

quantification, de fidélité et de justesse, la méthode de spéciation de l’arsenic est acceptable dans 

le domaine d’application défini, avec des réserves pour le TMAO qui, en raison de ses 
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coefficients de variation de répétabilité et de reproductibilité assez élevés (25 % et 36 % 

respectivement) et de sa spécificité non satisfaisante, ne sera suivi qu’à titre indicatif. 

 

III.2.f. Mise en place de contrôles qualité internes (CQI) 

Le contrôle qualité regroupe l’ensemble des techniques opératoires et les activités qui sont 

utilisées pour répondre aux exigences en matière de qualité. 

Au cours d’une analyse, un certain nombre de contrôles sont réalisés dans le but de s’assurer 

de la fiabilité des résultats rendus. Ces contrôles permettent de surveiller d’éventuelles 

contaminations pouvant se produire entre l’échantillonnage et l’analyse. Compte tenu des 

incertitudes liées au prélèvement, au traitement, à la conservation de l’échantillon ou encore à la 

représentativité de l’échantillonnage, ces contrôles permettent de s’assurer de la fiabilité des 

résultats par rapport à la technique utilisée même s’ils ne sont toutefois pas les garants du « bon » 

résultat. Ainsi, les contrôles qualité internes (CQI) mis en place et leurs critères sont détaillés ci-

dessous : 

- Contrôle des performances analytiques de l’appareil 

Les premiers contrôles à effectuer correspondent au réglage des paramètres de fonctionnement 

de l’appareillage, à savoir la sensibilité et la stabilité du signal de l’ICP-MS. Ils permettent un 

suivi quotidien de l’appareil et sont effectués par l’utilisateur avant la réalisation des analyses, 

dans le but principal d’optimiser le signal. Ainsi, une répétabilité à court terme consistant à 

effectuer dix mesures consécutives d’une minute chacune à partir d’une solution multiélémentaire 

à 1 µg/L est réalisée. Le critère est d’obtenir environ 80000 coups/s sur l’indium et une stabilité 

du signal avec une variation < 2 %. 

- Contrôle de la linéarité des gammes d’étalonnage 

Les résultats d'une mesure par ICP-MS sont donnés en nombre de coups par seconde (cps) 

pour un rapport masse/charge (m/z) donné, ce qui impose que la réponse coup/concentration du 

système ait été préalablement établie au travers d’une droite d’étalonnage. Pour que le dosage 

puisse être considéré comme valide, cette droite doit avoir un coefficient de corrélation r² 

supérieur à 0,995 pour chaque espèce, établi au minimum avec 4 points de la gamme. 

- Contrôle de la dérive du signal 

La dérive instrumentale peut être induite par les variations de température extérieure ou 

intérieure à l’ICP-MS (cône, etc.…), les problèmes de vide, la chute de débit (nébuliseur, 
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auxiliaire et plasma), un bouchage progressif des cônes au cours du temps... L’analyse d’une 

solution étalon de concentration connue à intervalle régulier dans la séquence analytique, permet 

de s’assurer qu’il n’y a pas de dérive du signal pendant toute la durée de la séquence d’analyse. 

Lors des analyses, une solution étalon de bas de gamme (2 µg/L pour As(III), MA, DMA, As(V), 

TMAO et AsC ou 6 µg/L pour AsB) a été intercalée tous les 5 à 6 échantillons, le contrôle qualité 

étant jugé satisfaisant si la variation du signal ne dépassait pas 30 % de son intensité initiale pour 

l’ensemble des espèces considérées. 

- Contrôle des blancs d’extraction 

Pour tenir compte d’une éventuelle contamination ou d’un effet mémoire, la vérification des 

blancs est nécessaire. Un blanc d’extraction est introduit dans chaque série et doit être ≤ LD 

établies. 

- Contrôle de la justesse sur des matériaux de référence certifiés 

Les matériaux de référence certifiés dans les matrices alimentaires disponibles 

commercialement pour la spéciation de l’arsenic sont très limités : seul le BCR 627 présente des 

teneurs certifiées en deux espèces, le DMA et l’AsB. Lors de chaque série d’essai, le 

recouvrement de la valeur dite « vraie » est considéré comme acceptable si la teneur obtenue est 

comprise dans l’intervalle de confiance calculé à partir des CVR respectifs (k = 3) autour de la 

valeur de référence de chacune des espèces. 

A plus long-terme, la justesse de la méthode est suivi par des cartes de contrôle afin de suivre 

la variation aléatoire dans le temps des performances de la méthode (Figure 10). Elles permettent 

de détecter d’éventuels biais sur un échantillon de contrôle analysé périodiquement au fur et à 

mesure que les résultats sont obtenus et de démontrer l’exactitude des données afin de s’assurer 

que la maîtrise de l’analyse est maintenue. Elles sont construites de la manière suivante : 

Limites de surveillance :      

Limites de contrôle :      

avec M la valeur cible calculée à partir de la moyenne obtenue sur les dix premières analyses, 

et s l’écart-type des dix valeurs. 

Si les valeurs de contrôle sont de part et d’autres de la valeur de référence et entre les limites 

de surveillance, alors la situation est sous contrôle. 

Si une valeur est entre les limites de surveillance et de contrôle, ou six valeurs ont une 

tendance ascendante ou descendante (alarme dérive), ou neuf valeurs consécutives sont en 

dessous ou au dessus de la valeur de référence (alarme dérive), alors la situation est à surveiller. 
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Si une valeur est hors de la limite de contrôle, ou deux valeurs sur trois consécutives sont 

situées entre les limites de surveillance et de contrôle voisines, alors la situation est hors de 

contrôle. Dans ce cas, il convient de rechercher les causes de dérive sur l’analyse. 

 

Figure 10. Cartes de contrôle du BCR 627 certifié en DMA (0,150 mg/kg) et en AsB (3,9 mg/kg) 

 

Sur la période définie, pour le DMA, seules deux valeurs sont situées en dehors des limites de 

surveillance. Ces deux valeurs restent cependant comprises entre les limites de contrôles. 

Pour l’AsB, on constate que la valeur cible est inférieure à la valeur certifiée, plus proche de 

3,4 mg/kg que de 3,9 mg/kg. Ce biais est du au standard utilisé pour la quantification de 

l’arsénobétaïne (BCR 626). En effet, l’IRMM vient de nous informer suite à la transmission de 

cette carte de contrôle, que cette solution a été retiré du commerce en 2010 car contenait 
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finalement 10 % de plus que ce qui était certifié, ce qui induit une sous-estimation de 10 %. 

Néanmoins, en considérant l’incertitude du matériau de référence utilisé (BCR 627) et de notre 

méthode, le biais observé n’a pas de conséquence majeure sur les résultats donnés. En effet, les 

valeurs mesurées sont généralement comprises entre les limites de surveillance ou de contrôle. 

Parmi les dix valeurs qui sont en dehors de ces limites, huit sont situées à l’intérieur des limites de 

contrôle, et les deux autres en dehors et considérés comme non conformes. Dans ce cas, l’analyse 

doit être refaite.  

La justesse de la méthode est donc démontrée sur la période des analyses. 

 

III.2.g. Comparaison des résultats avec la littérature 

Une comparaison des résultats obtenus sur l’arsenic et les espèces d’arsenic (certifiés et non 

certifiés) de plusieurs MRC de produits de la pêche a été faite et discuté dans la publication I 

(Leufroy et al., 2011). Toutefois, nous avons complété ces données pour le CRM 627 et ajouté un 

autre MRC dans le Tableau 27. 
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Tableau 27. Teneurs observées dans la littérature dans les principaux MRC de produits de la 

pêche (mg/kg) 

As(III) MA DMA As(V) AsB TMAO AsC TMAP TETRA Asi 

As 

total/ 

espèces 

Référence 

CRM 627 (thon) 

0,068 0,045 0,148 0,041 3,6 0,082 < 0,08   0,109 4,0
*
 Cette étude 

  0,150  3,9      4,8
**

 certifié 

 < 0,014 0,141  3,9     0,036 4,1
*
 

Dufailly et al., 

(2011) 

0,074 < 0,028 0,137 < 0,040 3,8   < 0,015   4,0
*
 

Moreda-Pineiro et 

al., (2011) 

nd nd 0,18 nd 4,2      4,4
*
 Reyes et al., (2009) 

0,076 < 0,016 0,157 < 0,024 4,1 0,037 < 0,042    4,4
*
 

Dufailly et al., 

(2007) 

  0,17  3,7       Lin et al., (2008) 

0,080  0,150  3,7      3,9
*
 

Moreda-Pineiro et 

al., (2008) 

< 0,0006 < 0,002 0,166 0,070 4,3      4,6
*
 

Cava-Montesinos et 

al., (2005) 

  0,050  4,0 nd 0,008 nd 0,029  4,1
*
 

Nischwitz et 

Pergantis (2005) 

         0,015  Sloth et al., (2005) 

nd nd 0,14 0,01 3,6      3,8
*
 Sanz et al., (2005a) 

  0,14  3,7 0,010 0,033 0,012 0,037  4,1
*
 Sloth et al., (2003) 

 < 0,003 0,163  4,1 < 0,001  < 0,003 < 0,003  4,2
*
 Suner et al., (2001) 

nd nd 0,139 nd 3,8      4,1
*
 

Gomez-Ariza et al., 

(2000) 

0,0018 0,010 0,154 0,0045 4,068 0,0063     4,2
*
 

Nakazato et al., 
(2000) 

SRM 1566b (huître) 

0,357 0,649 0,771 0,427 1,11 < 0,50 < 0,05   0,784 3,31
*
 Cette étude 

          7,65
**

 certifié 

nd nd 0,70 nd 1,61      2,31
*
 Geng et al., (2009) 

  0,20  0,64 0,013 nd 0,019 nd   
Nischwitz et 

Pergantis (2005) 

         0,004  Sloth et al., (2005) 

         0,647  
Munoz et al., 

(1999) 

nd : non détecté ; *  espèces ; ** As total  

Les teneurs obtenues en DMA (0,148 mg/kg avec une valeur certifiée de 0,150 mg/kg) et AsB 

(3,6 mg/kg avec une valeur certifiée de 3,9 mg/kg) dans le CRM 627 sont également en accord 

avec celles reportées par les autres auteurs, à l’exception de celle inférieure pour DMA (0,050 

mg/kg) reportée par Nischwitz et Pergantis (2005). Même si peu de valeurs ont été rapportées en 

As(III), les teneurs observées sont en accord avec Moreda-Pineiro et al., (2008), Moreda-Pineiro 

et al., (2011) et Dufailly et al., (2007). Pour le MA et l’As(V), la comparaison s’avère plus 

délicate. En effet, sur neuf études s’intéressant au MA, une seule présente également une valeur 

quantifiée à 0,010 mg/kg pour 0,045 mg/kg dans notre étude. Pour l’As(V), seules trois études sur 

huit présentées rapportent des teneurs quantifiées, comprises entre 0,0045 et 0,07 mg/kg. Ces 

résultats sont difficilement comparables à la teneur d’As(V) obtenue dans notre étude (0,041 

mg/kg), même si elle se situe dans l’intervalle des teneurs présentées. Finalement, la somme des 

espèces observée est en accord avec celle rapportée par l’ensemble des auteurs (3,8 à 4,6 mg/kg). 
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Pour le SRM 1566b, sur les quatre études présentant des résultats sur ce MRC, aucune valeur 

n’est rapportée en MA, As(III) et As(V). Deux études présentent des teneurs en Asi, l’une en 

accord avec notre valeur (0,647 mg/kg pour 0,784 mg/kg dans notre étude) (Munoz et al., 1999), 

l’autre très inférieure (0,004 mg/kg) (Sloth et al., 2005). Pour le DMA, la teneur obtenue dans 

notre étude (0,771 mg/kg) est en accord avec celle rapportée par Geng et al., (2009) (0,70 mg/kg), 

et supérieure à celle reportée par Nischwitz et Pergantis (2005) (0,20 mg/kg). Pour l’AsB, ces 

deux études rapportent des teneurs comprises entre 0,64 et 1,61 mg/kg, notre valeur se situant 

dans cet intervalle (1,11 mg/kg). Finalement, la somme des espèces observée est rapportée dans 

une seule étude (2,31 pour 3,31 mg/kg dans notre étude) (Geng et al., 2009), indiquant que 

beaucoup d’autres espèces arséniées (probablement des arsénosucres) n’ont pas été quantifiés par 

ces 2 méthodes, si l’on compare ces résultats à la valeur certifiée de 7,65 mg/kg. 

En conclusion, il apparaît donc délicat d’obtenir un consensus sur les teneurs en espèces non 

certifiées dans les matériaux de référence étudiés, notamment sur les espèces inorganiques, du fait 

de la grande variabilité des valeurs rapportées dans la littérature obtenues avec des méthodes 

d’extraction et de séparation différentes (Sloth et al., 2003). 

Enfin, comme nous nous sommes intéressés à l’extension de la méthode à d’autres produits 

alimentaires et notamment le riz, le Tableau 28 compare les teneurs des espèces d’arsenic 

obtenues sur le SRM 1568a (riz) au cours de ces travaux avec celles rapportées dans la littérature. 
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Tableau 28. Teneurs observées dans la littérature dans un MRC de riz 

As(III) MA DMA As(V) AsB Asi 
As total ou 

 espèces 
Référence 

SRM 1568a (riz) 

0,068 < 0,020 0,156 0,035  0,103 0,259
*
 Cette étude 

      0,29
**

 certifié 

 0,016 0,19  < 0,017 0,098 0,304
*
 Dufailly et al., (2011) 

 0,18   0,11 0,29
*
 Sun et al., (2009) 

0,052 0,012 0,173 0,044   0,281
*
 Narukawa et al., (2008) 

0,069 0,009 0,155 0,033   0,266
*
 

Matos Reyes et al., 

(2007) 

nd 0,010 0,116 0,058   0,184
*
 Nam et al., (2006) 

 0,012 0,168   0,087 0,267
*
 Ackerman et al., (2005) 

0,068 0,008 0,135 0,020   0,231
*
 Sanz et al., (2005b) 

0,068 0,008 0,1354 0,021 nd  0,232
*
 Sanz et al., (2005a) 

 0,002 0,16   0,080 0,242
*
 Williams et al., (2005) 

0,067 0,013 0,158 0,039   0,277
*
 Kohlmeyer et al., (2003) 

0,088 0,008 0,174 0,092   0,362
*
 

Heitkemper et al., 
(2001) 

nd : non détecté ; *  espèces ; ** As total  

 

Dans le riz, les teneurs observées en As(III), MA, DMA et As(V) sont en accord avec celles 

rapportées par les autres auteurs. De plus, la somme des espèces quantifiées est cohérente avec la 

valeur certifiée en arsenic total. Il semble qu’un consensus soit plus facile à trouver dans cette 

matrice que dans les produits de la pêche, notamment concernant l’Asi. 

 

III.3. Applications de la méthode de spéciation 

III.3.a. Contrôles qualité externes (CQE) 

Les contrôles qualité externes (CQE), appelés également essais interlaboratoires d’aptitude 

(Eilas) ou essais d’aptitude, permettent à un laboratoire d’évaluer ses performances par rapport à 

la fois à ses propres exigences, et par rapport aux autres laboratoires. Les Eilas sont reconnus 

comme étant un moyen essentiel du contrôle de la qualité au niveau international. 

Nous avons participé à plusieurs essais d’aptitude pour la détermination de l’arsenic 

inorganique dans des produits de la pêche (poisson, crabe mais également algue) et des matrices 

végétales (riz, froment, épinard) entre décembre 2009 et juin 2011. Pour chaque essai, une valeur 

de référence est assignée par un groupe de laboratoires experts, sauf dans le cas des produits de la 
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pêche (IMEP 109 (Seafood) et FAPAS 07160 (Crab meat)) où il n’a pas été possible d’assigner de 

valeur de référence devant l’étendue des résultats obtenus.  

Les résultats obtenus sont évalués à l’aide du Z-score, qui exprime l’écart entre la valeur 

obtenue et la valeur assignée, calculé de la manière suivante : 

  
         

 
  

avec      la valeur obtenue,      la valeur assignée,  l’écart-type de l’essai interlaboratoires. 

Les Z-scores sont interprétés de la manière suivante : 

- Si      , le résultat est conforme ; 

- Si         , le résultat est questionnable ; 

- Si      , le résultat est non conforme. 

Les résultats des Z-score obtenus lors de notre participation à différents essais interlaboratoires 

sont représentés dans la Figure 11. 

 

Figure 11. Résultats obtenus lors de nos participations à différents essais interlaboratoires 

 

Les résultats obtenus pour l’arsenic inorganique lors des différents tests sont conformes (-

2 ≤ Z ≤ 2), excepté pour l’échantillon d’algue (Z = 17,2), Ces résultats indiquent que le protocole 

analytique est également bien adapté à la matrice riz et au froment (4 essais conformes), mais que 

ce protocole analytique ne permet pas une quantification juste des teneurs en composés arséniés 

dans les algues. 
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Le Tableau 29 présente les différents paramètres des essais interlaboratoires auxquels nous 

avons participé. 

Tableau 29. Résumé des différents essais interlaboratoires  

 

FAPAS 

07160 

IMEP 

109 

IMEP 

112 

IMEP 

112 

IMEP 

112 

FAPAS 

07134 

IMEP 

107 

FAPAS 

07161 

Matrice Crabe 

Produit de la 

pêche 

(DOLT-4) 

Algue Froment 
Épinard 

(SRM 1570a) 
Riz Riz Riz 

Nombre de participants 28 11 40 43 41 19 31 21 

Nombre de 

 "inférieur à" 
1 4 2 3 11 0 3 1 

Valeur assignée 

(mg/kg) 
- - 0,188 0,169 0,054 1,33 0,107 0,390 

Notre valeur 

(mg/kg) 
0,269 0,230 0,898 0,123 0,027 1,47 0,125 0,364 

Intervalle des valeurs 

(mg/kg) 
0,012 - 0,465 0,083 - 5,75 0,03 - 42,7 0,037 - 0,39 0,0113 - 0,12 0,206 - 1,1672 0,031 - 0,29 0,315 - 0,844 

% valeurs 

satisfaisantes 
 - 16 % 57,5 % 77 % 95 % 75 % 95 % 

% valeurs 

questionnables 
 - 8 % 15,0 % 13 % 0 % 11 % 0 

% valeurs 

non satisfaisantes 
 - 76 % 27,5 % 10 % 5 % 14 % 5 % 

 

Les résultats du Tableau 29 indiquent que la détermination de l’arsenic inorganique dans les 

produits de la pêche (IMEP 109 (DOLT-4) et FAPAS 07160 (crabe) présente des difficultés 

analytiques. Concernant l’IMEP 109, les laboratoires experts n’ont pas pu s’accorder sur une 

valeur consensuelle en Asi, et la même dispersion dans les résultats de l’ensemble des participants 

a été observée. Les résultats des deux tests où le produit de la pêche distribué était le DOLT-4 

(IMEP 109 est uniquement organisés pour les LNR européens et l’IMEP 130 est le même Eila 

dédié à tous les autres laboratoires d’analyse, nous n’y avons donc pas participé) indiquent que la 

teneur en Asi est très faible (entre 0,047 et 0,75 mg/kg, soit 0,5 à 8 % de l’As total). A noter que 

la valeur que nous avons mesurée (0,23 mg/kg) se situe dans cet intervalle. Pour le crabe (FAPAS 

07160), il n’a également pas été possible d’assigner une valeur en arsenic inorganique, en raison 

de la grande dispersion des résultats. 

Concernant la matrice algue (IMEP 112), la détermination de l’Asi reste délicate en raison de 

la grande variété d’espèces organiques et de la concentration à laquelle elles sont présentes 

comparativement à l’arsenic inorganique. C’est pourquoi seulement 16 % des laboratoires 

(n = 40) ont obtenu un résultat satisfaisant à ce test, les autres participants ayant une tendance à 

surestimer les teneurs en Asi comme nous, en raison d’une coélution probable avec d’autres 

composés arséniés organiques et d’un décalage des temps de rétention due à cette matrice 
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complexe. Par ailleurs, il est également probable que la méthode d’extraction utilisée ne permet 

pas une extraction quantitative d’Asi dans ce type de matrice. 

Par contre, dans les autres matrices comme le froment, l’épinard et le riz, les résultats de ces 

différents essais interlaboratoires indiquent clairement qu’une majorité de laboratoires dont le 

nôtre (de 75% à 95% des participants) obtiennent des résultats satisfaisants. 

 

III.3.b. Certification d’un matériau de référence 

En février 2011, l’unité CIME du Laboratoire de Sécurité des Aliments a été reconnue comme 

laboratoire de référence par l’IRMM (Institute for Reference Materials and Measurements). Ce 

statut permet à l’unité d’être sollicité pour participer à des certifications de matériaux de 

référence. 

Dans ce cadre, nous avons participé en septembre 2011 à la certification d’un échantillon de riz 

pour l’As(III), l’As(V) et le DMA. Le Tableau 30 présente les teneurs mesurées en arsenic 

inorganique et en DMA. 

Tableau 30. Teneurs en Asi et DMA mesurées dans l’ERM BC211 (µg/g) 

 Asi DMA 

Échantillon 1564 (n = 3) 145 ± 27 64 ± 12 

Échantillon 1617 (n = 3) 147 ± 27 95 ± 18 

Échantillon de contrôle (n = 2) 97 ± 31 < LQ 

 

Malheureusement, les résultats de cette étude sont en cours de traitement statistique par 

l’IRMM (au 1er février 2012) et ne pourront pas être discutés plus amplement dans ce mémoire. 

III.3.c. Données d’occurrence issues de l’EAT 2 

En 2000, Le Ministère de l’Agriculture et de la Pêche ainsi que l’Institut National de 

Recherche Agronomique (INRA) ont décidé d’implanter en France la méthode dite « d’étude de 

l’alimentation totale (EAT) », méthode standardisée et recommandée par l’Organisation Mondiale 

de la Santé (OMS) et qui vise à rechercher diverses substances chimiques susceptibles d’être 

présentes dans les aliments « tels que consommés ». Les EAT sont des études nationales de 

surveillance des expositions alimentaires qui évaluent les risques liés à des substances chimiques 
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d'intérêt en termes de santé publique. Elles sont construites, d’après des enquêtes de 

consommation, à partir de paniers représentatifs des consommations alimentaires de la population 

française. Les EAT apportent des informations sur la composition et/ou la contamination des 

aliments, ainsi que sur leurs apports nutritionnels et permettent une évaluation des risques 

sanitaires des populations liée aux aliments étudiés. Une prise de décisions en matière de contrôle, 

de réglementation des produits chimiques et de sécurité des produits alimentaires, aussi bien au 

niveau national, qu’européen ou international est alors faite. Pour le gestionnaire du risque, ces 

études apportent les éléments scientifiques permettant de réviser ou d'établir une réglementation 

afin de réduire l'exposition du consommateur. Dans le cas d’une substance bénéfique, elles 

orientent les recommandations de consommation permettant d’optimiser les apports. 

Une première EAT française (EAT 1) a été réalisée entre 2000 et 2004 par l’INRA, en 

collaboration avec l’AFSSA (Leblanc et al., 2005) et une seconde EAT (EAT 2) (Sirot et al., 

2009b) a été entreprise par l’AFSSA en 2006, incluant un nombre plus large de substances à 

rechercher et l’ensemble des régions administratives du territoire métropolitain (contre 3 grandes 

villes dans l’EAT 1). L’élaboration des paniers représentatifs des consommations alimentaires des 

français de l’EAT 2 s’appuie sur des données de consommation individuelles nationales 

actualisées, à savoir l’enquête INCA 2 (seconde enquête individuelle et nationale sur les 

consommations alimentaires) réalisée en 2006-2007. 

Les 65 échantillons lyophilisés de produits de la pêche issus de l’EAT 2 (poissons, crustacés et 

mollusques) ont été analysés pour déterminer leurs concentrations en arsenic total et en espèces 

d’arsenic par IEC/ICP-MS. Les échantillons étudiés comprenaient des poissons (6 colins, 16 

saumons, 2 saumons fumés, 2 thons cuits, et 4 thons en conserve), et des mollusques et des 

crustacés (15 crevettes, 5 pétoncles, 5 huîtres, 10 moules). Les matériels et méthodes utilisés ainsi 

que les résultats obtenus sont présentés dans l’Article I. 

De manière synthétique, les résultats de cette étude indiquent que les crustacés et les mollusques 

contiennent plus d’arsenic total que les poissons avec en moyenne 12,4 mg/kg contre 4,51 mg/kg 

dans les poissons. L’AsB est l’espèce majoritaire dans toutes les matrices étudiées. Dans les 

poissons, seul du DMA a été quantifié à de faibles concentrations (< 0,117 mg/kg) alors que dans 

les mollusques et crustacés, le MA et le DMA ont tous les deux été quantifiés a de faibles teneurs. 

L’Asi a été quantifié dans la majorité des mollusques et crustacés sous forme d’As(III) et As(V) 

(en moyenne 0,331 et 0,252 mg/kg), tandis que dans les poissons, il a été quantifié à des niveaux 

beaucoup plus faibles (proches des limites de quantification), surtout dans le colin et sous forme 

d’As(III) principalement (0,034 mg/kg). 
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Article I. Leufroy A. Noël L., Beauchemin D., Guérin T., (2011). "Determination of seven 

arsenic species in seafood by ion exchange chromatography coupled with inductively plasma 

mass spectrometry following microwave assisted extraction.”Talanta, 83, 770-779. 
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IV. Conclusions 

Les performances analytiques de la méthode de spéciation de l’arsenic dans les produits de la 

pêche ont été évaluées selon la norme française NF V03-110 (AFNOR 1993) et ont montré que 

les conditions d’extraction et de séparation utilisées étaient satisfaisantes. La méthode a donc été 

validée et des contrôles qualité internes ont ensuite été mis en place afin de garantir la fiabilité de 

nos résultats. De plus, ils ont été renforcés par des contrôles qualité externes au travers de notre 

participation régulière à des essais interlaboratoires d’aptitude qui se sont avérés satisfaisants dans 

les produits de la pêche et qui indiquent que cette méthode peut également s’appliquer à des 

échantillons de riz et de froment. La fiabilité de ces résultats a également permis de participer à la 

certification d’un échantillon riz organisée par l’IRMM. 

La méthode de spéciation a ensuite été appliquée sur des échantillons réels de produits de la 

pêche les plus couramment consommés par la population française afin de compléter les données 

d’occurrence. L’ensemble de ces travaux a été publié en 2011 dans le journal « Talanta ». 

Par ailleurs, la méthode de spéciation de l’arsenic dans les produits de la pêche (Anses 

Maisons-Alfort CIME 09) a récemment été accréditée par le Comité français d'accréditation 

(COFRAC) fin 2011 selon la norme NF EN ISO/CEI 17025 pour les six espèces As(III), MA, 

DMA, As(V), AsB et AsC. Cette évaluation au niveau technique a concerné le personnel 

(compétences requises, habilitation), les installations, la méthode (développement, validation, 

incertitudes), l’équipement (dossier de vie, contrôle, étalonnage) et la traçabilité des mesures 

(réactifs, instruments, échantillons…). 

Suite à ces travaux, la DGAL a ajouté en 2011 la recherche d’arsenic inorganique dans la chair 

de poisson dans le plan de surveillance des contaminants chimiques du milieu aquatique dans les 

produits de la pêche. Ce plan se poursuivra en 2012 et sera de nouveau pris en charge par le LNR 

qui assurera parallèlement le transfert de cette méthode à une partie de réseau de laboratoires. Ces 

données pourront permettre de contribuer à l’établissement de teneurs maximales en arsenic 

inorganique dans certains groupes d’aliments.  

Enfin, cette méthode de spéciation pourra être utilisée lors des prochaines EAT. 
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Troisième partie. Détermination de la bioaccessibilité de l’arsenic 

dans les produits de la pêche : lixiviation en continu et spéciation par 

couplage HPLC/ICP-MS 
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I. Introduction 

Cette troisième partie est consacrée à la mise au point d’une méthode pour l’évaluation de la 

bioaccessibilité de l’arsenic total et des différentes formes arséniées dans les produits de la pêche, 

en combinant une technique de lixiviation en ligne et la méthode de spéciation par couplage 

HPLC/ICP-MS présentée dans la deuxième partie de ce mémoire. 

Après avoir décrit le principe de la méthodologie utilisée pour la lixiviation en ligne et les 

optimisations réalisées, nous présenterons et discuterons les résultats obtenus avec cette méthode 

en As total ainsi que pour les espèces arséniées dans des produits de la pêche au travers de 

l’article II publié dans le journal « Analytical & Bioanalytical Chemistry ». Enfin, nous 

présenterons également les résultats de bioaccessibilité obtenus sur d’autres éléments traces en 

total dans ces mêmes produits de la pêche au travers de l’article III, soumis en octobre 2011 

(accepté le 12 mars 2012) dans le journal « Food Chemistry ». 

 

II. Lixiviation en continu et spéciation de l’arsenic par couplage HPLC/ICP-

MS 

II.1. Conditions expérimentales 

II.1.a. Instrumentation 

L’ensemble du matériel utilisé est décrit en détail dans l’Erreur ! Source du renvoi 

introuvable. 

 

II.1.b. Méthodologie 

La procédure de lixiviation en ligne est basée sur les travaux de Dufailly et al., (2008a). 

L’ensemble des étapes de la procédure de lixiviation en ligne est résumé dans la Figure 12. Le 

protocole se décompose en quatre étapes distinctes : 
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- La calibration externe réalisée par l’injection de solutions étalons à travers une boucle 

d’injection de 100 µL reliée au nébuliseur de l’ICP, pour la quantification de l’arsenic 

total bioaccessible ; 

- La lixiviation en ligne de l’échantillon lyophilisé pour évaluer la quantité d’arsenic total 

bioaccessible en temps réel par ICP-MS ; 

- La spéciation des lixiviats pour estimer la bioaccessibilité des différentes espèces 

d’arsenic par HPLC/ICP-MS ; 

- La digestion acide des résidus par micro-ondes pour la vérification du bilan en masse 

(détermination de l’arsenic total non bioaccessible par ICP-MS). 

 

 

Figure 12. Schéma du dispositif de lixiviation en ligne 

 

Par rapport aux travaux de Dufailly et al., (2008a), les différentes améliorations qui ont depuis 

été apportées sont détaillées ci-après. 
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II.1.c. Lixiviation en ligne 

Initialement, la procédure consistait à introduire environ 200 mg d’échantillon lyophilisé dans 

un filtre Isopore (0,4 mm, 47 mm – Millipore) disposé à l’intérieur d’un tube en PTFE (8 cm de 

long, 3/16 de diamètre externe et 1/8 de diamètre interne). Le système était fermé par deux 

morceaux de laine de quartz (non tassés afin d’éviter les phénomènes de surpressions à l’intérieur 

de la mini-colonne) et relié au nébuliseur de l’ICP par le biais d’un tuyau en PTFE (0,8 mm de 

diamètre interne). L’échantillon était alors lixivié par les différents sucs digestifs (salive, suc 

gastrique et intestinal) maintenus à 37°C qui étaient introduits séquentiellement dans la mini-

colonne à l’aide d’une pompe péristaltique afin de déterminer la bioaccessibilité de l’arsenic total. 

La quantification de l’arsenic total bioaccessible était réalisée par calibration externe, par 

l’injection de solutions étalons à travers une boucle d’injection de 100 µL montée à la place de la 

mini-colonne. 

Lors de ces travaux, après plusieurs essais, le tube de PTFE qui constituait la mini-colonne a 

été remplacé par une colonne HPLC vide en inox (diamètre 3/16), et la pompe péristaltique a été 

remplacée par une pompe de chromatographie liquide, afin d’avoir un meilleur contrôle du débit, 

et d’optimiser les raccords avec la colonne pour éviter les fuites qui se produisaient fréquemment. 

De plus, la composition de la salive a été modifiée selon le protocole de Oomen et al., (2003), afin 

d’inclure l’action des enzymes sur la bioaccessibilité de l’arsenic. La composition complète de la 

salive est détaillée dans l’Article II. 

Pour cette étape, l’acquisition des données a été réalisée en mode « temps résolu » (TRA) au 

rapport masse sur charge m/z = 75, et a été déclenchée manuellement au début de la lixiviation des 

échantillons. 

 

II.1.d. Quantification des espèces arséniées dans les lixiviats 

À l’origine, le processus de lixiviation était répété deux fois : la première fois, le lixiviat était 

dirigé vers le nébuliseur de l’ICP-MS pour la détermination de la bioaccessibilité de l’arsenic 

total ; la deuxième fois, le lixiviat d’un doublon de l’échantillon était recueilli dans un flacon pour 

pouvoir ensuite l’injecter dans la chaine HPLC afin de déterminer cette fois les teneurs 

bioaccessibles de chaque espèce d’arsenic. 

Une idée simple permet désormais d’utiliser le même lixiviat : une majeure partie du volume 

du 1er lixiviat injecté « on-line » dans l’ICP-MS part dans le drain de la chambre de nébulisation, 
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qu’il suffit de récupérer dans un flacon pour l’analyse de spéciation. Cette simple modification 

représente un gain de temps non négligeable et permet une meilleure comparaison des résultats en 

total et en spéciation. 

Hormis le volume d’injection qui a été diminué à 25 µL afin de réduire la quantité de sels 

injectée dans la colonne, les conditions chromatographiques sont identiques à celles décrites dans 

la deuxième partie en II.2.b.iii. 

Pour la quantification des espèces arséniées, les solutions étalons (0, 1, 2, 5, 10 et 20 µg/L pour 

l’As(III), le MA, le DMA, l’As(V), le TMAO et l’AsC, et 0, 3, 6, 15, 30 et 60 µg/L pour l’AsB) 

sont analysées dans les mêmes conditions que les lixiviats (réactif digestif dilué au ½). 

Pour la spéciation des lixiviats, l’acquisition des données a également été réalisée en mode 

TRA, avec l’utilisation de la carte « Trigger » pour synchroniser l’acquisition des données avec 

l’injection dans la colonne chromatographique. 

 

II.1.e. Vérification du bilan en masse 

Les résidus sont recueillis pour être minéralisés à l’aide d’un mélange HNO3/H2O (1/1) 

conformément à la méthode décrite dans l’Article I. 

L’acquisition des données pour l’analyse des résidus est identique à celle décrite en II.2.b.ii. 

 

II.1.f. Optimisation du débit de nébulisation de l’ICP 

Les premiers résultats ont montré une divergence entre l’arsenic total lixivié et la somme des 

espèces d’arsenic lixiviées : la quantité d’arsenic libérée mesurée en temps réel lors de la 

lixiviation était sous-estimée dans certaines matrices (parfois jusqu’à un facteur 2) (Figure 13a). 

Une hypothèse était que cette diminution du signal, entrainant une sous-estimation de l’arsenic 

libéré était due à des effets de matrices et aux sels présents dans les réactifs digestifs.  

Afin de tester cette hypothèse, les lixiviats collectés ont dans un premier temps été ré-analysés 

en total dans les même conditions que lors des analyses en total après minéralisation (6 % HNO3, 

utilisation d’étalons internes, quantification par étalonnage externe (Noel et al., 2005) afin de 

vérifier la teneur en arsenic total bioaccessible. Puis, les échantillons ont été lixiviés de nouveau, 

en faisant varier le débit de nébulisation, tout en maintenant une sensibilité satisfaisante. 

Les résultats ont montré qu’avec un débit de nébulisation abaissée à 0,8 L/min, la quantité 

d’arsenic total libéré déterminée après lixiviation en ligne était en accord avec celle déterminée en 
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ré-analysant le lixiviat en total, et également avec la somme des espèces mesurées après l’analyse 

de spéciation des lixiviats (Figure 13b). 

 

Figure 13. Comparaison des résultats obtenus en fonction du débit de nébulisation pour un 

échantillon de crevette et un échantillon de moule. 

 

Cette diminution contrôlée du débit de nébulisation permet donc de réduire les interférences 

non spectrales (effets de matrice) entraînant une sous-estimation de l’arsenic libéré. Il est 

intéressant de noter que Dufailly et al., (2008b) avait démontré que cette diminution du débit de 

nébulisation pouvait également être plus efficace que l'usage d’une chambre de collision/réaction 

(CCT) pour réduire un biais positif (surestimation) lié aux interférences polyatomiques à la masse 

m/z = 75, notamment en présence de fortes concentrations en calcium, chlore et/ou fer dans des 

matrices complexes. Ainsi, cette approche pourrait être considérée à l’avenir pour pallier ces deux 

grands types d’interférences en fonction des matrices analysées. 
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II.2. Résultats expérimentaux et discussion (Article II) 

Comme pour les analyses de spéciation, les études de bioaccessibilité ont été réalisées sur des 

matrices lyophilisées, tout d’abord sur des matériaux de référence certifiés (DORM-3 (protéine de 

poisson), BCR 627 (thon), SRM 1566b (huître) et DOLT-4 (foie de roussette)) puis sur les mêmes 

produits de la pêche que pour la spéciation, à savoir des échantillons provenant des études Calipso 

et EAT 2 (moules, crevettes, crabe, bigorneau, colin, saumon…). Les matériels et méthodes ainsi 

que les résultats de cette étude sont présentés et discutés dans l’Article II ci-dessous. 

Les principaux résultats de cette étude indiquent que l’arsenic présent dans les échantillons 

étudiés semble être lié de manière relativement faible avec les matrices, puisque sa 

bioaccessibilité est > 50 % dans toutes les matrices étudiées. De plus, l’arsenic bioaccessible est 

libéré principalement par la salive (plus de 2/3 de l’arsenic libéré), et le suc gastrique, alors que 

l’action du suc intestinal est négligeable. Les résultats de spéciation des lixiviats indiquent que la 

bioaccessibilité de l’Asi varie selon la matrice étudiée. À l’inverse, la bioaccessibilité de l’AsB est 

supérieure à 60 % dans toutes les matrices analysées.  

 

Article II. Leufroy A. Noël L., Beauchemin D., Guérin T. (2012). ”Bioaccessibility of total 

arsenic and arsenic species in seafood as determined by a continuous online leaching method” 

Analytical & Bioanalytical Chemistry, 402, 2849-2859. 
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III. Application de la lixiviation en continu à d’autres éléments d’intérêt 

III.1. Introduction  

Peu de travaux ont évalué simultanément la bioaccessibilité sur plusieurs éléments (cf Table 5 

Article III). Compte tenu de la méthodologie mise en place pour l’étude de la bioaccessibilité de 

l’arsenic en total (Figure 12) et de la capacité d’analyse multiélémentaire qu’offre l’ICP-MS, la 

méthode de lixiviation en ligne décrite précédemment a aussi été testée afin d’estimer la 

bioaccessibilité d’autres éléments traces sur les mêmes échantillons. Les éléments d’intérêt 

retenus sont les mêmes que ceux préalablement étudiés dans le cadre des études EAT 2 et 

CALIPSO (Guérin et al., 2011; Millour et al., 2011a; Noël et al., 2012) et pour lesquels la 

méthode a été validée et accréditée COFRAC (Millour et al., 2010; Millour et al., 2011b), à 

savoir : 

Aluminium (Al), Antimoine (Sb), Argent (Ag), Baryum (Ba), Cadmium (Cd), Chrome (Cr), 

Cobalt (Co), Cuivre (Cu), Étain (Sn), Gallium (Ga), Germanium (Ge), Lithium (Li), Manganèse 

(Mn), Mercure (Hg), Molybdène (Mo), Nickel (Ni), Plomb (Pb), Sélénium (Se), Strontium (Sr), 

Tellure (Te), Vanadium (V) et Zinc (Zn). 

A partir de cette liste, et après plusieurs essais préliminaires, plusieurs éléments ont été retirés de 

cette étude multiélémentaire en raison soit : 

- D’une trop faible concentration en certains éléments (Ag, Ba, Co, Ga, Ge, Te, Sn, Sb et 

Sr) dans les échantillons considérés, rendant inutile l’estimation de leur bioaccessibilité ; 

- de l’obligation d’utiliser une méthode ICP-MS plus spécifique avec une chambre de 

collision / réaction (CCT) pour s’affranchir ou atténuer certaines interférences 

polyatomiques présentes en mode standard notamment pour le sélénium, le chrome et le 

fer ; 

- D’une libération de certains éléments présents dans la colonne en acier inoxydable utilisée 

(pouvant contenir environ 18 % de Cr, 13 % de Ni et 2.5 % de Mo), rendant l’emploi de 

ce protocole inadaptée pour ces trois éléments. 

Ainsi, huit éléments ont été au final retenus, dont quatre contaminants (Al, Cd, Hg, et Pb) et 

quatre éléments essentiels (V, Mn, Cu, et Zn) afin d’estimer leur bioaccessibilité sur dix matrices 

différentes issues des études Calipso et EAT 2. Cela représente déjà un travail conséquent en 

termes de traitement et d’exploitation des données. 
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III.2. Résultats expérimentaux (Article III) 

Les matériels et méthodes ainsi que les résultats sont présentés et discutés dans l’Article III 

actuellement paru dans le journal « Food Chemistry ». 

A travers l’analyse des différentes matrices, il est possible d’obtenir des informations sur le 

comportement de chaque élément en termes de bioaccessibilité. Ainsi, l’aluminium est faiblement 

bioaccessible dans tous les échantillons analysés (< 7 % de l’Al total), sauf dans l’araignée de mer 

(27 %). Le cadmium semble lui être fortement bioaccessible (> 53 % et jusqu'à 100 % du Cd total 

présent dans les moules et crevettes) et libéré principalement par le suc gastrique, sauf pour 

l’araignée de mer. La bioaccessibilité du plomb semble plus variable d'une matrice à l'autre. Elle 

est plus faible dans les crevettes (6 %), et supérieure à 35 % dans les autres matrices, avec un 

maximum de 75% obtenu dans le tourteau. De plus, dans la moule, le tourteau et le bigorneau, il 

est libéré majoritairement par le suc gastrique alors que dans le pétoncle, l’araignée de mer et la 

crevette, c’est la libération salivaire qui prédomine. La bioaccessibilité du mercure est également 

très variable selon le type de matrice (de 4 % chez la moule et la crevette à 80 % chez le tourteau) 

et il est principalement libéré par le suc gastrique. La bioaccessibilité du vanadium est variable 

selon les échantillons. Elle est très faible dans la crevette et la moule, et beaucoup plus importante 

dans le tourteau, le bigorneau, le colin et le saumon. Cependant, il semble qu’il soit libéré dans 

des proportions similaires par la salive et le suc gastrique. La bioaccessibilité du manganèse est 

assez forte (> 50 % dans les mollusques et crustacés, et entre 10 % et 44 % dans les poissons). 

Selon le type de matrice, la libération du Mn est due principalement à la salive (araignée de mer, 

pétoncle et thon en conserve), au suc gastrique (bigorneau, crevette), ou bien aux deux réactifs 

(moule, tourteau, colin, thon). Le zinc est très bioaccessible dans toutes les matrices étudiées (> 

56 %), sauf le thon (24 %). Il est généralement plus bioaccessible par le suc gastrique que par la 

salive, sauf pour l’araignée de mer. La bioaccessibilité du cuivre est variable dans les produits de 

la pêche étudiés (29 – 92 %). Dans le colin, le saumon et le saumon fumé, le Cu est libéré 

majoritairement par le suc gastrique alors que dans les autres matrices, il est libéré autant pas la 

salive que par le suc gastrique. 

 

Article III. Leufroy A., Noël L., Dufailly V., Beauchemin D., Guérin T. “Use of a continuous 

leaching method to assess the oral bioaccessibility of trace elements in seafood”, Food Chemistry, 

135, 623-633. 
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IV. Conclusions 

Une méthode in vitro simple et rapide pour l’évaluation de la bioaccessibilité de l’arsenic a été 

développée comme alternative aux méthodes d’évaluation in vivo de la biodisponibilité, qui 

restent longues, coûteuses, et complexes à mettre en place. Cette méthode de lixiviation en ligne a 

permis tout d’abord d’estimer en temps réel la bioaccessibilité maximale de l’arsenic total dans les 

produits de la pêche. Puis, les lixiviats collectés ont été analysés pour leur contenu en espèces 

arséniées à l’aide de la méthode de spéciation décrite dans la deuxième partie. Ces travaux ont fait 

l’objet d’un article (Article II) publié dans le journal « Analytical & Bioanalytical Chemistry ». 

Enfin, grâce à la capacité multiélémentaire du détecteur utilisé, la bioaccessibilité totale d’autres 

éléments traces a également été estimée. Les résultats de ces travaux seront publiés prochainement 

dans le journal « Food Chemistry » (article accepté le 12 mars 2012). 

Les résultats de ces essais sur quatre MRC et sur des échantillons réels de produits de la pêche 

ont montré que la bioaccessibilité de l’arsenic total varie entre 19 et 55 % dans les MRC et est 

supérieure à 52 % dans les échantillons réels, suggérant que l’arsenic présent est faiblement lié à 

la matrice. De plus, les résultats ont montré que la salive joue un rôle très important dans la 

libération de l’arsenic dans l’organisme lors de la digestion, et qu’elle devrait être plus souvent 

considérée lors des études de bioaccessibilité. 

Les analyses de spéciation des lixiviats de salive et de suc gastrique indiquent que la 

bioaccessibilité des espèces inorganiques varie selon de 7 à 66 % dans les mollusques et crustacés, 

et de 31 à 68 % dans les poissons. Les autres espèces organiques ont des bioaccessibilités 

supérieures ou égales à 64 % pour l’AsB et à 78 % pour le MA et le DMA. Étant donné que des 

surestimations en MA et DMA ont été observées sur certaines matrices, il pourrait être intéressant 

d’utiliser la technique ESI/MS-MS afin de mieux caractériser les espèces présentes dans ces 

lixiviats. 

La procédure de lixiviation en ligne a également été utilisée de manière satisfaisante sur des 

MRC et des produits de la pêche pour la détermination de la bioaccessibilité totale d’autres 

éléments d’intérêt (éléments essentiels et éléments toxiques). Les résultats indiquent que la 

bioaccessibilité des différents éléments varie selon la matrice étudiée, en termes de pourcentage 

bioaccessible, mais également en fonction du réactif de digestion (salive ou suc gastrique). A titre 

d’exemple, les quatre éléments toxiques sont principalement libérés par le suc gastrique dans 

toutes les matrices étudiées (sauf l’araignée de mer pour laquelle il n’a pas été possible d’étudier 

la libération gastrique). 
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Les résultats ont ainsi montré que l’aluminium est très faiblement bioaccessible dans tous les 

échantillons analysés (< 7 % de l’Al total), sauf dans l’araignée de mer (27 %), à l’inverse du 

cadmium qui semble être très bioaccessible (> 53 % du Cd total présent et jusqu'à 100 % dans les 

moules et crevettes). Les bioaccessibilités du plomb et du mercure varient d’une matrice à l’autre 

(6 - 75 % pour le plomb et 4 - 80 % pour le mercure).  

Le zinc et le cuivre sont très bioaccessibles dans toutes les matrices étudiées (> 56 %) sauf 

dans le thon (24 %), alors que la bioaccessibilité du manganèse est plus forte dans les mollusques 

et les crustacés (> 50 %) que dans les poissons (10 – 44 %). Enfin, celle du vanadium semble 

variable d’une matrice à l’autre (très faible dans la crevette, le thon et la coquille Saint-Jacques, 

très forte dans le crabe, le bigorneau, le colin et le saumon). 

 

En perspectives, cette méthodologie pourrait être étendue à d’autres éléments en apportant 

quelques modifications, notamment au niveau de la mini-colonne (composition, longueur, 

diamètre,…), ou en associant la technique ICP-MS avec une cellule de collision/réaction pour 

faire face aux interférences spectrales sur certains éléments comme Se ou Fe. L’ICP-MS, 

permettant de déterminer simultanément tous les éléments d'intérêt dans une même matrice, peut 

être aussi un formidable outil pour étudier les interactions entre éléments au niveau de la 

bioaccessibilité et mettre en évidence l’influence par exemple d’un contaminant sur les autres 

éléments, et réciproquement. L’approche multiélémentaire nécessitera de toute façon d’adapter le 

protocole à l’objectif fixé, c’est-à-dire aux éléments d’intérêt mais également aux matrices 

étudiées. 
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Quatrième partie : Qualité en recherche 
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La charte des thèses réalisées au sein de l’Anses, qui se réfère à l’arrêté du 3 septembre 1998 et 

à la recommandation de la commission européenne du 11 mars 2005, définit les droits et devoirs 

des doctorants, de leurs directeurs de thèse, et de leurs responsables scientifiques. Selon un extrait 

de cette charte intitulé : « Thèse et système de management de la qualité »: « Les travaux de thèse 

doivent s’intégrer dans le système de management de la qualité en recherche en place au sein de 

l’entité. Le management de la qualité en recherche permet de garantir la bonne conduite de la 

recherche et ainsi de donner confiance dans les résultats de la recherche. 

A ce titre, le doctorant accepte d’effectuer ses expériences et manipulations conformément aux 

méthodes contenues dans le manuel qualité du laboratoire dont il a pris connaissance. Le 

doctorant accepte qu’un audit qualité ait lieu au cours de son travail ainsi qu’il y ait 

éventuellement un audit qualité à la fin de son travail, préliminaire à la rédaction du bilan qualité 

de la thèse par le responsable qualité de l’entité et qui devra accompagner son mémoire de thèse. 

D’autre part, le doctorant accepte qu’une fois par an ait lieu un bilan qualité de son travail dont les 

conclusions pourront comporter des suggestions d’amélioration. 

L’entité d’accueil du doctorant s’engage à prendre en charge et assurer la formation qualité de 

l’étudiant et à mettre à sa disposition toute la documentation qualité dont il a besoin. » 

 

Deux audits qualité ont été réalisés au cours de cette thèse, dont les principales conclusions ont 

été synthétisées dans le rapport présenté ci-dessous : 
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Conclusions générales et perspectives 

L’objectif principal de ces travaux était de valider une méthode de spéciation de l’arsenic dans 

les produits de la pêche, avant de l’utiliser pour collecter des données d’occurrence des différentes 

espèces présentes, puis d’estimer la bioaccessibilité de l’arsenic élémentaire et de ses espèces dans 

des échantillons représentatifs des habitudes de consommation de la population française. 

La première partie de ce travail a porté sur une présentation générale de la problématique de 

l’arsenic au travers de généralités sur l’arsenic (propriétés, différentes formes, cycle géochimique, 

toxicologie et exposition), puis d’une étude bibliographique sur les techniques de spéciation de 

l’arsenic dans les matrices alimentaires (extraction et séparation des espèces) et sur les différentes 

approches existantes pour l’étude de sa bioaccessibilité. La méthode retenue est une technique de 

couplage entre la chromatographie échangeuse d’ions et une détection par ICP-MS après une 

extraction assistée par micro-ondes avec de l’eau. Pour l’estimation de la bioaccessibilité de 

l’arsenic total et des différentes espèces d’arsenic dans les produits de la pêche, une méthode 

dynamique de lixiviation en ligne a été retenue. Cette approche permet d’estimer la 

bioaccessibilité totale maximale de l’arsenic en temps réel ainsi que celle d’autres éléments 

d’intérêt. De plus, couplée à une méthode de spéciation de l’arsenic, elle permet d’estimer la 

bioaccessibilité des différentes espèces d’arsenic en plus de l’arsenic total. 

La deuxième partie de ce travail a été consacrée à la validation de la méthode de spéciation de 

l’arsenic dans les produits la pêche et aux applications relatives à cette méthode. Les critères de 

performance analytiques (limites de détection et de quantification, linéarité, spécificité, justesse, 

fidélité, et reproductibilité interne) ont été évalués selon les normes en vigueur. La linéarité, les 

limites de quantification (de 0,02 à 0,08 mg/kg), la spécificité, la justesse, la reproductibilité 

interne (CVR compris entre 9 % et 16 %) ont été considérés acceptables pour toutes les espèces, 

sauf pour le TMAO. De plus, des contrôles qualité externes ont montré que la méthode pouvait 

également être appliquée de façon satisfaisante à des échantillons de riz et de froment. Cette 

méthode a été accréditée fin 2011 par le COFRAC pour les six espèces As(III), MA, DMA, 

As(V), AsB et AsC. Elle a également été utilisée lors de l’exercice de certification d’un 

échantillon de riz organisé par l’IRMM. 

Suite à ces travaux, la DGAL a ajouté en 2011 la recherche d’arsenic inorganique dans la chair 

de poisson au plan de surveillance des contaminants chimiques du milieu aquatique dans les 

produits de la pêche. 
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L’application de la méthode de spéciation sur les 65 échantillons de produits de la pêche de 

l’EAT 2 a permis de confirmer que l’Arsénobétaïne est l’espèce majoritaire dans ces échantillons 

et que le pourcentage d’Asi dans les poissons varie peu d’une matrice à l’autre et reste comprise 

entre 0,5 et 1,9% de l’arsenic total. En revanche, les pourcentages en Asi sont plus élevés et 

variables (entre 0,4 et 15,8%) dans les mollusques, notamment dans les moules et les huîtres. 

 

La troisième partie de ce travail s’est intéressée à la mise au point d’une méthode permettant 

l’évaluation de la bioaccessibilité maximale de l’arsenic total et de ses différentes espèces dans les 

produits de la pêche, en combinant une technique de lixiviation en ligne avec une méthode de 

spéciation par HPLC/ICP-MS. Alors que l’étape de la salive est généralement négligée lors des 

études de simulation gastro-intestinale, les résultats ont montré l’importance de son rôle puisque 

plus de deux tiers de l’arsenic bioaccessible était libéré par la salive. Les analyses de spéciation 

des lixiviats de salive et de suc gastrique ont montré que la bioaccessibilité de l’arsenic 

inorganique semble dépendre du type de matrice étudié, alors que la bioaccessibilité des espèces 

organiques semble être beaucoup plus importante, quelles que soient les matrices.  

En parallèle, la lixiviation en ligne a été étendue à la détermination de la bioaccessibilité 

d’autres éléments traces d’intérêt. Sur ce type de matrices, les résultats ont montré que parmi les 

contaminants, l’aluminium est très faiblement bioaccessible (< 7 % de l’Al total), comparé au 

cadmium (> 53 % du Cd total présent et jusqu'à 100 % dans les moules et crevettes), et que la 

bioaccessibilité du plomb et du mercure est très variable selon le type de matrice étudiée (6 - 75 % 

pour le plomb et 4 - 80 % pour le mercure). De plus, pour ces quatre éléments toxiques, c’est le 

suc gastrique qui participe le plus à leur libération durant la digestion. Parmi les éléments 

essentiels, le cuivre et le zinc sont très bioaccessibles dans toutes les matrices étudiées (> 56 %) 

sauf le thon (24 %), la bioaccessibilité du manganèse est plus forte dans les mollusques et les 

crustacés (> 50 %) que dans les poissons (10 – 44 %) et celle du vanadium est faible dans la 

crevette, le thon et la coquille Saint-Jacques et plus forte dans le crabe, le bigorneau, le colin, et le 

saumon. 

En perspectives, il serait intéressant de coupler les données de contamination des différentes 

matrices analysées dans le cadre de l’EAT 2 avec les données de consommation, afin d’affiner 

l’évaluation de l’exposition de la population française à l’arsenic. Cette méthode de spéciation 

pourra également être utilisée lors des prochaines EAT. De plus, compte tenu des résultats des 

données d’occurrence recueillies sur ces échantillons, il serait judicieux d’inclure dans le prochain 
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plan de surveillance des contaminants chimiques en milieu aquatique dans les produits de la pêche 

la recherche de l’arsenic inorganique dans les mollusques et les crustacés.  

Afin de pouvoir évaluer la bioaccessibilité sur d’autres éléments d’intérêt (le nickel, le chrome 

et le molybdène en particulier qui étaient relargués par la colonne en inox) et sur des matrices 

difficiles comme les huîtres, il faudrait optimiser les paramètres de bioaccessibilité (type de 

colonne, dimension et diamètre de colonne…), notamment à l’aide d’une colonne plus inerte. 

L’utilisation de la cellule de collision de l’ICP-MS permettrait également d’étudier d’autres 

éléments particulièrement sensibles aux interférences (fer, sélénium…). 

D’autres techniques de détection comme l’ESI/MS-MS pourraient être envisagées afin de 

pouvoir confirmer l’identité structurale des espèces dans les matrices plus complexes qui 

contiennent des espèces inconnues et dans les lixiviats dans l’hypothèse de transformations des 

espèces dans les réactifs digestifs. De même, à l’instar de quelques études sur des produits de la 

pêche et du riz, (Amiard et al., 2008; He et al., 2010; Houlbrèque et al., 2011; Torres-Escribano et 

al., 2011b; Horner et Beauchemin 2012), il conviendrait d’étudier l’influence de la cuisson et du 

mode de préparation des aliments sur la bioaccessibilité des éléments étudiés dans le but d’obtenir 

une évaluation des risques plus précise.  

Alors même que certaines catégories d’aliments représentent la source principale d’exposition 

à l’arsenic pour la population générale, aucune réglementation (en total ou en spéciation) n’existe 

actuellement au niveau européen, contrairement à d’autres contaminants comme le plomb, le 

cadmium et le mercure. Par conséquent, nous espérons que l’ensemble de ces travaux pourra 

contribuer à une future réglementation sur les teneurs maximales en arsenic inorganique dans 

certains groupes d’aliments comme le riz, les poissons et autres produits de la mer. 
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ABSTRACT 

 

Arsenic is an element present in all compartments of the environment, and seafood 

constitutes a major source of exposure to arsenic through human consumption. Although there 

is currently no legislation on arsenic in food in France, government agencies generally assess 

the safety of food items based solely on the total concentration of the element, without taking 

into account its different species or their bioaccessibility. Therefore, the development of 

speciation analysis methods is particularly relevant in the context of risk assessment. 

The first part of this thesis focuses on the properties of arsenic, its occurrence in the 

different compartments of the environment and its toxicity, and a literature review of existing 

analytical methods to study the speciation of arsenic in food matrices, especially seafood 

products (extraction and separation / detection). Different approaches for evaluating its 

bioaccessibility and that of other trace metals of interest are also presented. 

The second part of this work concerns the validation of a speciation analysis method for 

major arsenic species in seafood (As (III), MA, DMA, As (V), AsB, TMAO, AsC) by 

coupling ion exchange chromatography (IEC) with inductively coupled plasma mass 

spectrometry (ICP-MS) after microwave-assisted extraction (MAE). Evaluation of the 

analytical performance of the method, internal and external quality controls in place and 

applications of the method, particularly occurrence data of arsenic species in seafood most 

consumed by the French population are presented and discussed. 

In the third part, the maximum bioaccessibility of arsenic and other elements of interest is 

assessed using a continuous leaching method (involving the real-time measurement by ICP-

MS of the fraction released by the different artificial digestive fluids). By coupling this 

leaching method with the above validated speciation analysis method, the bioaccessibility of 

different arsenic species is also assessed. 

 

Keywords: : arsenic ; spéciation ; bioaccessibility ; seafood ; ICP-MS ; IEC ; MAE ; method 

validation  

 



RÉSUMÉ 

 

L’arsenic est un élément présent dans tous les compartiments de l’environnement, et les 

produits de la pêche représentent une source majeure d’exposition à l’arsenic par le biais de 

l’alimentation. Même s’il n’existe pas à ce jour de législation sur les teneurs en arsenic dans 

les aliments en France, les agences gouvernementales évaluent généralement les risques liés à 

la présence d’arsenic dans les produits de la pêche en se basant essentiellement sur la 

concentration totale de l’élément, sans tenir compte des différentes espèces présentes ni de 

leur bioaccessibilité. Par conséquent, le développement de méthodes d’analyse de spéciation 

revêt un intérêt particulier dans le cadre de l’évaluation des risques. 

La première partie de ce mémoire présente des informations générales sur les propriétés de 

l’arsenic, son occurrence dans les différents compartiments de l’environnement et sa toxicité, 

ainsi qu’une étude bibliographique des méthodes analytiques existantes pour étudier la 

spéciation de l’arsenic dans les matrices alimentaires, en particulier les produits de la pêche 

(extraction et séparation/détection). Les différentes approches pour l’évaluation de sa 

bioaccessibilité et de celle d’autres éléments traces métalliques d’intérêt sont également 

présentées. 

La deuxième partie de ces travaux porte sur la validation d’une méthode d’analyse de 

spéciation des principales espèces d’arsenic dans les produits la pêche (As(III), MA, DMA, 

As(V), AsB, TMAO, AsC) par couplage entre la chromatographie d’échange d’ions (IEC) et 

la spectrométrie de masse à plasma induit (ICP-MS) après extraction assistée par micro-ondes 

(MAE). L’évaluation des performances analytiques de la méthode, les contrôles qualités 

internes et externes mis en place et les différentes applications, en particulier les données 

d’occurrence des différentes espèces d’arsenic dans les produits de la pêche les plus 

consommés par la population française sont présentés et discutés. 

Dans la troisième partie, la bioaccessibilité maximale de l’arsenic et d’autres éléments 

d’intérêt est estimée à l’aide d’une méthode de lixiviation en ligne (impliquant la mesure en 

temps réel par ICP-MS de la fraction libérée par les différents fluides digestifs artificiels). La 

combinaison de ce procédé avec la méthode d’analyse de spéciation validée permet ainsi 

d’estimer la bioaccessibilité des différentes espèces d’arsenic. 

 

Mots clés : arsenic ; spéciation ; bioaccessibilité ; produits de la pêche ; ICP-MS ; IEC ; 

MAE ; validation   
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