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INTRODUCTION GENERALE

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 caractére ambigu de I’arsenic : en
effet, souvent employé comme poison comme en témoignent de nombreuses références
historiques (la théorie de I’empoisonnement de Napoléon Bonaparte, 1’affaire Marie Besnard,
Francois I*" de Medicis), littéraires (Madame Bovary) ou cinématographiques (Arsenic et vieilles
dentelles), il posséde également certains effets bénéfiques déja bien connus (traitement de certains

cancers).

L’arsenic est naturellement présent dans tous les compartiments de 1’environnement sous
forme de composés organiques et inorganiques tres divers. En particulier, les produits de la péche
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 I’organisme et des doses a partir desquelles il
représente un danger, ainsi qu’une exposition quantifiée de 1’exposition. Cependant, alors que la
toxicité de 1’arsenic dépend principalement de sa forme chimique, les agences gouvernementales
évaluent généralement les risques liés a la présence d’arsenic dans les aliments en analysant
uniquement ’arsenic ¢lémentaire, sans prendre en compte les différentes formes présentes, et
donc la réelle toxicité de I’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 especes d’arsenic en plus de I’arsenic total dans les produits de la péche, mais
également de pouvoir estimer sa bioaccessibilité, ¢’est-a-dire dans quelle mesure il va étre libéré

dans I’organisme lors de la digestion.

L’objectif principal de ces travaux a donc été, dans un premier temps, de valider une methode
d’analyse de spéciation de I’arsenic dans les produits de la péche et de 1’utiliser pour collecter des
données d’occurrence sur differents échantillons représentatifs, puis d’estimer la bioaccessibilité

de I’arsenic élémentaire et de ses espéces sur ces produits de la péche.

La premiere partie de ce mémoire présente des informations générales sur les propriétés de
I’arsenic, son occurrence dans les différents compartiments de 1’environnement et sa toxicité, et
une étude bibliographique sur les techniques de spéciation de I’arsenic dans les matrices
alimentaires et sur les différentes approches existantes pour 1’étude de la bioaccessibilité de

I’arsenic et de ses espéces ainsi que des autres éléments traces métalliques d’intérét.
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La deuxiéme partie est consacrée a la méthode d’analyse de spéciation de I’arsenic dans les
produits de la péche mise en place par extraction assistée par micro-ondes (MAE), séparation par
chromatographie d’échange d’ions (IEC) et détection par spectrométrie de masse a plasma a
couplage inductif (ICP-MS). L’évaluation des performances analytiques de la méthode est
présentée, ainsi que les contrbles qualité internes et externes mis en place et les différentes
applications, notamment les données de spéciation collectées par 1’analyse des produits de la

péche les plus consommes par la population francaise (Article I).

La troisieme partie porte sur 1’évaluation de la bioaccessibilit¢ de 1’arsenic total et de ses
différentes formes dans les produits de la péche a I’aide d’une méthode de lixiviation en ligne.
Cette evaluation a été réalisée par la mise en place d’une méthode in vitro de lixiviation en ligne
couplée a la méthode de spéciation de 1’arsenic présentée dans la partie précédente (Article II).
Cette méthode de lixiviation en ligne a également été utilisée sur ces mémes produits de la péche

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

L’ensemble de ces travaux a été réalisé dans 1’unité des contaminants inorganiques et minéraux
de D’environnement (CIME) au Laboratoire de Sécurité des Aliments (LSA) de 1’Agence
Nationale de Sécurité Sanitaire - alimentation, environnement, travail (ANSES). Ils s’intégrent
dans le systéme de gestion de la qualité en recherche en place au sein de 1’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 these constitue la quatrieme et

derniére partie de ce mémoire.
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Premiére partie. Etude bibliographique
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I. Généralités
I.1. Propriétés

L’arsenic est un ¢lément naturellement présent dans 1’environnement puisque qu’il occupe le
20°™ rang dans I’ordre d’abondance des éléments de la cro(te terrestre. On pense devoir sa
découverte a Albert Le Grand, au XlIléme sie¢cle, qui chauffa du savon avec de 1’orpiment,
minéral jaune (pigment) composé de trisulfure d’arsenic. Le nom arsenic dérive du terme grec

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

L’arsenic est considéré comme un métalloide en raison de ses propriétés a la fois de métal et de
non métal. Il appartient au groupe VA de la classification périodique de Mendeleiev, comme
I’azote et le phosphore, et posséde par conséquent des propriétés chimiques similaires a ces deux
éléments essentiels. Il ne posséde qu’un seul isotope stable. A 1’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 a former des sels avec de nombreux cations. Par ailleurs, les
possibilités de former des liaisons covalentes stables avec 1’hydrogene et le carbone sont a
I’origine d’une grande variété de composés organiques (Cullen et Reimer 1989; Francesconi et
Kuehnelt 2004). Néanmoins, dans ’environnement, il est fréquemment combiné a d’autres
¢léments comme 1’oxygene, le chlore, le soufre, et forme dans ce cas des composés inorganiques.

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

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

Symbole As

Numéro atomique 33
Configuration électronique [Ar] 3d" 45 4p°
Groupe, période, bloc VA, 4,p

Masse atomique 74,9216

Rayon atomique 115 pm

Etats d’oxydation -1, 0, +111, +V
Electronégativité (Pauling) 2,18
Température de fusion 817°C

Point d’ébullition 613°C

Densité 5,73 g/cm® (gris), 1,97 g/cm® (jaune)
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1.2. Les différentes formes d’arsenic

Plus de trente espéces d’arsenic ont déja été identifiées dans 1’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 espéces organiques

et inorganiques retrouvees dans les produits de la péche sont présentées dans le Tableau 2.
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Tableau 2. Noms, abréviations, et structures chimiques des principales espéces d’arsenic (D’apres
Francesconi et Kuehnelt (2004))

Abréviation Structure chimique
0—As— O
Arsénite As(111) |
o
0
- I
Arséniate As(V) 0—As— O
I
o
T
Acide monométhylarsonique MA ‘0—As=0
I
o
P
Acide diméthylarsinique DMA H,C —As=0
I
o
P
Oxyde de triméthylarsine TMAO H,C —As=0
I
CH,
P
lon tétraméthylarsonium TETRA H,C —As*™—CH,
|
CH,
(l"’Hs 0]
Arsénobétaine AsB H,C —As*\).L
I o
CH,
[
Triméthylarsiniopropionate TMAP H,C _pi3+ ©
CH, I
0
0
Il
H,C —Als 0
Arsénosucres CH,
HO OH
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I.2.a. Les formes inorganiques

Les espeéces d’arsenic inorganique retrouvées dans I’environnement présentent des degrés
d’oxydation de +III ou +V, et existent sous forme thio-complexées, ou sous forme anioniques
arsénite (As(ll)) et arséniate (As(V)). Les deux formes inorganiques As(Ill) et As(V) sont
facilement inter-convertibles par réaction d’oxydoréduction, et sont donc souvent retrouvées
ensemble, I’As(V) étant thermodynamiquement favorisé dans les conditions normales oxydantes
(Cullen et Reimer 1989). Dans les organismes marins, leur quantité est souvent faible, inférieure a
10 % de I’arsenic total (Edmonds et Francesconi 1993; Schoof et Yager 2007).

1.2.b. Les formes organiques

1.2.b.i. L arsénobétaine

L’arsénobétaine (AsB) est la forme majoritaire d’arsenic retrouvée dans les poissons et les
crustacés, en représentant plus de 80 % de ’arsenic total présent. Cette espeéce a également été
récemment retrouvée dans des algues marines (Nischwitz et Pergantis 2005), méme si elle reste
difficile a mesurer en présence des arsenosucres (espéces dominante dans les algues) en raison de

sa faible concentration.

1.2.b.ii. Les especes méthylées

L’acide monométhylarsonique (MA), [’acide diméthylarsinique (DMA), 1’oxyde de
triméthylarsine (TMAOQO), et I’ion tétraméthylarsonium (TETRA) appartiennent au groupe des
formes méthylées. Parmi ces espéces, les formes MA et DMA sont couramment retrouvées dans
I’environnement, et sont toutes les deux des métabolites du schéma de biométhylation de 1’arsenic

présenté dans la Figure 1.
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1.2.b.iii. L’arsénocholine

L’arsénocholine (AsC) est généralement présente chez les organismes marins, mais a 1’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).

1.2.b.iv. Les arsénosucres

Les arsénosucres sont les constituants arséniés majeurs des algues marines (2 - 50 mg/kg). Ces
especes ont également été retrouvées dans d’autres organismes marins qui se nourrissent d’algues,
comme les moules, les palourdes et les huitres (0,5 - 5 mg/kg) (Le et al., 2004). Plus de vingt
arsenosucres naturels ont été identifiés, formés pour la plupart par un dérivé diméthylarsinoyl et

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

I.2.b.v.Les arsénolipides

Les arséno-lipides on fait 1’objet d’un nombre limité d’études dans les organismes marins, a cause
de leur faible teneur, leur difficulté a étre 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 I’arsenic

L’arsenic est un élément ubiquiste présent dans tous les compartiments de 1’environnement

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

1.3.a. Les sources d’émission de 1’arsenic

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

L’arsenic est un composant naturel de I’écorce terrestre avec une concentration dans la partie
superficielle évaluée & 2 mg/kg, et pouvant atteindre localement 100 mg/kg voire 200 mg/kg dans
les dépbts calcaires ou phosphatés et dans les schistes. On le trouve en proportions plus
considérables dans les roches, ou plus de 99 % de I’arsenic présent se trouve sous forme de
minerais de cuivre, de zinc et de plomb, les plus importants étant 1’arsénopyrite (FeAsS), le
réalgar (As4S,), et I’orpiment (As,Ss3) (Figure 2).

Figure 2. L’orpiment (source . http://www.mediatheque.grand-troyes.fr/iwebmat2/archives/_/nv/enluminure/enlul2.htm)
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L’érosion, les précipitations et le lessivage des sols entrainent une redistribution de 1’arsenic
vers les compartiments aquatiques sous forme dissoute ou particulaire. Certaines eaux issues de
sols volcaniques peuvent contenir des teneurs atteignant 300 pg/L, mais plus généralement,
I’arsenic dissous dans les eaux superficielles se trouve a des concentrations comprises entre 0,1 et
10 pg/L. Dans I’atmosphere, le flux d’arsenic est principalement causé par I’érosion éolienne et

I’activité volcanique.

1.3.a.ii. Les sources anthropiques

La production mondiale d’arsenic en 2008 était estimée a 53 500 tonnes, dont 97 % sous forme
de trioxyde d’arsenic (As,O3 = As(l11)) (EFSA 2009). L’élément arsenic est produit par pyrolyse
de I’arsénopyrite ou par grillage de sulfure puis réduction de I’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 I’air de I’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, méme si son
utilisation a fortement diminué depuis 1’essor des pesticides organochlorés et

organophosphatés ;

- Dans I’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 I’industrie des semi-conducteurs, pour la fabrication de piles photovoltaiques, de

diodes électroluminescentes, de circuits intégrés ;

- Dans I’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 I’élevage des volailles dans certains pays (Roxarsone (ROX), Nitrarsone (NIT), acide
p-arsanilique (p-ASA) (Sanchez-Rodas et al., 2006) ;

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

fabrication des munitions ;

26



PREMIERE PARTIE. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

- Dans I’industrie du cuir, pour la conservation des peaux.

1.3.b. L’arsenic dans les différents compartiments de 1’environnement
1.3.b.1. L arsenic dans les sols

Dans les sols, I’arsenic est présent principalement sous forme inorganique, 1’As(V) étant
majoritaire dans les conditions d’aération normale. La mobilité de ’arsenic est assez limitée,

méme si 1’ As(IIT) est reconnu pour étre plus mobile que 1’As(V) (Molénat et al., 2000).

L’activité microbiologique peut conduire a des réactions de méthylation ou déméthylation, et
¢galement a des réactions d’oxydoréduction. Dans des conditions anaérobiques, il peut conduire
jusqu’a la formation d’espéces volatiles comme 1’arsine (AsHsz) (Mandal et Suzuki 2002). Dans
des conditions réductrices, 1’activité des micro-organismes peut conduire a la formation de
composeés organo-arséniés (MA, DMA, TMAO et TETRA).

Les concentrations en arsenic mesurées dans les sols sont trés variables d’un site a 1’autre,
selon que 1’origine soit naturelle ou due a I’activit¢ humaine, et selon le type de roche. Les sols
non contamines 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 a 2 mg/kg,
méme si dans le cas d’anomalies géochimiques naturelles, cette concentration peut atteindre
1000 mg/kg (Laperche et al., 2003). Les sites ou les sols agricoles ont €té traités avec des
pesticides arséniés contiennent des quantités considérables d’arsenic. De méme, certaines zones
polluées par des activités industrielles, les sites miniers, les zones a proximité des fonderies,
peuvent contenir des teneurs plus élevees en arsenic. Ainsi, une moyenne de 18,8 mg/kg a été
mesurée prés d’une manufacture de pesticides a Middleport (New York, Etats-Unis), et jusqu’a
333 mg/kg autour d’anciennes fonderies de cuivre a Anaconda (Montana, Etats-Unis) (ATDSR
2007). Dans les sédiments, la concentration en arsenic est généeralement inférieure a 10 mg/kg,

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

L’arsenic est présent naturellement a de faibles concentration dans 1’ecau. La mobilité et la
répartition de I’arsenic dans les compartiments aquatiques dépend de sa forme chimique et des

interactions avec la matiére présente.

L’arsenic retrouvé dans 1’eau peut provenir de la dissolution des sédiments sous 1’action des
micro-organismes, et est présent principalement sous forme inorganique (la forme chimique
majoritaire thermodynamiquement stable étant 1’ion arséniate), mais aussi sous forme organique
(MA, DMA, TMAO) provenant de la méthylation de I’arsenic inorganique par les algues ou par la

dégradation microbienne des composés organiques complexes (INERIS 2010).

Dans I’eau de mer, la concentration est généralement comprise entre 1 et 8 pug/L alors que dans
les eaux douces, les concentrations normales en arsenic sont de 1’ordre de 1 a 10 pg/L, et de 100 a
5000 pg/L dans les zones minieres (Mandal et Suzuki 2002). Dans les eaux souterraines, les
concentrations en arsenic sont généralement de 1’ordre de 0,1 a 2 pg/L, mais peuvent atteindre
3 400 pg/L dans les régions volcaniques, et 48 000 pg/L dans des régions minieres (EFSA 2009).
En Inde et au Bangladesh, les concentrations élevées en arsenic dans les eaux souterraines

(jusqu’a 3 700 pg/L) proviennent des sédiments riches en arsenic.

1.3.h.iii. L’arsenic dans [’air

Certains composés arseniés sont tres volatils (arsines, composés organiques). L’arsenic présent
dans I’air existe généralement sous forme d’un mélange particulaire d’arséniate et d’arsénite, les
espéces organiques étant d’importance négligeable, sauf dans les zones ou des quantités
conséquentes de pesticides arséniés ont été utilisées (Mandal et Suzuki 2002). L’exposition a
I’arsenic via 1’air ambiant est généralement faible, (concentrations inférieures & 1 a 3 ng/m?)
méme si elle peut étre de I’ordre de 100 ng/m® 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’aprées
(CITEPA 2011))

Secteur Part des émissions

Industrie manufacturiere 53,3 %
Résidentiel/tertiaire 232 %
Transformation d’énergie 22,9 %

Agriculture/sylviculture
Transport routier
Transport (& I’exclusion du transport routier)
Autres sources

<1%

1.3.b.iv. L arsenic dans les organismes vivants

La bioaccumulation fait référence a 1’accumulation nette d’une espéce chimique dans un
organisme aquatique comme le résultat d’un apport depuis 1’environnement (alimentation, eau,
sédiments), tandis que la bioconcentration se réféere a un apport di a ’eau seulement (EFSA
2009). Dans la chaine alimentaire aquatique, la bioaccumulation ne semble pas étre 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 a de plus grandes quantité
d’arsenic qui s’accumule dans les sédiments. L’arsenic s’accumule principalement dans
I’exosquelette des invertébrés et dans le foie des poissons. Il n’y a pas de différence de
concentrations selon les différentes espéces de poisson, qu’ils soient herbivore, insectivore ou
carnivores (EFSA 2009). Parmi les animaux marins, I’arsenic est présent a des concentrations de
0,005 a 0,3 mg/kg dans les mollusques et peut atteindre parfois jusqu’a 100 mg/kg d’arsenic
(Mandal et Suzuki 2002).

Chez les mammiferes, 1’arsenic s’accumule dans certains tissus ectodermiques comme les
cheveux et les ongles (Mandal et Suzuki 2002). Les plantes terrestres peuvent accumuler I’arsenic
depuis le sol par le flux hydrique, mais également par les feuilles, par I’absorption de 1’arsenic en
suspension dans 1’air qui se dépose sur les feuilles (EFSA 2009). La quantité d’arsenic dans les
plantes dépend de la quantité d’arsenic a laquelle elles sont exposées. Les plantes non
contaminées contiennent environ 0,2 a 0,4 mg/kg d’arsenic (Kuehnelt et al., 2001). Certaines
espéces peuvent accumuler des teneurs conséquentes, en particulier le riz : d’aprés le rapport de
I’EFSA, le riz et les produits a 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 I’arsenic

L’arsenic est un oligo-élément essentiel a la vie dont les besoins ont été évalués entre 10 et
20 pg/jour (Jacotot et Parco 1999; Laperche et al., 2003). Cependant, a des fortes concentrations,
il peut s’avérer néfaste pour les étres vivants. La toxicité de 1’arsenic dépend de sa forme
chimique et de son degré d’oxydation (IARC 2004), I’arsenic trivalent étant généralement plus
toxique que I’arsenic pentavalent. La dose létale d’arsenic inorganique chez I’Homme est estimée

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

Les doses létales (LDsp) des especes arséniées d’intérét chez la souris sont répertoriées dans le
Tableau 4.

Tableau 4. Doses 1étales des différents composés arséniés chez la souris (d’aprés Hughes (2002))

Espece arséniée LDs, (Mg As/kg)

As,O, 26
As(111) 8
As(V) 22
MA 916
DMA 648
AsB > 4260
TMAO 5500

I.4.a. Devenir de I’arsenic dans 1’organisme

Chez I’homme, 1’absorption de I’arsenic se fait a 95 % par voie orale (INERIS 2010),
I’absorption par inhalation et par voie cutanée étant beaucoup plus faible. L’absorption des
composeés 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 1lié aux groupements SH des protéines plasmatiques et a
I’hémoglobine et est distribué vers tous les organes, principalement au niveau du foie, des reins,
des poumons, des muscles, de la peau, des phaneres et des os (INERIS 2010), les concentrations
les plus élevées étant retrouvées dans les os et les ongles, sauf en cas d’intoxication aigué dans le

foie et les reins (INERIS 2010).

Le métabolisme de I’arsenic se compose de réactions d’oxydoréduction (conversions entre
I’ As(I1I) et I’As(V)) et de réactions de méthylation comme le montre la Figure 3. Si I’arsenic est
sous forme pentavalente, il va d’abord étre réduit en arsenic trivalent. La méthylation qui conduit
a la formation de MA, puis de DMA tend a rendre I’arsenic moins réactif et plus facilement
éliminé (INERIS 2010).
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iAs (V)
Voie non enzymatique : GSH %l/wie enzymatique : GSTO1-1

iAs (IIN)

Méthylation : Arsenic ()
meéthyltransférase (As(lll)MT)

MMA (V)

GSH % Réduction :
iAs(l!!)MT, GSTO1-1
MMA (111)
GSH

l As(lI)MT

DMA (Il DMA (V)
Réduction : As(lll)MT, GSTO1-1

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

L’élimination de ’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 I’arsenic inorganique (10 - 30 %) et du MA (10 - 20 %) (INVS 2002).

I.4.a.i. Arsenic organique

Historiquement, la méthylation de ’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 a remettre en cause cette
hypothése en montrant que les formes trivalentes du MA et du DMA pourraient étre plus toxiques
que I’As(III) (Dopp et al., 2004).

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

administrant différentes quantités de DMA a 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 thyroide 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’espéces arséniées et en observant au microscope les effets produits sur ces

cellules.

I.4.b. Arsenic inorganique

I.4.b.i. Toxicité aigué

Les effets aigus observés suite a 1’ingestion d’arsenic inorganique surviennent rapidement dans
les heures suivant 1’ingestion et sont principalement gastro-intestinaux, ressemblant fortement aux
symptdmes du cholera (nausées, hémorragies gastro-intestinales, douleurs abdominales et
diarrhées) (INERIS 2010). Ils sont fréequemment accompagnés d’une instabilité hémodynamique
qui se traduit par une tachycardie sinusale d’une hypotension orthostatique (INERIS 2010), et
d’une encéphalopathie aigué. Dans les jours ou semaines qui suivent I’ingestion, d’autres effets
peuvent se manifester, tels qu’une neuropathie périphérique conduisant a une atteinte motrice. 30

a 40 jours apres 1’ingestion, des Iésions de la peau et des phanéres peuvent étre observeées.

1.4.b.ii. Toxicité chronique

Effets cutanés

Les effets sur la peau et les muqueuses sont prédominants dans le cas d’intoxication chronique
a I’arsenic. Les lésions les plus fréquentes associées a une intoxication chronique orale a I’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 a partir d’un niveau d’exposition chronique supérieur a
0,02 mg As/kg/jour, des niveaux d’exposition inférieurs a 0,01 mg As/kg/jour n’ayant

géneralement pas montré de lésions cutanées (ATDSR 2007).

Ces symptomes ont été observés dans différentes régions du monde ou les teneurs en arsenic

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

toxique n’est mis en évidence.

Des effets sur la peau ont également été observes aprés une exposition par inhalation a

I’arsenic inorganique, bien qu’ils ne constituent pas de diagnostic a une exposition a 1’arsenic

(INERIS 2010).

Un contact cutané direct avec des composés d’arsenic inorganique peuvent causer des
irritations et des dermatoses, et peuvent conduire a des nécroses dans des cas extrémes (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 systeme vasculaire le plus caractéristique d’une exposition chronique a I’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 a une nécrose des tissus puis a une gangréne seche (ATDSR 2007) (Figure 4). Cette
intoxication est endémique de la région de Taiwan, consécutive a 1’ingestion d’eaux de boissons
dont les concentrations en arsenic inorganique sont de 1’ordre de 0,17 a 0,80 pg/L, correspondant
a des doses journaliéres de 0,014 a 0,065 mg As/kg/jour (ATDSR 2007; INERIS 2010). Des
études ont montré que les sujets dont les capacités de méthylation de 1’arsenic inorganique sont
plus faibles ont plus de risques de développer les symptdmes vasculaires de cette maladie
(ATDSR 2007; INERIS 2010). Une exposition chronique a I’arsenic inorganique induit d’autres
effets vasculaires comme la maladie de Raynaud, la cyanose des doigts et des orteils,

I’hypertension, 1’épaississement des artéres (INERIS 2010).
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Figure 4. La « maladie des pieds noirs » (Source : http://www.betterlifelabs.org/overview05.html)

Effets respiratoires

Aprés une exposition par inhalation, les effets respiratoires pouvant survenir incluent une
détresse respiratoire, une bronchite hémorragique, un cedéme pulmonaire, méme s’il n’est pas
clairement démontré que ces signes sont des effets directs ou liés aux lésions vasculaires du
systeme pulmonaire. Des études ont montré des symptdmes respiratoires mineurs comme la toux,
la dyspnée, des douleurs thoraciques, et des maux de gorge chez des sujets exposés a des doses
allant de 0,03 a 0,05 mg As/kg/jour (ATDSR 2007).

Effets gastro-intestinaux

Une exposition orale chronique a une dose de 0,01 mg As/kg/jour conduit a des symptdmes
similaires a une exposition aigué (nausées, vomissements, diarrhée, douleurs abdominales)
(ATDSR 2007; INERIS 2010). Généralement, ces symptdmes diminuent ou cessent a 1’arrét de
I’exposition. Ces symptdmes sont également observes aprés une exposition par inhalation a des

niveaux éleves de poussiéres et de vapeurs d’arsenic inorganique.

Effets neurologiques

Aprés une exposition par voie orale ou par inhalation a I’arsenic inorganique, de nombreuses
études ont montré la survenue d’atteintes du systeme 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 a 1’arrét de I’exposition (INERIS 2010), mais la récupération n’est

jamais complete.
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Effets hépatiques

Des effets hépatiques consécutifs a une exposition orale chronique a I’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 suggerent que ces atteintes sont secondaires, consécutives a une atteinte des vaisseaux
hépatiques (INERIS 2010).

Effets sur le développement et la reproduction

Une augmentation de 1’incidence des avortements spontanés, de morts feetales tardives, de
prématurité et de faible poids des nouveaux nés a été observée suite a une exposition chronique a
I’arsenic par 1’ingestion d’eaux de boisson dans les zones a teneur élevée en arsenic inorganique
(INERIS 2010).

Effets cancérigenes

L’exposition a I’arsenic, que ce soit par voie orale ou par inhalation, augmente le risque de
cancers. Ainsi, des relations ont été établies entre 1’exposition a de fortes teneurs en arsenic via les
eaux de boisson et I’augmentation de 1’incidence des cancers de la peau, de la vessie et du
poumon, et entre 1’inhalation d’arsenic inorganique et 1’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 I’exposition humaine
a une substance toxique et I’occurrence ou la sévérité d’un effet nocif observé. Elles sont
spécifiques d’une substance, d’une durée d’exposition (aigiic : de quelques heures a une semaine ;
intermédiaire : d’une semaine a quelques mois ; chronique : de quelques années a la vie entiere),
et d’une voie d’exposition (orale et respiratoire) (AFSSET 2006) et sont construites & 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-especes et des incertitudes dans les bases de données toxicologiques
(AFSSET 2006).

La dose critique peut étre définie comme une NOAEL (No Observed Adverse Effect Level)
qui est la dose maximale n’entrainant pas d’effet néfaste, une LOAEL (Lowest Observed Adverse
Effect Level) qui est la dose minimale entrainant 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 espéces arséniées les valeurs de référence publiées par les
différents organismes pour les effets a seuil.
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Tableau 5. Valeurs toxicologiques de référence

Substance i Facteur de Valeur de Année de
S Source PR o A
chimique sécurité référence révision
Asi ATDSR  Orale aigiie 10 MRL =5.10° mg.kg™j* 2007
Asi ATDSR Orale 3 MRL = 3.10"* mg.kg L™ 2007

chronique
. Orale _ -4 1 a-1
Asi US EPA - 3 MRL = 3.10" mg.kg™.j 2001
chronique
Asi RIVM Inhalation 10 TCA = 10° mg.m* 2001
chronique
Asi RIVM Orale 2 TDI = 10° mg.kg™j™ 2001
chronique
. . Orale _ R
Asi FoBiG chronique 5 TDI =0,45 pg.kg™.j 2009
MA ATDSR . Orale MRL = 1.10" mg.kg™j* 2007
intermédiaire
Orale _ 2 1.1
MA ATDSR - MRL = 1.10° mg.kg™.j 2007
chronique
Orale _ 2 1.1
DMA ATDSR - MRL = 2.10° mg.kg™.j 2007
chronique

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 pg/kg/semaine pour une exposition orale a
I’arsenic inorganique dans les eaux de boisson (FAO/WHO, 1989). Mais en 2009, le rapport de
I’EFSA conclue que cette valeur n’était plus appropriée compte tenu des effets génotoxiques et
cancérigénes de I’arsenic inorganique. Bien que I’arsenic n’agisse pas directement sur I’ADN,
I’incertitude a I’égard des modeles 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-a-dire
une DHTP).

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

L’agence de protection de I’environnement des Etats-Unis (US EPA) définit une valeur
toxicologique dite « dose de référence » (RfD) pour I’exposition orale chronique, basée sur
I’hypothése de I’existence d’un seuil pour I’apparition d’effets toxiques comme la nécrose
cellulaire. Elle propose une RfD de 0,0003 mg/kg/jour pour l’exposition orale a I’arsenic
inorganique établie a 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 I’incidence des cancers de la peau
a Taiwan 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 a 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 I’exposition humaine a une
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substance a partir de laquelle cette substance ne cause aucun effet nocif ou cancérigene, pour une
voie d’exposition donnée (inhalation, voie orale) et pour des durées d’exposition spécifique. Elle
ne propose aucun MRL pour I’exposition a 1’arsenic inorganique par inhalation a cause du
manque de donnees a ce sujet. Pour une exposition orale aigiie (14 jours ou moins) a I’arsenic
inorganique, elle propose un MRL de 0,005 mg/kg/jour calculé a partir de la LOAEL de
0,05 mg/kg/jour estimée par Mizuta et al., (1956) suite a un empoisonnement au Japon ou 220
personnes ont consommé de la sauce soja contaminée a une concentration approximative de
0,1 ng/L d’arséniate de calcium (les doses journaliéres absorbées étant estimées a 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 symptomes observés étaient 1’cedéme facial et les effets
gastro-intestinaux, puis les Iésions 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 a partir de la NOAEL de 0,0008 mg/kg/jour identifié par Tseng (1977) pour les Iésions
cutanées, en appliquant un facteur de sécurité de 3.

L’ATDSR propose également un MRL pour une exposition orale chronique au MA de
10 pg/kg/jour basé sur une BMDL o de 1090 pg/kg/jour chez la souris pour des lésions rénales, et
un MRL pour une exposition orale chronique au DMA de 20 pg/kg/jour estimé a partir d’une

BMDL,, de 1800 pg/kg/jour chez la souris pour des lésions de la vessie.

L’institut national de santé publique et de ’environnement des Pays-Bas (RIVM) propose une
« tolerable daily intake » (TDI) de 0,001 mg/kg/jour pour une exposition orale chronique a
I’arsenic trivalent et pentavalent sans distinction. Cette valeur a été établie & partir de la TDI de
2,1 pg/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° mg/m®, 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.

1.5. Exposition humaine

La voie d’absorption principale de 1’arsenic est la voie orale, devant I’inhalation et I’absorption
cutanée. En dehors du cadre professionnel, I'exposition a I'arsenic est essentiellement due a

I'ingestion d'aliments et d'eau contaminés (Caussy 2003).
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Les produits de la péche, les 1égumes, le riz et la viande (avec 1’utilisation de composés arséniés
comme supplément animal) constituent les sources principales d’apports en arsenic dans
I’alimentation humaine. Néanmoins, les produits de 1a péche sont considérés comme la source
d’exposition majeure (ATDSR 2007). En France, une étude récente d’exposition a 1’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 quantit¢é d’arsenic inorganique dans les poissons
représente de 0,1 & 3,5% de I’arsenic total. Dans les mollusques et les crustacés, les
concentrations en arsenic total sont similaires, mais 1’arsenic inorganique représente de 0,1 a 6 %
de I’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 I’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 pg/kg de
poids corporel par jour a I’arsenic inorganique (EFSA 2009). Au Royaume Uni, une étude sur
I’arsenic dans le riz pour I’alimentation infantile a montré que le pourcentage d’arsenic
inorganique variait de 33 % a 68 % de I’arsenic total dont la concentration variait de 0,120 a
0,470 mg/kg.

L’eau de boisson constitue ¢galement une source importante d'exposition a l'arsenic minéral
dans certaines régions. La directive européenne (98/83/CE, 1998) fixe a 10 pg/L la concentration

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

I1. Spéciation de ’arsenic : état de ’art

I1.1. Extraction des composeés arséniés

L’étape de mise en solution des espéces 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 espéces initialement présentes pour permettre une spéciation quantitative

satisfaisante.
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Les méthodes d’extraction existantes différent 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 a l'aide d’un ou

plusieurs matériaux de référence certifies (CRM) pertinents présentés dans le Tableau 6.
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Tableau 6. Matériaux de référence certifiés en arsenic total et en espéces d’arsenic dans les
produits de la péche (mg/kg)

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 Huitre NIST 13,4
SRM 1566b Huitre NIST 7,65
SRM 1568a Farine de riz NIST 0,29
SRM 1570 Epinard 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 211
BCR 627 Thon IRMM 4.8 0,150 39
BCR 278R Moule IRMM 6,07
NFA-Shrimp Crevette NFA 42,2
NFA-Plaice Carrelet NFA 43,2
NMIJ CRM 7402-a Morue NMI1J 36,7
AGAL-3 Crevette AGAL 3,85
AGAL-2 Requin AGAL 23
GBW-08751 Moule Sta“dargo'\rﬁagggjr'fts"f Sails 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

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

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

exemple.
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I1.1.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 trés répandues pour la mise en solution des especes
d’arsenic. L’extraction liquide/solide par soxhlet qui est relativement simple, requiert de tres
grandes quantités de solvants organiques, et son codt et sa durée en font aujourd’hui une

technique moins répandue.

Le Tableau 7, le Tableau 8 et le Tableau 9 présentent 1’ensemble des études d’analyse de
speciation 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

Prise d’essai

Matrice Référence
H,O
5mL 200 Nuit BCR 710 Raber et al., (2010)
109 1000 2h SRM 15684, 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)
4mL 200 14 h BCR 627, DORM-2, BCR 278R, SRM 1566b Nischwitz et Pergantis (2005)
10 mL 1000 2h 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 14h DORM-2, algues Kuehnelt et al., (2001)
5mL 200-500 2h DORM-2, champignon Londeshorough et al., (1999)
MeOH/H,0 (1/3)
109 1000 2h SRM 1568a, riz Narukawa et al., (2008)
MeOH/H,0 (1/1)
10 ou 20 mL 500 15h 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)
109 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 156843, riz Pizarro et al., (2003b)

BCR 627, poissons (sole, colin, anchois, maquereau, sardine, encornet, morue salée), bivalves (palourdes,

3x20 mL 1000 3x15 min moules), crustacés (crevettes) poisson en conserve (thon, sardine) Suner etal., (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/H,0 (3/1)
109 1000 2h SRM 1568a, riz Narukawa et al., (2008)
2x10 mL 5000 2x1h 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, huitre, algue suivi de 2 lavages 50 % MeOH Kohlmeyer et al., (2002)
MeOH/H,0 (8/2)
15mL 500 10 min DORM-2, SRM 1566b, huitres Suivi de filtration C18 Hsiung et Huang (2006)
MeOH/H,0 (9/1)
2mL 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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Prise d’essai Durée . e
- Matrice Référence
()] (min ou h)
10 mL 100-500 14h DORM-2, algue Kuehnelt et al., (2001)
10 mL 200 Nuit DORM-2, BCR 627 Falk et Emons (2000)
4x20 mL 200-250 14h DORM-1, DORM-2 Goessler et al., (1998)
MeOH/H,O (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 2h SRM 156843, 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, huitre Simon et al., (2004)
Autres solvants
H,0/H0; (9/1) (20 mL) 500 nuit Bulot acétone ale!i ;'Pofé‘?z;fréc'p'ter Urgast et al., (2010)
H3PO,4 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)
CHCI3/MeOH (2/1) poisson grillé Hanaoka et al., (2001)
TFA 0.2M (2-3mL) 250-1000 6h SRM 1568a, riz Heitkemper et al., (2001)
H3PO,4 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 Prise d’essai Durée

mL ou

m

minouh

Matrice Référence

H,O

3x1 h (bain) ou

3x5 mL 500-1000 3ximin (sonde) bivalves, gastropodes, crevettes, crabes, poissons, algues, coraux, feuilles Khokiattiwong et al., (2009)
4mL 150 10 min DORM-2, BCR 477, algue rouge Huang et al., (2008)
109 1000 1h SRM 1568a, riz Narukawa et al., (2008)
10 mL 500 1h NMIJ 7402-a, poisson, eau Morita et al., (2007)
10 mL 200 Ozgrg'r'r‘mz]h(s(gzg?) DORM-2, BCR 627, poulet Sénchez-Rodas et al., (2006)
3-5mL 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 2x1lh Huitre McSheehy et al., (2001)
MeOH/H,0 (1/3)
109 1000 1h SRM 1568a, riz Narukawa et al., (2008)
10 mL 500-1000 2h pomme Caruso et al., (2001)
20 mL 1000-5000 20 min TORT-1 CRM 627 huitre, coque, moule, algue ultrafiltration, hexane, ou C-18 Gomez-Ariza et al., (2000)
MeOH/H,0 (1/1)
3x4 mL 200 3x30 min TORT-2, sardine, petite friture, calamar, huitre, 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 wiv 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 25h SRM 1568a ; riz Heitkemper et al., (2001)
4x10 mL 250-500 4x10 min SRM 156643, pétoncle Lai et al., (2001)
2x15 mL 250 2x1h huitre McSheehy et al., (2001)
10 mL 500-1000 2h pomme Caruso et al., (2001)
3x3,5mL 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/H,0 (3/1)
3x10 mL 100 3x2h Kriss, thon Nam et al., (2010)
109 1000 1h SRM 156843, riz Narukawa et al., (2008)
10 mL 500-1000 2h pomme Caruso et al., (2001)
20 mL 1000-5000 20 min TORT-1, BCR 627, huitre, coque, moule, algue ultrafiltration, hexane, ou C-18 Gomez-Ariza et al., (2000)
MeOH/H,0 (9/1)
10 mL 500-1000 2h pomme Caruso et al., (2001)
MeOH
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Volume Prise d’essai Durée . Ex
- Matrice Référence
mL ou m minou h
109 1000 1h SRM 1568a, riz Narukawa et al., (2008)
3-5mL 100-300 1-7 min BCR 627, SRM 1568a, poulet, poisson, riz Sanz et al., (2005a)
2x15 mL 250 2x1lh huftre McSheehy et al., (2001)
20 mL 1000-5000 20 min TORT-1, CRM 627, huitre, coque, moule, algue ultrafiltration, hexane, ou C-18 Gomez-Ariza et al., (2000)
Autres solvants
20min-2h (bain) .
MeOH/CHClI; (1/1) (10mL) 200 0.5-3min (sonde) DORM-2, BCR 627, poulet Sanchez-Rodas et al., (2006)
MeOH/CHClI; (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/CHCl; (1/1) (2x20 mL . . _ . ]
puis H,0/CHCI5 (/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 2h pomme Caruso et al., (2001)
Autre
0,1% Triton XT-114 (10 mL) 1000 10min SRM 15683, céréales Suivi lavage 10mL 0.1% EDTA Matos Reyes et al., (2007)

Tableau 9. Récapitulatif des méthodes d’extraction par soxhlet

V(Onl]ul_n;e Prise d’essai (mg) Durée (min) Matrice Référence
MeOH/H,0 (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 etal., (2007)
150 mL 1000-5000 16h BCR 627, huitres Liu et al., (2006)
150 mL 1000-5000 16h TORT-1 BCR 627 Huitre, coque, moule, algue ultrafiltration, hexane, ou C-18 Gomez-Ariza et al., (2000)
MeOH
150 mL 1000-5000 16h TORT-1 BCR 627 Huitre, 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 1’utilisation d’un
mélange H,O/MeOH, mais d’autres solvants sont également utilisés : H,O 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), H3PO, (Geng et al., 2009), TFA (Nam et al., 2006; Signes-Pastor et
al., 2008; Smith et al., 2008), NaOH (Greene et Crecelius 2006), CH3;COOH (Kirby et al.,
2002)... De plus, ces extractions sont souvent réalisées de fagon séquentielle (par exemple 3%10

mL).

Laparra et al., (2003) ont comparé le taux de récupération en As total pour différents solvants
(H,0, MeOH/H,0 1/1, 9/1, 1/1 - 9/1) apres 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 apres
trois extractions consécutives sont autour de 90 % avec tous les solvants utilisés sauf avec le
mélange MeOH/H,0 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
especes a long terme était affectée par le type de matrice et la nature du solvant d’extraction.
Ainsi, il semble que dans le poulet, les espéces soient stables jusqu’a deux mois dans un mélange
H,O/MeOH 9/1 et qu’au dela de deux mois, une dégradation d’AsB en DMA soit observée, tandis
que dans le poisson, AsB et une espece inconnue soient plus stables dans un solvant d’extraction
MeOH/H,0 9/1 et MeOH/H,0 1/1 suivi de 9/1.

Kuehnelt et al., (2001) ont également étudi¢ les performances d’extraction de différents
solvants (H,O, MeOH/H,O 1/1, H;PO, 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 I’As total (environ 90 %), méme si un rendement légerement plus faible a été

obtenu avec H,O pour AsB.

Cependant, méme si leur efficacité en termes de rendement pour I’extraction des espéces
d’arsenic dans les matrices biologiques a été démontrée de nombreuses fois, les méthodes
d’extraction liquide/solide restent relativement longues a mettre en ceuvre et peuvent demander

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

I1.1.b. Extraction assistée par micro-ondes

Depuis quelques années, I’utilisation de la technique d’extraction assistée par micro-ondes
(« microwave-assisted extraction » ou MAE) ne cesse de s’amplifier pour 1’analyse de spéciation

de Darsenic dans les denrées alimentaires.
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La technique MAE consiste a utiliser les propriétés de certains composés de transformer
I’énergie ¢€lectromagnétique (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’intérét vont alors

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

Pour la mise en solution des espéces 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 a étudier (Dietz et al., 2007).

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

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

( ) Prise d’essai (mg) Durée (min) Matrice Référence
H,O
109 1000 SRM 1568, riz Narukawa et al., (2008)
10 mL 100 10 min DORM-2, TORT-2, poisson, huitre, crevette, pétoncle Hirata et Toshimitsu (2007)
10 mL 100 10 min DORM-2 huitre, poisson, crevette (muscle et carapace) Hirata et al., (2006)
10 mL 100 10 min DORM-2 huitre, poisson, crevette Hirata et Toshimitsu (2005)
10 mL 100 10 min DORM-2, TORT-2 huitre, 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¢ 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/H,0 (1/3)
109 1000 SRM 1568, riz Narukawa et al., (2008)
MeOH/H,0 (1/1)
109 1000 30 min SRM 1568, riz Narukawa et al., (2008)
10 mL 100 15 min DORM-2, TORT-2, BCR 279, SRM 1575, SRM 1572, vers marins, précédé extraction 10mL acétone Foster et al., (2007)
algues, ormeau, oursin
10 mL 500 25 min SRM 1568, riz Ohno et al., (2007)
10 mL 2000 1-4 min DORM-2, BCR 627, poulet Sanchez-Rodas et al., (2006)
. DORM-2, DOLT-2, TORT-2, BCR 627, BCR 278R, BCR 422, SRM
10mL 200 20 min 1566a, hareng, maguereau, huitre, crabe, thon, ... Slotheetal, (2005)
10 mL 100 10 min DORM-2, crevette, huitre, poisson Karthikeyan et Hirata (2004)
10 mL 100 10 min crevette, moule Karthikeyan et al., (2003)
. TORT-2, DORM-1, DORM-2, AGAL-2, AGAL-3, DOLT-1, BCR i ] . .
10 mL 100-150 5-20 min 627, CRM 278R, SRM 1566a précédé extraction 10mL acétone Kirby et Maher (2002)
10 mL 100-200 5 min Eﬁmlses’ AGAL-2, crabe, isopodes, gastropodes, poisson, crevette, précédé extraction 10mL acétone Kirby et al., (2002)
1000-5000 10 min TORT-1 BCR 627 Huitre, 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/H,0 (3/1)
10 mL 100 20 min kriss, thon Nam et al., (2010)
109 1000 30 min SRM 15683, riz Narukawa et al., (2008)
MeOH/H,0 (8/2)
5mL 200 3 min DORM-2, espadon Wang et al., (2007)
5mL 300 10 min BCR 627, SRM 15664, poisson Serafimovski et al., (2006)
10 mL 200 3 min DORM-2, 15664, huitre, poisson Yeh et Jiang (2005)

49



PREMIERE PARTIE. ETUDE BIBLIOGHRAPHIQUE

Prise d’essai (mg)

Durée (min)

Matrice

Référence

10 mL 100-130 4 min DORM-2, poisson (saumon, requin, hareng) Ackley et al., (1999)
MeOH
109 1000 30 min SRM 1568, riz Narukawa et al., (2008)
1:10w:v 10 min DORM-2, vers polychéte marin Fattorini et Regoli (2004)
1000-5000 10 min TORT-1, BCR 627, huitre, coque, moule, algue Gomez-Ariza et al., (2000)
Autres solvants
NaOH 0,9M dans EtOH/H,0 .
(1/1) (20 mL) 200 20 min morue, saumon, moule Dahl et al., (2010)
HCIO, Shah et al., (2010)
HNO3 1 % (10 mL) 200 20min SRM 1570, riz Sun et al., (2009)
NaOH 0,9 M dans EtOH/H,0 .
(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/H,0 (1/1) (10 mL) puis . . . B g . .
HNO; 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 15664, poisson Serafimovski et al., (2006)
Asi seulement
EtOH/HZO(/i\IOagEfM (5/3/2) 1000 20 min TORT-2, poisson (saumon, carrelet, maquereau) Extraction 5 mL acétone pour Larsen et al., (2005)
maguereau
NaOH 0,9 M dans EtOH/H,0 . DORM-2, DOLT-2, TORT-2, CRM 627, BCR 278R, BCR 422, SRM
(/1) (10 mL) 200 20 min 1566a, hareng, maquereau, huitre, 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 150 20 min épinard, pousse de riz Chen et al., (2008)
(10 mL)
Sucrose 0,33M, MES 50mM,
EDTA 5mM, L-ascorbate 5mM 150 20 min riz Smith et al., (2008)
(10 mL)
Sucrose 0,33M, MES 50mM,
EDTA 5mM, L-ascorbate 5mM 150 20 min plantes Quaghebeur et al., (2003)

(10 mL)
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Le plus souvent, un mélange H,O/MeOH ou seulement H,O est utilisé, mais I’utilisation
d’autres solvants a également été rapportée comme I’hydroxyde de tétraméthylammonium
(TMAH) (Ackley et al., 1999; Quaghebeur et al., 2003), I’alcool alcalin pour I’extraction des
espéces inorganiques (Larsen et al., 2005; Sloth et al., 2005), I’acide nitrique (Brishin 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’HNO; aprés une
extraction MeOH/H,0O 1/1, améliore le rendement de 13 & 36 % dans les matrices ou I’arsenic est
difficile a extraire (plantes, algues, ormeau et vers marins), et donne des rendements similaires a
ceux obtenus avec un mélange MeOH/H,0 1/1 dans le DORM-2 et le TORT-2.

Ackley et al., (1999) ont comparé I’utilisation de plusieurs solvants (H,O seule, TMAH 5%,
MeOH/H,0 1/1, et MeOH/H,0 8/2) sur le DORM-2. Leurs résultats montrent que le TMAH 5%
semble fournir le meilleur rendement (95 % contre 74 & 86%). Cependant, Quaghebeur et al.,
(2003) ont montré que ce réactif provoquait 1’oxydation de 1I’As(IIl) en As(V) pendant

I’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 végeétales.

Plusieurs études basées sur les travaux de Sloth et al., (2005) rapportent 1’utilisation de NaOH
dans de I’éthanol (EtOH) pour une extraction spécifique de 1’arsenic inorganique dans les produits
de la péche (Dahl et al., 2010), mais cette méthode ne permet pas une quantification individuelle

de chaque forme inorganique car elle provoque 1’oxydation de 1’ As(III) en As(V).

Enfin, les travaux de thése de Dufailly (2008) ont montré que 1’utilisation d’H,O seule ou de
MeOH/H,0 8/2 donnent généralement des résultats similaires en As total et en spéciation, mais

que la présence de MeOH peut induire une surestimation de 1’ As(III).
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I1.1.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 D’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 sires et plus rapides. Elle
permet ainsi de réduire la consommation de solvant et de la durée de I’extraction. L’ensemble des

¢tudes 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 Prise
cellule d’essai Matrice Référence
(mL) (mg)
H,O
11mL SRM 1568a Nam et al., (2006)
11mL 500-2000 riz Heitkemper et al., (2001)
Filtration de 1’extrait sur cartouche
5mL 250-1250 carotte c18 Vela et al., (2001)
MeOH/H,0 (1/3)
11mL SRM 1568a Nam et al., (2006)
11mL 500-2000 riz Heitkemper et al., (2001)
MeOH/H,0 (1/1)
11mL SRM 1568a Nam et al., (2006)
11mL 250 DORM-2 Extraction ASE avec acétone Gallagher et al., (2002)
préalable "
11mL 500-2000 riz Heitkemper et al., (2001)
10 mL 100-500 DORM-2, saumon, requin, thon, hareng Extractlonpgzig;;ec acetone McKiernan et al., (1999)
MeOH/H,0 (3/1)
11mL 1000 SRM 1568, riz Narukawa et al., (2008)
GBW-08751, DORM-2, BCR 278R, .
nc 100 poisson, moule Mato-Fernandez et al., (2007)
11mL 500-2000 riz Heitkemper et al., (2001)
MeOH
11mL SRM 1568a Nam et al., (2006)
CH,;COOH/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 a plusieurs reprises pour 1’extraction de I’As dans les matrices
alimentaires. Les travaux de McKiernan et al., (1999) ont rapporté des taux de récupération de
I’As total satisfaisants et similaires a 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 a ceux obtenus apres 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 mémes proportions les différentes espéces.

Wahlen et al., (2004) ont également comparé 1’extraction liquide/solide avec sonication, avec
I’ASE dans les produits de la péche et ont obtenu des résultats comparables pour 1’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 I’arsenic dans du riz avec
différents mélanges MeOH/H,O a deux temperatures différentes, et ont obtenu des taux de
récupération entre 42 et 64 % pour le SRM 1568a, bien inférieurs a ceux précédemment rapportés
par Heitkemper et al., (2001) qui obtenaient dans des conditions semblables des rendements
d’extraction compris entre 95 et 105 %. Neanmoins, leurs résultats sur matrices réelles de riz ont

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

En conclusion, la méthode d’extraction par ASE reste encore peu utilisée pour 1’extraction des

composeés arséniés dans les matrices alimentaires.

I1.1.d. Extraction enzymatique

Les enzymes peuvent étre utilisées pour déterminer une fraction bioaccessible d’un élément en
mimant 1’environnement vivant, mais également comme traitement initial pour 1’extraction des
composeés arséniées dans certains types de matrice alimentaires. Les différents travaux qui
rapportent I’utilisation d’enzymes pour I’extraction des espeéces d’arsenic dans les matrices

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

Solvant

(volume) (mg)

Prise d’essai

Duré

Matrice

Autre

Référence

Liquide-solide

DORM-2, BCR 627, moules, coques, huitres, palourdes, colin,

20 mg pepsine dans HCI 0,1M (7 mL) 250 6h sole, sardine, maquereau. lotte, morue Filtration C18 Moreda-Pineiro et al., (2011)
0.1 g trypsine danfnﬁ;-|4HCO3 0.1M (10 250 12h DORM-1, TORT-1, crabe, crevette, sardine Rattanachongkiat et al., (2004)
60 - 80 mg a-amylase dans H,O (20mL) 500 24h riz, céréales Kohlmeyer et al., (2003)
0.1 g trypsine da“fn T;*“HC% 0.1M (10 250 4h TORT-2, huitres Fitzpatrick et al., (2002)

. Suivi d’extraction sonication
30 mg trypsine danns1LN)H4HCO3 0.1mM (10 500 nuit pomme avec 10mL MeOH/H,0 1/1, Caruso et al., (2001)
ou 4/6, ou ACN/H,0 4/6
0.1 g a-amylase darr;sLl;lH/;HCO3 0.1M (10 500 nuit riz Heitkemper et al., (2001)
100 mg trypsine ou pancréatine dans nuit DORM-2, TORT-2, aliment pout bébé (sole, colin) Pardo-Martinez et al., (2001)

NH,HCO; 0,1M (5 mL)

Ultrasons
a-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 HCI 0,1 M (7,5 mL) 250 5min DORM-2, BCR 627, r_noules, coques, huitres, palourdes, colin, Filtration C18 Moreda-Pineiro et al., (2011)
' ' sole, sardine, maquereau, lotte, morue "
30 g a-amylase dans 10 mL 0,2 mL . Suivi de sonication 6 h dans
(NH.),CO, 500 nuit SRM 1568a, SRM 1570, pomme ACN/H,0 8/2 Nam et al., (2006)
10 mg a-amylase dans 3 mL H,0, puis 30 300 1+2 min (sonde) SRM 15684, riz Sanz et al., (2005b)
mg protéase XIV
a-amylase et protéase type XIV (3-5mL) 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 - . g . ]
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 200 30 min DOLT-3, BCR 627, poisson Reyes et al., (2009)

tampon phosphate pH 7,25 (10 mL)
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Plusieurs travaux rapportent 1’utilisation d’ a-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 I’extraction des espéces arséniees dans des matrices de riz,
de céréales, de pomme.

D’autres études sur des produits de la péche rapportent I’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 péche (82-106 %). Cependant, méme si les
travaux de Pardo-Martinez et al., (2001) ne se sont intéressés qu’a 1I’AsB et ceux de Fitzpatrick et
al., (2002) a I’AsB et au DMA, leurs travaux rapportent des taux de récupération en As total de
105% dans le DORM-2 (uniquement lié a I’AsB qui est la seule espece quantifiée) et de 106%

dans le TORT-2 qui sont considérés acceptables.

Un inconvénient majeur de I’extraction enzymatique est le temps d’incubation qui doit étre
appliqué, qui est souvent long (généralement de 12 a 24 h dans un bain a 37°C). Cependant, un
développement prometteur de cette technique est la combinaison de la sonication et de
I’utilisation d’enzymes (Dietz et al., 2007), qui permet la facilitation de I’action des enzymes et
une réduction du traitement de 1’échantillon de quelques heures a quelques minutes voire quelques
secondes. Ainsi, Moreda-Pineiro et al., (2011) ont réduit le temps d’hydrolyse & 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.

I1.1.e. Conclusion

En conclusion, I’extraction liquide/solide et I’extraction assistée par micro-ondes sont les deux
techniques les plus couramment utilisées pour la mise en solution des espéces arséniées, et elles
permettent toutes les deux d’atteindre des taux de récupération proches de 100%. Cependant, la
MAE présente plusieurs avantages par rapport a la SLE : elle est plus rapide, plus simple a mettre

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

I1.2. Méthodes de séparation des especes arséniées
Les analyses de spéciation requiérent deux techniques analytiques complémentaires pour d’une

part séparer les différentes formes de 1’élément considéré, et d’autre part pour les détecter et les

quantifier. Diverses techniques sont rapportées pour la détection des différentes espéces :
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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, '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’¢léments et la compatibilit¢ du débit d’introduction de I’échantillon avec la

chromatographie liquide, permettant une acquisition des données en ligne.

I1.2.a. Séparation par chromatographie liquide (LC)

Les especes d’arsenic les plus couramment rencontrées peuvent étre sous forme d’anions, de
cations, ou neutres, et leur forme chimique dépend des conditions de pH du milieu. Pour la
séparation des différentes especes, la chromatographie d’échange d’ions et la chromatographie en

phase inverse par appariement d’ions peuvent étre utilisées.

I.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 a sa surface des ions et d’autre part, des ions
de charge opposée dans une phase mobile. La chromatographie d’échange d’ions peut étre utilisee
en mode d’échange d’anions ou de cations. La séparation peut étre 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 I’arsenic. Les colonnes échangeuses d’anions (PRP-X 100, LC SAX, AS7) séparent
le plus souvent les espéeces As(l11), As(V), MA et DMA, avec une rétention minimale de I’AsB et
de I’AsC, tandis que les colonnes échangeuses de cations (PRP-X 200, LC SCX, 300 SCX) sont
utilisées pour la séparation de I’AsB, I’AsC, le TMAO, et le TETRA.

Le Tableau 13 et le Tableau 14 présentent respectivement les travaux d’analyse de spéciation
de I’arsenic dans les matrices alimentaires qui font référence a I’utilisation de colonnes

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

Débit Temps

Phase mobile Espéces séparées
mL/min

Matrice

Détection

(par ordre d’élution)

Mode isocratique
PRP X-200 (Hamilton)
. _ . . . Pizarro et al., (2003a);
4mM CsHsN ; pH 2,8 15 8,3 As(l11), AsB, (DMA+MA+As(V)) SRM 1568a, DORM-2, poisson, riz, poulet ICP-MS Pizarro et al., (2003b)
lonPac CS-10 (Dionex)
5mM CsHsN ; pH 2 1,0 10 AsS-PO4, DMA, AsB, AsC, AsS-OH algue, poisson, crustacés (encornet, huitre, moule, crabe, crevette, palourde) ICP-MS Li et al., (2003)
lonospher 5C (Chromopak)
10 mM CsHsN ; pH 2,7 15 10 AsS-PO4, ASS'ST(,?A&AQS%QSS'OH' DMAE, hoRM-2, algue, IAEA 140-TM ICP-MS Navratilova et al., (2011)
. DMA, DMAA, DMAP, AsB, TMAO, . .
CsHsN, 3 % MeOH ; pH 2,7 nc 25 TMAP, AsC, TETRA DORM-2, poissons (cabillaud, saumon), moule ICP-MS Dahl et al., (2010)
Nucleosil 5SA
30mM CS"';’;: § %, MeOH ; 1,0 15 As(V), DMA, AsB, TMAO, AsC, TETRA  DORM-2, BCR 627 ICP-MS Falk et Emons (2000)
Nucleosil 10SA
100 mM CsHsN ; pH 3,1 1,0 nc AsB, TMA® poisson grillé GF-AAS Hanaoka et al., (2001)
Supelcosil LC-SCX (Supelco)
20 mM CsHsN ; pH 2,6 15 6 AsB, TMAO, AsC, TETRA bivalves, gastropodes, crevettes, crabes, poissons, algues, coraux, feuilles ICP-MS Khokiattiwong et al., (2009)
20 mM CsHsN ; pH 2,6 15 12 AsB, AsS-OH, AsS, TMAP, AsC, TETRA DORM-2, TORT-2, vers marins, algues, ormeau, oursin ICP-MS Foster et al., (2007)
2,5mM CsHsN ; pH 2,65 15 20 DMA, AsB, AsC, TETRA DORM-2, vers marin ICP-MS Fattorini et Regoli (2004)
20 mM CsHsN ; pH 3 ne ne AsB, TMAP, AsC, TETRA DORM-2, TORT-2, DOLT-2 ICP-MS Wahlen et al., (2004)
20 mM CsHsN ; pH 2,2 15 10 AsB, AsS-gly, TMAP, AsC, TMAO, TETRA  SRM 1566, AGAL-2, crabe, isopodes, gastropodes, poisson, crevette, huitre ICP-MS Kirby et al., (2002)
20 mM CsHsN ; pH 2,2 15 10 AsB, TMAP, AsC, TMAO, TETRA TORT-2, DORM-1, DORM-2, AGAL-2, AGAL-3, DOLT-1, BCR 626, BCR ICP-MS Kirby et Maher (2002)
278R, SRM 1566b
6,3 mM CsHsN ; pH 2,6 ne ne nc DORM-2 foie d'animaux marins (cétacés, phoques, lamantins, tortues) ICP-MS Kubota et al., (2002)
10 mM CsHsN ; pH 5,0 15 12 AsB, TMAQ, AsC, TETRA poisson grillé ICP-MS Hanaoka et al., (2001)
20 mM CsHsN ; pH 2,5 15 6 DMA, AsB, TMAP, AsC, TMAO, TETRA DORM-2 algue ICP-MS Kuehnelt et al., (2001)
20 mM CsHsN ; pH 2,9 1,0 16,6 AsB, As(l11), DMAE, TMAO, AsC, TMA" algue, fluides de mouton (urine, sang) NIST SRM 2670 (urine) ICP-MS Feldmann et al., (2000)
20 mM CsHsN ; pH 2-3 15 6,6 AsB, TMAO, AsC, TETRA DORM-1, DORM-2 ICP-MS Goessler et al., (1998)
Zorbax 300 SCX (Agilent)
10 mM CsHsN ; pH 2,3 15 8 AsB, TMAO, TMAP, AsC, TETRA Sauce de poisson ICP-MS Rodriguez et al., (2009)
20 MM CsHsN : pH 2,6 15 5 AsB, TMAO, As(;, TI_ETRA, oxo glycérol sédiments, algues, plantes, éponge, moule, poisson, grenouille DOLT-1, DORM- ICP-MS Schaeffer et al., (2006)
arsénoribose 2
10 mM CsHsN : pH 2,6 15 9 AsB, TMAO, AsC, TETRA, glycerol moules, DORM-2 ICP-MS Soeroes et al., (2005)
arsénoribose
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. Débit Temps Espéces séparées . R e
Phase mobile - i P P . Matrice Détection Référence
(mL/min)  (min) (par ordre d’élution)
RSpak NN-614 (Showa Deenko)
6 mM NH4NO;, 1,5 mM PDCA 0,8 nc As(l11), DMA SRM 15683, riz Ohno et al., (2007)
Mode gradient
PRP X-200 (Hamilton)
A 100 mMBN_Hﬁ:iéPOz;: pH45 10 15 TMAO, TMA+, AC DORM-2, poisson UV-HG-AFS Laparra et al., (2007)
A :100 mM N_H4H2PO4; pH45 1.0 15 TMAO, TMA+, AsC poisson (anchois, sardine, maquereau, sole, colin, saint pierre, encornet), moule, UV-HG-AFS Devesa et al., (2001); Devesa
B: H,O palourde, crevette et al., (2005)
A1 mM NHsH,PO, : bH 9.3 poissons (sole, colin, anchois, maquereau, sardine, encornet, morue salée)
s ariat 4 ,.p ! 1,0 15 TMAO, TMA+, AC bivalves (palourdes, moules), crustacés (crevettes) poisson en conserve (thon, UV-HG-AFS Suner et al., (2002)
B : 20 mM NH4H,PO,; pH 9,3 -
sardine), BCR 627
A 100 mMé\l-Hﬁ?OZPOA; pH45 1,0 15 TMAO, TMA+, AsC CRM 627, DORM-2, TORT-2, NFA-Shrimp, NFA-Plaice UV-HG-AFS Suner et al., (2001)
lonospher 5C (Chromopak)
A 3% MeOH
B: 50 mM CsHsN, 3 % MeOH ; 1,0 25 DMA, AsB, TMAO’ AsC, TETRA, poissons (anguille, chevaine, carpe, mulet) ICP-MS Ciardullo et al., (2010)
pH 2,7 arsénosucres
A :0,5mM CsHsN, 3 % MeOH ;
pH 2,7
. 0 .
B:5mM C#"";"f‘ % MeOH ; 1,0 20 DMA, DMAA, ASEMTA'\JC'AO’ TMAP, ASC, hORM-2, TORT-2, BCR 627, scallop, kiill ICP-MS Sloth et al., (2003)
C:20 mM CsHsN, 3% MeOH ;
pH 2,7
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Les colonnes d’échange de cations ne permettent pas de retenir les especes 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 especes organiques.
Dans la littérature, leur utilisation est principalement en mode isocratique sur une colonne

Supelcosil LC-SCX couplée a 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

Espéces séparées
ar ordre d’éluti

Matrice

Mode isocratique

PRP X-100 (Hamilton)

25 mM KH;PO,; pH 5,8 11 15 As(Il)+AsB, DMA, MA, As(V) DORM-2, DOLT-2, TORT-2, SRM 1566b, BCR 422, NMIJ 7402 HG-AFS Geng et al., (2009)
10 MM KH,PO4/ K,HPO, ; pH 6 08 15 As(I11), DMA, MA, As(V) riz, legumes (carotte, t‘r’]rgf‘;f :;‘Irc'gg’tza oignon. radis, tournesol, HG-AFS Signes-Pastor et al., (2008)
17,5 mM NHsH,PO4; pH 7,0 15 nc As(lIl), DMA, MA, As(V) GBW-08751, DORM-2, BCR 278R, poisson, moule UV-HG-AFS Mato-Fernandez et al., (2007)
H,O ; 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 KH,PO4/ K;HPO,; pH 5,8 1,0 12 As(Il)+AsB, DMA, MA, As(V) DORM-2, BCR 627, poulet UV-HG-AFS Séanchez-Rodas et al., (2006)
10 mM (NH,4)2COs; 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 NH4H2PO, 1,2 11,6 AsB, DMA, As(V) DORM-2, bulot Lfg:XFSé Urgast et al., (2010)
12,5 mM NH4HCOs 0,6 30 AsB, DMA, As(V) DORM-2, bulot Lfg:XFSé Urgast et al., (2010)
25mM (NH,),COg3; pH 8,6 1,0 60 As(Ill), DMA, As(V) SRM 15683, riz II-(|:CI;XIFSS Ackerman et al., (2005)
20 mM NH4H,PO4; pH 6,0 15 14 DMA, As(V), arsénosucres DORM-2, algue, IAEA 140-TM ICP-MS Navratilova et al., (2011)
. As(111)+AsS, DMA, MA, bivalves, gastropodes, crevettes, crabes, poissons, algues, coraux, ! .
20 mM NH4H,PO,4; pH 5,6 15 20 As{V) arsénosucres fevilles ICP-MS Khokiattiwong et al., (2009)
20 mM NH4H,PO4; pH 6 15 8 DMA sauce de poisson ICP-MS Rodriguez et al., (2009)
6,66 mM NH4H2P0O,,6,66 mM .
NHLNOs - pH 6.2 8 As(1ll), DMA, MA, As(V) SRM 1568a, riz ICP-MS Sun et al., (2009)
30 mM NH4H,PO4; pH 5,6 1,0 10 As(1l1), DMA, MA, As(V) épinard, pousse de riz, sols ICP-MS Chen et al., (2008)
20 mM NH4H,PO,4; pH 5,6 15 10 As(Il)+AsB, DMA, MA, As(V) DORM-2, BCR 477, algue rouge ICP-MS Huang et al., (2008)
20 mM NH4HzPO,; pH 5,6 1,5 nc As(1ll), DMA, MA, As(V) riz ICP-MS Smith et al., (2008)
20 mM NH4H,PO4; pH 5,6 12 AS(IH)’a?S'gArééu’\gg AS(V), 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(lll), DMA, As(V) SRM 1568a, SRM 1570, BCR 627, pomme ICP-MS Nam et al., (2006)
. As(l11), DMA, MA, As(V), DOLT-1, DORM-2, sédiments, algues, plantes, éponge, moule, )
20 mM NH;H;PO4; pH 5,6 15 10 arsénosucres poisson, grenouille ICP-MS Schaeffer et al., (2006)
20 mM NH,HCO3, 3% MeOH ; pH 10,3 15 10 arsénosucres DOLT-1, DORM-2, sédiments, algues, plantes, éponge, moule, ICP-MS Schaeffer et al., (2006)
poisson, grenouille
20 mM NH4H2PO4; pH 5,6 1,0 40 arsénosucres algues ICP-MS Hirata et Toshimitsu (2005)
10 mM KH2PO4/ K;HPO,; pH 6 1,0 12 As(l1), As(V), MA, DMA SRM 1568, riz ICP-MS Sanz et al., (2005b)
0 .
10mM KHZpO“’pﬁzggo‘“ 2% MeOH ; 15 12 AsB, As(l1), 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 NH;H2PO4; pH 5,6 15 nc DMA, MA, As(V), arsénosucres DORM-2, moules ICP-MS Soeroes et al., (2005)
10 mM NH;H2PO4, 10 mM NH4NO3; 10 10 As(lll); DMA, MA, As(V) huile de noix ICP-MS Kannamkumarath et al.,

pH 6,3

(2004)
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Débit Temps

Especes separées

(par ordre d’élution) Reference

Phase mobile Matrice Détection

(mL/min)  (min)

Zfa’:t‘r'\l’('u:\é'*i":/ocazég ”;m gcjlde ne nc nc DORM-2, TORT-2, DOLT-2 ICP-MS Wahlen et al., (2004)
20 MM NH,HCOs ; pH 10,3 15 15 AsB, As(ll1), I?MA, MA, As(V) + algue, poisson, crustacés (encornet, huitre, moule, crabe, crevette, ICP-MS Li et al., (2003)
arsénosucres palourde)
10 mM NH4H2PO; ; pH 6,0 15 14 As(1l)+AsB; DMA; MA; As(V) SRM 1568a, DORM-2, poisson, riz, poulet ICP-MS Pizarro et al., (2003a)
10 mM NH4H,PO4; pH 6,0 15 16 As(lI1)+AsB; DMA; MA; As(V) SRM 15683, riz ICP-MS Pizarro et al., (2003b)
20 mM NH4H2PO4; pH 5,6 15 10 As(lI)+AsB, DMA, MA, As(V) plantes ICP-MS Quaghebeur et al., (2003)
10-30 mM (NH4).COs; pH 8,5 0,8-1,0 18 AsC, AsB, As(111), DMA, MA, As(V) TORT-2 langouste (muscle, organes) ICP-MS Brisbin et al., (2002)
10 MM K,SOy ; pH 10,2 10 1 AsB, As(111), DMA, As(V) TORT-2, huitre ICP-MS Fitzpatrick et al., (2002)
20 MM NHgH,PO, : pH 5,6 15 20 As(III)+AsB,lDMA, MA, As(V), NIST SRM 1566h, AGAL-2, crabe, |59podes, gastropodes, poisson, ICP-MS Kirby et al., (2002)
arsénosucres crevette, huitre
. As(Il)+AsB, DMA, MA, As(V), TORT-2, DORM-1, DORM-2, AGAL-2, AGAL-3, DOLT-1, BCR . .
20 mM NH4HoPO,; pH 5,6 15 35 arsénosucres 627, BCR 278R, SRM 1566a crabes, gastropodes, poissons ICP-MS Kirby et Maher (2002)
6,3 MM NH,H,PO, ; pH 6,0 83 nc AsC, AsB, DMA, MA DORM-2 foie danimaux mforr'?jegemces' phogues, lamantins, ICP-MS Kubota et al., (2002)
10 mM NH“Hpr?_""ESlg MM NHaNOs 1,0 10 As(l11)+AsB; DMA, MA, As(V) pomme ICP-MS Caruso et al., (2001)
10 mM (NH4),CO3; pH 9,0 1,0 35 As(ll), DMA’ MA, As(V) + algues ICP-MS Gallagher et al., (2001)
arsénosucres
10 mM NH“sza“élg MM NHaNOs 1,0 10 As(l11)+AsB, DMA, MA, As(V) SRM 15684, riz ICP-MS Heitkemper et al., (2001)
30 mM H3PO4; pH 6,0 13 20 AS(HI)+AZ?S;£(’)\2$}2;IA; AS(V); SRM 2670 (urine), algue, fluides de mouton (urine, sang) ICP-MS Feldmann et al., (2000)
25 mM NH;H,PO4; pH 5,8 11 12 As(l11)+AsB; DMA; MMA; As(V) TORT-1, BCR 627, huitre, coque, moule, algue (UV)-HG-ICP-MS Gomez-Ariza et al., (2000)
20 MM NH,H,POy ; pH 5,6 15 18 AS(”')*g'ycero'A;'(t\’;’se* DMA, MA, algues ICP-MS Raber et al., (2000)
30 mM NH4HCO3; pH 9,0 1,0 25 AsC, AsB, As(111), DMA, MA, As(V) DORM-2, poisson (saumon, requin, hareng) ICP-MS Ackley et al., (1999)
AS7 (Dionex)
. As(I11)+MA, As(V), DMA, AsB, i i )
12,5 mM HNOg3; pH 1,8 0,5 nc TMAO+ASC, TMA riz, SRM 1566a ICP-MS Heitkemper et al., (2001)
IC Sep ION-120 (Transgenomics)
. . ICP-MS,
20 mM (NH4),CO3 ; pH 9,0 1,0 nc nc SRM 15684, riz ESI-MS-MS Ackerman et al., (2005)
- 0, .
10-20 mM (N;h)zlgo; 3 % MeOH ; 1,7 20 As(l11), MA, As(V), arsénosucres poissons d’eau douce (anguille, chevaine, carpe, mulet) ICP-MS Ciardullo et al., (2010)
(NH,),CO3, 3 % MeOH ; pH 10,3 nc nc As(Il), MA, As(V) DORM-2, poissons (cabillaud, saumon), moule ICP-MS Dahl et al., (2010)
0 :
40 mM (NH;;)):_'C%,; % MeOH ; 1,0 10 As(111), As(V) TORT-2, DORM-2, moules ICP-MS Sloth et Julshamn (2008)
50 mM (NH,),COs3, 3 % MeOH ; TORT-2, DORM-2, BCR 278R, crabe, homard, morue, crevette, }
pH 10,3 10 ! As(lll), MA, As(V) magquereau, hareng, huitre pétoncle, phoque ICP-MS Sloth etal., (2005)
30mM NH“"J"S%'OZ % MeOH ; 1,0 13 AsB, DMA, As(l1l), MA, As(V) DORM-2, BCR 627 ICP-MS Falk et Emons (2000)
Supelcosil LC-SAX1 (Supelco)
15 mM NH4H2.PO; ; pH 6,1 1,0 nc nc DORM-2, vers marins ICP-MS Fattorini et Regoli (2004)
15 mM NH4H,PO, ; pH 5,1 15 nc As(Ill), As(V), MA, DMA, AsB (ordre DORM-1, DORM-2 ICP-MS Goessler et al., (1998)
non communiqué)

62




PREMIERE PARTIE. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Débit Temps

Especes separées

Phase mobile - . . Matrice Détection Référence
(mL/min)  (min) (par ordre d’élution)
IC-Pak Anion HR
10 mM (NHg4),COs; pH 10 1,0 20 AsB, DMA, As(111), MA, As(V) SRM 15684, riz ICP-MS Heitkemper et al., (2001)
10 mM (NHg4),COs; pH 10 1,0 7 AsB, DMA, As(111), MA, As(V) Carottes ICP-MS Vela et al., (2001)
Excelpak G1836A (Agilent)
2 mM NaH,PO,4, 2mM EDTA ; pH 8,7 0,8 nc As(V), MA SRM 156843, riz ICP-MS Ohno et al., (2007)
G3154-650 (Agilent)
10 mM NH4HCO;s ; pH 10,7 13 12 DMA, As(II1), MA, As(V) bivalves, gastropodes, crevettes, crabes, poissons, algues, coraux, feuilles ICP-MS Khokiattiwong et al., (2009)
Mode gradient
PRP X-100 (Hamilton)
QZ%%%%ﬁﬁ;%;%ﬁ%% 1,0 15 AsB, As(111), DMA, MMA, As(V) DORM-2, poisson UV-HG-AFS Laparra et al., (2007)
A : 1 mM NH4HPO, ; pH 9,3 poisson (anchois, sardine, maquereau, sole, colin, saint pierre, encornet), e
B : 20 mM NH4H,PO, ; pH 9,3 10 15 AsB, DMA, MA moule, palourde, crevette UV-HG-AAS Devesa et al., (2005)
A1 mM NHsH.PO, : H 9.3 poissons (sole, colin, anchois, maquereau, sardine, encornet, morue salée)
B _'20 mM NI—? HZ PO4 ,.p H 9 3 1,0 15 AsB, As(111), DMA, MMA, As(V) bivalves (palourdes, moules), crustacés (crevettes) poisson en conserve UV-HG-AAS Suner et al., (2002)
: 4M2POq 3 PH S, (thon, sardine), BCR 627
Q%%“&%‘ﬁﬁ;%;%‘;%% 1,0 15 AsB, As(l11), DMA, MMA, As(V) BCR 627, DORM-2, TORT-2, NFA-Shrimp, NFA-Plaice UV-HG-AAS Suner et al., (2001)
Q%%“&%‘#ﬁ;%;%ﬁ%g 1,0 15 AsB, DMA, MA poisson (sardine, sole, colin, saint pierre) UV-HG-AAS Devesa et al., (2001)
A : 20 mM NH4H2PO, ; pH 5,6 .
B : 20 mM NH4HzPO,, 50 % MeOH : 04 25 As(lll) + arsenosucre, DMA, MA, BCR 710 ICP-MS Raber et al., (2010)
DH 5.6 As(V), arsénosucres
B 50 mM 6\\1;4?)22%03 pH95 15 30 AsC, AsB, As(111), DMA, MA, As(V) TORT-2, sardine, huitre, palourde, crevette, calamar ICP-MS Cao et al., (2009)
A 0,25 mM NHyH,PO4, 2 % MeOH ;
B : 20 MM NHE:ZSF)"& 2 0% MeOH : nc 25 AsB, As(I11), DMA, MA, As(V) DORM-2, BCR 627, poissons ICP-MS Lin etal., (2008)
pH 8,8
A:10 mM (NH4)2c03, 2 % MeOH N
B : 50 MM (Nl_?ig& 2 0% MeOH : 1,0 13 AsB, As(I1l), DMA, MA, As(V) DORM-2, espadon, urine ICP-MS Wang et al., (2007)
pH 9,0
A 0,25 mM NH4H,PO4, 2 % MeOH ;
B : 20 mM NHE:ZE‘SA 2 0% MeOH : nc 30 AsC, AsB, As(lll), DMA, MA, As(V) DORM-2, SRM 2976, moules ICP-MS Argese et al., (2005)
pH 9,0
QSEE)nr:]“KIA ’\lllaazfs%j":)HHll%-ll%% 15 15 AsB, DMA, MA, As(V) DORM-1, TORT-1, sardine, crabe, crevette, loup de mer ICP-MS Rattanachongkiat et al., (2004)
A :5mM CH3;COOH, 5 mM
NH,COOCH; ) hi |
B - 50 mM CH,COOH, 50 mM nc 30 MA, As(V), arsénosucres DORM-2, TORT-2, DOLT-2 ICP-MS Wahlen et al., (2004)
NH,COOCH;
g : ég r’m Emgzggz ; 2: gg 08 30 ASC, AsB, As(I1l), DMA, MA, As(V) TORT-2, langouste (muscle, organes) ICP-MS Brisbin et al., (2002)
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Phase mobile

Débit

Temps

Especes separées

Matrice

Détection

Référence

A: 0,25 mM NH4H,PO4, 2 % MeOH ;
pH9

(mL/min)

(min)

(par ordre d’élution)

B : 20 MM NHaH,PO,, 2 % MeOH : 1,0 25 AsB, As(11l), DMA, MA, As(V) DORM-2, BCR 627 ICP-MS Falk et Emons (2000)
pH 8,8
A :5mM NH4NO3, 5 mM (NH,4),CO3 ;
pH9 B . ! .
B : 50 MM NHNOs, 5 mM (NH4),COs 1,0 12 AsB, As(l1l), DMA, MA, As(V) DORM-2, saumon, requin, thon, hareng ICP-MS McKiernan et al., (1999)
;PH9
AS7 (Dionex)
A : 0,5 mM CH3;COOH/CH;COO" pKa
48 ne 30 As(I1l), DMA, MA, As(V), AsB), DORM-2, surimi, crevettes, hutres UV-HG-AFS Simon et al., (2004)
. TMAO, AsC, TMA
B : 25 mM HNO;
A 0,3mM HNO; nc As(l11), DMA, MA, As(V), AsB), . L N e .
B - 25 mM HNO, 30 TMAO, AsC, TMA DORM-2, surimi, crevettes, huitres UV-HG-AFS Simon et al., (2004)
A : 0,7 mM CH3;COOH/CH;COO" ;
B: OgHmL:\’/IBiINog 13-15 55 As(l11), MA, DMA, As(V), AsB BCR 627, SRM 1568a, riz, moules, lait, soja, thon, céréales ICP-MS Dufailly et al., (2011)
C : 50 MM HNO;
A1 mMHNO;, 1% MeOH ; pH 2,9 DORM-2, BCR 627, moules, cogues, huitres, palourdes, colin, sole, sardine, : it
B : 80 mM HNO3, 1 % MeOH ; pH 1,3 135 95 As(ll), MA, DMA, As(V), AsB, AsC maguereau, lotte, morue ICP-MS Moreda-Pineiro et al., (2011)
A :0,5mM HNOj3, 0,05 mM BDSA ;
pH 3,4 As(l11), MA, DMA, As(V), AsB, . !
B : 50 mM HNOs, 0,05 mM BDSA : 1,0 18 TMAO BCR 627, krill, thon ICP-MS Nam et al., (2010)
pH?
A:1,0mM HNO3, 1 % MeOH ; pH 2,9 mollusques (moules, coques, coquilles st jacques), poisson (maquereau, ) Dingi
B - 80 mM HNOs, 1 % MeOH : pH 1.3 1,35 9,5 As(l1l), MA, DMA, As(V), AsB, AsC sole, sardine) ICP-MS Moreda-Pineiro et al., (2008)
A : 0,5 mM HNO;3, 0,05 mM BDSA,
0,5 % MeOH ; pH 3,4 As(lll), MMA, DMA, As(V), AsB, . .
B : 50 mM HNOs, 0,05 mM BDSA, TMAO, AC, TETRA arsénosucres huile de poisson ICP-MS Kohimeyer et al., (2005)
0,5 % MeOH ; pH 1,8
A : 0,5 mM HNOs, 0,05 MM BDSA,
0,5 % MeOH ; pH 3,4 As(111), MMA, DMA, As(V), AsB, . § N ;
B : 50 mM HNOs, 0,05 mM BDSA, 1,0 18 TMAO, AC, TETRA, arsnosucres riz, SRM 1568a, algue, DORM-2, huitre ICP-MS Kohlmeyer et al., (2003)
0,5 % MeOH ; pH 1,8
A : 0,5 mM HNOs, 0,05 mM BDSA,
0,5 % MeOH ; pH 3,4 As(111), MMA, DMA, As(V), AsB, i . i
B : 50 mM HNOs, 0,05 mM BDSA, 1,0 18 TMAO, AC, TETRA. arsénosucres DORM-2, BCR 477, huitre, algue ICP-MS Kohlmeyer et al., (2002)
0,5% MeOH ; pH 1,8
A 0,4 mM HNOs3, 0,05 MM BDSA ;
pH 3,4 As(l11), MA, DMA, As(V), AsB, B . !
B : 50 mM HNO3, 0,05 mM BDSA : 1,0 22 TMAO, AsC, TMA+ DORM-2, champignons ICP-MS Londesborough et al., (1999)
pH13
A:0,5mMHNO;; pH 3,3 .
B 50 mM HNOs : pH 1,3 1,0 20 As(111), DMA, As(V) AsB, AsC DORM-2, eau ICP-MS Mattusch et Wennrich (1998)
A H.0 0,7-1,5 40 AsB, A(V), DMA, AsC, MA, PAA, moule, poisson ICP-MS Caroli et al., (1994)

B:0,3M NaHCOs; pH 9

As(Il1)

AS14 (Dionex)
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Phase mobile

Débit

Temps

Especes séparées .
P P Matrice

A2 mM NH;HCO3, 2,2 mM C4HgO06

(mL/min)

(min)

(par ordre d’élution)

Détection

Référence

pH 8,2 i . . ! .
B : 2 MM NH;HCO3 45 MM CaHeOs : nc 13 AsB, As(111), DMA, MA, As(V), PAA NIST 2670n, DORM-2, NIST 2710, eau, urine, poissons, sols ICP-MS Lindemann et al., (2000)
pH 8,2
AS4A (Dionex)
A :0,4mM HNO; ; pH 3,3 As(1ll), MA, DMA, As(V), AsB, _ N . ] . .
A 50 mM HNO; ; pH 1.3 1,2 20 TMAO, AsC, TMA+ DORM-2, huitre, poisson, crevette ICP-MS Karthikeyan et Hirata (2004)
AS16 (Dionex)
A : 20 MM TMAOH ) DMA, As(l11), MA, p-ASA, As(V), 3- . |
B - 50 mM TMAOH 10-15 10 AHPA ROX Volaille ICP-MS Jackson et al., (2003)
IC Sep ION-120 (Transgenomics)
A 11 mM (NH4);COs, 3 % MeOH ;
pH 10,3 ; . X
B - 100 mM (NHz),COs, 3 % MeOH : 0,7-15 17 As (111), MA, As(V) TORT-2, saumon, carrelet, maquereau ICP-MS Larsen et al., (2005)
pH 10,3
A :5mM NH;HCO;3, 2 % MeOH ;
pH 10,3 R X
B : 50 MM NH:HCOs, 2 % MeOH - 1 10 AsB, DMA, As(lll), MA, As(V) DORM-2, BCR 627 ICP-MS Falk et Emons (2000)
pH 10,3
Benson AX10
A:0,1mM KzSO,; pH 10,2 . ] . ] . .
B : 0.1 M K>SO, ; pH 102 1,0 23 AsB, DMA, MA, Asi TORT-2, huitre ICP-MS Fitzpatrick et al., (2002)
Supelcosil LC-SAX1 (Supelco)
A: 2,5 mM NHyH,PO,
B - 25 MM NH:H,PO, NC NC nc DORM-2, TORT-2, DOLT-2 ICP-MS Wahlen et al., (2004)
BAX-10 (Benson)
A 0,05 MM NaySO; ; pH 10 R 3 . N . ; . .
B - 100 MM Na,SO, ; pH 10 1,1 16,6 AsB, DMA, MA, As(V) DORM-2, TORT-2, aliments pour enfant a base de sole et de colin ICP-MS Pardo-Martinez et al., (2001)
Metrosep anion Dual (Metrohm)
A :5mM NH4NO;
B : 50 mM NH;NO3z, 2 % MeOH ; pH 1,0 7 AsB, As(I11), DMA, MA, As(V) BCR 627, DOLT-3, poisson ICP-MS
8,7

Reyes et al., (2009)
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Pour la séparation des espéces 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, ’utilisation de
cette colonne en mode isocratique ne permet pas une bonne séparation des pics d’As(lll) 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
I’AsC et I’AsB, mais on augmente le temps de rétention des autres composés, donc le temps

d’analyse.

Quelques travaux rapportent 1’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 espéces (AsB, DMA, As(Ill), MA et As(V)) a I’aide
d’un éluant carbonate, les autres espéces (TMAO, AsC, TETRA) sortant dans le volume mort. De
méme, la séparation de ces cing composés dans des échantillons de riz et de carotte a été rapportée
de maniére satisfaisante avec une colonne Pak anion HR a I’aide d’une phase mobile carbonée
(Heitkemper et al., 2001; Vela et al., 2001). Toutefois, 1’'usage de cette colonne n’est plus
rapporté par la suite. D’une maniére générale, I’utilisation unique d’une colonne échangeuse
d’anions en mode isocratique apparait délicate dans la mesure ou cela ne permet pas une bonne

résolution des pics As(l11) et AsB.

En mode gradient, les colonnes de type lonPac (Dionex) connaissent un intérét croissant
depuis une dizaine d’années et remplacent peu & peu la colonne Hamilton PRP-X100, car elles
permettent de séparer simultanément certaines espéces cationiques et anioniques. Mattusch et
Wennrich (1998) et Londesborough et al., (1999) ont été les premiers a rapporter 1’utilisation de
la colonne AS7 pour la séparation simultanée de nombreuses espéces a 1’aide d’un gradient
composé d’HNOj3 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’a 17 composés arséniés dans un
échantillon d’huitre en moins de 20 minutes. De plus, un des avantages considérable de ce type de
colonne est de pouvoir utiliser comme éluant uniquement de I’HNOg, parfaitement compatible
avec une détection par ICP-MS et qui permet de se soustraire des problémes d’encrassement de

I’ICP-MS rencontrés avec des éluants phosphatés ou carbonés.

En conclusion, les deux modes de séparation (isocratique et gradient) ont éte utilisés pour la
séparation des especes d’arsenic par chromatographie d’échange d’anions. Méme si la séparation
en mode isocratique a eté 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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I1.2.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 a 1’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 a 1’aide d’une phase stationnaire dont la
surface est moins polaire que la phase mobile. Pour séparer les espéces d’arsenic, un contre-ion
est ajouté a la phase mobile pour former une paire d’ions. Classiquement, les ions utilisés pour

I’appariement avec les espéces d’arsenic sont des chaines alkyles.

La séparation des espéces est influencée par I’hydrophobie de 1’ion appari€, de la concentration de

I’ion apparié, de la concentration du tampon, du pH de la phase mobile, de la phase stationnaire...

Les différents travaux qui rapportent 1’utilisation de la chromatographie en phase inverse pour la

spéciation des espéces 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 Especes 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 UX-IE'SG_ Monasterio et al., (2011)
Capcell Pak C18 ODS (Shiseido)
10 mM NaC4HgSO3,4 mM TMAH, 4 mM CH,(COOH),, 0,5 % As(V), As(111), MA, DMA, AsB, TMAO, CRM 7402, eau, poissons, crustacés d'eau : . .
MeOH ; pH 3,0 10 11,6 TMA, AsC, arsénosucres douce, algue ICP-MS Miyashita et al., (2009)
2 MM CH(COOH)3, 0,3 mM NaCsHsSO3, 5 mM NaCsH15S0s, 10 % As(V), MA+As(1Il), DMA, AsB, TMAO, poisson, crevette, coguille saint jacques, (CP-MS :::Z:: 3 gzﬂ:m:gﬁ ggg%
0,5 % MeOH ; pH 3,0 ’ AsC, TMA+ huitres, DORM-2, TORT-2, algues .
Hirata et al., (2006)
Develosil C30
10 mM NaC4HgSO3,4 mM CH,(COOH),, 4 mM TMAH, 0,1 % As(V), As(111), MA, DMA, AsB, TMAO, . . .
MeOH, 20 mM ammonium tartrate ; pH 2,0 0,75 15 TMA+, AsC CRM 7402, poisson, eau ICP-MS Morita et al., (2007)
ODS
0,
10 mM NaCsHyS0s, 4 MM CHy(COOH),, 4 mM TMAH, 0,05 % nc 6,6 As(V), As(l11), MA, DMA SRM 15684, riz ICP-MS Narukawa et al., (2008)
MeOH ; pH 3,0
C18 altima
5 mM acide citrique/NaOH 5 mM NaCgH13SO3 ; pH 4,5 0,9 5 As(V), MA, As(111), 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 CH,(COQH),, 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:4mMTBA, 05 % MeOH ; pH 9,3
1,2 11,6 AB, As(Ill), DMA, MMA, As(V) DORM-2, TORT-2, huitre, poisson, crevette ICP-MS Karthikeyan et al., (2004)
B : 4 mM TBA, 10 mM CHy(COOH),, 0,5 % MeOH pH 9,3
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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).

Méme si la chromatographie en phase inverse permet de pouvoir séparer a la fois les analytes
chargés et non chargés, elle reste peu utilisée pour la spéciation de 1’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).

11.2.b. Electrophorése capillaire (CE)

L’électrophorese est une méthode de séparation basée sur le rapport taille/charge des espéces
chimiques soumises a 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 (diametre interne entre 25 et 75 um) ainsi que deux électrodes de platine. Le mélange a
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 I’¢lectrophorése capillaire par rapport aux techniques chromatographiques est
son faible colt et sa grande vitesse d’analyse. Le Tableau 16 présente les travaux d’analyse de

spéciation de I’arsenic qui utilisent cette technique dans des matrices alimentaires.

Tableau 16. Récapitulatif des séparations par électrophorese capillaire

Voltage Especes S -
g -SPec Détection Référence
(kV) séparées
25 mM CAPS i
- AsB, As(Il), Hsieh et al.,
0,5 mM985DS ; pH +25 DMA, MA, As(V) 10 DOLT-3 ICP-MS (2010)
Zi(rﬂgiletalmoggn +30 AsB, As(Il), 15 poisson ICP-MS, Meermann et
MeOH: pH 9.2 DMA, As(V) ESI-TOF-MS al., (2008)
20 mM NaH2PO,,
5 mM Na,B407; +12 Aligbl\l)Alz(’:A/f’ 10 crevette, palourde ICP-MS Ya(nz%(e)g;l L,
pH 6,5 '
15 mM Tris DORM-2, SRM .
. AsB, As(lll), AsC, P : Yeh et Jiang
15mM SDS ; +22 DMA, MA, As(V) 13,3 15666_1, huitre ICP-MS (2005)
pH 9,0 poisson
As(Il1), DMA, 3-
. AHPAA, 4-
20 mM sodium +30 HPAA, 0-ASA, 20 fumier de poulet ICP-MS Rosal et al.,
phosphate ; pH 5.7 MA. 3-ROX (2005)
As(V)

L’¢lectrophorése capillaire (CE) reste peu utilisée pour ’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 appliquee, température, dimensions du capillaire, utilisation
d’additifs) et & cause des interférences dues aux effets de matrice. En effet, la séparation des
espéces dans les échantillons riches en ions peut étre 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).

11.3. Choix analytiques retenus

Dans le cadre de cette étude de speciation de I’arsenic dans les produits de la péche, la
technique de couplage entre la chromatographie d’échange d’ions et une détection par ICP-MS,
aprés 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 espéces d’arsenic dans les produits de la péche, la
méthode d’extraction assistée par micro-ondes (MAE) semblait I’alternative la plus appropriée en
raison de sa rapidité et sa simplicité de mise en ceuvre, son absence de perte d’¢léments volatils et
de contamination par les particules atmosphériques (systéeme fermé) et I’utilisation de volumes de
solvant plus faibles impliquant moins de déchets et de risques de contamination. L utilisation de
I’eau comme solvant d’extraction s’est avérée la plus adaptée car elle permet une extraction
satisfaisante des différentes especes arséniées dans les produits de la péche, tout en étant adaptée a
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 especes et ’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 facon
la plus pertinente & ces critéres. Parmi le large choix de colonnes a échange d’ions (types de
colonnes les plus utilisées pour la séparation des composés arséniés) testées dans la littérature, il
apparait que la colonne lonPac AS7 (Dionex) semblait potentiellement étre 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’avere étre le plus compatible avec la détection par ICP-MS, technique de détection la plus

utilisée pour les analyses de spéciation de I’arsenic.
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La deuxieme partie de ce mémoire portera donc sur la validation compléte de ce protocole
analytique et sur ses applications (Article 1), afin de compléter les données nationales

d’occurrence des especes d’arsenic dans les produits de la péche.

I11. Bioaccessibilité de ’arsenic et d’autres éléments traces d’intérét dans les

aliments : état de Part

La toxicite des contaminants dans les aliments ont montré que les risques sanitaires ne
correspond pas de maniére systématique aux doses d’exposition mesurées, dans la mesure ou 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 étre déclarés impropres a la consommation car ils contiennent une
teneur en un contaminant supérieure a une limite fixée, alors que cet élément ne serait peut-étre

pas libéré de maniére significative dans 1’organisme pendant la digestion.

I11.1. Biodisponibilité et bioaccessibilité

La biodisponibilité est définie comme la fraction d’un analyte absorbée et distribuée du
systeme 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 1’évaluation
des risques. Cela nécessite 1’utilisation de modeles in vivo (en dosant des concentrations d’un
composé cible chez I’Homme ou I’animal aprés lui en avoir préalablement administré une

quantité connue), ou des méthodes in vitro.

Des études in vivo sur des modeles animaux (primates, porc, chien, lapin, rongeurs) ont été
rapportées pour évaluer la biodisponibilité de 1’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 géenétique de
I’Homme et du singe en font un animal de choix pour les études de biodisponibilité in vivo, mais
qui restent néanmoins difficiles a réaliser devant le colt 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 modele pour
des études de biodisponibilité in vivo en raison de sa similarité avec ’Homme en termes de
physiologie, de systeme digestif, de développement, de besoins nutritionnels, et de métabolisme

minéral. Néanmoins, 1’utilisation de I’expérimentation animale pour les études de biodisponibilité
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s’avere difficile a mettre en ceuvre, du fait du cott élevé qu’elle représente et de la durée des

expérimentations d’une part, et du probléme éthique qu’elle souléve.

Comme alternative aux méthodes in vivo, des méthodes in vitro permettant d’estimer la
bioaccessibilité de composés ont été développées. En effet, I’étude de la bioaccessibilité, qui
correspond a la fraction d’un composé qui est libérée de la matrice ingérée dans le tractus gastro-
intestinal, et qui devient donc disponible pour 1’absorption intestinale vers le réseau sanguin
(Intawongse et Dean 2006; Koch et al., 2007), constitue une premicre étape dans 1’évaluation de
la biodisponibilit¢ d’un composé. Ces méthodes impliquent de reproduire les conditions
retrouvées chez ’Homme pendant la digestion (température, agitation, pH, composition chimique,
présence d’enzymes...), dans les différentes zones de 1’appareil digestif humain (bouche, estomac

et intestin).

Ces méthodes in vitro présentent I’avantage d’une plus grande simplicité de mise en ceuvre par
rapport aux méthodes in vivo en étant plus rapides, plus précises, plus reproductibles, et a moindre

co(it.

En 1981, Miller et al., (1981) ont testé une méthode qui permet d’évaluer la bioaccessibilite 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 maniére séquentielle 1’échantillon
aux différents compartiments digestifs (Intawongse et Dean 2006) et sont les plus fréquemment
utilisées. Les méthodes dynamiques miment le passage graduel de 1’échantillon dans le tractus
gastro-intestinal a travers les différentes conditions physiologiques. Parmi ces méthodes, celle
développée par Chu et Beauchemin (2004) pour 1’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 systeme étant directement relié¢ a un ICP-MS afin de
mesurer de maniére continue la libération progressive des éléments traces de I’aliment par un

réactif donné.

De plus, la majorité des études se limite généralement a 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,
méme si de nombreuses études ont été réalisées sur les sols, peu d’études se sont intéressées aux

aliments, en particulier aux produits de la péche.
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Le Tableau 17 et le Tableau 18 présentent I’ensemble des études évaluant la bioaccessibilité de

I’arsenic et des autres éléments dans les poissons et autres produits de la péche.
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Tableau 17. Etudes de bioaccessibilité de I’arsenic dans les poissons et autres produits de la péche

Technique de

Matrice et Résultats P Fluides digestifs Conditions de digestion Référence
détection
AsT Suc gastrigue : pepsine. pH 2 Modéle statique (SM)
TORT-2 71% Suc ancre%ti ug' z;lr?crpéatinépbile H5 Gastrique : 2 g d’échantillon dans 100 mL de suc gastrique pendant 2 h
IAEA 140-TM 72 % P que - p  Ole, p Intestinale : 2 g d’échantillon dans 100 mL de suc intestinal pendant 5 h
AsT Modele dynamique (TIM-1) Torres-Escribano et al
FI-HG-AAS Gastrique : ~ 4 g d’échantillon dans 250 mL de suc gastrique pendant 2h (2011a) h
TORT-2 67 % Suc gastrique : pepsine, lipase, pH 6,4 a 2 (réduction du pH de 6,4 a 2)
IAEA l40_TM 47 0/0 Suc intestinal : pancréatine, bile, pH 6,4-7,2 Intestinale : transfert de 1’échantillon dans le compartiment intestinal. passage de
i ° 30 mL (duodénum, pH 6,4) et 70 mL (jéjunum, pH 6,9 et iléum, pH 7,2) de suc
intestinal pendant 6 h
AsT Especes Modele dynamique (continuous flow dialysis)
Suc gastrique : 0,16 g de pepsine dans 1 mL 3 g d’échantillon dans 12,5 mL d’eau ajustée a pH 2 avec HCI 6 M
d’HC10,2 M Gastrique : ajout de 375 pL de suc gastrique et agitation pendant 2h
c it 54 9 Asi:1-2% HG-ICP-MS Suc intestinal : 0,2 mg de pancréatine, 0,004 g Intestinale : 2 g du mélange introduits dans un sac de dialyse dont la surface est Arkasuwan et al., (2011)
revette ° As organique 52 — 57 % de pancréatine, 0,025 g de bile dans 5 mL de balayée par une solution dialysante de NaHCO3. Le pH est augmenté de 2 a 5
NaHCO3 0,001 M pendant 30 min et ajout de 625 L de la solution intestinale. Dialyse poursuivie
pendant 1 h 30
i S e st PBED
e o . que, Gastrique : 0,1 - 0,15 g d’échantillon dans 10 mL de solution gastrique pendant 1
. 1 mL/L d’acide acétique glacial, 0,15 M NaCl), -
Ecrevisse sauvages : 38 — 69 % HPLC/ICP-MS pH ajusté & 1.8 avec HCI h Williams et al., (2009)
exposées a As(I11) et As(V): 12 - 78 % Suc intestinal : 0,175 g de bile, 0,05 g de Intestinale : ajustement du pH & 7 avec Na,CO; et ajout des enzymes intestinales.
o Agitation pendant 4 h
pancreatine
AsT
TORT-2 52 % Modeéle statique
DOLT-3 69 % Salive : 0,200 g d’¢échantillon dans 6 mL de salive
DORM-3 57 %
BCR 627 53 %
AsT Espéces (mg/kg)
As(ll1) : 0,69 MA : 0,24
DMA : 0,74 As(V) : 0,37
- 0, i
TORT-2 57 % AsB : 9,46 TMAO : 1,42
AsC : 0,26 ]
As(Ill) : 0,32 MA : 0,17 ICP-MS, Salive : 6,8 g de KH,PO,4, 77 mL NaOH 0,2 M Dufailly et al., (2008a)
DMA -0.24 As(V) : <LQ HPLC/ICP-MS dans 1 L d’H;0, pH 6,5 ”
DOLT-3 42 % o . Modéle dynamique
AsB : 2,90 TMAO : <LQ \ .
. ~ 0,200 g d’échantillon dans un tube en PTFE
AsC : <LQ G echantiior ’
As(ID - <L Salive : lixiviation pendant 5 min
Dl(\/IA) ‘0 3(? MA : <LQ
DORM-3 59 % iy As(V) : 0,27
AsB : 3,23 TMAO : <LQ
AsC : 0,31 ’
As(I11) : <LQ MA : <LQ
DMA :0,09 As(V) : 0,20
0, ’ 1
BCR 627 42% AsB 1 1,57 TMAO : <LQ
AsC : <LQ
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Matrice et Résultats Technlq_ue de Fluides digestifs Conditions de digestion Référence
détection
AsT Especes
AsB : 67 % MA : 800% & i
DORM-2 %% DMA:32%  TETRA:42% Suc gastrique - 1.g de pepsine dans 10 mL d"HCI 5 g d*¢chantillon dans 90Mn?gec|1?eﬁt;?5setée 4 pH 2 avec HC1 6 M
sole crue 98 % AsB : 107 % MA : 612 % HPES/_:@-?A’FS Suc intestinal - 0 zoéglvclj'epp:rfcre’atine 125gde 'Gastrique : ajout. de 10 mL‘de suc gastr!que et agitation pendant 2 h. Laparra et al., (2007)
sole cuite 102 % AsB : 114 % MA : 235 % bile dans .50’mL NaHCO; 0,1 M 'pl’-l 5 Intestinale : augmentation du pH a 5 avec a_ddmon de NaHCO;3 0,1 M et ajout de
flétan cru 79 % AsB : 100 % TMAO : 71 % ! ! 50 mL suc intestinal. Agitation pendant 2 h
flétan cuit 100 % AsB : 124 % TMAO : 57 %
AsT Asi
palourdes , ICP-MS Suc gastrique :ASO,OS g de glycinedans 1 L ) Modéle statique )
contaminges 36-44% 86 -98% de ’AsT HPLG/ICP.MS d’eau, pH ajusté & 1,5 avec HC1 1 M Gastrique : 0,25 - 1 g d’échantillon dans 10 mL de suc gastrique pendant 1 h Koch et al., (2007)
HG-AAS Suc intestinal : 0,01]75_9 de bile et 0,005 g de Intestinale : ajustement du pH a 7 et ajout des enzymes intestinale. Agitation N
palourdes non 83-88 % 6,2-6,8% de I'AsT pancréatine, pH 7 pendant 4 h
contaminées
AsT Asi
algue crue 32-67% 49-T77% HG-AAS Idem Laparra et al., (2007) Laparra et al., (2003)
algue cuite 66 — 80 % 73-88 %

75



PREMIERE PARTIE. ETUDE BIBLIOGHRAPHIQUE

La plupart des travaux de bioaccessibilité de I’arsenic implique un modele statique (en batch)
(Laparra et al., 2003; Koch et al., 2007; Laparra et al., 2007; Williams et al., 2009), mais
quelques études utilisent un modéle 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 modeéle utilisé (72 % avec le modele statique et 47 %
avec le modéle dynamique). De méme, Dufailly et al., (2008a) rapportent des résultats de
bioaccessibilité pour I’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 I’arsenic, 1’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 étre considérée, considérant dans cette
étude que la totalite de 1’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 a considérer la nature des espéces libérées lors
de la simulation de la digestion des les produits de la péche (Koch et al., 2007; Laparra et al.,
2007; Dufailly et al., 2008a; Arkasuwan et al., 2011). Ainsi, (Laparra et al., 2003) ont étudié
I’influence de la cuisson sur la bioaccessibilité¢ de 1’arsenic dans les algues et ont montré que la
bioaccessibilité de 1I’As total et de 1’As inorganique augmente apres la cuisson, la bioaccessibilité
de I’Asi atteignant jusqu’a 73 % et 88 % pour H. fusiforme et Porphyra sp. respectivement.
Laparra et al., (2007) ont également étudié I’influence de la cuisson sur la bioaccessibilité de
I’arsenic total dans les poissons et leur résultats ont montré cette fois que la cuisson ne modifiait
pas la bioaccessibilité de I’arsenic total ni des espéces organiques (MA, DMA, AsB, TMAO, AsC
et TETRA).Koch et al., (2007) ont comparé la bioaccessibilité de 1’arsenic dans des palourdes
contaminées et non contaminées. Les résultats ont montré que, dans la fraction bioaccessible qui
représente entre 34 et 46 % de I’arsenic total dans des palourdes contaminées en As inorganique,
’arsenic inorganique est majoritaire (86 - 98% de 1’ As total). En revanche, dans les palourdes non
contaminées, I’As inorganique dans la fraction bioaccessible (83 — 88 %) ne représentait que 6 a
7 % de I’As total.

De la méme maniére, Williams et al., (2009) ont évalué la bioaccessibilité de 1’arsenic total
dans des écrevisses sauvages et dans des écrevisses exposées a I’ As(III) et a I’As(V), et rapportent
que I’arsenic présent dans le muscle abdominal des écrevisses exposées a I’arsenic inorganique est

présent sous forme inorganique et est tres bioaccessible.
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Arkasuwan et al., (2011) se sont également intéressés a la bioaccessibilité de I’arsenic
inorganique dans des crevettes et ont montré qu’il contribuait a hauteur de 1 a 2 % seulement de

P’arsenic total bioaccessible.

Sur les especes organiques, Laparra et al., (2007) rapportent des niveaux de bioaccessibilité de
67 a 100 % pour 1’AsB, 30 % pour le DMA, 45 % pour le TETRA et supérieurs a 50 % pour le
TMAO dans les produits de la péche.
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Tableau 18. Etudes de bioaccessibilité des autres éléments dans les poissons et autres produits de la péche

Matrice étudiée

Elément

zZn

Cd

Technique
de Fluides digestifs

Pb détection

Conditions de digestion

Référence

pancréatine, 1,25 g de bile
dans 50 mL NaHCO; 0,1 M,
pH 5

Intestinale : augmentation du pH a 5 avec addition de NaHCO3
0,1 M et ajout de 50 mL suc intestinal. Agitation pendant 2 h

Moule (crue) 68-79% _ _ Modele statique _
Salive : 6 mL de salive ajouté a 4,5 g d’échantillon, pendant 5 min
GF-AAS Gastrique : ajout de 12 mL de suc gastrique pendant 2 h Houlbréque et al., (2011)
le (bouilli 2709 Intestinal : ajout mu mélange 12 mL solution duodénale, 6 mL de
Moule (bouillie) 42-70% bile, 2 mL HCO; pendant 2 h
Modéle statique (SM)
Suc gastrique : pepsine, pH 2 Gastrique : 2 g d’échantillon dans 100 mL de suc gastrique pendant
21% 4% 19% Suc pancréatique : 2h
pancréatine, bile, pH 5 Intestinale : 2 g d’échantillon dans 100 mL de suc intestinal pendant
5h .
TORT-2 FI-HG-AAS Modéle dynamique (TIM-1) To”es'f;%rl"l)g‘o etal,
Suc gastrique : pepsine, Gastrique : ~4 g d’échantillon dans 250 mL de suc gastrique
530 21% 7% _Ilpas_e, pl-.| 6,4 a? ) ) pendant 2 h (red’gctlon QU pH de 6,4 & 2) .
Suc intestinal : pancréatine, Intestinale : transfert de Iéchantillon dans le compartiment
bile, pH 6,4-7,2 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%
Espadon (cuisiné) 35-49%
Requin (cru) 43-69%
Requin (cuisiné) 34-47% HPLC-TO-CV- . . Torres-Escribano et al.,
Bonito (cru) 17-23% AFS, CV-AFS Idem Torres-Escribano et al., (2010) (2011b)
Bonito (cuisiné) 12-17%
Thon (cru) 13-19%
Thon (cuisiné) 6-10%
Bar (cru) 81-84% 70-72% 85-93% Modgle statique
Bar (cuising®) 54-71% 37-520% 36-86% Salive : 6 mL de salive ajouté & 4,5 g d’¢échantillon, pendant 5 min
ICP-AES Gastrique : ajout de 12 mL de suc gastrique pendant 2 h He et al., (2010)
Dorade (crue) 83-85% 67-73% 83-85% Intestinal : ajout mu mélange 12 mL solution duodénale, 6 mL de
Dorade (cuisiné*) 58-71% 28-51% 58-71% bile, 2 mL HCOs pendant 2h
Suc gastrique : 1 g de N .
5 X Modele statique
peps'”eodi““‘; 13&“; dHCL 10 g qéchantillon frais dans 90 mL d’cau ajustée & pH 2 avec HCI
HPLC-TO-CV- P 6M Torres-Escribano et al.
-830 . '
Espadon (cru) 38-83% AFS, CV-AFS Suc intestinal : 0,2 mg de Gastrique : ajout de 10 mL de suc gastrique et agitation pendant 2 h

(2010)
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Elément Technique B
Matrice étudiée de Fluides digestifs Conditions de digestion Référence
Zn Cd Pb détection
Beluga (cru) 41% f
Phoque (bouilli) 4,6% g Modele statique
19% h Gastrique : 0,2 g d’échantillon dans 8 mL d’HCI dilué & pH 1,5.
Phoque (cru) 1% AAL Ajout de 6,8 pL de pepsine. Agitation pendant 2 h .
66% j C-GA-AAS Intestinal : Ajout de 4 mL de solution intestinale, ajustement du pH Laird etal., (2009)
Morse 15-48% k a 6,5, agitation pendant 2 h. ajout de 8 mL de solution de colon,
Narval (cru) 0.5% f ajustement du pH a 6,3, agitation pendant 18 h
Omble arctique (cru) 33-94% k
Modeéle statique
Moul 79% 70% 72% . . . R . .
oule (crue) ° ° ° Radiotraceur Salive : 6 mL de salive ajouté a 4,5 g d’échantillon, pendant 5 min
amma Gastrique : ajout de 12 mL de suc gastrique pendant 2 h Metian et al., (2009)
| L, 829 0 349 9 Intestinal : ajout mu mélange 12 mL solution duodénale, 6 mL de
Moule (cuisinée) % 41% 4% bile, 2 mL HCO; pendant 2 h
Suc gastrique : pepsine a Modele statique
Y 3 gqg/n'qﬁ P Gastrique :, ajout de solution pepsine, acidification pH 2, pendant
. . 1h .
0 .
Maguereau 68% AAS Suc |nte}st!nal 0,4 mg/mL. Intestinal : augmentation du pH avec 100 mL de NaHCOj ajout de Shim et al., (2009)
pancréatine, 0,2 mg/mL 9 mL du mélange bile pancréatine lipase, ajustement du pH a 7
lipase, 2,4 mg/mL de bile g P pase, g P !
pendant 2 h
Bulot (cru) 90% b 73% b 72%b 52% b
Huitre (crue) 61-97% b 59-82% b 62-84% b 19-34% b
30% a 84% a 29% a 28% a Modéle statique
Salive : 6 mL de salive ajouté a 4,5 g d’échantillon, pendant 5 min
63% b 34%b 36% b 44% b . ? - .
Moule 880/0 840/0 640/0 480/0 FAAS, EAAS Gastrique : ajout de 12 mL de suc gastrique pendant 2 h Amiard et al., (2008)
oa oa oa oa Intestinal : ajout du mélange 12 mL solution duodénale, 6 mL de
palourde 68% b 60% b 48%b 37%b bile, 2 mL HCOj pendant 2 h
24% a 44% a 44% a 31%a
Pétoncle 38% c 60% c 20% c 29% c
Suc gastrique : 1,25 g de
pepsine, 500 mg de malate,
500 mg de citrate, 500 pL
d’acide acétique, 420 pL Modele statique
40% " 25-30% " 15-25%" i d’acide lactique dans 1 L Gastrique :0,3 g d’échantillon dans 30 mL de suc gastrique
Moule (crue) 25% ™ 30% ™ 10% ™ ICP-MS d’eau. pH 2,5 avec HCI Intestinal : ajout 5 mL de suc intestinal, pendant 2 h Navarro et al., (2008)
Suc intestinal : 52,5 mg de
bile, 15 mg de pancréatine
dans solution saturée en
NaHCO; pH 7
Suc gastrique : pepsine 6% Modele statique
Poisson (thon, espadon (w/v) dans NaCl 0,15 M Gastrique :25 g d’échantillon dans 75 mL pendant 4 h de suc
: €SP ! < 20% HG-AFS Suc intestinal : pancréatine gastrique Cabanero et al., (2007)

sardine) (cru)

1,5 % (w/v), amylase 0,5%
(w/v), bile 0,15% (w/v)

Intestinal : ajustement du pH a 6,8 avec NaHCO3, ajout 50 mL de
suc intestinal
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Elément Technique e
Matrice étudiée de Fluides digestifs Conditions de digestion Référence
Zn Cd détection
. . Suc gastrique : 1,6 g de Modele statique
Colin (frit) 87% 30% pepsine dans 10 mL ’HCl  Gastrique : 30 g d’échantillon dans 70 mL d’H0, ajustement pH a
Suc intestinal : 0,4 g de 2, ajout solution gastrique (5 g de pepsine pour 100 g d’échantillon)
GFAAS, FAAS pancréatine, 2,5 g de bile pendant 2 h Camara et al., (2005)
Filet de colin (précuisiné) 87% 59% dans 100 mL de NaHCO, Intestinal : ajustement du pH & 5 avec NaHCOs, ajout de 18,8 mL de
p 0,1M suc intestinal pendant 2 h
Huitre (crue) 26-80% 50-80% 44-75% Gastrique*(biodisponibilité) Bragigand et al., (2004)
Suc gastrique : pepsine 6% Modele statique
(w/v) dans NaCl 0,15 M Gastrique :25 g d’échantillon dans 75 mL pendant 4 h de suc
Thon (cru) 9% HG-AFS Suc intestinal : pancréatine gastrique Cabanero et al., (2004)
1,5 % (w/v), amylase 0,5% Intestinal : ajustement du pH a 6,8 avec NaHCOj, ajout 50 mL de
(W/v), bile 0,15% (w/v) suc intestinal

a : glandes digestives ; b :intoto ; ¢ : 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
péche. La bioaccessibilité du mercure a été évalué dans le TORT-2 par Torres-Escribano et al.,
(2011a), dans les mammiferes 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 évaluee 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 Houlbréque et al., (2011) pour le Cd.

La plupart de ces etudes de bioaccessibilité ont été réalisées a I’aide d’un modé¢le 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 modele utilisé et des
éléments étudiés (modele statique : Cd 21 %, Pb 19 %, Hg 4 % ; modele dynamique Cd 53 %, Pb
7 %, Hg 21 %). Seules les études basées sur les travaux de Versantvoort et al., (2005) integrent la
salive dans leurs travaux de bioaccessibilité (Amiard et al., 2008; Metian et al., 2009; He et al.,
2010; Houlbreque 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 a I’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 (Houlbreque 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 a I’influence de ’ajout de vinaigre ou de citron sur
la bioaccessibilité du Cd, du Cu, du Pb et du Zn dans des huitres 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

étre plus variables selon les matrices et le type de mastication.
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[11.2. Choix analytiques retenus

Pour I’estimation de la bioaccessibilité¢ de I’arsenic dans les produits de la péche, nous avons
choisi d’utiliser une méthode dynamique de lixiviation en ligne. La méthode de lixiviation en
continu mise au point préecédemment (Chu et Beauchemin 2004) et adaptée a I’arsenic par
Dufailly et al., (2008a) se présente comme une approche pragmatique puisqu’elle permet la
détermination de la quantité maximale d’un ¢lément 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 1’échantillon dans la mesure ou le

systeme de travail est fermé.

La troisiéme partie de ce mémoire portera sur le développement, les améliorations apportées a
cette méthode de lixiviation en continu et ses applications, fournissant ainsi des éléments
d’informations sur la bioaccessibilité de I’arsenic total et des espéces d’arsenic (Article 1) dans
les produits de la péche, mais également & I’application de cette méthode a d’autres éléments

traces en total sur ces échantillons (Article I11).
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Deuxieme partie. Méthode de spéciation de 1’arsenic dans les produits
de la péche : extraction assistée par micro-ondes et analyse par
couplage HPLC/ICP-MS
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. Introduction

Le Laboratoire de Sécurité des Aliments (LSA) a été désigne par le Ministére de
I’ Alimentation, de I’ Agriculture et de la Péche (Arrété du 29 décembre 2009) comme Laboratoire
National de Référence (LNR) dans le domaine de compétence des « Metaux lourds dans les

denrées alimentaires d’origine Animale ».

Parmi les missions qui incombent aux LNR, on peut citer le développement, 1’optimisation et
la validation de méthodes d’analyse et la participation a leur normalisation, 1’animation technique
du réseau de laboratoires agréés notamment au regard des méthodes officielles du LNR, et la
mission de répondre a toute demande d’expertise scientifique ou technique du ministére chargé de

I’agriculture et des autres ministéres intéresses.

C’est dans ce contexte que se situe cette seconde partie du mémoire qui est consacrée a
I’évaluation de la méthode analytique permettant la spéciation de sept composés arsenies dans les
produits de la péche (As(I11), As(V), MA, DMA, AsB, TMAO et AsC) par couplage HPLC/ICP-
MS, et aux applications relatives a cette methode. L’objectif est de transférer ensuite cette
méthode et notre savoir-faire a plusieurs laboratoires agréés, afin de compléter par 1I’étude de la
spéciation de I’arsenic, les prochains plans de surveillance et plan de contrble des contaminants

chimiques du milieu aquatique dans les produits de la péche.

Apres avoir présenté les aspects théoriques et pratiques des systémes 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 1’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 contrdles qualité mis en place. Enfin, nous présenterons
les reésultats des applications de cette méthode sur des matériaux de référence et sur divers

produits de la péche qui ont fait I’objet de 1’article | publié dans « Talanta ».
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I1. Conditions expérimentales

I1.1. Extraction assistée par micro-ondes (MAE)
I1.1.a. Principe de la MAE

Contrairement aux techniques classiques de chauffage par conduction ou convection,
I’utilisation des micro-ondes implique une interaction directe entre un rayonnement
électromagnétique et la matiere. Le chauffage par micro-ondes d’un produit résulte ainsi de la
conversion en chaleur de 1’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 matiére lui aussi particulier et dont les mécanismes different notablement de

ceux de I’extraction solide-liquide traditionnelle.

Les durées des procédés d’extraction assistée par micro-ondes sont de 1’ordre de quelques
minutes et les rendements sont dans la plupart des cas comparables a 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 entrainer des surpressions, une étape de chauffage a

température constante suivie d’une étape de refroidissement.

I1.1.b. Préparation des échantillons

Pour éviter une éventuelle contamination, le matériel utilisé a été nettoyé suivant une
procedure de nettoyage de la vaisselle de laboratoire spécifique : ringage a 1’eau ultrapure,
décontamination dans un bac de HNO; a 10 % pendant six heures minimum, ringage a ’eau

cag

ultrapure et séchage en étuve a 50°C.

Les conditions d’extraction ont été préalablement optimisées par les travaux de thése 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 espéces arséniées. En plus des échantillons, chaque série d’extraction comprend,

un blanc d’extraction, et un MRC.
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A la fin du programme (Tableau 19), I’extrait est transféré dans un tube en polyéthyléne de
50 mL, complété au volume final avec de 1’eau ultrapure, puis centrifugé a 3500 rpm. Le

surnageant est filtré sur filtre seringue.

Tableau 19. Programme MAE

Etape Température initiale (°C) Température finale (°C) Durée (min) Puissance (W)

1 20 80 2 800
2 80 80 6 800
3 80 20 20

11.2. Couplage HPLC-ICP-MS

Le couplage de la chromatographie en phase liquide avec I’ICP-MS a été proposé pour la
premiére fois a la fin des années 80, et I'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 compatibilit¢ du débit d’introduction de I’échantillon avec la chromatographie liquide,

permettant une acquisition des données en ligne ;

- sa grande sensibilité pour une large gamme d’¢éléments.

I1.2.a. Séparation

I1.2.a.i. Séparation des especes par chromatographie d’échange d’anions

Une chaine HPLC Ultimate 3000 (Dionex) a été utilisée lors de cette étude.

La separation des espéces arséniées a été réalisée sur une colonne chromatographique lonPac
AS7 (250 mm x 4 mm, Dionex) précédée d’une garde lonPac AG7 (50 mm x 4 mm, Dionex). La
phase stationnaire hydrophobe de cette colonne est constituée d’un polymere sur lequel sont

greffés des groupements ammonium quaternaires d’alkyle.

La forme chimique des différentes espéces d’arsenic étudiées est influencée par les conditions

du milieu, comme le montre la Figure 5.
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pH
Espece pKa 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
As(I11) 93 HyASO, | H,ASO,
MA 3,6/8.2 CH,ASO(OH), | craso.om | CHASOR2-
DMA 6.3 (CH3),ASO(OH) | (CHy),As05
As(V)2,3/6,7/115 |  HsAsO, | H,ASO, | HASO,2 AsO
AsB 2.2 CHa)aASCHZCOO|‘| (CH3)3AsCH,CO0
TMAO 36 (CH)sAS*OH | (CHy)sAsO
ASC (CH;)5AS(CH,),0H

Figure 5. pKa et formes chimiques prédominantes des différentes espéces d’arsenic selon le pH
(d’apres Suner et al., (2001))

I1.2.b. Détection par ICP-MS
11.2.b.i. Principe général

L’ICP-MS est le couplage d’une torche a plasma et d’un spectromeétre de masse. La Figure 6

présente le schéma simplifié des différents éléments qui constituent un appareil d’ICP-MS.

Spectromeélre de masse Interface Torche & Plasma

Quadhipdle _ l
5 | Cing Cive'
2 | lonisation
s, % 7 e— Nétulisationy
< / — 1 1
_____ — — Pénizialigue
N : _| {Ar | Ar Ar |
Echantiian
Pompage Pompage Pompage|

Figure 6. Représentation schéematique d’ ICP-MS (source :
http://iramis.cea.fr/Images/astimg/348 2.qif)

L’aérosol généré par le nébuliseur est introduit au centre du plasma par I’intermédiaire de la
torche a 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, I’échantillon

est désolvaté, atomisé, puis ionisé sous forme de cations monovalents. Les ions formés au centre
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de la décharge sont transférés dans le spectrométre de masse par 1’intermédiaire de ’interface,
constituée de deux cones, 1’échantillonneur (ou « sampler ») et 1’écorceur (ou « skimmer ») qui
permettent d’extraire les ions du plasma. Une pompe primaire permet de maintenir un vide de
1’ordre de 10* Pa entre les deux cones. Derriére ’orifice du cone échantillonneur se forme un jet
supersonique qui traverse 1’orifice du cone écorceur puis les lentilles ioniques qui permettent de
focaliser le faisceau d’ions avant d’atteindre le spectrométre de masse. L’analyseur est un filtre
quadripolaire constitué de quatre barres cylindriques soumises a un potentiel continu et un
potentiel alternatif qui permettent de sélectionner un rapport masse/charge (m/z) a envoyer
jusqu’au détecteur qui est un multiplicateur d’électrons et qui nécessite un vide poussé assuré par

des pompes turbo moléculaires.

I.2.b.ii.  Quantification de I’arsenic total

La quantification de ’arsenic total est basée sur une méthode interne de 1’unité CIME «analyse
multi-élémentaire (As, Cd, Hg et Pb) dans les denrées alimentaires d’origine animale par ICP-MS
aprés minéralisation par micro-ondes en systéeme fermé» qui est accréditée par le COFRAC (Noél
et al. 2005). L’ICP-MS utilisé est un X-Series Il (Thermo Scientific). Les solutions sont drainées

par une pompe péristaltique a partir des tubes disposés sur un passeur d’échantillons automatique

ASX 510 (CETAC).

Le rapport m/z =75 étant susceptible d’étre interféré par ’ion polyatomique “°Ar**CI*, le

signal de 1’ As mesur¢ est corrigé selon 1’équation suivante :
1(7°As) = 1("®mass) — 3,127 x [I(""mass) — 0,826 x [(**Se)]
Avec 3,127 = (Abondance "5ArCl) / (Abondance 77 ArCl)

et 0,826 = (Abondance "’Se) / (Abondance 3%Se).

L’acquisition des données a donc été réalisée en mode continu aux rapports masses sur charges
miz=75 ("°As), m/iz=77 ("ArCl), m/z=82 (®Se), en mode standard et en appliquant une

correction mathématique pour pallier I’interférence “°Ar*>CI*,
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I1.2.b.ili.  Couplage HPLC-ICP-MS

L’ICP-MS utilisé est le méme que celui décrit au paragraphe I1.2.b.iill.2.b.ii. Le systéeme
chromatographique est relié au nébuliseur de I’'ICP par un capillaire en PEEK de 50 cm de long et
de 0,17 mm de diametre interne qui doit étre le plus court possible pour limiter le temps mort
d’¢élargissement des pics. Une carte électronique dite « trigger » permet de synchroniser I’injection
de I’échantillon dans la colonne chromatographique réalisée a I’aide de la chaine HPLC et
I’acquisition des données par I’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 parameétres

chromatographiques et d’ICP-MS est résumé dans le Tableau 20.

Tableau 20. Paramétres chromatographiques et d’ICP-MS

Parametres HPLC

Débit de phase mobile : 1,35 mL/min

Température colonne : 25°C

Phase mobile A : 0,8 MM HNO3, 1 % MeOH ; pH 3,8
Phase mobile B : 500 mM HNOs, 1 % MeOH ; pH 1,4
Gradient : 0-3min:99%A

3-5min:10% A
5-12min:80% A

Parametres ICP-MS

Puissance RF : 1450 W

Débit de gaz plasmagene : 14,9 L/min

Débit de gaz auxiliaire : 0,8 L/min

Débit de gaz de nébulisation : | 0,9 L/min

Dwell time : 500 ms

Isotopes mesurés : miz 75 (®As), miz 77 (*Ar*’Cl)

Les conditions chromatographiques ont préalablement été optimisées par les travaux de
Dufailly et al., (2007) a I’aide de plans d’expérience afin de séparer de maniere satisfaisante les
sept espéces d’arsenic (As(lll), MA, DMA, As(V), AsB, TMAO, et AsC) en moins de 12
minutes ; la Figure 7 représente un chromatogramme des especes étudiées, ainsi que les

conditions de gradient appliquées.
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= 10000 7 e a8 % Phase mobile A
S 8000 - 80%
Lo
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c MA As(V)
TR MA 10%| | TMAO  Asc
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Figure 7. Chromatogramme d’une solution étalon de 7 espéces d’As (2 pg/L en As(l11), MA,
DMA, As(V), TMAO et AsC et 6 pg/L en AsB) obtenu dans les conditions chromatographiques
données

I11. Validation et applications de la méthode de spéciation

I11.1. Résultats expérimentaux

Les analyses de spéciation de I’arsenic nécessitent que la matrice a 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 (huitre) et le DOLT-4 (foie de roussette) ont été
utilisés (Premiére partie 11.1), ainsi que plusieurs échantillons réels de produits de la péche
(moules, crevettes, crabe, colin, saumon...). Une fois la méthode validée, des contrdles qualités
internes (CQI) pertinents ont été mis en place. lls ont été complétés par des contrdles qualités
externes (CQE) lors de notre participation a 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’intérét comme le riz... Enfin, cette méthode a été utilisée afin de déterminer
d’une part les concentrations exactes en espéces arséniées dans les 65 échantillons de produits de
la péche de I’étude EAT 2 et d’autre part, d’estimer plus précisément les % d’As; présents dans
chacun de ces échantillons. Nous avons également eu 1’opportunité de participer a un exercice de
certification d’un échantillon de riz pour 1I’As(III), ’As(V) et le DMA, organisé par I’Institute for

Reference Materials and Measurements (IRMM).

Une grande partie de ces travaux ont été publiés dans le journal Talanta et sont présentés dans

I’Article | (Leufroy et al., 2011). Toutefois, il nous apparait primordial d’apporter au préalable des
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résultats complémentaires permettant de mieux appréhender I’ensemble de la démarche de mise
sous assurance qualité analytiqgue (AQA) de cette méthode. Enfin, les résultats non inclus dans
cette publication sont également ajoutés dans cette partie du mémoire (Eilas et certification

notamment).

I11.2. Validation de la méthode

La validation de la méthode de spéciation de I’arsenic dans les produits de la péche 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) ;
- Leplan C, pour évaluer la fidélité et la justesse de la méthode ;

- Le plan D, pour estimer la reproductibilité interne de la méthode.

111.2.a. Plan A

l1l.2.a.i.  Etalonnage

La linéarité est la capacit¢ d’une méthode d’analyse, a I'intérieur d’un certain intervalle, a
fournir des résultats proportionnels a la quantité en analyte a doser dans I’échantillon. Il s’agit
donc de vérifier le domaine de linéarité et d’en déduire les caractéristiques de 1’étalonnage. La
norme NF V03-110 (AFNOR 1993) stipule de réaliser n (n >5) gammes d’étalonnage a des jours

différents, chaque gamme comprenant p (p > 5) niveaux, et de mesurer la réponse instrumentale.

L’étalonnage consiste a construire un modele qui permet de prédire les concentrations dans les
échantillons par analogie avec les concentrations des solutions étalons. On définit ainsi la
sensibilité b; de la méthode comme étant 1’accroissement de la réponse rapportée a
I’accroissement de la concentration. Par ailleurs, on assimile un coefficient by a la réponse

instrumentale en 1’absence de 1’analyte.
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La gamme d’étalonnage a été réalisé a des concentrations allant de 2 a 60 pg/L (0, 2, 5, 10 et
20 pg/L pour As(111), MA, DMA, As(V), TMAO et AsC,etde 0; 3;6; 15; 30 et 60 pg/L pour
AsB), de maniere a couvrir les concentrations susceptibles d’étre retrouvées dans les échantillons

analysés.
Les résultats de 1’étalonnage et du test de linéarité sont présentés dans le Tableau 21.

Tableau 21. Etalonnage et test de linéarité

As(Ill)  MA DMA  As(V) AsB TMAO AsC

Domaine de linéarité (ug/L) 0-20 0-20 0-20 0-20 0-60 0-20 0-20
o Nombre de niveaux p 5 5 5 5 5 5 5
5+
% Nombre de mesures np 100 100 100 100 100 100 100
s
i Sensibilité by (cps) 12406 13400 13382 12939 15820 6123 7261
Blanc b (cps) 296 1009 -592 -1565 -1511 198 -1327
Régression SCE; (y) ddl = 1 7,86E+11 9,16E+11 9,14E+11 8,54E+11 1,15E+13 1091E+11 2,69E+11
Erreur de modeleZSCEm O ddl=p- ) 8gE406 105E+07 1,93E+07 7,11E+07 6,54E+07 5.99E+06  3,13E+07
f% Résiduelle SCE. (y) ddI = p(n-1) 2,93E+09 3,77E+09 3,19E+09 2,68E+09 4,02E+10 7,05E+08 1,03E+09
5+
D
% 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
©
3 Fiobservé 268 243 286 318 286 272 260
'_
F critique 6,909
Fni observé 0,001 0,005 0,006 0,027 0,002 0,009 0,030
Fn critique 3,995

Le test de linéarité permet de vérifier que le modele de régression est acceptable
(F) observé > F critique), et qu’il n’y a pas d’erreur de modele, c’est-a-dire que c’est bien une
droite dans tout le domaine choisi (F, observé < Fycritique). Selon ce test, le modele de
régression est acceptable et le domaine de linéarité choisi est validé pour les sept espéces d’As

considérées.

I11.2.a.ii.  Limites de détection et de quantification

La limite de détection (LD) est définie comme la plus petite concentration que 1’on peut
détecter dans les conditions expérimentales décrites de la méthode. La limite de quantification
(LQ) est la plus petite concentration que I’on peut quantifier avec une incertitude acceptable, dans

les conditions expérimentales décrites de la méthode (NF VV03-110).
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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 a
trois et six fois I’écart-type de la moyenne des essais a 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 ’analyse. Elles ont été estimées sur
21 blancs analysés dans des conditions de reproductibilité, c’est-a-dire a des jours différents et sur

une peériode de temps de plusieurs mois (déc. 2008 a déc. 2009).

Tableau 22. Evaluation des LD et LQ (n = 21)

As(ll)  MA DMA As(V) AsB TMAO AsC

Moyenne (ug/L) 0,015 0016 0021 0029 022 0035 0,042
Ecart-type (ug/L) 0,010 0,011 0011 0010 011 0026 0,038

LD (ug/L) 0029 0034 0033 0030 0034 0080 0113
LQ (ug/L) 0058 0068 0066 0060 0069 0159 0,226
LD (mg/kg) 0010 0011 0011 0010 0011 0027 0,038
LQ (mg/kg) 0019 0023 0022 0020 0023 0053 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 a une concentration correspondant a 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(Ill) MA DMA As(V) AsB TMAO AsC

Moyenne (pg/L) 0,056 0,056 0,055 0,066 0,065 00194 0,230

Ecart-type (ug/L) 0,006 0,003 0,008 0006 0,008 0,030 0,027

Critére de justesse : (LQ — M,4)/(S1o /Vn) < 10 2,1 3,8 19 2,7 1,8 3,6 0,03

Critére de fidélité : (s,q /M) X 100 < 20% 10,2 55 15,2 9,9 12,7 15,5 11,9
Conclusion v v v v v v v

LQ retenue (mg/kg) 0,020 0,020 0,020 0020 0020 0,050 0,080

La Vvérification 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 I’ As(III), le MA,
le DMA, I’As(V), I’AsB, de 0,050 mg/kg pour le TMAO et de 0,080 mg/kg pour I’AsC. Comme
discuté dans la publication 1, ces limites de quantification peuvent étre parfois plus élevées que
certaines évaluées dans des conditions de détermination moins strictes (& plus court-terme) ;
cependant, elles restent satisfaisantes et cohérentes par rapport a celles rapportées dans la
littérature (Leufroy et al., 2011).

I11.2.b. Plan B

Spécificité

La spécificité est la propriété d’une méthode d’analyse de mesurer 1’analyte considéré avec la
garantie que le signal instrumental ne provient que de I’analyte. Cette étude permet de mettre en
évidence les éventuels effets de matrice de la méthode, et trés 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 réfeérence et échantillons réels) de fagon a couvrir le domaine d’application de la méthode. La

Figure 8 présente les résultats de spécificité obtenus pour les sept especes.
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La mesure de la specificité consiste a vérifier que la pente est égale a 1 (tops < teritique), €t que
I’ordonnée a I’origine est égale a 0 (t’ops < teriique). LeS résultats de ce test sont présentés dans le
Tableau 24.

Tableau 24. Vérification de la spécificité

As(Ill) MA DMA As(V) AsB TMAO AsC

teritique 2,898 2,861 2,898 2,898 2,878 2,845 2,898

Test de signification de la pente tops 2,630 0,803 1,429 1519 1,315 3,733 2,885

Test de signification de I'intersection t’ops 1,204 0,111 0439 1,452 0,254 0,190 0,824

Dans toutes les matrices étudiées, les tests de signification de la pente et de 1’intersection ont
été inférieurs aux valeurs critiques lues dans la table de Student, concluant a une absence
d’interférences matricielles pour As(l1l), MA, DMA, As(V), AsB et pour AsC pour lequel le
résultat est proche de teitique 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 a cause de la faible teneur en
TMAO dans les échantillons), ce qui explique également la valeur limite pour I’AsC. La

spécificité de la méthode est donc estimée acceptable pour toutes les especes hormis pour TMAO.

I1l.2.c. PlanC

11.2.c.i. Justesse

La justesse d’une méthode exprime 1’étroitesse de 1’accord entre la valeur moyenne obtenue a
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 I’utilisation de matériaux de référence.

Pour cela, il convient de mesurer la teneur de I’analyte sur n (n=35) prises d’essais, de
comparer la moyenne M des cing mesures a la teneur certifiée de I’analyte concerné, puis de
vérifier que cette moyenne est comprise dans I’intervalle de confiance (IC) calculé autour de la

valeur de référence tel que :

_ CVRXM _
IC =M+ (k x 522 (k=3).
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En I’absence de teneurs certifiées en As(IIl), 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 a 1’aide des ajouts réalisés sur des

matériaux de référence, ou a I’aide du BCR 627, ainsi que les écart-types obtenus sur 5 réplicats.
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Figure 9. Justesse estimée sur chacune des especes arseniées

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 a 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.

I11.2.c.ii.  Fidélité en termes de répétabilité

La répétabilit¢ mesure 1’étroitesse de 1’accord entre des mesures effectuées sur des prises
multiples d’un échantillon homogene, les mesures étant faites par un méme opérateur, sur un
méme 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 répeétabilité

intra-laboratoire (CV,) calculé tel que :

CV, = /s?/X; X 100 avec X, la moyenne des valeurs observées, s? la variance de répétabilité.
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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 (Cops < Cyos).

Tableau 25. Répétabilité et stabilité de la fidelité

As(Ill) MMA DMA As(V) AsB TMAO AsC

Ecart-type de répétabilité s, 0,096 0,037 0,029 0,107 0,414 0,096 0,049
Variance de répétabilité S% 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
CV: moyen (%) 13 8,9 11 22 5,0 25 15
Variance Smax’ (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
Cio 0,388 0,573 0,407 0,475 0,343 0,615 0,864
*10g Smax”

Les CV, estimés sont compris entre 5,0 % et 25 % pour I’ensemble des espéces. Le test de
Cochran a montré que les variances pour 1I’ensemble des matrices étudiées étaient homogenes : la

répétabilité est donc considérée acceptable pour I’ensemble des especes étudiées.

Il est important de préciser que les coefficients de répétabilité (CV,) présentés dans I’Article I,
ont été évaluée a partir de I’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 CV, calculés selon la norme NF V03-110
(AFNOR 1993), c’est-a-dire avec I’analyse en doubles (ou triples) de 4 a 19 échantillons réels

différents dont les teneurs, notamment en arsenic inorganique, sont par ailleurs souvent faibles.

I11.2.d. Plan D

Fidélité en termes de reproductibilité interne

La reproductibilit¢ mesure 1’étroitesse de 1’accord entre les résultats obtenus sur des essais
indépendants entre eux pour une méme méthode d’analyse, dans des conditions fortement
variables : a 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 a des jours
différents, par des opérateurs différents. Le coefficient de variation de reproductibilité est calculé

tel que :
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CVr = /s,?+sL2/Xf X 100 avec X; la moyenne des valeurs observées, s/ la variance de

répétabilité, s? la variance inter-échantillon.
Les résultats de reproductibilité sont présentés dans le Tableau 26.

Tableau 26. Estimation de la reproductibilité

As(Ill)  MMA

Nombre de répétition n; 2 2 2 2 2 2 2
Nombre de jour p 10 10 16 10 16 9 10
“Moyenne X; 1,86 2,07 0,150 2,06 3,6 1,20 2,06
“Ecart-type de répétabilité s, 0,234 0,185 0,008 0,179 0,009 0,357 0,235
“Ecart-type de reproductibilité sg 0,290 0,208 0,023 0,180 0,380 0,433 0,315
CVr (%) 16 10 16 9 11 36 15

* en pg/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 (CV,) calculés au plan C, car la reproductibilité d’une
méthode englobe la répétabilité, sauf pour I’As(V) et I’AsC pour lesquels les CV, 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 ou la teneur en ces deux espéces était souvent trés 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 reproductibilit¢é de la méthode est un parametre tres important car
ensuite, ces CVy 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
contrdles qualités internes pertinents et adaptés aux capacités de la méthode mise en ceuvre au

sein de ce laboratoire.

111.2.e. Conclusion de la validation

L’évaluation des performances analytiques de la méthode a été réalisée pour un seul type de

matrice alimentaire, a savoir les produits de la péche.

Apres évaluation des critéeres de linéarité, de spécificité, de limites de détection et de
quantification, de fidélité et de justesse, la méthode de spéciation de 1’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’a titre indicatif.

I11.2.f. Mise en place de controles qualité internes (CQI)

Le controle qualité regroupe 1’ensemble des techniques opératoires et les activités qui sont

utilisées pour répondre aux exigences en matiére de qualité.

Au cours d’une analyse, un certain nombre de contrdles sont réalisés dans le but de s’assurer
de la fiabilité des résultats rendus. Ces controles permettent de surveiller d’éventuelles
contaminations pouvant se produire entre 1’échantillonnage et l’analyse. Compte tenu des
incertitudes liées au prélévement, au traitement, a la conservation de 1’échantillon ou encore a la
représentativité de 1’échantillonnage, ces controles permettent de s’assurer de la fiabilité des
résultats par rapport a la technique utilisée méme s’ils ne sont toutefois pas les garants du « bon »
résultat. Ainsi, les contrdles qualité internes (CQI) mis en place et leurs criteres sont détaillés ci-

dessous :

- Controle des performances analytiques de 1’appareil

Les premiers contrbles a effectuer correspondent au réglage des parametres de fonctionnement
de I’appareillage, a savoir la sensibilité et la stabilit¢ du signal de I'ICP-MS. Ils permettent un
suivi quotidien de 1’appareil et sont effectués par 1’utilisateur avant la réalisation des analyses,
dans le but principal d’optimiser le signal. Ainsi, une répétabilité a court terme consistant a
effectuer dix mesures consécutives d’une minute chacune a partir d’une solution multiélémentaire
a 1 pg/L est réalisée. Le critere est d’obtenir environ 80000 coups/s sur I’indium et une stabilité

du signal avec une variation < 2 %.

- Controle 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
systéme ait été préalablement établie au travers d’une droite d’étalonnage. Pour que le dosage
puisse étre considéré comme valide, cette droite doit avoir un coefficient de corrélation r2

supérieur a 0,995 pour chaque espece, établi au minimum avec 4 points de la gamme.

- Contr6le de la dérive du signal

La dérive instrumentale peut étre induite par les variations de température extérieure ou

intérieure a I’'ICP-MS (cone, etc....), les problémes de vide, la chute de débit (nébuliseur,
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auxiliaire et plasma), un bouchage progressif des cones au cours du temps... L’analyse d’une
solution étalon de concentration connue a 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 pg/L pour As(Ill), MA, DMA, As(V),
TMAO et AsC ou 6 pg/L pour AsB) a été intercalée tous les 5 & 6 échantillons, le contrdle qualité
étant jugé satisfaisant si la variation du signal ne dépassait pas 30 % de son intensité initiale pour

I’ensemble des espéces considérées.

- Controle 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 étre < LD

établies.

- Contr6le de la justesse sur des matériaux de référence certifiés

Les matériaux de réference certifies dans les matrices alimentaires disponibles
commercialement pour la spéciation de 1’arsenic sont trés limités : seul le BCR 627 présente des
teneurs certifiées en deux espéces, le DMA et I’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 I’intervalle de confiance calculé a partir des CVg respectifs (k = 3) autour de la

valeur de référence de chacune des especes.

A plus long-terme, la justesse de la méthode est suivi par des cartes de contréle 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 controle analysé périodiquement au fur et a
mesure que les résultats sont obtenus et de démontrer 1’exactitude des données afin de s’assurer

que la maitrise de 1’analyse est maintenue. Elles sont construites de la maniére suivante :

Limites de surveillance : M + 2s

Limites de contrble : M + 3s

avec M la valeur cible calculée a partir de la moyenne obtenue sur les dix premiéres analyses,
et s I’écart-type des dix valeurs.

Si les valeurs de controle sont de part et d’autres de la valeur de référence et entre les limites

de surveillance, alors la situation est sous controle.

Si une valeur est entre les limites de surveillance et de contrdle, 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 a surveiller.
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Si une valeur est hors de la limite de controle, ou deux valeurs sur trois consécutives sont
situées entre les limites de surveillance et de contrdle voisines, alors la situation est hors de

controle. Dans ce cas, il convient de rechercher les causes de dérive sur I’analyse.
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Figure 10. Cartes de contrdle 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 contréles.

Pour 1’AsB, on constate que la valeur cible est inférieure a 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
I’arsénobeétaine (BCR 626). En effet, ’'IRMM vient de nous informer suite & la transmission de

cette carte de contrdle, 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 I’incertitude du matériau de référence utilise (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 contrdle.
Parmi les dix valeurs qui sont en dehors de ces limites, huit sont situées a 1’intérieur des limites de
contréle, et les deux autres en dehors et considérés comme non conformes. Dans ce cas, 1’analyse
doit étre refaite.

La justesse de la méthode est donc demontrée sur la période des analyses.

I11.2.g. Comparaison des résultats avec la littérature

Une comparaison des resultats obtenus sur I’arsenic et les espéces d’arsenic (certifiés et non
certifiés) de plusieurs MRC de produits de la péche a été faite et discuté dans la publication |
(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
péche (mg/kg)

As
As(lll) MA DMA As(V) AsB TMAO AsC TMAP TETRA Asi total/Z Référence
espeéces
CRM 627 (thon)
0,068 0,045 0,148 0,041 36 0,082 <0,08 0,109 40" Cette étude
0,150 39 48" certifié
<0014 0,141 39 0,036 41" Dufailly etal.,
' ' ' ' ' (2011)
* Moreda-Pineiro et
0,074 <0,028 0,137 <0040 3,8 <0,015 4,0 al., (2011)
nd nd 0,18 nd 4.2 44" Reyes et al., (2009)
0,076 <0016 0157 <0024 41 0,037  <0,042 44" Dufailly et al.,
(2007)
0,17 37 Lin et al., (2008)
* Moreda-Pineiro et
0,080 0,150 37 39 al., (2008)
* Cava-Montesinos et
<0,0006 <0002 0,166 0,070 43 46 al., (2005)
* Nischwitz et
0,050 4,0 nd 0,008 nd 0,029 41 Pergantis (2005)
0,015 Sloth et al., (2005)
nd nd 0,14 0,01 3,6 3,8 Sanz et al., (2005a)
0,14 37 0,010 0,033 0,012 0,037 41" Sloth et al., (2003)
<0,003 0,163 41 <0,001 <0,003 <0,003 42" Suner et al., (2001)
* Gomez-Ariza et al.,
nd nd 0,139 nd 3,8 41 (2000)
00018 0010 0154 00045 4,068  0,0063 42" Nakazato et al.,
(2000)
SRM 1566b (huitre)
0,357 0,649 0,771 0,427 1,11 <0,50 <0,05 0,784 331" Cette étude
7,657 certifié
nd nd 0,70 nd 1,61 231" Geng et al., (2009)
Nischwitz et
0,20 0,64 0,013 nd 0,019 nd Pergantis (2005)
0,004 Sloth et al., (2005)
Munoz et al.,
0,647 (1999)

nd : non détecté ; * X espéces ; ** 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, a I’exception de celle inférieure pour DMA (0,050
mg/kg) reportée par Nischwitz et Pergantis (2005). Méme si peu de valeurs ont été rapportées en
As(I11), 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 I’As(V), la comparaison s’avére plus
délicate. En effet, sur neuf études s’intéressant au MA, une seule présente également une valeur
quantifiée a 0,010 mg/kg pour 0,045 mg/kg dans notre étude. Pour I’ 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 a la teneur d’As(V) obtenue dans notre étude (0,041
mg/kg), méme si elle se situe dans ’intervalle des teneurs présentées. Finalement, la somme des

especes observee est en accord avec celle rapportée par I’ensemble des auteurs (3,8 a 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(lll) et As(V). Deux études présentent des teneurs en Asi, I'une en
accord avec notre valeur (0,647 mg/kg pour 0,784 mg/kg dans notre étude) (Munoz et al., 1999),
I’autre trés 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 a celle reportée par Nischwitz et Pergantis (2005) (0,20 mg/kg). Pour 1’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 especes 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 espéces arséniées (probablement des arsénosucres) n’ont pas été quantifiés par

ces 2 méthodes, si I’on compare ces résultats a la valeur certifiée de 7,65 mg/kg.

En conclusion, il apparait donc délicat d’obtenir un consensus sur les teneurs en espéces non
certifiées dans les matériaux de référence étudies, notamment sur les espéces 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 a 1’extension de la méthode a d’autres produits
alimentaires et notamment le riz, le Tableau 28 compare les teneurs des espéces 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(111) MA DMA  As(V) ' As total ou Référence

X especes

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)
* Matos Reyes et al.,
0,069 0,009 0,155 0,033 0,266 (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)
* Heitkemper et al.,
0,088 0,008 0,174 0,092 0,362 (2001)

nd : non détecté ; * X espéces ; ** As total

Dans le riz, les teneurs observées en As(lll), MA, DMA et As(V) sont en accord avec celles
rapportées par les autres auteurs. De plus, la somme des especes quantifiées est cohérente avec la
valeur certifiée en arsenic total. Il semble qu’un consensus soit plus facile a trouver dans cette

matrice que dans les produits de la péche, notamment concernant 1’ Asi.

I11.3. Applications de la méthode de spéciation

111.3.a. Controles qualité externes (CQE)

Les contrbles qualite externes (CQE), appelés également essais interlaboratoires d’aptitude
(Eilas) ou essais d’aptitude, permettent a un laboratoire d’évaluer ses performances par rapport a
la fois & ses propres exigences, et par rapport aux autres laboratoires. Les Eilas sont reconnus

comme étant un moyen essentiel du contrdle de la qualité au niveau international.

Nous avons participé a plusieurs essais d’aptitude pour la détermination de 1’arsenic
inorganique dans des produits de la péche (poisson, crabe mais également algue) et des matrices
vegetales (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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péche (IMEP 109 (Seafood) et FAPAS 07160 (Crab meat)) ou il n’a pas été possible d’assigner de

valeur de référence devant 1’étendue des résultats obtenus.

Les résultats obtenus sont évalués a 1’aide du Z-score, qui exprime 1’écart entre la valeur

obtenue et la valeur assignée, calculé de la maniére suivante :

Xiab—Xre
7 ==
o

avec X,qp, la valeur obtenue, X, la valeur assignée, o I’écart-type de 1’essai interlaboratoires.
Les Z-scores sont interprétés de la maniére suivante :

- Si|Z] < 2, le résultat est conforme ;

- Si2 < |Z| <3, lerésultat est questionnable ;

- Si|Z]| > 3, le résultat est non conforme.

Les résultats des Z-score obtenus lors de notre participation a différents essais interlaboratoires

sont représentés dans la Figure 11.

30 - T 7=17,2

2,0

1,0 A
o 00 T T T T T
1
o
? 10
N )

-2,0

-3,0 -

IMEP 107 IMEP 109 IMEP 112 IMEP 112 IMEP112 FAPAS07134 FAPASO07151 FAPAS07160
Riz Produitde la Froment Epinard Algue Riz Riz Crabe
péche (SRM 1570a)
(DOLT-4)

// pas de valeur assignée

Figure 11. Résultats obtenus lors de nos participations a différents essais interlaboratoires

Les résultats obtenus pour 1’arsenic inorganique lors des différents tests sont conformes (-
2 <Z <2), excepté pour I’échantillon d’algue (Z = 17,2), Ces résultats indiquent que le protocole
analytique est également bien adapté a 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 paramétres des essais interlaboratoires auxquels nous

avons participé.

Tableau 29. Résumé des différents essais interlaboratoires

Produit de la Epinard
Matrice Crabe péche Algue Froment (SRI\p/I 1570a) Riz Riz Riz
(DOLT-4)
Nombre de participants 28 11 40 43 41 19 31 21
Nombre de 1 4 2 3 11 0 3 1
inférieur a
Val igné
aleur assignée 0,188 0,169 0,054 1,33 0,107 0,390
(mg/kg)
Notre val
otre vateur 0,269 0,230 0,898 0,123 0,027 1,47 0,125 0,364
(mgrkg)
'merva('r'sg(jisg)v aleurs  0012-0465  0083-575  003-427  0,037-039  00113-012  0206-11672 0031-029  0315- 0844
% valeurs
L 16 % 57,5 % 7% 95 % 75 % 95 %
satisfaisantes
% valeurs
. 8% 15,0 % 13 % 0% 11 % 0
questionnables
% valeurs
o 76 % 27,5 % 10 % 5% 14 % 5%
non satisfaisantes

Les résultats du Tableau 29 indiquent que la détermination de 1’arsenic inorganique dans les
produits de la péche (IMEP 109 (DOLT-4) et FAPAS 07160 (crabe) présente des difficultés
analytiques. Concernant ’IMEP 109, les laboratoires experts n’ont pas pu s’accorder sur une
valeur consensuelle en Asi, et la méme dispersion dans les résultats de I’ensemble des participants
a €té observée. Les résultats des deux tests ou le produit de la péche distribué était le DOLT-4
(IMEP 109 est uniquement organisés pour les LNR européens et I’'IMEP 130 est le méme Eila
dédié a tous les autres laboratoires d’analyse, nous n’y avons donc pas participé) indiquent que la
teneur en Asi est tres faible (entre 0,047 et 0,75 mg/kg, soit 0,5 a 8 % de I’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 1’Asi reste délicate en raison de
la grande variété d’espéces organiques et de la concentration a laquelle elles sont présentes
comparativement a 1’arsenic inorganique. C’est pourquoi seulement 16 % des laboratoires
(n =40) ont obtenu un résultat satisfaisant a ce test, les autres participants ayant une tendance a
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 & 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, 1’épinard et le riz, les résultats de ces
différents essais interlaboratoires indiquent clairement qu’une majorité de laboratoires dont le

notre (de 75% a 95% des participants) obtiennent des résultats satisfaisants.

111.3.b. Certification d’un matériau de référence

En février 2011, ’unité CIME du Laboratoire de Sécurité des Aliments a été reconnue comme
laboratoire de référence par 'IRMM (Institute for Reference Materials and Measurements). Ce
statut permet a 1’unité d’étre sollicité pour participer a des certifications de matériaux de

référence.

Dans ce cadre, nous avons participé en septembre 2011 a la certification d’un échantillon de riz
pour I’As(IIl), I’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 ’ERM BC211 (pg/g)

Asi DMA
Echantillon 1564 (n = 3) 145 £ 27 64+ 12
Echantillon 1617 (n = 3) 147 + 27 95+ 18

Echantillon de contrdle (n = 2) 97+31 <LQ

Malheureusement, les résultats de cette étude sont en cours de traitement statistique par

PIRMM (au 1* février 2012) et ne pourront pas étre discutés plus amplement dans ce mémoire.

111.3.c. Données d’occurrence issues de 'EAT 2

En 2000, Le Ministere de I’Agriculture et de la Péche ainsi que I’Institut National de
Recherche Agronomique (INRA) ont décidé d’implanter en France la méthode dite « d’étude de
I’alimentation totale (EAT) », méthode standardisée et recommandée par 1I’Organisation Mondiale
de la Sant¢ (OMS) et qui vise a rechercher diverses substances chimiques susceptibles d’étre
présentes dans les aliments «tels que consommés ». Les EAT sont des études nationales de

surveillance des expositions alimentaires qui évaluent les risques liés a des substances chimiques
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d'intérét en termes de santé publique. Elles sont construites, d’aprés des enquétes de
consommation, a partir de paniers représentatifs des consommations alimentaires de la population
frangaise. 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 matiere de contrdle,
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 premiere EAT francaise (EAT 1) a été réalisée entre 2000 et 2004 par I’INRA, en
collaboration avec I’AFSSA (Leblanc et al., 2005) et une seconde EAT (EAT 2) (Sirot et al.,
2009b) a été entreprise par I’AFSSA en 2006, incluant un nombre plus large de substances a
rechercher et ’ensemble des régions administratives du territoire métropolitain (contre 3 grandes
villes dans ’EAT 1). L’élaboration des paniers représentatifs des consommations alimentaires des
frangais de ’EAT 2 s’appuie sur des données de consommation individuelles nationales
actualisées, a savoir I’enquéte INCA 2 (seconde enquéte individuelle et nationale sur les

consommations alimentaires) réalisée en 2006-2007.

Les 65 échantillons lyophilisés de produits de la péche issus de 'EAT 2 (poissons, crustacés et
mollusques) ont été analysés pour déterminer leurs concentrations en arsenic total et en espéces
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 huitres, 10 moules). Les matériels et méthodes utilisés ainsi
que les résultats obtenus sont présentés dans 1’ Article 1.

De maniére 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 ’espéce majoritaire dans toutes les matrices ¢étudiées. Dans les
poissons, seul du DMA a été quantifié a 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(IIl) et As(V)
(en moyenne 0,331 et 0,252 mg/kg), tandis que dans les poissons, il a été quantifié a 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 1. Leufroy A. Noél 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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The determination of seven arsenic species in seafood was performed using ion exchange chromatog-
raphy on an lonPac AS7 column with inductively coupled plasma mass spectrometry detection after
microwave assisted extraction. The effect of five parameters on arsenic extraction recoveries was evalu-
ated in certified reference materials. The recoveries of total arsenic and of arsenic species with the two
best extraction media (100% H,0 and 80% aqueous MeOH) were generally similar in the five seafood
certified reference materials considered. However, because MeOH co-elutes with arsenite, which would
result in a positively biased arsenite concentration, the 100% H,O extraction conditions were selected
for validation of the method. Figures of merit (linearity, LOQs (0.019-0.075 mg Askg '), specificity, true-
ness (with recoveries between 82% (As(111)) and 104% (As(V) based on spikes or certified concentrations),
repeatability (3-14%), and intermediate precision reproducibility (9-16%) of the proposed method were
satisfactory for the determination of arsenite, monomethylarsonic acid, dimethylarsinic acid, arsenate,
arsenobetaine and arsenocholine in fish and shellfish. The performance criteria for trimethylarsine oxide,
however, were less satisfactory. The method was then applied to 65 different seafood samples. Arsenobe-
taine was the main species in all samples. The percentage of inorganic arsenic varied between 0.4-15.8%
in shellfish and 0.5-1.9% at the utmost in fish. The main advantage of this method that uses only H,0 as
an extractant and nitric acid as gradient eluent is its great compatibility with the long-term stability of
both IEC separation and ICP-MS detection.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

involving the determination of total As concentration are not ade-
quate to truly assess the health risk to consumers from As exposure

Arsenic (As) speciation in marine ecosystems has been the
subject of much attention over the past 20 years. Seafood was
identified as a source of major exposure to As through human
consumption, and various As species have been detected in fish
products [1-3]. Among these species, inorganic arsenite (As(IIl))
and arsenate (As(V)) are the most toxic forms and are carcino-
genic [4] while the methylated forms monomethylarsonic acid
(MA) and dimethylarsinic acid (DMA) are cancer promoters [5].
Arsenobetaine (AsB) the major species in fish and crustaceans, and
arsenocholine (AsC), trimethylarsine oxide (TMAO) and tetram-
ethylarsonium ion (TMAs) are regarded as being non toxic [1].
Because of its species-dependent toxicity, traditional approaches

* Corresponding author. Tel.: +33 149772711.
E-mail address: thierry.guerin@anses.fr (T. Guérin).

0039-9140/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.talanta.2010.10.050

and intake [6].

Many methods have been developed to perform As specia-
tion analysis [7-9]. Separation of the species by high-performance
liquid chromatography (HPLC) coupled with element-specific
detection by inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-
MS) is a widely applied technique [10]. This hyphenation indeed
combines a rapid, powerful and reproducible separation method
with a very efficient detector that is known for its high sensitivity
and large linear dynamic range [11].

The chemical nature of As compounds differs in charge and
pK, value, molecular size, and functional groups. Consequently,
many chromatographic approaches have been applied, including
anion exchange [12-15], cation exchange [10], reversed phase and
size exclusion [9,10]. The Dionex lon pac AS7 column has strong
anion-exchange and hydrophobic properties. Based on the work
of Londesborough et al. [14], chromatographic conditions (nitric
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acid gradient as eluent) have already been optimized [16]. They
are most compatible with ICP-MS detection, as they avoid the clog-
ging problems that are frequently encountered with phosphate- or
carbonate-based eluents.

The sample extraction of arsenicals from solid samples is a criti-
cal step in the sequence of analytical operations due to possible loss
of analyte, changes of the species or incomplete extraction, which
may lead to poor or erroneous results. Extraction recoveries depend
of the matrix, species present, type of solvents and extraction
time and temperature. Traditional techniques such as Soxhlet and
liquid-solid extractions as well as sonication are time-consuming
and require large amounts of solvents. More recent approaches,
including accelerated solvent extraction (ASE), pressurised liquid
extraction (PLE), supercritical fluid extraction (SFE) and microwave
assisted extraction (MAE), avoid some of these problems [17].
MAE has been successfully applied to various food samples such
as fish products [18-21] or plants [13]. A low power is generally
selected to keep the carbon-arsenic bonds intact [10]. Commonly
reported is solvent extraction using a methanol/water (MeOH/H,0)
mixture [13,18-20,22-26], or only water [19,24,26-29]. Some-
times, other solvents were tested such as tetramethylammonium
hydroxide (TMAH) [24,30,31], HNO5 [13], alkaline alcohol for inor-
ganic species [32,33] or a “Suc/2(N-morphilino)ethanesulphonic
acid (MES)/ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)/ascorbate”
mixture [30]. Foster et al.[13] showed that 2% HNO3 (or extraction
with a MeOH/H;0O mixture followed by 2% HNO3) improved the
extraction of arsenic from difficult-to-extract materials (plant and
animal digestive tissue). However, the total As extraction recover-
ies reported with HNO3 from DORM-2 and TORT-2 (102% in both
cases) were similar to those observed with 50% MeOH (98 and
88%, respectively). Moreover, the low HNO; pH is likely to dis-
turb the chromatographic separation of arsenic species in extracted
samples. Ackley et al. [24] reported that TMAH allowed a satisfac-
tory extraction of total As (95%) from DORM-2 [25]. Nevertheless,
Quaghebeur et al. [30] showed that this reagent induced oxida-
tion of As(Ill) to As(V) during the extraction process [25]. Brisbin
and Caruso [26] studied a MAE method for various solvents (water,
methanol/water mixture or nitric acid) and various extraction
times (2-6 min) on a certified reference material (CRM) of lobster
(TORT-1)[25]. They showed that MAE was the simplest, fastest and
most reproducible extraction method, which resulted in better or
similar extraction rates than those observed with other extraction
methods. Asecond paper from this group confirmed that these con-
ditions were suitable for the quantification of As species in lobster
[25].

The three aims of this work were: firstly, to optimize condi-
tions of the MAE procedure for the determination of total As and
As species in seafood samples, secondly, to evaluate the figures of
merit of the IEC/ICP-MS method that was previously developed
[16]: linearity, limits of detection and quantification, specificity,
trueness, repeatability and intermediate precision reproducibility
in order to validate the method, and finally to analyze samples of
the second French total diet study (TDS) to assess extraction recov-
eries on real samples and to provide As occurrence data on fish and
shellfish [34].

2. Experimental
2.1. Instrumentation

IEC/ICP-MS analysis was performed with an Ultimate 3000
chromatographic system equipped with an injection valve and a
100-p.L injection loop, an lonPac AG7 guard column and an lon-
Pac AS7 ion exchange column (250 mm x 4 mm; 10-.m particles)
(all Dionex, Voisins le Bretonneux, France). The chromatographic

Table 1
Instrumental operating conditions for IEC/ICP-MS system.

ICP-MS parameters

Plasma gas flow 149 Lmin !
Auxiliary gas flow 0.8Lmin !
Nebulizer gas flow  0.9Lmin!
Plasma power 1450 W
Monitored signals ~ m/fz 75 ("> As), mfz 77 (**Ar*’Cl)
Dwell time 500ms

IC parameters
Guard column
Analytical column
Flow rate
Mobile phase A
Mobile phase B
Gradient program

lonPac AG7 (50 mm = 4 mm, 10-m particles, Dionex)
lonPac AS7 (250 mm = 4mm, 10-p.m particles, Dionex)
1.35mLmin !

0.8 mM HNO3, 1% MeOH, pH=3.8

500 mM HNOs, 1% MeOH, pH=1.4

0-3min: 99% A 3-5min: 10% A 5-12min: 80% A

system was coupled to an X-Series!" instrument (Thermo Scien-
tific, Courtaboeuf, France) equipped with a concentric nebulizer
and impact bead spray chamber) via a 50-cm-long PEEK tubing
(0.17-mm i.d.). The sample solutions for total As analysis, were
fed by a peristaltic pump from tubes arranged on an ASX 500
autosampler model 510 (CETAC, Omaha, NE, USA). Torch position
and ion lenses of the ICP-MS system were optimized daily by per-
forming short-term stability tests with a 1 gL~ tuning solution
(containing especially arsenic (As), barium (Ba) and indium (In))
to maximize As signal and stability while minimising oxide lev-
els (BaO*/Ba* <2%). Signals were monitored in the time resolved
analysis (TRA) mode of the ICP software. Further details of instru-
ment settings are given in Table 1. Other equipments were as
follows: closed-vessel microwave digestion system (Anton-Paar,
Courtaboeuf, France) equipped with 80-mL quartz vessels (80-bar
operating pressure), Universal 32R centrifuge (Hettich, Tuttlingen,
Germany).

2.2. Chemicals

All solutions were prepared with analytical reagent grade
chemicals and ultra pure water (18 M2 cm) generated by puri-
fying distilled water with the Milli-Q™ PLUS system combined
to an Elix 5 pre-system (Millipore S.A., St Quentin en Yvelines,
France). Methanol (HPLC gradient grade, Sigma Aldrich), and
nitric acid (Suprapur, 67%, Merck) were used as eluents. Standard
solutions of the individual As species with an As concentration
of 0.5 or 1gL~! were prepared from the following reagents:
sodium (meta) arsenite (=99.0%), sodium arsenate dibasic hep-
tahydrate (>98.5%), disodium methylarsenate (>98.4%), cacodylic
acid (=99.0%) (all Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France),
methylarsonic acid, arsenocholine, trimethylarsine oxide (all Tri-
Chemicals, Yamanashi, Japan), arsenobetaine calibrated solution
(BCR 626, 1031 £ 6 mg kg~ Community Bureau of Reference, Geel,
Belgium) and tetramethylarsonium (TMAs*) kindly provided by
Prof. K.A. Francesconi (Institute of chemistry, University Graz,
Austria). Each stock solution was further diluted to 1 mgL~!. Stock
solutions were stored in the dark at 4°C to prevent decompo-
sition or oxidation. The stability of these standards in terms of
total As content and purity of the species was checked by ICP-MS
using As stock solution from Analytika (Prague, Czech Repub-
lic). An internal standard solution was prepared with 1000 mg L~!
standard stock solutions of indium (In), purchased from Ana-
lytika (Prague, Czech Republic). Multi-species calibration standard
solutions of 0-20 g L~! were prepared daily from these stock solu-
tions by appropriate dilution. A multi-elemental standard solution
(10mgL-") (Perkin-Elmer, Courtaboeuf, France) was used to pre-
pare tuning solutions in 6% (v/v) nitric acid.
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772

Total As certified
216 +18
180+ 1.1

Total As extracted

179 + 09
19.7 £ 04
100 + 04

206 +12
222+ 14

ZAs species
173+ 22
158+ 13
176 + 0.7
192 + 08
91+ 038
86+03

<0.080°
<0.080
<0.080
<0.080
<0.080

AC

TMAO +TMAP
141+ 0.11
125+ 018
0.201 + 0.016
0.200 = 0.041
0357 + 0.093
0452 + 0.048
0221 = 0.028

13.0+ 1.8
122 £ 0.6
16.7 + 0.6
183 0.7
8.11 + 0.65
7.56 +0.20
469 + 0.16
5.24 + 0.26
486+03
3.82+04

AB

=5).

0.725+0.017
0.645+0.099
0.029+0.018
0.026=+0.002
0.073+0.007

As(V)
<0.020

127 +£0.14
0.711 = 0.150
0.359 = 0.032
0314 = 0.029
0480 + 0.032
0417 = 0.024
0.459 = 0.007
0.495 + 0.054
0.154 = 0.011
0.158 = 0.019

DMA

0.460 = 0.060
0.364 £0.150
0.061+0.008
0.033 +0.024
0.047 +0.008
<0.020

MA
+0.113

0.408 = 0.095%

0.588
0.031 = 0.014

0.064
0.074

As{1l)

A
B
A

TORT-2
DORM-2

As species and total As concentrations (mg kg—') for both extraction conditions in 5 seafood CRMs (n

Table 2

0.011

102 + 0.5

0.011

A
B
A
B
A

B
A: 100% H20, and B: 80% MeOH extraction.

DOLT-3

96 =+ 1.1
58 £ 04
71 +04
52=+05
48 £ 03

0.081+0.022

<0.080
<0.080
<0.080
<0.080

=+ 0.004

0.136
0.085

69=+03

58 +03
6.4 + 0.5
52=+03
42+ 05

0.243+0.023
0.276+0.036

<0.020
<0.020

0.091=+0.028
0.066 +0.024
0.063 +0.010

<0.020

0.014

DORM-3

0.188 + 0.064
0.051 = 0.010

+0.018

0.129
0.054

4803

0.014

BCR 627

0.099 + 0.044

+0.071

0.172

4 +SD(n=3).
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b Limit of quantification (see Table 4).
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Fig. 1. Methanol effect on the measurement at m/z 75.

2.3. Reference materials

Certified reference materials DORM-2 (Dogfish muscle), DOLT-
3 (Dogfish liver), DORM-3 (Fish protein), DOLT-4 (Dogfish liver),
and TORT-2 (Lobster hepatopancreas) from the National Research
Council of Canada (CNRC), and BCR 627 (Tuna fish tissue) from the
Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM), were
all purchased from Promochem (Molsheim, France). All samples
were used as provided without further grinding.

2.4. Seafood samples

All the seafood composite samples from the second French
Total Diet Study (TDS) were analysed: fish (saithe, salmon, smoked
salmon, tuna and canned tuna), mollusc (mussel, oyster, scallop)
and crustacean (shrimp) products. Each of the samples was com-
posed of up to 15 sub-samples of equal weight of the same food
item and was prepared “as normally consumed”. Only the edi-
ble part was used to prepare the sample, (i.e., inedible parts fish
bones, fish skin, shells etc., were removed). Then the core foods
were prepared as consumed, i.e., as prepared by the average con-
sumer (salmon smoked or steamed, tuna oven cooked or canned in
oil or brine, saithe cooked, oyster raw, shrimp and mussel boiled,
scallop steamed). So, the TDS has considered the impact of home
cooking on the possible decomposition of less stable chemicals and
the formation of new ones [34].

2.5. Total arsenic determination

Aliquots of ~0.150-0.300 g sample were separately weighed in
quartz vessels in duplicate and 3 mL nitric acid and 3 mL ultra pure
water were added. The digestion program was as described pre-
viously [35]. After cooling, sample solutions were quantitatively
transferred into 50-mL calibrated polyethylene flasks. Before final
dilution with water to 50mL, 1 mg L-! internal standard solution
(In,) was added to a final concentration of 2 pgL~! to allow drift
correction and to compensate for possible matrix effects. Total
As concentration in extracted samples was determined by ICP-MS
according to a validated and accredited “in-house” method [36].
Quantification was performed by external calibration using five
aqueous As standard solution from 0 to 20 ugL~".

2.6. Arsenic speciation

Aliquots of ~0.150g freeze-dried sample were separately
weighed in the microwave digestion vessels and 10mL of a
MeOH/H,0 mixture or water was added. The vessels were closed
and placed into the microwave system. The samples were heated
and maintained at 80 °C for 6 min. After cooling, suspensions were
transferred into 50-mL polyethylene flasks, filled to volume with
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Table 3
As species concentrations (mgkg ') observed in literature for DORM-2, TORT-2 and BCR 627.
As(lIT) MA DMA As(V) AsB TMAO + TMAP AC TMA+ Total As References Extraction
DORM-2 0.031 0.061 0.359 0.029 16.7 0.201 <0.08% 0.265 17.9 This work A
164 0.248 18.0 Certified
0.075 nd 0.281 0.024 18.3 0.152 nd 188 [16] A
nd 0.070 0320  0.020 17.1 0.160 nd 0.270 184 [13] A
nd 0.050 0340  0.020 16.2 0.160 0.010 0.250 17.4 [13] A
nd 0.019 0320  0.004 17.5 178 [23] A
0.200 0410  0.650 13.2 0.010 nd 0.430 15.0 [22] A
nd 0.160 1.90 16.5 nd nd 0.360 189 [49] A
0250 0360 16.0 [19] A
0.110 0.310 0.160 nd 16.9 0.340 nd 0.360 182 [18] A
nd nd 0.280 nd 16.8 0.170 0.023 0.240 185 [20] A
0390 15.0 0.460 15.9 [48] B
0.235 17.9 0.18 nd 0.173 16.84 [58] B
0300 169 0.181 0.010 0.260 17.8 [37] B
0.050 0.140 0.490  0.050 16.1 0.300 nd 0.300 17.4 [39] B
nd nd 0290  0.050 16.1 [59] B
<0.003 0300 159 <0.001 0.110 0.110 18.0 [60] B
0.100 nd 0300  0.400 13.5 0.400 0.020 0.100 14.8 [14] B
0204 nd 156 17.2 [17] C
nd 0.015 0.230  0.006 17.6 0.154 0.024 0.266 196 [61] C
nd 0.123 0610  0.330 16.7 17.8 [54] D
0.079 0.309 16.2 16.6 [15] E
TORT-2 0.408 0.460 1.27 0.725 13.0 1.41 <0.08 20.6 This worlk A
216 Certified
nd nd 1.04 0.320 13.9 1.20 0.040 0.050 19.0 [13] A
nd nd 1.70 0.780 14.4 1.40 0.060 0.050 220 [13] A
0.500 1.10 0.500 12.2 0.80 nd nd 15.1 [22] A
0.190° [33] A
1.06 0.470 12.8 19.1 [19] A
0.147 1.33 0.684 13.6 0.299 16.2 [25] A
nd 0.200 1.03 0.410 13.1 1.20 nd 0.055 19.9 [20] A
1.39 13.0 1.08 0.024 0.055 [37] B
0.030 097 13.8 0.150 <0.003 <0.003 23.0 [60] B
nd 0.093 0.84 0.093 14.3 0.84 0.043 0.044 197 [61] C
0.093 0.093 0.84 0.093 14.2 0.024 216 [12] D
BCR 627 0.068 0.045 0.148 0.041 3.6 0.082 <0.08 52 This work A
0.150 39 4.8 Certified
0.076 <0.016  0.157 <0.024 4.1 0.037 <0.042 4.4 [16] A
0.002 0.010 0.154  0.005 4.1 <0.002 4.2 [28] A
0.050 4.0 nd 0.008 0.029 4.1 [58] B
0.015" [33] B
0.140 3.7 0.043 0.012 0.037 4.1 [37] B
<0.003  0.163 4.1 <0.001 <0.003 <0.003 49 [60] B
nd nd 53 nd 5.8 [17] C
nd nd 0.166  0.070 4.3 4.6 [54] D
nd nd 0.140  0.010 3.6 38 [31] D
nd nd 0135 nd 3.8 4.1 [62] D
0.080 0.150 3.7 39 [15] E
nd nd 0.180 nd 4.2 45 (3] AF

A: MAE, B: liquid/solid, C: ASE, D: sonication, E: matrix solid phase extraction, F: enzymatic, G: soxhlet. nd: not detected.

4 Limit of quantification (see Table 4).
b As(II)+ As(V) values.

ultra-pure water and centrifuged at 3500 rpm for 5min. Super-
natants were filtered through a 0.45-p.m Millipore syringe filter
and 5-fold diluted before injection. Dilution of the extract reduced
matrix effect, resulting in similar retention times for a given species
in standard solutions and various seafood matrices. Although this
approach degrades the limit of quantification (LOQ), it is common
practice [37] because it greatly simplifies the analysis and increases
sample throughput as it avoids the time-consuming method of
standard addition. The separation was performed at a flow rate of
1.35mLmin~', using a nitric acid gradient between pH 3.4 and pH
1.8 [16]. For quantification using peak area, the chromatographic
software (PlasmalLab) of the ICP-MS instrument was used. A five-
point external calibration with the respective standard compounds
was carried out to compensate for any difference in sensitivity
between species as a result of gradient elution. The concentrations
of unknown species were estimated using the calibration curve of
the nearest eluting standard compound.

2.7. Calculations and statistical methods

The concentrations of arsenic species were always expressed in
milligrams of As per kg (mgkg~') of dry mass. The average mois-
ture of the 65 seafood was calculated to be 71%. All TDS samples
were analyzed in triplicate. For several samples, concentrations
were below the LOQs. For calculations, values below the LOQs were
taken as equal to the LOQs.

3. Results and discussion
3.1. Optimization of MAE procedure

A preliminary study was made to determine factors that could
have a significant effect on the total As extraction recovery from
seafood samples. Five factors were selected for the study: (1) sam-
ple weight (0.050-0.200 g, in 0.050-g increments), (2) heating time
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Table 4
Figures of merit of the speciation method.
As(III) MA DMA As(V) AsB TMAO +TMAP AsC
Linearity
Range (pgL ') 0-20 0-20 0-20 0-20 0-60 0-20 0-20
LOQ
(mgAskg ') 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.050 0.080
Specificity
Leritical value 2.898 2.861 2.898 2.898 2.878 2.845 2.898
Lobserved (Slope # 1) 2.630 0.803 1.429 1.520 1315 3.733 2.885
tobserved (iNtercept # 0) 1.204 0.111 0.439 1454 0.254 0.190 0.824
Trueness
Recovery (%)
BCR 627 - - 102 - 96 - -
Spikes
0.500 pgL ! - 98¢ - 1047 - 78 99>
200 pgl! 82¢ 96° - 904 - - 97¢
Repeatability
CV, (%) (n=5) 5 4 10 4 3 20 14
Reproducibility
CVg (%) (n=10) 16 10 16 9 11 36 15

9 Spike on BCR 627.
b Spike on TORT-2.
¢ Spike on DORM-3.

8000 1
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" A MZT5 (PAISCLY)
8000 -
0.1% HC1 m/z77 (“APCI
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4000 A
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= [2000 -
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8000 -
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m/z75 (CAr¥Cl*
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Fig. 2. ArCl interferences on the measurement at m/z 75 and m/z 77.

(2,4,6 min),(3) MeOH concentration (0-100%, in 20%-increments),
(4) solvent volume (10-20 mL) and (5) heating temperature (80,
100, 120°C). Initially, the total As extraction recovery (R) from each
of DORM-2 and BCR 627 (certified in total As: 18.0 and 4.8 mgkg~!,
respectively) was selected as the response to optimise, which was

calculated as R=(X/Xc) x 100 (with X; and X, being, respectively,
the found and certified total arsenic concentrations). Results of this
preliminary study (data not shown) indicated that the MeOH con-
centration had the most effect on the 2 responses and that the
best total As extraction recoveries were obtained with either 100%
H,0 or 80% MeOH. These results agree with those of Brisbin and
Caruso [26] (95-106%) for TORT-2, Ackley et al. [24] (79-98%) and
Wang et al. [23] (99%) for DORM-2 who reported the best total
As extraction recovery with 80% MeOH. Moreover, the extraction
recovery observed in 100% H, O with TORT-2 by Brisbin and Caruso
[26] (89-93%) was also satisfactory, as well as results obtained by
Narukawa et al. [29] in rice (97-106%). Even if Hirata et al. [22]
reported slightly better total As extraction recovery in DORM-2
with 50% MeOH, only H,0 was used for the extraction of others
seafood matrices. Finally, total As extraction recoveries observed
by Karthikeyanetal.[19] in seafood samples after 100% H,O extrac-
tion were in the range of 85-105%, whereas those reported by
Karthikeyan and Hirata [18] using a 50% MeOH ranged from 84
to 105%.

The other parameters appeared to have no significant effect on
extraction recoveries. Hence, a 0.150-g sample weight, with 6-min
heating time at 80°C in 10 mL of solvent was used to compare the
effect of 100% H,0 and 80% MeOH on both total As and As species
extraction recoveries from several seafood CRMs.

2000 1 , B
MMA  Av|  m/z77 (“ArCI*
A [V Sy e Ad Bl
1000 1 Agm S s
2 TMAOm/z 75 (75As
) 0 A A e
E 2000 -
& b m/z 77 (CArCI*
B ] &y
1000
0 m/z75 (PAs)

0 2 4 6 8 10 12
Time (min)

Fig. 3. Chromatographic separation of arsenic species (a) in standard solution
0.2 pgL " and (b) in a mussel extract (5-fold diluted).
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Fig. 4. Control charts for DMA and AsB in BCR 627 from 25 measurements. Means of 0.147 mgkg ' and 3.5mg kg ! with CV of 14% and 8% RSD were found. Warning limits
were calculated as M + 25, action limits as M + 35, confidence interval as M 4+ (k x CVg = M)/100 with M the certified value, s the standard deviation, k=3 (p=99%) and CVy,
the intermediate precision coefficient of variation, set at 16% for DMA and 11% for AsB.

Table 5a
Concentration of As in shellfish (mg kg~ dry mass).
As(1lT) MA DMA As(V) AsB TMAO + TMAP AsC Sum of As species Total As %Asi Humidity (%)
0.928 0.278  0.085 0.468 4.27 0.284 0.080  7.15 9.63 14 72
0.220 0472 0.192 0.362 4.82 0.116 0.121 638 11.4 5.1 74
0.559 0334 0311 0.689 2.85 0.104 0.080 523 10.3 12 72
0.409 0.109 0222 0.677 3.67 0.198 0.080 541 12.3 8.8 74
Mussel 0.681 0.623 0413 0.839 3.83 0.050 0.080  6.88 13.1 12 72
0.296 0.502  0.287 0.390 4.40 0.050 0.080 623 13.5 5.1 72
0.279 0449  0.155 0.478 4.05 0.050 0.080  5.65 11.8 6.4 72
0.303 0.150  0.180 0.685 3.86 0.050 0.080  5.34 10.0 9.9 75
0.888 0322 0.300 1.00 4.78 0.050 0.080 749 12.0 16 77
0.460 0.171 0316 0.464 3.06 0.050 0.080 4.65 8.92 10 72
Mean (n=10) 0.502 0.341 0.246 0.606 3.96 0.100 0.084 6.04 113 98 73
1.14 0.612 0.299 0.496 13.2 0.050 0448  16.5 209 7.8 89
0.800 1.19 0.376 0.482 11.6 0.050 0.080  15.1 20.7 6.2 91
Oyster 0.714 1.38 0.302 0.132 135 0.050 1.085 17.6 20.6 4.1 91
1.13 0512 0975 0.754 1.08 0.378 0.080 841 24.2 7.8 91
0.749 1.40 0.347 0.099 11.5 0.050 0.080 142 15.6 54 90
Mean (n=5) 0.908 1.02 0.459 0.393 10.2 0.116 0355 144 204 64 90
0.173 0.020 0020 0217 0676  0.050 0.080 1.24 10.4 3.7 74
0.075 0.022  0.020 0.020 3.16 0.349 0.080  3.72 8.06 1.2 73
Scallop 0.127 0.025  0.020 0.020 5.40 0.380 0.080  6.06 12.4 1.2 73
0.091 0.020 0028 0.026 438 0.987 0.080 561 9.03 1.3 73
0.102 0.020 0020 0.030 4.90 0.677 0.080  5.83 8.19 1.6 73
Mean (n=5) 0.114 0.021 0.022 0.063 3.70 0.488 0.080 4.49 9.61 1.8 73
0.020 0020 0054 0.103 8.22 0.050 0.080 855 8.21 1.5 74
0.063 0.020 0020 0.020 17.3 0.050 0.080 17.6 21.2 0.4 74
0.123 0.020 0.020 0.036 3.54 0.050 0.080 3.87 4.75 3.4 74
0.168 0020 0020 0.049 8.63 0.050 0.080  9.02 10.9 2.0 74
0.086 0.020 0020 0.036 5.68 0.050 0.080  5.97 7.52 1.6 74
0.021 0.020 0.020 0.020 0.826 0.050 0.080 1.04 1.98 2.1 74
0.094 0.020 0.020 0.020 12.3 0.050 0.080  12.6 15.9 0.7 74
Shrimp 0.020 0.020 0.020 0.020 0.710  0.050 0.080  0.920 1.84 2.2 74
0.096 0.020 0.020 0.020 4.66 0.072 0.080 497 12.7 0.9 74
0.073 0.020  0.020 0.020 452 0.050 0.080 478 6.74 14 74
0.088 0.020 0020 0.020 3.75 0.050 0.080  4.03 7.21 1.5 74
0.186 0.020 0020 0.020 24.6 0.050 0.080  25.0 34.1 0.6 75
0.245 0.020 0367 0.052 8.31 0.050 0.080  9.13 17.7 1.7 74
0.136 0020 0092 0.030 7.76 0.050 0.080  8.16 13.3 1.2 74
0.039 0.020 0020 0.020 3.04 0.050 0.080  3.26 5.98 1.0 74
Mean (n=15) 0.097 0.020  0.050 0.032 7.59 0.051 0.080 7.92 113 1.5 74
Total mean (n=35) 0.331 0.255 0.161 0.252 6.37 0.137 0.120 7.82 124 4.6 76
Median 0.173 0.020  0.054 0.052 4.52 0.050 0.080 6.06 114 2.2 74
P90 0.853 0.619  0.359 0.687 129 0.366 0.080 16.0 20.8 11.1 89
Minimum 0.020 0.020 0.020 0.020 0.676 0.050 0.080 0.920 1.84 0.4 72
Maximum 1.14 1.40 0.975 1.00 246 0.987 1.08 25.0 34.1 16 91
n<L0Q 2 18 16 11 0 25 32 - - - -

“Values below the LOQ are indicated in italic.
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Table 5b
Concentration of As in fish (mgkg ! dry mass).
As(Ill) MA DMA As(V) AsB TMAO +TMAP AsC Sum of As species Total As Asi (%) Humidity (%)
0.036 0.020 0033 0025 447 0069 0.080 473 7.23 0.8 76
0.023 0.020 0033 0020 386  0.050 0080 408 794 0.5 77
- 0.045 0.020 0020  0.020 640  0.050 0080 664 7.96 0.8 76
aithe 0.043 0.020 0020  0.020 674  0.050 0080 698 8.52 0.7 76
0.035 0.020 0020  0.020 800  0.050 0080 823 107 0.5 76
0.025 0.020 0020  0.020 583  0.050 0080 605 8.39 0.5 76
Mean (n=6) 0.034 0020 0024 0021 588 0053 0.080 6.12 8.46 0.7 76
0.020 0020 0020  0.020 211 0.050 0080 232 292 1.4 61
0.020 0020 0020  0.020 224 0.050 0080 245 341 12 61
0.020 0020 0027 0025 1.88 0050 0080 2.10 243 19 61
0.020 0020 0080  0.020 243 0.050 0080 270 3.16 13 61
0.026 0.020 0071  0.020 263 0.050 0.080 290 324 14 63
0.043 0.020 0020  0.020 554 0.050 0080 577 507 12 62
0.020 0020 0049  0.020 142 0.050 0080 166 236 1.7 63
&4 0.020 0020 0037  0.020 193 0.050 0080 215 325 12 63
amon 0.020 0020 0045 0024 209  0.050 0080 232 3.72 12 59
0.020 0020 0035  0.020 192 0.050 0080 214 3.15 13 60
0.020 0020 0020  0.020 241 0.050 0080 262 4.06 1.0 63
0.020 0020 0051  0.020 196  0.050 0080 220 3.07 13 63
0.020 0020 0059 0020 257 0.050 0080 282 3.63 1.1 63
0.020 0020 0048  0.020 222 0.050 0080 246 3.63 1.1 63
0.020 0020 0020  0.020 237 0.050 0080 258 3.40 12 60
0.020 0020 0.020  0.020 211 0.050 0080 232 292 14 61
Mean (n=16) 0.022 0020 0042 0021 236  0.050 0.080  2.60 3.34 13 62
Smoked 0.028 0.020 0037 0020 301 0.050 0080 325 3.95 12 64
salmon 0.020 0020 0070  0.020 303 0.050 0080 329 3.79 1.1 64
Mean (n=2) 0.024 0.020 0054 0020 3.02 0050 0.080 327 3.87 1.1 64
- 0.031 0.020 0.117  0.020 479 0.050 0080 5.11 6.74 0.8 66
una 0.020 0020 0053  0.020 553  0.050 0080 577 7.32 05 68
Mean (n=2) 0.025 0020 0085 0020 516  0.050 0.080 5.44 7.03 0.7 67
0.020 0020 0020  0.020 156 0.050 0080 1.77 249 1.6 65
Canned 0.020 0020 0030  0.020 144 0.050 0080 166 222 18 65
tuna 0.020 0020 0034  0.020 148  0.050 0080 1.71 231 1.7 65
0.020 0020 0020  0.020 172 0.050 0080 193 245 1.6 65
Mean (n=2) 0.020 0020 0026 0020 155  0.050 0.080 1.77 237 1.7 65
Total mean (11=30) 0.024 0020 0040 0020 319  0.051 0.080 3.42 451 1.2 66
Median 0.020 0020 0033 0020 239 0050 0.080  2.60 3.52 12 63
P90 0.037 0020 0072 0020 589  0.050 0.080 6.10 8.00 1.7 76
Minimum 0.020 0020 0020 0020 142 0050 0.080 1.66 222 0.5 59
Maximum 0.045 0020 0.117 0025 800 0069 0.080 823 10.7 19 77
n<L0Q 20 30 11 27 0 29 30 - - - -

“Values below the LOQ are indicated in italic.

3.2. Comparison of 100% H,0 and 80% MeOH extraction
conditions

Table 2 shows the concentration of extracted As in five CRMs. For
DORM-2 and BCR 627, it was within the allowable certified value’s
error (10%, k=2) with both extractants. No significant difference
was noticed between both extraction conditions. Because of the co-
elution of TMAO and trimethylarsoniopropionate (TMAP) under the
chromatographic conditions used [38], the sum of the two species
are given as results.

Total As recoveries in TORT-2, DORM-2 and BCR 627 using both
100% H,0 (95%, 99% and 108%) and 80% MeOH (103%, 109% and
100%) were in substantial agreement with those reported in lit-
erature [3,13,18-24,26]. However, in TORT-2 and BCR 627, the
quantitative recoveries obtained using H, O were higher than those
reported by Hirata et al. [22] and Nakazato et al. [28] (respectively,
76 and 88%). The concentrations for DMA, As(V), AsB, TMAO + TMAP
and AsC after 100% H,O extraction were generally close to those

obtained with 80% MeOH for all CRMs. However, As(lll) values were
systematically higher with 80% MeOH. In fact, the overestimation
of As(Ill) is likely due to the elution of MeOH in conjunction with
As(IIl) (Fig. 1), as reported by Kohlmeyer et al. [39]. Consequently,
in order to avoid the possible over-estimation of As(Ill), and also
to simplify the extraction procedure, the 100% H,O extraction con-
ditions were selected for the remainder of this work. Moreover,
these conditions are also the most compatible with the long-term
stability of ICP-MS detection.

In TORT-2, the difference between the sum of As species
concentrations and the total extracted As concentration may be
partially explained by the presence of arsenosugars identified as
OH-arsenoribose and POg4-arsenoribose (0.35 and 0.56mgkg~!,
respectively) by Foster et al. [13].

Concentrations of As species and total As for DORM-2, TORT-
2 and BCR 627 are compared with those reported in the literature
over the lastdecade in Table 3. To the best knowledge of the authors,
no other study reported As species concentrations in DOLT-3 and
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Fig. 5. Extraction recoveries of total arsenic and arsenic species after 100% H>O MAE extraction. Error bars indicate the standard deviation of the results.

DORM-3. The values for DMA, AB, TMAO + TMAP, AC and TMAs* for
the 3 CRMs were generally in good agreement with the majority of
mean values reported previously.

As discussed by Sloth et al. [33], a large variability exists
between the reported species concentrations obtained by differ-
ent extraction and separation methods. Hence, no consensus value
for inorganic arsenic could be established in any of these CRMs.
This is particularly obvious in the case of As(V) in DORM-2 where
six values are higher than 0.280 mgkg~! (including one higher than
1 mgkg~!)whereas 8values are lower than 0.05mgkg~! (including
5 similar to the value in this work).

3.3. Validation parameters

The optimised extraction and separation conditions for arsenic
speciation analysis of seafood samples were used to validate the
method. Figures of merit including linearity, limits of quantifica-
tion, specificity, trueness, repeatability and intermediate precision
reproducibility are presented in Table 4.

3.3.1. Linearity and limits of quantification

Alinearity study was performed with standard solutions (n=20)
of different concentration levels (0, 2, 5, 10 and 20 pgL~'). Sta-
tistical tests based on application of analysis of variance to the
least-squares regression (data not shown) indicated that the lin-
ear regression model was acceptable for the seven species in the
defined range. The LOQs (in mg Askg~!) were defined as six times
the standard deviation of the average from the blank samples
(n=21)quantified on different days over several months, following
correction for sample weight (0.150g of dry material) and dilu-
tion (50 mL). The LOQs were experimentally verified, by measuring
a spiked standard solution of each species corresponding to the
target value of LOQ under repeatability conditions (n=10) and by
checking that the found value was acceptable under both trueness
and precision conditions. These LOQ values, obtained and verified
under robust conditions (Table 4), can be higher than those previ-
ously obtained over short-term conditions [16,18,23,31,37,39], but
are sometimes in good agreement with those previously reported
in marine samples[3,15,18,22,39-41] or better [42]. In general, the
large variability existing between reported LOQs can be attributed
to differences in methods of evaluation, such as extrapolation of
the calibration curve, number of blanks analysed, LOQs estimated
over short or long terms conditions.

3.3.2. Specificity (freedom from interferences)
Specificity involves the confirmation that interferences on the
ICP-MS measurement process are not significant.

3.3.2.1. Spectroscopic interferences. Inthe speciation analysis of As,
interference by chloride cannot be disregarded. The 4°Ar3>Cl* poly-
atomic ion can interfere with the detection of As species at m/z 75
when analyzing seafood containing a substantial amount of chlo-
rides. In order to evaluate the possible interference of chlorides on
the chromatographic separation and ICP-MS detection, several HCI
solutions (0, 0.05,0.1,0.5, 1, and 2%) were prepared and analyzed in
the same conditions as for the samples. Under the selected condi-
tions, two peaks due to4?Ar35Cl* appeared on the chromatogram at
the retention time of As(1Il) and soon after the retention time of AsB
from 0.1% HCI (Fig. 2). Those peaks increase with the concentration
of HCl and the second one results in a deformation of the baseline
and an increase of the apparent AsB peak width. At 0.05% HCI, this
interference is negligible and from 0.1% HCI the deformation of the
baseline just after AsB and the increase of AsB peak width would
indicate the presence of chloride in the solutions. It must be noticed
that the peak quantified as As(IlI} at 0.1% HCl was lower than the
LOQ (0.03 pgL~1).

Moreover, the signal at m/z 77 (corresponding to 4°Ar37Cl*) was
monitored simultaneously during the As measurement and sys-
tematically checked. Chromatograms indicate that the presence of
chlorides is evident from 0.1% HCl added. Therefore, the 4°Ar3>Cl*
interference on the measurement of As species does not appear to
be significant when analysing real samples (Fig. 3).

3.3.2.2. Matrix effects. In order to check for possible matrix effects,
recoveries of 0.5-20pugL~! (or 60 pgL~! for AsB) spikes were
measured in several real samples (oyster, mussel, scallop, shrimp,
salmon and tuna). Spiking was done before extraction, each spiked
sample then being processed in the same way as the unspiked
sample. The regression line was tested against the line of unity
(slope =1, intercept =0) by simultaneously testing the hypotheses
of slope different from 1 and intercept different from 0, using Stu-
dent’s t-test. These results (fohserved < Leritical ) SHOW that specificity of
the method is acceptable for all species except TMAO. In fact, a bad
resolution of the TMAO peak was achieved in spite of the 5-fold
dilution, which is likely due to the remaining salt concentration.
Owing to the low concentration of TMAOQ in the samples, a 10-fold
dilution was not possible. However, as this species is non toxic and
thus its accurate determination is not critical for risk assessment
purposes, the method was not further modified.

3.3.3. Trueness

Trueness was assessed either using available CRMs with cer-
tified species concentrations, such as DMA and AsB in BCR 627
[43,44] or by spiking BCR 627, TORT-2 and DORM-3 with 0.5 and
2.0 gL ! of each species. The mean of five analyses must lie within
the confidence interval (CI) calculated from the certified value (M)



DEUXIEME PARTIE — ARTICLE |

778 A. Leufroy et al. / Talanta 83 (2011) 770-779

of the CRM or spike as: CI=M L (k x CVg x M)/(100 x n'/2) where
k=2, n the number of samples, and CVg the intermediate precision
coefficient of variation (p=99%) defined as intermediate precision
reproducibility for each of species. Furthermore, the coefficient of
variation obtained from these results (n=5) must be less than the
defined CVy.

The results presented in Table 4 demonstrate a satisfactory
trueness for the seven species on the three CRMs. The obtained
recoveries from the certified values of DMA and AsB in BCR 627
are 102 and 96%, respectively. In BCR 627, DORM-3 and TORT-2,
the recoveries from spikes are in the range of 78-104%, with the
lowest recovery obtained for TMAQ.

3.3.3.1. Precision under repeatability and intermediate reproducibil-
ity conditions. Repeatability was evaluated by analyzing BCR 627
spiked with 2 ugL=! of As(lll), MA, As(V), TMAO and AsC. The cal-
culated CV, for the seven species are in the range of 3-20%, with
the highest CVg observed for TMAO and AsC.

The intermediate precision reproducibility was investigated by
analyzing a homogeneous sample in duplicate (n = 10), on different
days and by three different analysts. BCR 627 spiked with 2 ugL~!
of As(IIT), MA, As(V), TMAO and AsC was also used. Intermediate
reproducibility variance () was calculated as: where S'f is the vari-
ance due to sample variations and S? is the repeatability variance.

The calculated CVg was in the range of 9-16% for all species,
except for TMAOQ (36%) (Table 4).

Compared to the literature, CV, seems higher but in these previ-
ous studies, repeatability was estimated on standard solutions and
not on sample extracts [14,18,22]. In conclusion, the performance
of this method in terms of precision is satisfactory.

3.4. Application

3.4.1. Quality assurance

Following the proposed IEC/ICP-MS procedure, sample solu-
tions were analyzed in batches including internal quality control
(1IQC) such as the 5-point calibration standards to monitor
linearity (12 = 0.995), a reagent blank to monitor possible cross-
contamination or memory effects, a CRM to check trueness, and a
standard solution every six samples and at the end of the sequence
to monitor instrument drift. The mean values obtained for DMA and
AsB were 0.147 and 3.5 mgkg~! with a RSD of 14 and 8%, respec-
tively (n=25). Control charts indicate that the concentrations found
were well within the confidence interval (CI) (Fig. 4).

3.4.2. Extraction recoveries for real samples

All real samples of fish and shellfish selected for the second
French TDS were used to assess the effect of fat content on extrac-
tion recoveries. The average fat content, obtained from the French
Data Centre on Food Quality unit of ANSES (CIQUAL), was 12.4% for
fish for smoked salmon, 11.8% for steamed salmon, 8% for canned
tuna, 5% for oven cooked tuna, 1.0% for saithe, and for shellfish
3.0% for boiled mussel, 1.4% for steamed scallop, 1.1% for boiled
shrimp and 0.53% for raw oyster [45]. These samples correspond
to the species most consumed by the general French population
and were prepared as consumed [34]. Extraction recoveries were
calculated as Astg/Ast, with Asyg the total As extracted by H,0 and
MAE and Ast the total As mineralized with HNO5 and quantified by
ICP-MS. To ensure and confirm the analytical accuracy of the Ast
method, the laboratory regularly participated in proficiency test
schemes (PT-Schemes) as an external quality control such as the
Central Science Laboratory-Food Analysis Performance Assessment
Scheme (CSL-FAPAS) and the Community Reference Laboratory for
Heavy Metals (Instituto Superiore di Sanita - ISS). The results for
total arsenic in fish and shellfish were considered satisfactory with
Z-score in the range —2 and +2 [46].

Total extraction (extracts directly quantified by ICP-MS) and col-
umn recoveries (the sum of species quantified by IEC/ICP-MS) for
various real seafood samples after MAE using 100% H2 0 are shown
in Fig. 5. Total extraction recoveries were in the range of 80-98%,
with a minimum for canned tuna (n=4) and a maximum for oyster
(n=5).In a fatty fish such as salmon, an extraction recovery rate of
93% was achieved (n=7, including two smoked salmons).

A difference was observed between the sum of As species and
the total As extracted in shellfish (50-77% against 86-98% on
average, respectively), whereas in fish, both were in concordance
(80-94% against 80-93% on average, respectively). A greater dif-
ference was found in scallop (44% difference on average) than
in mussel and oyster (about 22% difference on average), as pre-
viously observed [22]. However, the results for a given sample
type indicated a variation in the proportion of unknown arsenic
species (13-35% in mussels, 7-37% in oysters and 33-68% in scal-
lop), such as arsenosugars (not determined by this method), as
already reported in the literature [9,27,47]. This hypothesis is fur-
ther supported by the presence of unknown peaks in the mussel,
oyster and scallop chromatograms. The identification of this type of
compound is difficult because of the lack of commercially-available
certified standards. Since arsenosugars are non toxic, further stud-
ies were not undertaken as the aim of this work was to validate a
method for risk assessment of French seafood consumers.

3.5. Occurrence data

A selection of 65 seafood samples representing different types,
such as shellfish and fish, were analyzed for their content of As
species and total As. The results are reported in Table 5a for shellfish
and in Table 5b for fish.

Shellfish samples contained more total As than fish. A mean
level of 12.4mgkg~! dry mass (dm) was found in shellfish, against
451 mgkg~! in fish. The highest level of total As was found in
shrimp (34.1mgkg~") where As levels were very variable. These
results are in good agreement with those previously reported
[3,15,48-51] but sometimes much higher than those from the pre-
vious French study, notably in shrimps and mussels [51]. Evenif the
contamination results are generally consistent with the literature,
nevertheless, as it was underlined by the 2004 EU SCOOP report,
the diversity of origins of seafood results in variability in contam-
ination levels. For example, data from European countries show
a mean As level range for fish, molluscs, crustaceans and echino-
derms from less than 0.1 to 18 mg Askg~' fresh mass [52]. Recent
studies indicate a great As concentration range for different sam-
ples of a same species: for example [5.4 4+ 0.6; 342 +6.4] mgkg~!
for shrimp [22]. This large range could be related to geographical,
seasonal or environmental differences [51].

The non toxic AsB was quantified in 100% of samples as the
prevalent species. In canned tuna, the low values compared with
cooked tuna are probably due the migration of AsB from muscle
to brine. This phenomenon can be explained by the weak electro-
static interaction of AsB and fish muscle and the greater osmotic
pressure of the external medium [53]. Two samples were found to
contain abnormally low level of AsB (an oyster and a scallop con-
taining 1.08 mg kg ! and 0.676 mgkg~!, respectively). Since these
samples had a dubious aspect (smell and colour), these differences
might be due to AsB degradation occurring during cooking.

The less toxic MA and DMA were quantified in 26% and 58%
of all the samples, respectively. MA was only quantified in mus-
sel and oyster, whereas DMA was detected as a minor component
in mussel, oyster and fish, as previously reported in the literature
[12,15,51,53,54]. TMAO and AsC were below the LOQ for 83% and
95% of samples but were found in some mussels, oysters and scal-
lops.
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Inorganic arsenic (Asi) forms were quantified in 94% of the
shellfish samples as As(Ill) and in 69% as As(V), whereas, in fish,
As(III) was quantified in 33% of the samples and As(V) in only
10%. Oysters were found to be the most contaminated on aver-
age by Asi (1.30mgkg~"), followed by mussels (1.11mgkg~!) in
shellfish, and to a lesser extent by salmon (0.063 mgkg~!) and
saithe (0.061 mg kg~') in fish. The concentrations of Asi in shrimp
were very low for all samples analysed, as previously observed
[32,33,51,55-57]. Asi represents on average 4.6% of the total As
content in shellfish (min-max 0.4-15.8%) and 1.2% at the utmost in
fish (min-max 0.5-1.9%). These results are generally in good agree-
ment with those reported in literature [15,18,32,48,50,51,54,57]
but sometimes higher [33,51].

4. Conclusions

In this work, figures of merit (linearity, LOQ, specificity, trueness,
repeatability, and intermediate precision reproducibility) of the
proposed [EC/ICP-MS procedure were satisfactory for the determi-
nation of As(1ll), MA, DMA, As(V), AsB and AsC in fish and shellfish.
The procedure was successfully applied to various real samples,
e.g., mussels, oysters, shrimps, and different types of fish contain-
ing more or less fat. Using only H,0 as extractant and a nitric acid
gradient as eluent is most compatible with the long-term stabil-
ity of both IEC separation and ICP-MS detection. Combined to a
fast continuously leaching system [38], this method will allow the
determination of bio-accessible As species in these samples.
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TROISIEME PARTIE

I\VV. Conclusions

Les performances analytiques de la méthode de spéciation de I’arsenic dans les produits de la
péche ont été évaluées selon la norme francaise 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 contrdles qualité internes ont ensuite été mis en place afin de garantir la fiabilité de
nos résultats. De plus, ils ont été renforcés par des contréles qualité externes au travers de notre
participation réguliere a des essais interlaboratoires d’aptitude qui se sont avérés satisfaisants dans
les produits de la péche et qui indiquent que cette méthode peut également s’appliquer a des
échantillons de riz et de froment. La fiabilité de ces résultats a également permis de participer a la

certification d’un échantillon riz organisée par I'IRMM.

La méthode de spéciation a ensuite été appliquée sur des échantillons réels de produits de la
péche les plus couramment consommés par la population frangaise 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 I’arsenic dans les produits de la péche (Anses
Maisons-Alfort CIME 09) a récemment été accréditée par le Comité francais d'accréditation
(COFRAC) fin 2011 selon la norme NF EN ISO/CEI 17025 pour les six espéces As(Ill), 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), 1’équipement (dossier de vie, contrdle, étalonnage) et la tracabilité des mesures

(réactifs, instruments, échantillons...).

Suite & 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 péche. Ce plan se poursuivra en 2012 et sera de nouveau pris en charge par le LNR
qui assurera parallélement le transfert de cette méthode a une partie de réseau de laboratoires. Ces
données pourront permettre de contribuer a 1’établissement de teneurs maximales en arsenic

inorganique dans certains groupes d’aliments.

Enfin, cette méthode de spéciation pourra étre utilisée lors des prochaines EAT.

122



TROISIEME PARTIE

Troisieme partie. Détermination de la bioaccessibilité de 1’arsenic
dans les produits de la péche : lixiviation en continu et spéciation par
couplage HPLC/ICP-MS
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TROISIEME PARTIE

. Introduction

Cette troisiéme partie est consacrée a la mise au point d’une méthode pour 1’évaluation de la
bioaccessibilité de ’arsenic total et des différentes formes arséniées dans les produits de la péche,
en combinant une technique de lixiviation en ligne et la méthode de spéciation par couplage

HPLC/ICP-MS présentée dans la deuxieme partie de ce mémoire.

Aprés 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 espéces arséniées dans des produits de la péche au travers de
I’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 mémes produits de la péche au travers de I’article III, soumis en octobre 2011

(accepté le 12 mars 2012) dans le journal « Food Chemistry ».

I1. Lixiviation en continu et spéciation de I’arsenic par couplage HPLC/ICP-

MS

I1.1. Conditions expérimentales
Il.1.a. Instrumentation

L’ensemble du matériel utilisé est décrit en détail dans I’Erreur! Source du renvoi

introuvable.

I1.1.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 I’injection de solutions étalons a travers une boucle
d’injection de 100 pL reliée au nébuliseur de I’'ICP, pour la quantification de 1’arsenic

total bioaccessible ;

- La lixiviation en ligne de I’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 differentes especes
d’arsenic par HPLC/ICP-MS ;

- La digestion acide des résidus par micro-ondes pour la vérification du bilan en masse

(détermination de I’arsenic total non bioaccessible par ICP-MS).

1) Calibration externe

Dilution au 1/2

= ICP-MS Quantification de I’As
bioaccessible
2
Boucle de 100 pL
(372C)
Pompe
PO . > Diluti 1/2
2) Lixiviation en ligne & igen ey —
- ICP-MS Bioaccessibilité de
Pompe Dram de la chambre de I’As total
ot ncbuhsatlon

0,100 g d’échantillon

3) Spéciation des lixiviats . _
: ‘1l 1cp-Ms Bioaccessibilité des
i . . especes d’As
- Résidu /

G7°C) IEC/ICP-MS

— { ICP-MS As non bioaccessible

p-ondes

4) Minéralisation et analyse du résidu

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 détaillees ci-apres.
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I1.1.c. Lixiviation en ligne

Initialement, la procédure consistait & introduire environ 200 mg d’échantillon lyophilisé dans
un filtre Isopore (0,4 mm, & 47 mm — Millipore) disposé a I’intérieur d’un tube en PTFE (8 cm de
long, 3/16 de diamétre externe et 1/8 de diamétre interne). Le systeme était ferme par deux
morceaux de laine de quartz (non tassés afin d’éviter les phénomenes de surpressions a 1’intérieur
de la mini-colonne) et relié au nébuliseur de I’ICP par le biais d’un tuyau en PTFE (0,8 mm de
diamétre interne). L’échantillon était alors lixivié par les différents sucs digestifs (salive, suc
gastrique et intestinal) maintenus a 37°C qui étaient introduits séquentiellement dans la mini-

colonne a I’aide d’une pompe péristaltique afin de déterminer la bioaccessibilité de 1’arsenic total.

La quantification de I’arsenic total bioaccessible ¢tait réalisée par calibration externe, par
I’injection de solutions étalons a travers une boucle d’injection de 100 uL montée a la place de la

mini-colonne.

Lors de ces travaux, apres plusieurs essais, le tube de PTFE qui constituait la mini-colonne a
été remplacé par une colonne HPLC vide en inox (diametre 3/16), et la pompe péristaltique a été
remplacée par une pompe de chromatographie liquide, afin d’avoir un meilleur contrdle 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 I’action des enzymes sur la bioaccessibilité de I’arsenic. La composition compléte de la

salive est détaillée dans 1’Article 11.

Pour cette étape, 1’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.

I1.1.d. Quantification des espéces arséniées dans les lixiviats

A I’origine, le processus de lixiviation était répété deux fois : la premigre fois, le lixiviat était
dirigé vers le nébuliseur de I’'ICP-MS pour la détermination de la bioaccessibilité de 1’arsenic
total ; la deuxi¢me fois, le lixiviat d’un doublon de I’échantillon était recueilli dans un flacon pour
pouvoir ensuite 1’injecter dans la chaine HPLC afin de déterminer cette fois les teneurs
bioaccessibles de chaque espéce d’arsenic.

Une idée simple permet désormais d’utiliser le méme lixiviat : une majeure partie du volume

du 1% lixiviat injecté « on-line » dans I’ICP-MS part dans le drain de la chambre de nébulisation,
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qu’il suffit de récupérer dans un flacon pour I’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 a 25 pL afin de réduire la quantité de sels
injectée dans la colonne, les conditions chromatographiques sont identiques a celles décrites dans
la deuxiéme partie en 11.2.b.iii.

Pour la quantification des espéeces arséniées, les solutions étalons (0, 1, 2, 5, 10 et 20 ug/L pour
I’As(I1I), le MA, le DMA, I’As(V), le TMAO et I’AsC, et 0, 3, 6, 15, 30 et 60 pg/L pour 1’AsB)
sont analysees dans les mémes conditions que les lixiviats (réactif digestif dilué au %2).

Pour la spéciation des lixiviats, 1’acquisition des données a également été réalisée en mode
TRA, avec I'utilisation de la carte « Trigger » pour synchroniser 1’acquisition des données avec

I’injection dans la colonne chromatographique.

I.1.e. Vérification du bilan en masse

Les résidus sont recueillis pour étre minéralisés a 1’aide d’un mélange HNO3s/H,O (1/1)

conformément a la méthode décrite dans 1’ Article |.

L’acquisition des données pour I’analyse des résidus est identique a celle décrite en 11.2.b.ii.

I1.1.f. Optimisation du débit de nébulisation de I'ICP

Les premiers résultats ont montré une divergence entre l’arsenic total lixivié et la somme des
espéces d’arsenic lixiviées : la quantité d’arsenic libérée mesurée en temps réel lors de la
lixiviation était sous-estimée dans certaines matrices (parfois jusqu’a un facteur 2) (Figure 13a).
Une hypothese était que cette diminution du signal, entrainant une sous-estimation de 1’arsenic
libéré était due a des effets de matrices et aux sels présents dans les réactifs digestifs.

Afin de tester cette hypothese, les lixiviats collectés ont dans un premier temps été ré-analysés
en total dans les méme conditions que lors des analyses en total aprés minéralisation (6 % HNOs,
utilisation d’étalons internes, quantification par étalonnage externe (Noel et al., 2005) afin de
verifier 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 a 0,8 L/min, la quantité

d’arsenic total libéré déterminée apres 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 especes mesurées apres 1’analyse

de spéciation des lixiviats (Figure 13b).

= 5 Débitde nébulisationa 0,9 L/min
S Moule (MET 785)
= 80% A Crevette (MET 330) B
§ I |
£ 60% -
o
% 40% 4
7] — |
5]
& 20% A
o
2
< 0% . ; ; ; ; ; .
Lixiviation Analysedu Spéciation : Lixiviation Analysedu Spéciation:
en ligne : lixiviat:  Sommedes en ligne : lixiviat:  Sommedes
As total As total especes As total As total especes
Bioaccessibilité de I'As
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S
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2 — |
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Lixiviation Analysedu Spéciation: Lixiviation Analysedu Spéciation:
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Bioaccessibilité de I'As
B Gastrique Salive

Figure 13. Comparaison des résultats obtenus en fonction du débit de nébulisation pour un
échantillon de crevette et un échantillon de moule.

Cette diminution contrélée du débit de nébulisation permet donc de réduire les interférences
non spectrales (effets de matrice) entrainant une sous-estimation de 1’arsenic libéré. Il est
intéressant de noter que Dufailly et al., (2008b) avait démontré que cette diminution du débit de
nébulisation pouvait également étre plus efficace que 1'usage d’une chambre de collision/réaction
(CCT) pour réduire un biais positif (surestimation) lié aux interférences polyatomiques a la masse
m/z = 75, notamment en presence de fortes concentrations en calcium, chlore et/ou fer dans des
matrices complexes. Ainsi, cette approche pourrait étre considérée a 1’avenir pour pallier ces deux

grands types d’interférences en fonction des matrices analysées.
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I1.2. Résultats expérimentaux et discussion (Article 1)

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 (huitre) et DOLT-4 (foie de roussette)) puis sur les mémes
produits de la péche que pour la spéciation, a 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 1’ Article 11 ci-dessous.

Les principaux résultats de cette étude indiquent que 1’arsenic présent dans les échantillons
étudiés semble étre lié de maniere relativement faible avec les matrices, puisque sa
bioaccessibilité est > 50 % dans toutes les matrices étudiées. De plus, 1’arsenic bioaccessible est
libéré principalement par la salive (plus de 2/3 de I’arsenic libéré), et le suc gastrique, alors que
I’action du suc intestinal est négligeable. Les résultats de spéciation des lixiviats indiquent que la
bioaccessibilité de 1’Asi varie selon la matrice étudiée. A 1’inverse, la bioaccessibilité de I’AsB est

supérieure a 60 % dans toutes les matrices analysées.

Article 11. Leufroy A. Noél 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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Abstract A continuous leaching method coupled online
with inductively coupled plasma mass spectrometry (1CP-
MS) detection was used to assess the maximum bioaccessi-
bility of arsenic (As) in seafood samples. The method sim-
ulates continuous-flow digestion by successively pumping
artificial saliva, gastric and intestinal juices through a mini-
column of powdered sample directly connected to the neb-
uliser of an ICP-MS instrument. The method allows the real-
time measurement of As being released by a given reagent.
Because the analyte is continuously removed from the
system, in contrast to batch methods, the dissolution equi-
librium is driven to the right, hence quickly providing
information about the worst-case scenario. Following con-
secutive leaching by the digestive reagents, the leachates
were subject to speciation analysis by ion-exchange chro-
matography with ICP-MS detection to determine the arsenic
species released. Finally, the remaining residue from the
mini-column was fully digested to verify mass balance.
The method was used to determine the bioaccessibility of
total As and As species in four certified reference materials
and in several real seafood samples. The mass balance was
verified in each case. Generally speaking, the non-toxic
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form was easily released whereas the inorganic forms were
poorly bioaccessible.

Keywords Bioaccessibility - Arsenic - Speciation - [EC/ICP-
MS - Seafood

Introduction

In terms of human risk assessment, seafood consumption is
considered a major source of exposure to arsenic (As) [1-3].
However, because of its species-dependent toxicity, the
chemical forms of As must be known for accurate risk
assessment. The inorganic forms (As;), i.e. arsenite (As
(Il1)) and arsenate (As(V)), are the most toxic forms [4],
with As(III) species being more toxic than As(V) [5, 6].
Their methylated metabolites, monomethylarsonic acid
(MA) and dimethylarsinic acid (DMA), are less toxic [7],
whereas other organic forms, such as arsenobetaine (AsB),
trimethylarsine oxide (TMAQ) and arsenocholine (AsC),
are considered non-toxic [1]. Recent studies regarding dif-
ferent seafood samples showed that As; represents less than
16% of the total As in shellfish, and 2% in fish, but minor
concentrations of methylated compounds were also found
[8-11]. However, the amount of an ingested contaminant
does not reflect the extent to which it is released in the
organism. Ideally, exposure to a contaminant through food
should take into account its oral bioavailability, i.e. its
ability to be absorbed into the systemic circulation system
[12, 13]. Unfortunately, this requires in vivo studies, which
necessitate the collection and analysis of blood, urine, etc.,
making these approaches complex and very time-consuming.

A simpler way of evaluating bioavailability is to assess
bioaccessibility, which is defined as the fraction of an ana-
lyte released from its matrix in the gastrointestinal tract [14],
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because bioavailability can only be smaller than or equal to
bioaccessibility. The bioaccessibility of an element depends
not only on the matrix, but also on the chemical form of the
analyte and the model used. Interest in evaluating bioacces-
sibility has grown over the last few years, with various
methods being developed to assess the bioaccessibility of
trace metals [15-18]. However, most of them use batch
gastrointestinal models, where samples are sequentially ex-
posed to artificial gastric and intestinal juices. Only a few
dynamic models have been developed: the TIM (TNO Gas-
trolntestinal Model), a computer-controlled system with
several computer-controlled chambers simulating conditions
in the stomach, duodenum, jejunum ileum and large intes-
tine [19, 20]; and a continuous-flow dialysis system origi-
nally developed to study the mobility and fractionation
of elements in soils, where dialysed components are contin-
uously removed during simulated intestinal digestion
[21-23]. Moreover, many studies exclude the action of
saliva, thereby limiting their work to the gastrointestinal
compartments. Chu and Beauchemin [24] developed a con-
tinuous leaching method which they used to determine the
bioaccessibility of zinc and lead in corn bran. This method
successively leaches the food sample by artificial saliva,
gastric then intestinal juices in that order. This method was
subsequently adapted and applied to arsenic in seafood by
Dufailly et al. [25].

Few researchers have reported bioaccessibility results for
arsenic species: organo-As species in DORM-2, sole and
halibut [26], As; in clams and seaweeds [27], As; in shrimps
[21], six As species in the muscle of yabbies [28], As; in
seaweeds [15], arsenosugars in seaweeds [29] and seven As
species (organic and inorganic) in certified reference mate-
rials (TORT-2, DOLT-3, DORM-3 and CRM 627) [25].

This work describes a quick and simple technique to
assess the maximum bioaccessibility of total arsenic in
seafood in real time, and to determine the main arsenic
species released during the digestion process in order to
supplement the scarce data available on the bioaccessibility
of arsenic species.

Experiment
Instrumentation

An X-Series" ICP-MS instrument (Thermo Scientific, Cour-
taboeuf, France) equipped with a concentric nebuliser and
impact bead spray chamber was used under operating con-
ditions summarised in Table 1. The torch position, gas flow
rates and ion lens settings of the ICP-MS system were
optimised daily by short-term stability tests with a 1 pg/L
tuning solution (containing As in particular, barium (Ba)
and indium (In)) to maximise the As signal and stability

@ Springer

Table 1 Experimental conditions

ICP-MS parameters
14.9 L min"!
0.80 L min"!

0.82 L min'

Plasma gas flow rate
Auxiliary gas flow rate

Nebuliser gas flow rate

Plasma power 1450 W
Monitored signal miz 75 (P As)
Dwell time 500 ms

IEC parameters

Injection volume 25 uL

Guard column lonPac AG7 (50x4 mm, 10-pm
particles, Dionex)

lonPac AS7 (2504 mm, 10-pm
particles, Dionex)

1

Analytical column

1.35 mL min~
0.8 mM HNOs, 1% MecOH, pH=3.8
500 mM HNO;, 1% MeOH, pH=1.4
0-3 min: 99% A
3-5 min: 10% A

5-12 min: 80% A

Flow rate
Mobile phase A
Mobile phase B

Gradient programme

while minimising interference effects from oxide levels
(BaO"/Ba”<2%) and doubly-charged ions (Ba®"/Ba"<2%).

Digestive reagents for the continuous leaching procedure
were supplied by an L-6200A pump (Merck), and data ac-
quired in the time-resolved analysis (TRA) mode of the ICP-
MS software. An Ultimate 3000 chromatographic system
integrating an injection valve and a 25-pL injection loop, an
lonPac AG7 guard column and an lonPac AS7 ion-exchange
column (250 x4 mm; 10-pm particles) (all Dionex, Voisins le
Bretonneux, France) was used for chromatographic analysis
of the leachates, and data were again acquired in TRA mode.
The operating parameters may be seen in Table 1.

For total analysis, the sample solutions were supplied by
a peristaltic pump from tubes arranged on an ASX 500
autosampler model 510 (CETAC, Omaha, Nebraska,
USA). Residues and samples were digested using a closed-
vessel microwave digestion system (Anton-Paar, Courta-
boeuf, France) fitted with 80-mL quartz vessels (80-bar
operating pressure).

Chemicals

All solutions were prepared with analytical reagent grade
chemicals and ultrapure water (18 M2 cm) produced by
purifying distilled water with the Milli-Q™ PLUS system
combined with an Elix 5 pre-system (Millipore S.A., St
Quentin en Yvelines, France).

All the chemicals for the digestive fluids were obtained
from Sigma Aldrich (St Quentin Fallavier, France) except
for urea, uric acid and sodium hydroxide (VWR, Fontenay-
sous-Bois, France). Artificial saliva was prepared following
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the procedure of Oomen et al. [30], while gastric and intes-
tinal juices were prepared according to USP XXIII. For
saliva, 0.896 g of KCI, 0.2 g of KSCN, 0.888 g of
NaH;POy, 0.57 g of Na,HPO,, 0.298 g of NaCl, 0.072 g
of NaOH. 0.2 g of urea, 145 mg of a-amylase, 15 mg of uric
acid and 50 mg of mucin were diluted to 500 mL with
ultrapure water, and the pH was adjusted to 6.5 using NaOH
0.2 M. Artificial gastric juice was prepared by diluting 1.0 g
of NaCl, 1.6 g of pepsin and 3.5 mL of concentrated HCI to
500 mL with ultrapure water and the pH was adjusted to 1.2
using concentrated HCl. For intestinal juice, 3.4 g of
KH;PO,, 5 g of pancreatin and 38.5 mL of 0.2 M NaOH
were diluted to 500 mL and the pH was adjusted to 6.8 using
NaOH 0.2 M.

For speciation analysis, standard solutions of the individ-
ual As species with an As concentration of 0.5 or 1 g/LL were
prepared from the following reagents: sodium (meta) arse-
nite (=99.0%; As(lll}), sodium arsenate dibasic heptahy-
drate (298.5%; As(V)), cacodylic acid (299.0%: DMA; all
Sigma Aldrich, St Fallavier, France), MA, AsC, TMAO (all
TriChemicals, Yamanashi, Japan) and AsB-calibrated solu-
tion (BCR 626, 1,031+6 mg/kg Community Bureau of
Reference, Geel, Belgium). Each stock solution was further
diluted to 1 mg/L or 3 mg/L for arsenobetaine. Stock sol-
utions were stored in the dark at 4 °C to prevent decompo-
sition or oxidation. Multi-species calibration standard
solutions of 0-20 pg/L were prepared daily from these stock
solutions by appropriate dilution. Methanol (HPLC-gradient
grade, Sigma Aldrich) and nitric acid (Suprapur, 67%, Merck)
were used as eluents. Arsenic standard solutions and internal
standard solution containing indium (In) were prepared using
1,000 mg/L mono-elemental stock solution (Analytika,
Prague, Czech Republic). A multi-elemental standard solution
(10 mg/L; Perkin-Elmer, Courtaboeuf, France) was used to
prepare tuning solutions in 6% (v/v) nitric acid.

Reference materials

Certified reference materials (CRMs) BCR 627 (tuna fish)
from the Institute of Reference Materials and Measurements
(IRMM), DORM-3 (fish protein) and DOLT-4 (dogfish
liver) from the National Research Council of Canada
(NRCC), and SRM 1566b (oyster tissue) from the National
Institute of Standards and Technology (NIST) were pur-
chased from Promochem (Molsheim, France). They were
all used as provided, without further grinding.

Seafood samples

Freeze-dried seafood composite products were analysed
from the second French Total Diet Study (TDS) (fish: saithe,
salmon, smoked salmon, tuna and canned tuna: shellfish:
mussel, oyster, scallop and shrimp) [31] and from the

previous Calipso study, which aimed to assess the fish and
seafood consumption as well as biomarkers of exposure to
trace elements, pollutants and omega 3 (shellfish: crab and
periwinkle) [32]. To obtain relevant bioaccessibility data,
the samples were selected for their As;, MA and DMA [10,
32] content. The TDS samples were composed of up to 15
sub-samples and prepared as consumed, whereas the Cali-
pso samples were composed of up to five sub-samples and
not cooked. Thirty seafood samples were analysed for total
As bioaccessibility: five different samples of mussel, three
of scallop, six of shrimp, one of crab (white meat only), two
of periwinkle, three of saithe, three of salmon, three of
smoked salmon, two of tuna and two of canned tuna. Of
these samples, only two each of the mussel, shrimp, peri-
winkle, salmon and smoked salmon samples, and one each
of the scallop, crab, saithe, tuna and canned tuna samples
were also analysed for arsenic speciation.

Analytical process

The whole analytical process is summarised in Fig. 1. The
proposed leaching method may first be used to determine
total bioaccessible arsenic, then the different arsenic species
released during the consecutive leaching stages. Finally, the
remaining residue was digested and analysed to check mass
balance.

Continuous online leaching procedure The method was
modified from the previous work of Dufailly et al. [25].
Artificial digestive reagents—saliva, gastric juice and intes-
tinal juice—were successively pumped by an L-6200A
pump (i.e. a high-pressure liquid chromatography (HPLC)
pump instead of a peristaltic pump) at 1 mL/min through a
5-em long, 3/16-in. OD stainless steel column (instead of a
PTFE tube) packed with about 100 mg of solid sample,
which was connected directly to the nebuliser of the ICP-
MS instrument to assess total bioaccessible As in real time.
A stainless steel column was used, because empty columns
are commercially available and they can withstand the high
pressure of the HPLC system, which was used to overcome
the back-pressure problems experienced with low-pressure
systems. The leachate, which was diluted twofold by merg-
ing an equal flow rate of water through a Y-piece, was
simultaneously collected from the spray chamber drain for
subsequent speciation analysis (Fig. 1). Artificial digestive
reagents were maintained at 37 °C in a thermostated water
bath. Leaching times were initially selected according to
human physiology [18]—5 min for saliva, and 60 min each
for gastric and intestinal juices. The latter two times were
then reduced to 15 min each, as no arsenic was released after
this period. Quantification was performed by external cali-
bration with an injection of standard solutions through a
100-pL injection loop (Vici, Interchim, Montlugon, France)
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a) External calibration
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E
Thermostated bath (37°C)
b) Leaching of a food sample Pump
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Fig. 1 Schematic diagram of the procedure for bioaccessibility assessment

which replaced the sample column in the set-up of Fig. 1.
The nebuliser gas flow rate was decreased to 0.82 L/min in
order to reduce analytical bias arising from polyatomic
interferences such as ArCl" [33].

Speciation analysis The twofold-diluted leachates collected
from the spray chamber drain (Fig. 1) were analysed by ion-
exchange chromatography (IEC) with ICP-MS detection,
using a previously developed speciation analysis method
[10]. The seven As species were separated in a single
chromatographic run using a nitric acid gradient between
pH 3.4 and pH 1.8 with 1% of methanol in the mobile phase.
A four-point external calibration was carried out with stan-
dard solutions of the respective species, prepared daily in
each artificial digestive reagent.

Digestion of residues In order to check for mass balance,

residues from the column were collected and microwave-
digested with 3 mL of concentrated nitric acid prior to

@ Springer

analysis by ICP-MS according to a validated and accredited
in-house method [34].

Calculations

Concentrations are expressed in milligrams of elements per
kilogram (mg/kg) of dry material. The percentage of bioacces-
sibility was defined as the proportion of total arsenic available
for absorption, and was calculated as Xj/X; = 100 (where X) is
the total amount of As leached (saliva + gastric juice + intes-
tinal juice), and X, the total amount of As present in the
sample). The signal was integrated throughout the leaching
window and the blank concentrations subtracted from the
leachate concentrations. The limit of quantification (LOQ) of
As in leachates was as defined previously [10], but corrected
for sample weight (0.100 g of dry mass) and leachate volume
(5 mL for saliva and 15 mL for gastric juice). The LOQ was
0.010 and 0.040 mg/kg in saliva and gastric juice respectively,
i.e. similar to previously reported on the same ICP-MS
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instrument (0.007-0.020 mg/kg) [25]. Data were subjected to
linear regression and statistical analyses using the Data Anal-
ysis function in Microsoft Office Excel 2007. Z scores were
used to assess trueness. A Z score expresses the difference
between the laboratory mean value and the target value. It was
calculated as Z = (X — X.)/(sr/\/n) where X; is the mass
balance result, X the certified value, sg the reproducibility
standard deviation and » the number of independent replicates.

Quality assurance

Following the proposed leaching procedure, samples were
analysed in batches along with internal quality control solu-
tions including calibration standard solutions to monitor line-
arity, a blank (obtained by leaching a mini-column containing
no sample) to monitor for possible cross-contamination, a
standard solution after every two samples and at the end of
the sequence to monitor instrument drift, and a CRM to verify
the method’s trueness. As this leaching method has never been
applied to such a variety of food matrices, a high frequency of
standard solution analysis was selected to enable straightfor-
ward drift correction if needed. All TDS and Calipso samples
were analysed in duplicate.

Results and discussion
Optimisation of the online coupled leaching procedure

The continuous leaching method was improved compared to
the previous work of Dufailly et al. [25], where a powdered
sample was packed into a PTFE tube between two quartz
wool plugs and the digestive reagents introduced into the
column using a peristaltic pump. The back-pressure of the
column caused frequent leakage at the tube joints. The
process also had to be repeated, the first run to directly
determine total bioaccessible As, and the second for speci-
ation analysis of the leachate.

In this study, the PTFE tube was replaced by an empty
stainless steel chromatography column equipped with screw
connections, and the digestive reagents were introduced
using a liquid chromatography pump, as it overcomes
back-pressure problems. This combination allows an in-
crease in sample weight, and makes the method more stable,
repeatable and therefore more robust. Regarding digestive
fluids, the saliva composition was modified according to the
protocol of Oomen et al. [30] so as to include enzyme
effects. Finally, the leachates were diluted twofold online
and collected from the drain of the spray chamber for
speciation analysis (Fig. 1), resulting not only in important
time savings but also a better comparison between total As
and As species bioaccessibilities.

Total arsenic bioaccessibility

Figure 2 shows the leaching profiles for four CRMs and a
blank sample with artificial saliva, gastric and intestinal
juices, respectively. For the four CRMs, As was mostly
released by saliva and gastric juice. The same behaviour
was observed in several real samples (data not shown).
Because leaching with intestinal juice often led to clogging
of the column due to enzymatic action on the food, and that
the amount of arsenic released by this reagent was very
small compared to that released by the other two reagents
(especially saliva), this step was removed. In many cases,
removal was fully justified (see Table 3) as most of the As
was released by saliva and gastric juice. Indeed, for all the
samples studied, As was mobilised rapidly, i.e. within a
minute of leaching with saliva, which suggests that this
element is adsorbed on the sample or weakly bound to it.
A similarly high efficiency was reported for the leaching of
As from rice by saliva [35].
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Fig. 2 Arsenic mobilisation profiles during leaching by saliva (a),
gastric juice (b), and intestinal juice (¢) in four CRMs and a blank
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Calibration curves had correlation coefficients /2>0.995
(five points) for total As (as well as for all As species). The
mean concentration of the drift monitoring solution always
lay between 70% and 130% of the expected concentration.
Instrumental drift was therefore considered acceptable, mak-
ing the entire analytical sequence valid. There were no out-
liers for blank controls.

Table 2 presents the bioaccessibility results obtained for
total As in four CRMs. Based on the mass balance calculat-
ed as the sum of the observed total bioaccessible As and
total As remaining in the residue, all Z scores observed vs
the certified value of the four CRMSs were acceptable (-3<Z
<+3), indicating that trueness was satisfactory.

The bioaccessibility figures of total As in DORM-3 (fish
protein) and BCR 627 (tuna fish; 55% and 46%, respective-
ly) in Table 2 are consistent with those previously reported
by Dufailly et al. [25] (61% and 42%, respectively). In
DOLT-4 (dogfish liver) and SRM 1566b (oyster tissue),
the bioaccessibility of total As was only 33% and 29%
respectively. Total As bioaccessibility was also assessed on
real samples of fish and shellfish (Table 3). No data are
reported for oyster because of the clogging problems
experienced with this slimy matrix. The calculated mass
balance is always within the confidence interval (CVi=
10%: p=95%) of the total As value. Total bioaccessi-
bility was greater than 50% in all cases (53-83% for
fish and 58 117% for shellfish). To the best of the
authors” knowledge, there are only a few studies in
which the bioaccessibility of total As was assessed in
seafood [20, 21, 25-28]. None but Dufailly et al. [25]
included the saliva step, but they only looked at CRMs.
Comparisons with other work can therefore only be
based on total arsenic bioaccessibility, irrespective of
the different leaching steps used in this work. These
results are in good agreement with the literature, 77
92% in uncontaminated clams [27]; 39-69% in crayfish
[28]; 54% in shrimp (vs 67-72% in this study) [21]; as
well as 98% and 102% in raw and cooked sole, respec-
tively [26]. Different matrices behaved differently. The
highest bioaccessibility values were observed in scallop
and crab (117% and 98%, respectively), whereas in

canned tuna, salmon or periwinkle, bioaccessibility lay
between 53% and 65%. Even though most studies did
not consider the oral cavity, Fig. 3 shows that the As
released by saliva should not be neglected since it
represents at least half of the bioaccessible As in all
the CRMs and real samples studied. Moreover, in fish
protein (DORM-3), mussel, shrimp and saithe, the frac-
tion released by gastric juice was less than 5% of the
total As concentration, and no As was released by
gastric juice in scallop and canned tuna (Fig. 3). The
difference between tuna and canned tuna arises from the
fact that a large proportion of the major species, AsB,
has already migrated into the brine of canned tuna, and
the remaining AsB is readily mobilised by saliva.

Bioaccessibility of arsenic species

Salivary and gastric leachates were analysed to determine the
As species they contained using a previously described 1EC/
ICP-MS method [10]. Concentrations were compared with
those obtained after microwave-assisted extraction (MAE)
with water [10]. The amount of species released was reported
only when the concentration in the original sample was quan-
tified. The results obtained in CRMs and in real samples are
summarised in Tables 4 and 5, respectively and a chromato-
gram obtained for SRM 1566b upon leaching with saliva and
gastric juice is presented in Fig. 4. Although seven As species
were determined by the speciation analysis method, the results
for TMAO and AsC were not presented because their concen-
tration was generally lower than the LOQ, except for one
mussel sample (0.284 mg/kg for TMAO and 0.121 mg/kg for
AsC) and the scallop sample (0.677 mg/kg for TMAO and
<0.080 mg/kg for AsC) [10]. Unknown peaks were also in-
cluded in the sum of species used to calculate the percentage of
total bioaccessible arsenic species presented in Tables 4 and 5.

Concerning CRM results, the bioaccessibility of As; in
DORM-3 and DOLT-4 was very low (less than 6%), but
higher in BCR 627 and in SRM 1566b (25% and 14%,
respectively). The amounts of As; released from DORM-3
and CRM 627 (0.019 and 0.027 mg/kg, respectively) con-
cord with the values previously reported by Dufailly et al.

Table 2 Internal quality control for bioaccessibility results (in milligrams per kilogram dry mass)

Sample Reference value® Total bioaccessible” Residue” Mass balance” Z score % Bioaccessible
DORM-3 (1=3) 6.88+0.30 3.78+0.44 2.00+0.23 5.77+0.49 -1.6 55
DOLT-4 (n=2) 9.66+0.62 3.19+0.45 4.31+0.61 7.50+0.76 2.2 33
BCR 027 (n=2 4.8+0.3 22403 2.1+0.1 43+04 -1.1 46
SRM 1566b (n=3) 7.65+0.65 2.19+0.22 4.60+0.46 6.80+0.51 -1.1 29

?Reference value+confidence interval of the CRM

P Meanvalue + U = k x S¥2 with f=2: CVz=10%; and M = mean value

100 /7
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Table 3 Bioaccessibility results for total arsenic in real samples (mg/kg dry mass)

Sample Total As® Total bioaccessible® Residue” Mass Balance” % Mass balance® % Bioaccessible?

Mussel 9.63+1.93 8.05+1.14 1.69+0.24 9.74+1.16 101 84
11.4£23 742+1.05 2.14+0.30 9.55+1.09 84 65

Scallop 8.19+1.64 9.56+1.35 0.528+0.075 10.1+1.35 123 117

Shrimp 7.52+1.50 542+0.77 0.163+0.023 5.58+0.77 74 72
4.75+0.95 3.20+045 0.509+0.072 3.71+046 78 67

Crab 43.246.1 42.346.0 1.91+0.27 44.2+6.0 102 98

Periwinkle 20.1+2.8 11.7+1.7 838+1.19 20.1+£2.0 100 58
30.6+4.3 21.7+3.1 11.6+1.6 33.4+35 109 71

Saithe 723145 5.97+0.84 0.130£0.018 6.10+0.84 84 83

Salmon 3.72+0.74 1.96+0.28 0.677+0.096 2.63+0.29 71 53
2.43+0.49 1.824+0.26 0.076+0.011 1.90+0.26 78 75

Smoked salmon 3.79+0.76 2.30+0.33 0.493+0.070 2.79+40.33 74 61
3.95+0.79 3.06+0.43 0.358+0.051 3.42+0.44 87 77

Tuna 7.32+1.46 5.92+0.84 0.637+0.090 6.56+0.84 90 81

Canned tuna 2.31+0.46 1.50+0.21 0.248+0.035 1.75+0.21 76 63

*Mean value + U (k=2; CVg=10%; n=1)
" Mean value + U (k=2; CVg=10%; n=2)
“Total As/mass balance

4 Bioaccessibility of total arsenic

[25](0.027 and 0.020 mg/kg, respectively). In shellfish, the
bioaccessibility of As; ranged from 7% to 66% except in
scallop (188%), where the bioaccessibility of As; appears to
be overestimated for an unknown reason. The lowest As;
bioaccessibility figures were found in the two periwinkle
samples (7% and 11%). In other samples, bioaccessibilities
were higher (30-60%). Arkasuwan et al. [21] reported lower
bioaccessibilities in shrimps without or with the addition of
fruit juices and ascorbic acid (1% or 2%). Regarding the
contribution of As; compared to total As, As; accounted for
1-6% of total bioaccessible As, agreeing with Koch et al.
[27] in uncontaminated clams (6-7%). The high bioaccessi-
bilities observed for As(Ill) and As(V) in shrimp, mussel,
crab and scallop are in good agreement with the results of

Williams et al. [28], who showed that As; in the muscle of
yabbies is highly bioaccessible during human digestion (12
78%). Nevertheless, it should also be noted that, even if high
amounts of As(IIl) were found in the two periwinkle sam-
ples, the bioaccessibility of As(IIl) was very low (3% and
1% respectively).

In fish, the bioaccessibility of As; was quantified only as
As(IIl) in saithe (31%) and smoked salmon (68%). To the
authors’ knowledge, no bioaccessibility data for As; in fish
is available.

The bioaccessibility of non-toxic AsB ranged from 52%
to 64% in the four CRMs. The amount of bioaccessible AsB
accounted for more than 60% of the total bioaccessible As,
except in SRM 1566b where it was lower (26%). In real

a) b) ,
70 OLeached by saliva (%) BLeached by gastric juice (%)
140 4
o 60
& s 1204
50 -
E = 1004
z <
g 40 &
T: % 804
& 30 2 0l
= =
= 0 - 404
3 E]
SIT] S 204
0 04
DORM-3 DOLT-4 BCR 627 SRM Mussel  Scallop  Shrimp  Crab  Periwinkle Saithe  Salmon  Smoked Tuna  Canned
1566b m=5 (=3) (=6) m=1) m=2) m=3) (n=3) salmon m=2) tuna
n=2) (n=2)

Fig. 3 Mean (of three replicates) percentage of total arsenic released by saliva (light grey) and gastric juice (dark grev) from CRMs (a) and real
samples (b). Error bars denote standard deviation. *n number of different samples analysed
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Table 4 Initial and bioaccessible contents for arsenic species in CRMs (mg/kg)

CRM As(II) MA DMA As(V) AsB Asi“ % Total bioaccessible”

DORM-3 Initial® 0.134+0.008 0.071+0.003 0.423+0.026 0.263+0.009 3.88+0.16 0.397+0.012 38
Bioaccessible? <LOQ° 0.046+0.007 0.293+0.066 0.019+0.002  2.22+0.35  0.019+0.002

DOLT-4 Initial 0.2534+0.019 0.073+£0.003 0.270+0.020 0.134+0.006  4.59+0.23  0.387+0.019 34
Bioaccessible  <LOQ 0.104+0.021 0.228+0.073  0.022+0.004  2.93+0.65  0.022+0.004

BCR 627 Initial 0.068+0.003  0.045+0.001 0.150+0.045" 0.041+0.001 3.9+12° 0 0.109+0.003 55
Bioaccessible 0.0154+0.003 0.018£0.003 0.144+0.023 0.020+0.002  2.36+£0.26  0.035+0.004

SRM 1566b Inital 0.357+0.057 0.649+0.065 0.771+0.123 0.427+0.038 1.11+0.12  0.784+0.069 15
Bioaccessible 0.074+0.024 0.279+0.056 0.169+0.054 0.038+0.007 0.578+0.127 0.112+0.025

2 Sum of As(IIl) and As(V)

bo - ) . ) . . . R - )
Sum of bioaccessible arsenic species/sum of arsenic species determined by IEC/ICP-MS after MAE expressed as a percentage

“Values determined by IEC/ICP-MS after MAE + U (k=2; CVg=10%

v, n>4)

9 Values determined by IEC/ICP-MS afier continuous leaching + U (k=2; CVp=10%; n=1-4)

°<LOQ in saliva (0.010 mg/kg) and <LOQ in gastric juice (0.040 mg/kg)

fCertified values + confidence interval (k=2. CVp=10%)

samples, AsB bioaccessibility ranged from 66% to 134% in
shellfish and from 64% to 103% in fish. These high percen-
tages agree with the results of Laparra et al. [26] (67% in
DORM-2, 106-114% in sole, and 100-124% in halibut).
With regard to methylated species, the bioaccessibilities
in CRMs ranged from 40% in BCR 627 to 142% in DOLT-4
for MA and from 22% in SRM 1566b to 96% in BCR 627
for DMA. The amount of DMA species measured in the
bioaccessible fraction of DORM-3 is in good agreement
with that reported by Dufailly et al. [25]. In some real
samples, the high bioaccessible values observed for MA
and DMA (up to four times higher than that measured in
the water extract from MAE) suggest that methylated spe-
cies are overestimated under simulated digestion conditions
for a yet to be determined reason, such as an unknown
matrix effect, which would require the method of standard
additions, or the MAE method did not quantitatively extract
these species. This will be the subject of a future study. In
any case, this discrepancy between the bioaccessible and the
extracted content has previously been observed for MA in
DORM-2 and sole by Laparra et al. [26]. The effect of saliva
and gastric juice on the speciation of As was studied by
Laparra et al. [26] and verified in this work (data not
shown). The results indicated no degradation or methylation
of other detected species to generate MA and DMA. Laparra
et al. [20] suggested that a methanol/water extraction mix-
ture may not be quantitative for MA, even if MA added
prior to extraction with methanol/water is quantitatively
recovered. This is because, when spiking, the added species
is not bound to the sample matrix in the same way as that
naturally present. Nonetheless, the analysis of BCR 627
with a certified value for DMA previously showed that the
extraction of this species was complete with our MAE
method [10]. However, this extraction efficiency might be

é};\ Springer

matrix-dependent but the specificity of the method was
previously assessed on spiked real samples (oyster, mussel,
scallop, shrimp, salmon and tuna) and considered as accept-
able [10]. A recent study indicated that there may be some
biotransformation of arsenic species in the stomach’s acidic
conditions [36]. Moreover, a study of the chemical stability
of arsenosugars in simulated gastric juice and acidic envi-
ronments [37] showed that the degradation of arsenosugars
produced no detectable DMA, but a non-native arsenic
species. Nevertheless, Palacios et al. [38] studied arsenic
stability in deionised water and observed that DMA concen-
tration increased from the first day at ambient temperature,
while AsB slowly disappeared, indicating that AsB could be
transformed into DMA. It would be beneficial to use ESI-
MS/MS to confirm the structural identity of the detected
species.

Finally, the total bioaccessibilities calculated from the
sum of As species ranged from 15% to 55% in CRMs
(Table 4), from 39% to 86% in shellfish and from 49% to
65% in fish (Table 5). These results are generally in good
agreement with those calculated for total As (Tables 2 and 3)
with a difference generally less than 25%. The higher differ-
ences observed in shellfish (up to 33%) could be explained
by the presence of arsenosugars not determined by this
method, arsenosugars being highly bioaccessible [29].

Conclusion

The combination of a simple and rapid continuous leaching
method coupled with ICP-MS was successfully employed to
assess the maximum bioaccessibility of total As in both
CRMs and real seafood products. Moreover, the bioaccessi-
bility of arsenic species was also evaluated by [EC/ICP-MS.
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Table 5 Initial and bioaccessible contents for arsenic species in real samples (mg/kg dry mass)

Sample As(ID MA DMA As(V) AsB As? % Total

bioaccessible®

Mussel Initial® 0.928+0.171  0.278+0.032  0.085+0.016 0.468+0.049 4.27+0.54 1.40+0.18 55
Bioaccessible®  0.052+£0.012  0.822+40.116  0.302+0.068 0.400+0.051 3.2540.51  0.452+0.052
Initial 0.220+0.041  0.472+0.054  0.192+0.036  0.362+0.038 4.82+0.61 0.582+0.055 39
Bioaccessible  0.064+0.015  0.536+0.076  0.320+0.073  0.071+0.009 3.17+0.49 0.135+0.017

Scallop Initial 0.102£0.019  <0.020 <0.020 0.030£0.003  4.90+0.62 0.132£0.019 84
Bioaccessible  0.158+0.036 -° - 0.088+0.011  6.54+1.02 0.247+£0.038

Shrimp Initial 0.086+0.016  <0.020 <0.020 0.036+0.004 5.68+0.72 0.121+0.016 57
Bioaccessible 0.050+£0.011 - - 0.031+0.004  4.15+0.65 0.081+0.012
Initial 0.123+0.020  <0.020 <0.020 0.036+£0.004  3.54+0.45 0.160£0.023 54
Bioaccessible  0.048+0.011 — - < LOQ" 2.33+0.36  0.048+0.011

Crab Initial 1074024 0.393£0.056  0.210£0.048  0.548£0.070 347£54 162025 86
Bioaccessible 0.344+0.078  0.776+£0.110  0.138+0.031  0.151+0.019 35.7+5.5 0.495+0.080

Periwinkle Initial 3.57+0.81 0.369+0.052  0.199+0.045 1.71+0.22 5.49+0.85  529+0.84 48
Bioaccessible 0.118+0.038  1.44+0.29 0.083+0.027 0474+0.085 595=131 0.591+0.093
Initial 6.11+1.38 0.217+0.031  0.340+0.077  0.713+0.091 13.2+2.1 6.82+1.38 43
Bioaccessible 0.041+£0.013  0.217+£0.043  0.180=0.058 0409+0.074 10.2+2.2 0.450+0.075

Saithe Initial 0.036+0.007  <0.020 0.033+0.006  0.025+0.003 4.47+0.57 0.061+0.007 65
Bioaccessible  0.019+0.004 - 0.066+0.015 < LOQ 4624072 0.019+0.004

Salmon Initial <0.020 <0.020 0.045+0.008  0.024+0.003  2.09+0.26  0.024+0.003 55
Bioaccessible - - 0.095+0.021 < LOQ 1.90+030 < LOQ
Initial <0.020 <0.020 0.027+0.005  0.025+0.003  1.88+0.24 0.025+0.003 64
Bioaccessible  — - 0.114+0.026 = LOQ 1.41+022 —

Smoked salmon  Initial <0.020 <0020 0.070+£0.013  <0.020 3.03+0.39 - 64
Bioaccessible  — - 0.121+0.027 - 2304036 —
Initial 0.028£0.005  <0.020 0.037+£0.007  <0.020 3.01+0.38  0.028+0.005 57
Bioaccessible 0.019+£0.004 — 0.085+0.019 — 2.15+£033  0.019+0.004

Tuna Initial <0.020 <0.020 0.053+0.010  <0.020 5.53+0.70 - 49
Bioaccessible - - 0.042£0.009 - 3.53+0.55 -

Canned tuna Initial <0.020 <0.020 0.034+0.006  <0.020 1.48+0.19 - 51
Bioaccessible - - 0.041+£0.009 - 1.06+0.16  —

2Sum of As(III) and As(V)

®Sum of bioaccessible arsenic species/sum of arsenic species determined by IEC/ICP-MS after MAE expressed as a percentage

“Values determined by IEC/ICP-MS after MAE + U (k=2; CVg=10%; n=2-3)
4 Values determined by IEC/ICP-MS afier continuous leaching + U (k=2; CVg=10%; n=1)

“Not determined

r<L()(,) in saliva (0.010 mg/kg) and <LOQ in gastric juice (0.040 mg/kg)
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Fig. 4 Chromatograms obtained for SRM 1566b upon leaching with
saliva and gastric juice

No difference was noted between fish and shellfish in terms
of total As bioaccessibility. Saliva was shown to play an
important role in the mobilisation of As during digestion.
The bioaccessibility of the most toxic inorganic forms
ranged from 7% to 66% in shellfish (except in scallop),
and was found to be 31% and 68% in two fish samples.
The major organic form AsB and the methylated forms were
highly bioaccessible (64-134% for AsB and more than 78%
for MA and DMA). Although a small amount of As was
released by intestinal juice in most seafood cases, the clog-
ging problem encountered during this step may be a limita-
tion for other sample types. It would also be advantageous to
use ESI-MS/MS to confirm the structural identity of the
overestimated DMA and MA species.

@ Springer
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Nonetheless, this online coupled leaching procedure is

suitable for the simultaneous determination of the bioacces-
sibility of a wide range of elements in seafood and other
types of samples. These additional data are being validated
and will be published separately.
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I11. Application de la lixiviation en continu a d’autres éléments d’intérét

111.1. Introduction

Peu de travaux ont évalué simultanément la bioaccessibilité sur plusieurs éléments (cf Table 5
Acrticle I11). Compte tenu de la méthodologie mise en place pour I’étude de la bioaccessibilité de
I’arsenic en total (Figure 12) et de la capacité d’analyse multi¢lémentaire qu’offre I’ICP-MS, la
méthode de lixiviation en ligne décrite précédemment a aussi été testée afin d’estimer la
bioaccessibilité d’autres ¢léments traces sur les mémes échantillons. Les éléments d’intérét
retenus sont les mémes que ceux préalablement étudiés dans le cadre des études EAT 2 et
CALIPSO (Guérin et al., 2011; Millour et al., 2011a; Noél et al., 2012) et pour lesquels la
méthode a été validée et accréditéte COFRAC (Millour et al., 2010; Millour et al., 2011b), a

savoir :

Aluminium (Al), Antimoine (Sb), Argent (Ag), Baryum (Ba), Cadmium (Cd), Chrome (Cr),
Cobalt (Co), Cuivre (Cu), Etain (Sn), Gallium (Ga), Germanium (Ge), Lithium (Li), Manganése
(Mn), Mercure (Hg), Molybdene (Mo), Nickel (Ni), Plomb (Pb), Sélénium (Se), Strontium (Sr),
Tellure (Te), Vanadium (V) et Zinc (Zn).

A partir de cette liste, et aprés plusieurs essais préliminaires, plusieurs éléments ont été retirés de

cette étude multiélémentaire en raison soit :

- D’une trop faible concentration en certains ¢léments (Ag, Ba, Co, Ga, Ge, Te, Sn, Sb et
Sr) dans les échantillons considérés, rendant inutile 1’estimation de leur bioaccessibilité ;

- de I’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 seélénium, 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 I’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 ¢léments essentiels (V, Mn, Cu, et Zn) afin d’estimer leur bioaccessibilité sur dix matrices
différentes issues des études Calipso et EAT 2. Cela représente déja un travail conséquent en

termes de traitement et d’exploitation des données.
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I11.2. Résultats expérimentaux (Article 111)

Les matériels et méthodes ainsi que les résultats sont présentés et discutés dans 1’Article 111
actuellement paru dans le journal « Food Chemistry ».

A travers I’analyse des différentes matrices, il est possible d’obtenir des informations sur le
comportement de chaque élément en termes de bioaccessibilité. Ainsi, I’aluminium est faiblement
bioaccessible dans tous les échantillons analyses (< 7 % de I’Al total), sauf dans 1’araignée de mer
(27 %). Le cadmium semble lui étre fortement bioaccessible (> 53 % et jusqu'a 100 % du Cd total
présent dans les moules et crevettes) et libéré principalement par le suc gastrique, sauf pour
I’araignée de mer. La bioaccessibilit¢ du plomb semble plus variable d'une matrice a 'autre. Elle
est plus faible dans les crevettes (6 %), et supérieure a 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, 1’araignée de mer et la
crevette, c’est la libération salivaire qui prédomine. La bioaccessibilité du mercure est également
trés variable selon le type de matrice (de 4 % chez la moule et la crevette a 80 % chez le tourteau)
et il est principalement libéré par le suc gastrique. La bioaccessibilité du vanadium est variable
selon les échantillons. Elle est trés 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 manganese 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 a 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 trés 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 1’araignée de mer. La bioaccessibilité du cuivre est variable dans les produits de
la péche 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 I11. Leufroy A., Noé€l 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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A continuous leaching method, coupled online with inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-
MS) was used on seafood samples to assess the maximum bioaccessibility of several trace elements. The
method indeed involves continuous leaching of the food sample by artificial saliva and gastric juice, suc-
cessively, where this exposition of the food to fresh reagent drives the dissolution equilibrium to the
right. Leaching with intestinal juice had to be omitted because it resulted in clogging problems. The
experimental apparatus includes a mini-column of powdered sample, which is directly connected to
the nebulizer of an ICP-MS instrument. The on-line approach allows a quick assessment of the maximum
bioaccessibility of elements of interest by monitoring the real-time release of elements by a given
reagent. The method was applied to determine the bioaccessibility of four toxic elements (Al, Cd, Hg,
and Pb) and of four essential elements (V, Mn, Cu, and Zn) in certified reference materials and in actual
seafood samples. In all cases, mass balance was verified by carrying out the total digestion of the remain-
ing residue from the mini-column and the relationship between total concentration and bioaccessibility

Keywords:
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Continuous leaching

was examined.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Seafood products are considered to be an important source of
minerals, high-quality proteins and unsaturated lipids (Leblanc,
Sirot, Volatier, & Bemrah-Aouachria, 2006), and are thus ideal com-
ponents of a healthy and balanced diet. In addition to their nutri-
tive properties, seafoods are known to accumulate substantial
concentrations of toxic metals and are therefore a major source
of exposure through consumption. Risk assessment is based solely
on the total concentration of contaminants in food products, de-
spite the fact that the amount of an ingested contaminant does
not reflect the extent to which it is released and absorbed in the
organism. Ideally, the exposure to a contaminant through food
should take into consideration its oral bioavailability, i.e., its ability
to be absorbed into the systemic circulation system (Caussy, 2003;
Caussy, Gochfeld, Gurzau, Neagu, & Ruedel, 2003), thus requiring
complex and time-consuming in vivo studies involving the mea-
surement of the amount of the contaminant in blood, urine, etc.
However, oral bioavailability can only be equal to or smaller than
oral bio-accessibility, which is the fraction of a compound dis-
solved in the gastrointestinal tract (Versantvoort, Oomen, Van De
Kamp, Rompelberg, & Sips, 2005). The latter can thus be used to

* Corresponding author. Tel.: +33 149 77 27 11; fax: +33 1 49 77 26 50.
E-mail address: thierry.guerin@anses.fr (T. Guérin).

0308-8146/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.03.119

evaluate the worst-case scenario, i.e. when all of a bioaccessible
compound is bioavailable.

Several approaches have been developed to assess the bioacces-
sibility of trace metals (Intawongse & Dean, 2006; Laparra, Velez,
Barbera, Farre, & Montoro, 2005; Laparra, Velez, Montoro, Barbera,
& Farre, 2003; Laparra et al., 2005; Moreda-Pineiro et al., 2011) by
mimicking the human digestive process. Most of them use batch
gastro-intestinal models, involving sequential exposure of samples
to artificial digestive solutions. Some dynamic models have also
been developed, such as the TIM (TNO Intestinal Model) which is
a multi-compartment, computer-controlled system with several
computer-controlled chambers simulating the conditions of the
stomach, duodenum, jejunum ileum, and large intestine (Minekus
et al., 1999; Torres-Escribano, Denis et al., 2011). Another more re-
cent model involves a continuous-flow dialysis system, which was
originally developed to study the mobility and fractionation of ele-
ments in soils, in which dialysed components were continuously
removed during a simulation of intestinal digestion (Judprasong,
Ornthai, Siripinyanond, & Shiowatana, 2005; Shiowatana, Kitthik-
hun, Sottimai, Promchan, & Kunajiraporn, 2006). Moreover, many
studies exclude the action of saliva, and limit their work to gas-
tro-intestinal aspects. Chu and Beauchemin (2004) developed a
continuous leaching method for zinc and lead in corn bran based
on sequential leaching of food samples by artificial saliva, gastric
juice and intestinal juice, successively, and this method was also
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applied to seafood for determining arsenic concentration by Dufa-
illy, Guérin, Noél, Frémy, and Beauchemin (2008).

In this paper, the continuous leaching method was applied to
seafood samples from both the second French total diet study
and the Calipso study to assess the maximum oral bioaccessibility
of several trace elements (Al, V, Mn, Cu, Zn, Cd, Hg, and Pb). Fur-
thermore, the potential correlation between total concentration
and bioaccessibility was examined for all these elements.

2. Materials and methods
2.1. Instrumentation

An X-Series" ICP-MS instrument (Thermo Scientific, Courtab-
oeuf, France) equipped with a concentric nebulizer and an impact
bead spray chamber was used. The operating conditions are sum-
marized in Table 1. For the continuous leaching procedure, the
digestive reagents were supplied by an L-6200A pump (Merck),
and data acquisition was carried out using the Time Resolved Anal-
ysis (TRA) mode of the ICP-MS software. For total analysis, the
sample solutions were fed by a peristaltic pump from tubes ar-
ranged on an ASX 500 autosampler model 510 (CETAC, Omaha, Ne-
braska, USA). The residue was digested by means of a closed-vessel
microwave digestion system (Anton-Paar, Courtaboeuf, France)
equipped with 80-ml quartz vessels (80-bar operating pressure).

2.2. Chemicals

All solutions were prepared with analytical reagent-grade
chemicals and ultra pure water (18 MQcm) produced by purifying
distilled water with a Milli-Q™ PLUS system combined with an
Elix 5 pre-system (Millipore S.A., St Quentin en Yvelines, France).

All chemicals for the digestive fluids were obtained from Sigma
Aldrich (St Quentin Fallavier, France), except for urea, uric acid and
sodium hydroxide (VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Artificial

Table 1
Experimental conditions.

ICP-MS parameters

Plasma gas flow rate  14.9 I min~'

Auxiliary gas flow 0.80 1 min™'
rate

Nebulizer gas flow 0.82 1 min~'
rate

Plasma power 1450 W

mjz 27 (*’Al), m|z 51 (°'V), m/z 55 (**Mn),

mfz 65 (°Cu), m(z 64 (%4Zn), m/z 66 (*°Zn), m/z 77
("’se),

mjz 111 ('''cd), mfz 114 ("*Cd), m/z 202 ***Hg),
mjz 206 (***Pb), m/z 207 (*°"Pb), m/z 208 (*°*Pb)

Monitored signals

saliva was prepared following the procedure of Oomen et al.
(2003), while gastric and intestinal juices were prepared according
to USP XXIII. For saliva, 0.896 g of KCI, 0.2 g of KSCN, 0.888 g of
NaH,P0,4, 0.57 g of Na;HPO,, 0.298 g of NaCl, 0.072 g of NaOH,
0.2 g of urea, 145 mg of a-amylase, 15 mg of uric acid, and 50 mg
of mucin were diluted to 500 ml with ultrapure water, and the pH
was adjusted to 6.5 using 0.2 M NaOH. Artificial gastric juice was
prepared by diluting 1.0 g of NaCl, 1.6 g of pepsin, and 3.5 ml of con-
centrated HCI to 500 ml with ultrapure water and the pH was ad-
justed to 1.2 using concentrated HCI For intestinal juice, 3.4 g of
KH3POy, 5 g of pancreatin, and 38.5 ml of 0.2 M NaOH were diluted
to 500 ml and the pH was adjusted to 6.8 using 0.2 M NaOH.

Multi-element standard solutions were prepared using
1000 mg I mono-elemental stock solution (Analytika, Prague,
Czech Republic). For the total analysis, an internal standard solu-
tion was prepared with 1000 mgI~! standard stock solutions of
scandium (Sc), yttrium (Y), indium (In), rhenium (Re) and bismuth
(Bi) (Analytika, Prague, Czech Republic). A multi-element standard
solution (10 mg I ') (Perkin-Elmer, Courtaboeuf, France) was used
to prepare tuning solutions in 6% (v/v) nitric acid (Suprapur, 67%,
VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Nitric acid was used to digest
the residue from the mini-column.

2.3. Reference materials

Certified reference materials (CRMs) DORM-3 (Fish protein),
DOLT-4 (Dogfish liver), SRM 1566b (Oyster tissue), and BCR 278R
(Mussel tissue) were purchased from Promochem (Molsheim,
France). They were all used as provided, without further grinding.
The CRMs were analysed in the same way as for the seafood sam-
ples, in order to evaluate the total bioaccessibility of several ele-
ments. All results were corrected for moisture content.

2.4. Seafood samples

Freeze-dried, composite seafood samples from the second
French Total Diet Study (TDS) (fish: saithe, salmon, smoked sal-
mon, tuna and canned tuna; shellfish: mussel, oyster, scallop and
shrimp) (Sirot et al., 2009) and from the Calipso study (shellfish:
crab - common crab and spider crab - and periwinkle) (Leblanc
et al.,, 2006) were analysed. The TDS samples, composed of up to
15 sub-samples, were prepared as consumed, whereas the Calipso
samples, composed of up to five sub-samples, were not cooked.

2.5. Analytical process

The whole analytical process is summarized in Fig. 1. The
proposed leaching method allowed determination of the total bio-

Dwell time 500 ms I X R . .
Sample uptake 1 ml min-! accessible elements of interest, following which the remaining res-
idue was digested and analysed in order to check for mass balance.
Pump
TN
Ultrapure water 9('...
= 2-fold dilution
ICP-MS
a) 5 min saliva, 37°C Pump
b) 20 min gastric juice, 37°C (**°
\*s
) 20 min intestinal juice, 37°C s
J 0.100 g dry sample
p-wave ICP-MS

>
Residue

digestion

Fig. 1. Schematic diagram of the procedure for bioaccessibility assessment.
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applied to seafood for determining arsenic concentration by Dufa-
illy, Guérin, Noél, Frémy, and Beauchemin (2008).

In this paper, the continuous leaching method was applied to
seafood samples from both the second French total diet study
and the Calipso study to assess the maximum oral bioaccessibility
of several trace elements (Al, V, Mn, Cu, Zn, Cd, Hg, and Pb). Fur-
thermore, the potential correlation between total concentration
and bioaccessibility was examined for all these elements.

2. Materials and methods
2.1. Instrumentation

An X-Series" ICP-MS instrument (Thermo Scientific, Courtab-
oeuf, France) equipped with a concentric nebulizer and an impact
bead spray chamber was used. The operating conditions are sum-
marized in Table 1. For the continuous leaching procedure, the
digestive reagents were supplied by an L-6200A pump (Merck),
and data acquisition was carried out using the Time Resolved Anal-
ysis (TRA) mode of the ICP-MS software. For total analysis, the
sample solutions were fed by a peristaltic pump from tubes ar-
ranged on an ASX 500 autosampler model 510 (CETAC, Omaha, Ne-
braska, USA). The residue was digested by means of a closed-vessel
microwave digestion system (Anton-Paar, Courtaboeuf, France)
equipped with 80-ml quartz vessels (80-bar operating pressure).

2.2. Chemicals

All solutions were prepared with analytical reagent-grade
chemicals and ultra pure water (18 MQcm) produced by purifying
distilled water with a Milli-Q™ PLUS system combined with an
Elix 5 pre-system (Millipore S.A., St Quentin en Yvelines, France).

All chemicals for the digestive fluids were obtained from Sigma
Aldrich (St Quentin Fallavier, France), except for urea, uric acid and
sodium hydroxide (VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Artificial

Table 1
Experimental conditions.

ICP-MS parameters

Plasma gas flow rate  14.9 I min~'

Auxiliary gas flow 0.80 1 min™'
rate

Nebulizer gas flow 0.82 1 min~'
rate

Plasma power 1450 W

mjz 27 (*’Al), m|z 51 (°'V), m/z 55 (**Mn),

mfz 65 (°Cu), m(z 64 (%4Zn), m/z 66 (*°Zn), m/z 77
("’se),

mjz 111 ('''cd), mfz 114 ("*Cd), m/z 202 ***Hg),
mjz 206 (***Pb), m/z 207 (*°"Pb), m/z 208 (*°*Pb)

Monitored signals

saliva was prepared following the procedure of Oomen et al.
(2003), while gastric and intestinal juices were prepared according
to USP XXIII. For saliva, 0.896 g of KCI, 0.2 g of KSCN, 0.888 g of
NaH,P0,4, 0.57 g of Na;HPO,, 0.298 g of NaCl, 0.072 g of NaOH,
0.2 g of urea, 145 mg of a-amylase, 15 mg of uric acid, and 50 mg
of mucin were diluted to 500 ml with ultrapure water, and the pH
was adjusted to 6.5 using 0.2 M NaOH. Artificial gastric juice was
prepared by diluting 1.0 g of NaCl, 1.6 g of pepsin, and 3.5 ml of con-
centrated HCI to 500 ml with ultrapure water and the pH was ad-
justed to 1.2 using concentrated HCI For intestinal juice, 3.4 g of
KH3POy, 5 g of pancreatin, and 38.5 ml of 0.2 M NaOH were diluted
to 500 ml and the pH was adjusted to 6.8 using 0.2 M NaOH.

Multi-element standard solutions were prepared using
1000 mg I mono-elemental stock solution (Analytika, Prague,
Czech Republic). For the total analysis, an internal standard solu-
tion was prepared with 1000 mgI~! standard stock solutions of
scandium (Sc), yttrium (Y), indium (In), rhenium (Re) and bismuth
(Bi) (Analytika, Prague, Czech Republic). A multi-element standard
solution (10 mg I ') (Perkin-Elmer, Courtaboeuf, France) was used
to prepare tuning solutions in 6% (v/v) nitric acid (Suprapur, 67%,
VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Nitric acid was used to digest
the residue from the mini-column.

2.3. Reference materials

Certified reference materials (CRMs) DORM-3 (Fish protein),
DOLT-4 (Dogfish liver), SRM 1566b (Oyster tissue), and BCR 278R
(Mussel tissue) were purchased from Promochem (Molsheim,
France). They were all used as provided, without further grinding.
The CRMs were analysed in the same way as for the seafood sam-
ples, in order to evaluate the total bioaccessibility of several ele-
ments. All results were corrected for moisture content.

2.4. Seafood samples

Freeze-dried, composite seafood samples from the second
French Total Diet Study (TDS) (fish: saithe, salmon, smoked sal-
mon, tuna and canned tuna; shellfish: mussel, oyster, scallop and
shrimp) (Sirot et al., 2009) and from the Calipso study (shellfish:
crab - common crab and spider crab - and periwinkle) (Leblanc
et al.,, 2006) were analysed. The TDS samples, composed of up to
15 sub-samples, were prepared as consumed, whereas the Calipso
samples, composed of up to five sub-samples, were not cooked.

2.5. Analytical process

The whole analytical process is summarized in Fig. 1. The
proposed leaching method allowed determination of the total bio-

Dwell time 500 ms I X R . .
Sample uptake 1 ml min-! accessible elements of interest, following which the remaining res-
idue was digested and analysed in order to check for mass balance.
Pump
TN
Ultrapure water 9('...
= 2-fold dilution
ICP-MS
a) 5 min saliva, 37°C Pump
b) 20 min gastric juice, 37°C (**°
\*s
) 20 min intestinal juice, 37°C s
J 0.100 g dry sample
p-wave ICP-MS

>
Residue

digestion

Fig. 1. Schematic diagram of the procedure for bioaccessibility assessment.
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Table 2
Internal quality control for bioaccessibility results (mg kg~").

A. Leufroy et al./Food Chemistry 135 (2012) 623-633

Al \

Mn Cu Zn Ccd Hg Pb

DORM-3 Reference value® - - - 15.5+63 51.3%3.1 0.290+0.020 0.382 £0.060 0.395 +0.050

(Fish protein) Total Bioaccessible® - - - 50105 169+1.7 0.168 £0.024 0.226+0.023 0.013 £ 0.001

(n=4) Residue® - - - 7.5+08 21822 0.058+0.008 0.152+0.015 0.301 £ 0.030
Mass balance® - - - 125+13 387239 0226 £0.032 0378 +0.038 0.315 £0.031
Z-score - - - -19 —2.5 —2.2 -0.1 -2.0

DOLT-4 Reference value® - - - 31211 1166 243+08 2.58+0.22 0.16 + 0.04

(Dogfish liver) Total Bioaccessible® - - - 10114 29+4 2804 032 +0.04 0.01 £0.00

(n=2) Residue® - - - 16.6£2.3 71£10 16.7+£24 2.0810.29 0.11 £ 0.02
Mass balance® - - - 26.6+38 100 + 14 196+28 2401034 0.12 +0.02
Z-score - - - 15 14 20 0.7 28

SRM 1566b Reference value® 1972 6.0 0.577+0.023 18.5£0.2 71616 1424 + 46 2.48 £ 0.08 0.0371+0.0013  0.308 £ 0.009

(Oyster tissue)  Total Bioaccessible® 0.4 +0.1 0.104+0.012 3.6+04 3.6+04 352 +41 0.57 £0.07 - 0.025 £ 0.003

(n=3) Residue® 1141198 0578x20.067 9.0x1.0 52.0x6.0 77690 1.55£0.18 0.1741+0.0201  0.272 £0.031
Mass balance® 1145£19.8 0.682x0.079 126%1.5 55.6 6.4 1128 £130 2.12x0.24 0.1741+0.0201  0.297 £0.034
Z-score -28 1.8 -3.2 2.2 -21 -15 37 -04

BCR 278R Reference value® - - 7692023 945+0.13 831z1.7 0.348 £0.007 0.196 £0.009 2.00+0.04

(Mussel tissue)  Total Bioaccessible® - - 437+062 416059 68.7+9.7 0.290£0.041 0.042 £ 0.006 1.90+0.27

(n=2) Residue® - - 233+033 460+065 194%27 0.053+0.008 0.179+0.021 0.70+0.10
Mass balance” - - 6702095 B875+1.24 8812125 0343:0.049 0221£0.025 2.60+ 037
Z-score - - -1.3 -0.7 0.6 -0.1 1.3 3.0

# Reference value + confidence interval of the CRM.

® Mean value £ V = k < £ with k=2; CVg = 10%; and M = mean value, 1=2, 3, or 4.

The bioaccessible concentrations for toxic and essential elements
and the total bioaccessibility are shown in Tables 3 and 4 and in
Figs. 3 and 4, respectively. For all elements, the potential influence
of total concentration on bioaccessibility was examined (Fig. 5),
but the results were only considered when the mass balance was
within 70-130% of the theoretical value.

3.2.1. Aluminium

The amounts of Al varied from 22-38 mgkg " in scallop sample
and from 61-172 mgkg ' in mussel samples (Table 3). On average,
the most contaminated species was mussel (mean level of
116 mg kg™ 1), followed by shrimp, periwinkle, scallop and crab
(79.0, 39.3, 284, 27.6 mg kg™, respectively). In fish samples, all
values were below 3 times the LOQ, so the bioaccessibility of Al
was only assessed for shellfish. The calculated mass balance was

generally found to be within the confidence interval. As observed
for the CRMs (ranging from 0% to 14% of the total Al) (Fig. 2), the
estimated Al bioaccessibility in real samples was very low (less
than 7% of the total Al), except in a crab sample (27%) (Fig. 3). To
the authors’ knowledge, no data has previously been reported for
Al bioaccessibility from food, but Lopez, Cabrera, Lorenzo, and Lo-
pez (2002) reported an absorbable fraction of Al of 1.15% and 1.80%
for salmon cottage pie and hake, respectively. Fig. 5 shows that Al
bioaccessibility was negatively correlated to total Al concentration
and that this correlation was significant (p < 0.05).

3.2.2. Vanadium

The V concentrations ranged from 0.249 mg kg™! in a salmon
sample to 1.50 mg kg ' in a mussel sample (Table 4). The highest
mean total V concentrations were found in shellfish, particularly

Leached by saliva (%) ™ Leached by gastric juice (%)

140% DORM-3 (fish protein)
120%
100%
80%
60%

40%

Bioaccessible fraction (%o)

20% -
0% I I
Toal Al V  Mn Cu Zn Cd Hg Pb
“"'(';:'é’;";“”'lo?} 138 250 155% 51.3* 029* 0.382* 0.395*
40% 1 SRM 1566b (oyster tissue)
9
&
<
- "
30%
£
-
=
-
-
= 20%
=
:
10%
2
2
=
o
otal »
concentration © v Mn Cu Zn cd Hg P
(mgkg) 197.2% 0.577% 18.5% 71.6% 1424% 2.48% 0.0371*0.308*

60% 1 DOLT-4 (dogfish liver)

50% 4

=

-]
=

&

o
S
°
e
—

I I

Bioaccessible fraction (%)
2

10%
I
0% A
Tol Al v Mn Cu 7n cd Hg Pb
concentralion62 7 0643 8.68 312* 116* 24.3* 2.58* 0.16*
(mgkg)
BCR 278R (mussel tissue)
& 120%
P8
B
<
£ 100%
2
=
2 80%
-
ﬁ 60%
g
40%
g
& 0%
=
0%
Total Al v Mn Cu Zn Ccd Hg Pb
concentration 481  0.565 7.69* 9.45* 83.1* 0.348* 0.196* 2.00*
(mgkg)

Fig. 2. Bioaccessibility results in 4 CRMs: DORM-3, DOLT-4, SRM 1566b, BCR 278R. Error bars denote the standard deviation of the results. «certified values.
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Fig. 5. Relationship between total concentration and bioaccessibility at the 95% confidence level.

in mussels and periwinkles (1.21 and 0.783 mg kg, respectively).
In fish, the total concentrations were below 3 times the LOQ for 2/3
of the samples. The bioaccessibility of V ranged from 11% to 34% in
CRMs (Fig. 2) and was more variable in the samples studied (from
4% in shrimp samples to 132% in crab samples) (Fig. 4). However,
the bioaccessibility in crab and periwinkle samples was probably
overestimated regarding the mass balance. No significant correla-
tion between bioaccessibility and total V concentrations was
observed (p < 0.05). To the best of the authors’ knowledge, the bio-
accessibility of V has never been estimated before in food samples.

3.2.3. Manganese

The Mn concentrations ranged from 0.212 mg kg ! in salmon to
48.8 mg kg~ 'in scallop (Table 4). The highest mean total concentra-
tions were found in shellfish (ranging from 2.35 mg kg~" in shrimp
to 38.6 mg kg~ ' in scallop). In fish, the mean Mn level was less than
1mgkeg' (ranging from 0.219 in smoked salmon to 0.617 in

saithe). The bioaccessibility of Mn was assessed for all samples ex-
cept for one smoked salmon, for which the total content was below
3 times the LOQ. It should be noted that in salmon, smoked salmon,
tuna and canned tuna, the total Mn content was close to 3 times the
LOQ, so, in some cases, the calculated mass balance fell outside of
the confidence interval. In shellfish, bioaccessibility was higher
than 50% (Fig. 4). In common crab, periwinkle, and shrimp, Mn
was mostly bioaccessible by gastric juice (more than 43% of the
total Mn), whereas saliva released less than 10% of the total Mn.
The same behaviour was observed in the CRMs (Fig. 2). In Mussel,
the mean bioaccessibility of Mn in saliva (31%) did not differ much
from the bioaccessibility in gastric juice (42%). These results are in
good agreement with studies by Metian et al. (2009) and Navarro,
Arana, Etxebarria, and Dean (2008) of Mn bioaccessibility in mussel
(Table 5). Regarding Mn bioaccessibility in fish, Mn is less bioacces-
sible than in shellfish (mean of 27% vs. 76%) (Fig. 4), but no litera-
ture data is available for comparison. As seen in Fig. 5, the
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Table 5
Bioaccessibility for Mn, Cu, Zn, Se, Cd, Hg, and Pb observed in literature for seafood products.
Sample Digestion steps Mn Cu Zn cd Hg Pb Ref.
Mussel (raw) Saliva, gastric, intestinal 68-79% Houlbréque et al.

Mussel (boiled) 42-70% (2011)
TORT-2 (Lobster Gastric, intestinal 21% (Static) 4% (Static) 19% (Static)  Torres-Escribano,
hepatopancreas) 53% (TIM-1)  21% (TIM-1) 7% (TIM-1) Denis et al. (2011)
Seabass (raw) Saliva, gastric, intestinal 81-84% 70-72% 85-93% He et al. (2010)
Seabass (cooked) 54-71% 37-52% 36-86%
Seabream (raw) 83-85% 67-73% 83-85%
Seabream (cookeds) 58-71% 28-51% 58-71%
Swordfish (raw) Gastric, intestinal 38-83% Torres-Escribano et al.
(2010)
Swordfish (raw) Gastric, intestinal 59-87% Torres-Escribano,
Swordfish (cooked) 35-49% Denis et al. (2011)
Tope shark (raw) 43-69%
Tope shark (cooked) 34-47%
Bonito (raw) 17-23%
Bonito (cooked) 12-17%
Tuna (raw) 13-19%
Tuna (cooked) 6-10%
Caribou (raw) Gastric, intestinal 25% Tongue Laird et al. (2009)
0.7% Kidney
Beluga (raw) 41% Skin
Bearded seal (boiled) 4.6% Intestine
Ringed seal (raw) 19% Liver
1% Brain
66% Blood
Walrus 15-48% Flesh
Narwhal (raw) 0.5% Skin
Arctic char (raw) 33-94% Flesh
Mussel (raw) Saliva, gastric, intestinal ~ 79% 70% 72% Metian et al. (2009)
Mussel (cooked) 82% 47% 34%
King mackerel Gastric, intestinal 68% Shim et al. (2009)
Whelk (raw) Saliva, gastric, intestinal 90% in Toto  73%inToto  72% in Toto 52% in Toto  Amiard et al. (2008)
Oyster (raw) 61-97% in 59-82% in 62-84% in 19-34% in
Toto Toto Toto Toto
30% 84% 29% 28%
Digestive Digestive Digestive Digestive
glands glands glands glands
Mussel 63% in Toto  34%inToto  36%in Toto 44% in Toto
88% 84% 64% 48%
Digestive Digestive Digestive Digestive
glands glands glands glands
Clam 68% in Toto  60% in Toto  48% in Toto 37% in Toto
24% 44% 44% 31%
Digestive Digestive Digestive Digestive
glands glands glands glands
Scallop 38% Muscle  60% Muscle  20% Muscle 29% Muscle
Mussel (raw) Gastric, intestinal 40% g25%1 25-30% g 15-25% ¢ Navarro et al. (2008)
30%1 10% i
Fish (tuna, swordfish, Gastric, intestinal <20% Cabanero et al. (2007)
sardine) (raw)
Hake (Fried) Gastric, intestinal 87% 30% Camara et al. (2005)
Hake filet 87% 59%
(precooked)
Oyster (raw) Gastric(bioavailability) 26-80% 50-80% 44-75% Bragigand et al. (2004)

Tuna (raw) Gastric, intestinal
Tuna (cooked)
Swordfish (raw)

Sardine (raw)

9% Cabanero, Madrid, and
Camara (2004)

17%

13%

«boiled, steamed, fried or grilled; g gastric; i intestinal.

bioaccessibility of Mn was significantly (p <0.05) and positively
correlated with the total Mn concentration.

3.2.4. Copper

The highest total Cu concentrations were found in crab, peri-
winkle and shrimp (mean concentrations of 85.4, 474 and
27.4mg kg, respectively). In the other samples, the total Cu
amounts did not exceed 533 mgkg ' (lower content of
0.678 mg kg~! in smoked salmon) (Table 4). In all cases, the mass
balance fell within the confidence interval. The mean bioaccessibil-
ity of Cu varied from 31% of the total Cu in tuna to 88% in crab (Fig
4). These bioaccessibility values are quite similar to those obtained

in the CRMs (15-42%), except for SRM 1566b (only 5% of the total
Cu) (Fig. 2). In saithe, salmon and smoked salmon, Cu was mostly
released by gastric juice (61%, 35% and 26% vs. 4%, 9% and 5% by
saliva on average), whereas in the other samples, Cu was released
to the same extent by both saliva and gastric juice (Table 4). These
results are in good agreement with those of Navarro et al. (2008),
Bragigand, Berthet, Amiard, and Rainbow (2004), and Amiard
et al. (2008) who studied Cu bioaccessibility in shellfish, and of
He, Ke, and Wang (2010), and Camara, Amaro, Barbea, and Cle-
mente (2005) who reported bioaccessibility in fish (Table 5).

A significant and positive correlation (p <0.05) between total
bioaccessible Cu and total Cu concentration was observed for the
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two concentration ranges (0.743-5.33 and 9.45-100mgkg ')
(Fig. 5), as observed by He et al. (2010) in seabass and seabream,
whereas Amiard et al. (2008) found no correlation.

3.2.5. Zinc

The highest Zn levels were found in shellfish (min 38.3 mg kg~
in shrimp and max 222 mg kg ! in crab) (Table 4). In fish, mean
concentrations ranged from 8.09 mg kg~' in salmon to 19.6 mg
kg~! in saithe. The calculated mass balance generally fell within
the confidence interval. In all cases, Zn was more bioaccessible
by gastric juice than by saliva (except for a scallop sample). High
bioaccessibilities were observed for this element as seen in Fig. 4
(more than 67% of the total Zn in shellfish on average and between
24% and 68% in fish), and as observed in CRMs (25-83%). Other
authors reported similar bioaccessibility in shellfish: Metian et al.
(2009) in mussels, Amiard et al. (2008) in scallops, Bragigand
et al. (2004) in oysters) and in fish He et al. (2010) in seabass
and seabream, Camara et al. (2005) in hake) (Table 5). As shown
in Fig. 5, the total Zn bioaccessibility was not significantly corre-
lated (p < 0.05) with total Zn concentration.

3.2.6. Cadmium

Among the seafood studied, crab was the most contaminated
species (7.47 mg kg~! for common crab and 1.66 mg kg~ for spi-
der crab), followed by scallop (mean 0.798 mg kg~ '), periwinkle
(mean 0.705 mg kg~'), mussel (mean 0.329 mg kg~') and shrimp
(0.263 mg kg ', only in one sample), whereas in fish samples, all
values were below 3 times the LOQ, so no bioaccessibility values
were compiled (Table 3). The mass balance was always within
the confidence interval except for one mussel sample (133%). As
shown in Fig 3, the mean bioaccessibility observed for Cd in shell-
fish was high for both the samples (ranging from 53% in scallop to
103% in shrimp), and also in CRMs (ranging from 12% in DOLT-4 to
84% in BCR 278R) (Fig. 2). These values are in good agreement with
the literature (Metian et al. (2009) in mussels, Amiard et al. (2008)
in gastropods, mussels and scallop, Houlbréque et al. (2011) in
mussel, and Bragigand et al. (2004) in oyster) (Table 5). The highest
amount of bioaccessible Cd was released by gastric juice, as seen in
the 4 CRMs (Fig. 2) and in real samples (Table 3) (saliva released
only 1% to 10% of the total Cd in CRMs and 3% to 23% in real sam-
ples). Cd bioaccessibility decreased significantly (p <0.05) with
increasing total concentration (Fig. 5).

3.2.7. Mercury

The Hg levels ranged from 0.059 mg kg~' in a shrimp sample to
1.64 mg kg~ in a tuna sample. The concentrations were below 3
times the LOQ for 3 mussels, all scallops, 1 periwinkle, 1 shrimp,
1 saithe, 2 salmons and all smoked salmons, and except for 1 mussel
sample (133%), the calculated mass balance always fell within the
confidence interval (Table 3). As shown in Fig 3, there was a high
variability of the mean bioaccessibility results among the different
samples (from 4% of total Hg in shrimp and mussel to 50% in crab),
and for a given matrix (19% and 80% in crab, 6% and 93% in saithe, 4%
and 15% in tuna, and 2% and 30% in canned tuna). Nevertheless, for
the higher bioaccessibility levels, Hg was released most by gastric
juice (Table 3 and Fig. 2). These results are in good agreement with
those of Torres-Escribano, Ruiz, Barrios, Velez, and Montoro (2011)
and Cabanero, Madrid, and Camara (2007) in tuna, and Shim, Fer-
ruzzi, Kim, Janle, and Santerre (2009) in king mackerel (Table 5).
The higher bioaccessibility reported by different authors (Laird,
Shade, Gantner, Chan, & Siciliano, 2009; Torres-Escribano et al., Tor-
res-Escribano, Ruiz (2011)) in other fish species may explain the
highest values found in saithe and in one crab. No correlation was
found between bioaccessibility and total Hg concentration, as also
reported by Torres-Escribano, Velez, and Montoro (2010).

3.2.8. Lead

The amounts of Pb were lower than 3 times the LOQ in all fish
samples (Table 3). In shellfish, the highest mean Pb concentrations
were found in mussels (0.828 mg kg~ ', with a maximum level of
1.26 mg kg~ '), followed by periwinkles (0.520 mg kg~), scallops
(0.240 mg kg '), crab (0.230mgkg '), and shrimps (0.065 mg
kg'). The mass balance always fell within the confidence interval
(Table 3). The mean percentage of bioaccessible Pb varied from 6%
in shrimp to 67% in periwinkle (Fig. 3), and from 3% to 95% in CRMs
(Fig. 2). In mussels, common crab, periwinkles and shrimps, less
than 11% of the bioaccessible Pb was released by saliva, whereas
in scallops, the bioaccessible fraction in saliva was greater than
that in gastric juice. These results are much higher than those
reported by Amiard et al. (2008) and Navarro et al. (2008) for
mussel samples, but in good agreement with Amiard et al. (2008)
for scallops and gastropods (mean of 35% and 67%, respectively)
(Table 5). Regarding the relationship between Pb bioaccessibility
and total concentration, a significant (p < 0.05) positive correlation
was observed (Fig. 5).

4. Conclusion

The combination of a simple and rapid continuous leaching
method with ICP-MS was used successfully to assess the maximum
bioaccessibility of total trace elements in both CRMs and real sea-
food products. This on-line leaching procedure is suitable for the
simultaneous determination of the bioaccessibility of a wide range
of elements in seafood and other types of samples, even though
clogging occurred with some matrices such as oyster and spider
crab. Future experiments would thus benefit from two modifica-
tions. First, a more inert and adapted column should be used to
avoid clogging problems and the release of certain elements asso-
ciated with stainless steel columns, which may enable leaching
with intestinal juice. Second, a collision cell would help reduce
the interferences of some elements.
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IV. Conclusions

Une méthode in vitro simple et rapide pour 1’évaluation de la bioaccessibilité de I’arsenic a été
développée comme alternative aux méthodes d’évaluation in vivo de la biodisponibilité, qui
restent longues, codteuses, et complexes a mettre en place. Cette méthode de lixiviation en ligne a
permis tout d’abord d’estimer en temps réel la bioaccessibilité maximale de I’arsenic total dans les
produits de la péche. Puis, les lixiviats collectés ont été analysés pour leur contenu en espéces
arséniées a I’aide de la méthode de spéciation décrite dans la deuxieme partie. Ces travaux ont fait
I’objet d’un article (Article IT) publié dans le journal « Analytical & Bioanalytical Chemistry ».
Enfin, grace a la capacité multiélémentaire du détecteur utilisé, la bioaccessibilité totale d’autres
éléments traces a également éte 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 péche
ont montré que la bioaccessibilité de I’arsenic total varie entre 19 et 55 % dans les MRC et est
supérieure a 52 % dans les échantillons réels, suggérant que I’arsenic présent est faiblement lié¢ a
la matrice. De plus, les résultats ont montré que la salive joue un role tres important dans la
libération de I’arsenic dans 1’organisme lors de la digestion, et qu’elle devrait étre 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 espéces inorganiques varie selon de 7 a 66 % dans les mollusques et crustacés,
et de 31 a 68 % dans les poissons. Les autres espéces organiques ont des bioaccessibilités
supérieures ou égales & 64 % pour I’AsB et & 78 % pour le MA et le DMA. Etant donné que des
surestimations en MA et DMA ont été observées sur certaines matrices, il pourrait étre intéressant
d’utiliser la technique ESI/MS-MS afin de mieux caractériser les espéces présentes dans ces

lixiviats.

La procédure de lixiviation en ligne a également été utilisée de maniere satisfaisante sur des
MRC et des produits de la péche pour la détermination de la bioaccessibilité totale d’autres
éléments d’intérét (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 I’araignée de mer pour laquelle il n’a pas été possible d’étudier

la libération gastrique).
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Les resultats ont ainsi montré que I’aluminium est trés faiblement bioaccessible dans tous les
échantillons analysés (<7 % de I’Al total), sauf dans I’araignée de mer (27 %), a ’inverse du
cadmium qui semble étre trés bioaccessible (> 53 % du Cd total présent et jusqu'a 100 % dans les
moules et crevettes). Les bioaccessibilités du plomb et du mercure varient d’une matrice a I’autre

(6 - 75 % pour le plomb et 4 - 80 % pour le mercure).

Le zinc et le cuivre sont tres bioaccessibles dans toutes les matrices étudiees (> 56 %) sauf
dans le thon (24 %), alors que la bioaccessibilité du manganése 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 a I’autre (trés faible dans la crevette, le thon et la coquille Saint-Jacques,

tres forte dans le crabe, le bigorneau, le colin et le saumon).

En perspectives, cette méthodologie pourrait étre étendue a d’autres éléments en apportant
quelques modifications, notamment au niveau de la mini-colonne (composition, longueur,
diamétre,...), 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'intérét dans une méme matrice, peut
étre aussi un formidable outil pour étudier les interactions entre éléments au niveau de la
bioaccessibilité et mettre en évidence 1’influence par exemple d’un contaminant sur les autres
éléments, et réciproquement. L’approche multiélémentaire nécessitera de toute fagon d’adapter le
protocole a ’objectif fixé, c’est-a-dire aux éléments d’intérét mais également aux matrices

étudiées.
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Quatrieme partie : Qualité en recherche
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La charte des théses réalisées au sein de 1’ Anses, qui se réfere a I’arrété du 3 septembre 1998 et
a la recommandation de la commission européenne du 11 mars 2005, définit les droits et devoirs
des doctorants, de leurs directeurs de thése, et de leurs responsables scientifiques. Selon un extrait

de cette charte intitulé : « These et systeme de management de la qualité »: « Les travaux de thése

doivent s’intégrer dans le systeme de management de la qualité en recherche en place au sein de
I’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 qualit¢ ait lieu au cours de son travail ainsi qu’il y ait
éventuellement un audit qualité a la fin de son travail, préliminaire a la rédaction du bilan qualité
de la theése par le responsable qualité de 1’entité et qui devra accompagner son mémoire de these.
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 a prendre en charge et assurer la formation qualité de

I’étudiant et a mettre a sa disposition toute la documentation qualité dont il a besoin. »

Deux audits qualité ont été réalisés au cours de cette thése, dont les principales conclusions ont

été synthétisées dans le rapport présenté ci-dessous :
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RAPPORT QUALITE POUR LE MEMOIRE DE THESE DE A. LEUFROY

« PROJET SPAS2 »

Depuis 1990, le laboratoire de sécurité des aliments de I'’Anses a mis en place une démarche qualité. Il est
accrédité par le COFRAC selon le référentiel NF EN ISO 17025 (portée disponible sur www.cofrac.fr) pour un
ensemble de programmes « Essais » correspondant a ses activités d’analyse de contaminants biologiques et
physico-chimiques dans les aliments. Depuis 2001, le laboratoire a entrepris une démarche de qualité en
recherche et a suivi pour cela les recommandations de la commission AFNOR sur I'assurance qualité en
recherche. Un systéme de management de la qualité en recherche a €té mis en place au sein du laboratoire qui
s’applique aux travaux de thése. Un manuel qualité en recherche auquel les unités accueillant des doctorants
doivent se référer est en vigueur. Des audits internes sont réalisés réguliérement aupres des unités par le
service de management de la qualité du laboratoire. C'est dans ce contexte que le présent rapport qualité pour
les travaux de thése faisant I'objet de ce mémoire a été rédigé. Les audits et le rapport ci-dessous ne
concernent que les travaux effectués a I’Anses, au laboratoire de sécurité des aliments de Maisons-Alfort.
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Extrait de la charte des théses de I’Anses : « These et systéme de management de la qualité : Les travaux de
thése doivent s’intégrer dans le systéme de management de la qualité en recherche en place au sein de I'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 a la fin de son travail,
préliminaire @ la rédaction du bilan qualité de la thése par le responsable qualité de I’entité et qui devra
accompagner son mémoire de thése. 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 & prendre en charge et assurer la formation qualité de I'étudiant et a
mettre & sa disposition toute la documentation qualité dont il a besoin. »

Initiation du doctorant a I’assurance qualité

La doctorante a été formée a I'assurance qualité par la correspondante qualité de I'Unité d’accueil
relayée par le chef de travaux de thése. La doctorante s’est approprié le manuel qualité en recherche
(MQ R) du laboratoire et la procédure de gestion de projet associée. Elle a utilisé tous les documents
qualité adéquats des manuels qualité « Essais et analyses » et « Recherche ».

Présentation par la doctorante de son projet de recherche (objectifs, hypothéses de travail)

La doctorante a présenté I'état d’avancement de ses travaux de these au regard du programme initial
de travail, et les résultats des expérimentations. Les hypothéses sous-tendant le projet de recherche
ont été formulées dans des documents écrits (fiche de définition du projet; comptes-rendus des
réunions de travail et de pilotage des theses).

Organisation de la documentation qualité

Il existe un dossier qualité de la thése regroupant I'ensemble des documents relatifs au projet
(définition, mise en place, programme de travail, expérimentations, résultats et traitements des
résultats, rapports divers notamment comptes rendus des réunions de comité de pilotage,
valorisation). La documentation qualité et fiches associées au MQ R sont utilisées de fagon
appropriée. Il existe une version dossier « papier » et une version dossier « électronique ». Les
résultats bruts des expérimentations sont également conservés au niveau du logiciel d’acquisition
des données des appareillages et d’un CD.

Pilotage du projet

Le sujet de thése est bien conduit en mode projet et les fiches de suivi du déroulement du projet
sont abondées. Un diagramme de Gantt a été établi pour le suivi de la bonne marche du projet. La
conduite du projet (réunions, observation des écarts éventuels, bilans, rapports, suivi qualité,
valorisation) est globalement satisfaisante. Des comptes-rendus des réunions de travail et de
pilotage sont effectués.

La description et I'évolution des hypothéses et des objectifs du projet existent dans le document de
définition du projet mais elles devraient étre également discutées par écrit tout au long du processus
de la recherche.

La valorisation du projet de recherche est effective : affiches et communications orales pour congres
nationaux et internationaux, projets de publications, réalisation de dossiers de validation de
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méthodes et rédaction de protocoles d’analyse. Les documents écrits ont été mis sous une forme
directement utilisable pour I'application de la méthode par le personnel de I'unité et pour permettre
au laboratoire de se présenter éventuellement a une extension d’accréditation.

Le projet de thése a bénéficié d’un suivi rapproché par la Correspondante qualité de I'Unité pour
I’'amélioration continue de la qualité (contrdles interne et externe, dérogation, anomalies).

Expérimentation et tragabilité

Deux essais de tragabilité ont été réalisés, sur deux phases du projet respectivement : application de
la méthode développée pour la spéciation de I'arsenic et utilisation de cette méthode pour étudier la
bioaccessibilité de I'arsenic et d’autres minéraux. Tous les éléments permettant de tracer les
différentes phases des expérimentations ainsi que les matériels, méthodes et consommables utilisés
par la doctorante ont été facilement retrouvés.

En conclusion, I'équipe de management de la qualité du Laboratoire de sécurité des aliments atteste
que les travaux de thése menés par A. Leufroy se sont déroulés en appliquant les éléments du systéme
qualité général, ainsi que les procédures spécifiques de I'unité d’accueil. Ceci permet d’avoir confiance
dans la conduite du projet de thése et dans la fiabilité des résultats obtenus au cours des
expérimentations.

N
Fait a Maisons-Alfort, le 2/5 61/6 20 (1 H. Lelie

Responsable du service Qualité
Anses-Laboratoire de sécurité des aliments
et laboratoire de santé animale



CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

Conclusions générales et perspectives

L’objectif principal de ces travaux était de valider une méthode de spéciation de 1’arsenic dans
les produits de la péche, avant de I’utiliser pour collecter des données d’occurrence des différentes
espéces présentes, puis d’estimer la bioaccessibilité de 1’arsenic élémentaire et de ses especes dans

des échantillons représentatifs des habitudes de consommation de la population francaise.

La premiere partie de ce travail a porté sur une présentation générale de la problématique de
I’arsenic au travers de généralités sur I’arsenic (propriétés, différentes formes, cycle géochimique,
toxicologie et exposition), puis d’une étude bibliographique sur les techniques de spéciation de
I’arsenic dans les matrices alimentaires (extraction et séparation des especes) et sur les différentes
approches existantes pour 1’étude de sa bioaccessibilité. La méthode retenue est une technique de
couplage entre la chromatographie échangeuse d’ions et une détection par ICP-MS aprés une
extraction assistée par micro-ondes avec de 1’eau. Pour I’estimation de la bioaccessibilité de
I’arsenic total et des différentes espéces d’arsenic dans les produits de la péche, une méthode
dynamique de lixiviation en ligne a ¢été retenue. Cette approche permet d’estimer la
bioaccessibilité totale maximale de I’arsenic en temps réel ainsi que celle d’autres éléments
d’intérét. De plus, couplée a une méthode de spéciation de 1’arsenic, elle permet d’estimer la

bioaccessibilité des différentes especes d’arsenic en plus de ’arsenic total.

La deuxiéme partie de ce travail a été consacrée a la validation de la méthode de speciation de
I’arsenic dans les produits la péche et aux applications relatives & cette méthode. Les critéres 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 a 0,08 mg/kg), la spécificité, la justesse, la reproductibilité
interne (CVg compris entre 9 % et 16 %) ont été considérés acceptables pour toutes les especes,
sauf pour le TMAO. De plus, des contrdles qualité externes ont montré que la méthode pouvait
également étre appliquée de facon satisfaisante a des échantillons de riz et de froment. Cette
méthode a été accréditée fin 2011 par le COFRAC pour les six espéces As(1l), MA, DMA,
As(V), AsB et AsC. Elle a également été utilisée lors de 1’exercice de certification d’un

¢échantillon de riz organisé par 'IRMM.

Suite a 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 péche.
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L’application de la méthode de spéciation sur les 65 échantillons de produits de la péche de
I’EAT 2 a permis de confirmer que 1’ Arsénobétaine est 1’espéce majoritaire dans ces échantillons
et que le pourcentage d’Asi dans les poissons varie peu d’une matrice a I’autre et reste comprise
entre 0,5 et 1,9% de I’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 huitres.

La troisiéme partie de ce travail s’est intéressée a la mise au point d’'une méthode permettant
I’évaluation de la bioaccessibilité maximale de I’arsenic total et de ses différentes espéces dans les
produits de la péche, en combinant une technique de lixiviation en ligne avec une méthode de
spéciation par HPLC/ICP-MS. Alors que 1’étape de la salive est généralement négligée lors des
études de simulation gastro-intestinale, les résultats ont montré 1I’importance de son role puisque
plus de deux tiers de 1’arsenic bioaccessible était libéré par la salive. Les analyses de spéciation
des lixiviats de salive et de suc gastrique ont montré que la bioaccessibilit¢ de 1’arsenic
inorganique semble dépendre du type de matrice étudié, alors que la bioaccessibilité des especes

organiques semble étre beaucoup plus importante, quelles que soient les matrices.

En parallele, la lixiviation en ligne a été étendue a la détermination de la bioaccessibilité
d’autres éléments traces d’intérét. Sur ce type de matrices, les résultats ont montré que parmi les
contaminants, I’aluminium est trés faiblement bioaccessible (<7 % de I’Al total), comparé au
cadmium (> 53 % du Cd total présent et jusqu'a 100 % dans les moules et crevettes), et que la
bioaccessibilité du plomb et du mercure est trés 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 a leur libération durant la digestion. Parmi les éléments
essentiels, le cuivre et le zinc sont trés bioaccessibles dans toutes les matrices étudiees (> 56 %)
sauf le thon (24 %), la bioaccessibilité du manganese 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 I’EAT 2 avec les données de consommation, afin d’affiner
I’évaluation de I’exposition de la population francaise a I’arsenic. Cette méthode de spéciation
pourra eégalement étre 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 péche

la recherche de I’arsenic inorganique dans les mollusques et les crustacés.

Afin de pouvoir évaluer la bioaccessibilité sur d’autres ¢léments d’intérét (le nickel, le chrome
et le molybdene en particulier qui étaient relargués par la colonne en inox) et sur des matrices
difficiles comme les huitres, il faudrait optimiser les parametres de bioaccessibilité (type de
colonne, dimension et diameétre de colonne...), notamment a 1’aide d’une colonne plus inerte.
L’utilisation de la cellule de collision de I'ICP-MS permettrait également d’étudier d’autres

éléments particuliérement sensibles aux interférences (fer, sélénium...).

D’autres techniques de détection comme I’ESI/MS-MS pourraient étre envisagées afin de
pouvoir confirmer 1’identité structurale des espéces dans les matrices plus complexes qui
contiennent des espéces inconnues et dans les lixiviats dans I’hypothése de transformations des
espéces dans les réactifs digestifs. De méme, a I’instar de quelques études sur des produits de la
péche et du riz, (Amiard et al., 2008; He et al., 2010; Houlbréque et al., 2011; Torres-Escribano et
al., 2011b; Horner et Beauchemin 2012), il conviendrait d’étudier 1’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 méme que certaines catégories d’aliments représentent la source principale d’exposition
a I’arsenic pour la population générale, aucune réglementation (en total ou en spéciation) n’existe
actuellement au niveau européen, contrairement a d’autres contaminants comme le plomb, le
cadmium et le mercure. Par conséquent, nous espérons que 1’ensemble de ces travaux pourra
contribuer & 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 (Ill), 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



RESUME

L’arsenic est un élément présent dans tous les compartiments de 1’environnement, et les
produits de la péche représentent une source majeure d’exposition a 1’arsenic par le biais de
I’alimentation. Méme s’il n’existe pas a ce jour de législation sur les teneurs en arsenic dans
les aliments en France, les agences gouvernementales évaluent généralement les risques liés a
la présence d’arsenic dans les produits de la péche en se basant essentiellement sur la
concentration totale de 1’élément, sans tenir compte des différentes espéces présentes ni de
leur bioaccessibilité. Par conséquent, le développement de méthodes d’analyse de spéciation

revét un intérét particulier dans le cadre de I’évaluation des risques.

La premiére partie de ce meémoire présente des informations générales sur les propriétés de
I’arsenic, son occurrence dans les différents compartiments de 1’environnement et sa toxicité,
ainsi qu’une étude bibliographique des méthodes analytiques existantes pour étudier la
spéciation de 1’arsenic dans les matrices alimentaires, en particulier les produits de la péche
(extraction et séparation/détection). Les différentes approches pour 1’évaluation de sa
bioaccessibilité et de celle d’autres éléments traces métalliques d’intérét sont également

présentees.

La deuxiéme partie de ces travaux porte sur la validation d’une méthode d’analyse de
spéciation des principales espéces d’arsenic dans les produits la péche (As(l11), MA, DMA,
As(V), AsB, TMAO, AsC) par couplage entre la chromatographie d’échange d’ions (IEC) et
la spectrométrie de masse a plasma induit (ICP-MS) apres extraction assistée par micro-ondes
(MAE). L’évaluation des performances analytiques de la méthode, les contrdles qualités
internes et externes mis en place et les différentes applications, en particulier les données
d’occurrence des différentes espéces d’arsenic dans les produits de la péche les plus

consommeés par la population francaise sont présentés et discutés.

Dans la troisiéme partie, la bioaccessibilit¢é maximale de I’arsenic et d’autres éléments
d’intérét est estimée a I’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 procéde avec la méthode d’analyse de spéciation validée permet ainsi

d’estimer la bioaccessibilité des différentes espéces d’arsenic.

Mots clés : arsenic ; speciation ; bioaccessibilité ; produits de la péche; ICP-MS; IEC;
MAE ; validation
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