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INTRODUCTION GENERALE

«Quod acre venenum aliis, aliis est medecin Ce qui est un poison violent pour certains,
est un reméde pour d’autres »). Ce proverbe Idtistie bien le caractére ambigu de l'arsenic
considéré dans l'inconscient collectif comme lespaipar excellence. Cette image est relayée
par diverses références qu’elles soient historiduidfaire Lavoisin sous le régne de Louis
XIV, la these de I'empoisonnement de Napoléon affdire Marie Besnard), romanesques
(Madame Bovary) ou méme cinématographiquesréenic and old lace). Mais ces sources
omettent un fait important : les formes d’arsemintdiverses et ne renferment pas toutes les

mémes propriétés toxicologiques ou la méme capdeibsorption par I'organisme.

La présence de l'arsenic dans I'environnement, motant dans les produits de la péche,
représente un risque potentiel pour la consommdtionaine. Le principe de la démarche
d’évaluation du risque sanitaire s’effectue en guatapes qui sont I'identification du danger,
I'étude des relations doses-réponse, I'estimat®fiekposition humaine et la caractérisation
du risque pour la santé. (WHO/FNU/FOS,1995) Cetmiére nécessite une connaissance
approfondie des effets du contaminant chimiqudefmnctionnement de I'organisme et des
doses a partir desquelles le contaminant représemte&langer ainsi qu’'une estimation
quantifiée de I'exposition. Néanmoins, les agergmsvernementales évaluent généralement
les risques alimentaires liés a la présence d'arslams les produits de la péche en analysant
uniquement l'arsenic élémentaire, sans prendreoerpte les différentes formes en présence
ni leur biodisponibilité. Ainsi, un aliment peuré&tdéclaré impropre a la consommation alors
que les formes arséniées qu'il contient ne sont-@&a pas considérées comme toxiques ou
ne sont pas absorbées par l'organisme. La misevidente des différences de toxicité et
d’absorption par I'organisme selon les formes aésmimposent donc, a tous les acteurs
soucieux de I'amélioration de la sécurité sanitdae aliments destinés a ’lhomme, la mise au
point de méthodes de spéciation et d’évaluationlad®iodisponibilité de I'As dans ces
matrices alimentaires. Le terme « d’analyse deiapéo » est défini comme I'ensemble des
activités analytiques d’identification et/ou de @gs des quantités d’une ou plusieurs especes

chimiques d’'un méme élément dans un échantillPAC, Templetoret al, 2000)
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L’objectif principal de cette étude a donc été dettre au point une méthode permettant a
I’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des AlimphFSSA), une meilleure évaluation des
risques encourus par le consommateur en déternmihamt part la spéciation des différentes
formes arséniées présentes dans les produits jpeche, d’autre part, leur bioaccessibilité.
Les résultats des travaux de these sont préseatés @b mémoire sous forme d’articles
publiés ou soumis. Ces travaux s'articulent enrguadrties distinctes.

La premiere partie présentera le contexte générk problématique liés a la présence de
I'arsenic dans I'environnement. Nous exposerons pespriétés physico-chimiques, les
sources d’émission, les différentes formes, I'expms humaine et la toxicité de cet élément.

La deuxieme partie sera consacrée a l'optimisafgan la méthodologie des plans
d’expériences d’'une méthode de séparation, parlagepentre une séparation par échange
d’'ions (IEC) et une détection par ICP-MS, des ppaaox composés arséniés susceptibles
d’étre retrouves dans les produits de la pécheag\pne étude exhaustive de I'état de I'art des
diverses méthodes de séparation et de détectibAsidans les matrices environnementales
justifiant les choix analytiques adoptés, nous gmésons les résultats de I'évaluation de
l'influence des parametres étudiés et de leurgdat®ns éventuelles sur la séparation des
composes arséniés ainsi que la détermination deditimms chromatographiques optimales.
(Article 1)

Le développement d'une méthode de mise en soludimrce par extraction assistée par
micro-ondes des espéces arséniées présentes dapeodkiits de la péche constituera le
troisieme volet de ces travaux. Cette meéthode dieibn doit permettre I'extraction

quantitative des formes arséniées présentes sarte pa modification des espéces
initialement présentes dans I'’échantillon. Dans premier temps, nous présenterons une
étude bibliographiqgue des méthodes d’extractionl’desenic testées dans les matrices
biologiques. Ensuite, nous nous intéresserons @sitats expérimentaux de I'optimisation
des conditions d’extraction de I'As dans des prtsdde la péche a l'aide de matériaux de
référence certifiés (MRC) puis a I'évaluation deseces analytiques de la méthode optimisée

selon les normes en vigueur. (Article 111)
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Enfin, nous découvrirons deux applications quipmnétre opportunément menées au cours de
ces travaux, I'une portant sur I'analyse d’eauxéraes, afin d’évaluer cette méthode sur des
matrices chargées en sels autres que des pro@ults gEche et, l'autre sur la certification

d’un échantillon de foie d’aiguillaSgualus acanthigsrganisée par le NRC canadien.

La quatriéme et derniere partie de ce mémoire semsacrée a I'évaluation de la
bioaccessibilité de I'As et de ses differentes fesnarséniées dans les produits de la péche.
Cette évaluation a été réalisée par la mise ereglame méthodén vitro de lixiviation en
continu associée a la méthode de spéciation dedf#snisée dans les parties précédentes.
(Article 1) Cette méthode en continu a égalemdat@mparée a une méthode statique (ou

batch) plus classiquement utilisée dans la littgeat

-20 -



Partie |

PARTIE I.

PROBLEMATIQUE DE L'ARSENIC
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I.1. Geénéralités
I. 1. 1.Propriétés

L’arsenic (As) est un métalloide dont le nom vidatmot greaarsenikon(correspondant au
sulfure d’arsenic : 'orpiment) signifianglii dompte le méale en raison de sa forte toxicite. Il
est admis que I'alchimiste allemand Albertus Magfli®©3-1280) est le premier a avoir isolé
I'élément As en chauffant du savon avec de I'orgitmA I'état naturel, I'As est un solide sous
sa forme élémentaire, mais on le retrouve le ptus/ent, seul ou associé a divers autres

métaux, dans des composeés soufrés. (Boyle et dmmds/3)

Selon la classification périodique du tableauMendeleiev,’As (numéro atomique : 33,
masse molaire : 74,92 g il est le troisitme élément de la colonne 15 quiogme
également I'azote (N), le phosphore (P), I'antingo{isb) et le bismuth (Bi). L'As peut se
présenter sous de nombreux états de valence em @éssa structure électronique ([Ar]*3d
4¢ 4p%) avec 3 électrons non appariés sur sa couchediapie externe. Ainsi, I'As existe
dans I'environnement sous différents degrés d’ottgda -IlI, O, +III et +V. (Francesconi et
Kuehnelt, 2004) En tant que métalloide, I'As possada fois des propriétés métalliques et

non métalliques, et présente des caractéristiquasntines avec le phosphore.
I. 1. 2.Les différentes formes arséniées
Actuellement, plus de 25 especes arséniées ondéndifiées dans I'environnement et la

biosphére, ayant des toxicités tres différentegldX/et al, 2001) Le tableau | présente les

noms, les acronymes et les structures chimiquesslerincipales espéces arséniées.
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Tableau | : Noms, acronymes et structures chimiques des pelespespeces arséniées
(d’aprés Francesconi et Kuehnelt, 2004)

Noms

Arsénite

Arsenate

Acide monométhylarsonique

Acide diméthylarsinique

Oxyde de triméthylarsine

lon triméthylarsine

Arsénobétaine

Arsénocholine

Triméthyl-
arsoniopropionate

Arséno-sucres diméthylés :

Arséno-sucrd R = OH

Arséno-sucr@ R = OP(0O)(OOCH,CH(OH)CHOH

Arséno-sucr@ R =SQ
Arséno-sucrét R = 0OSQ

Acronymes

As (lll)

As (V)

MA

DMA

TMAO

TMA™

AB

AC

TMAP
ou
AB2

Arséno-sucre triméthylés

(Arséno-sucre®)
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La présence et la répartition des différentes fermd&arsenic sont influencées par les
conditions du milieu considéré (pH, oxydoréductiodactions cinétiques). Les pKa et les
formes prédominantes, selon le pH des 7 principauxposés As sont présentés dans le

tableau II.

Tableau ll: pKa et formes prédominantes selon le pH des comspogs
(d’aprés Suneet al, 2001)

Espéce pKa pH - 1 2 3 4 5 6 7 8
As(Ill) 9,2 H,ASO,
MA 3,6/82 Me-AsO(OH) Me-AsO,(OH)
DMA 1,3/6,3  Et-As(OH), Et-AsO(OH) Et-AsOy
As(V) 2,3/6,7/11,6 H3ASO, H,ASO; HAsO,>
AB 2,2 Pro-AsCH,COOH Pro-AsCHCOO
TMAO 3,6 Pro-AsSOH Pro-AsO
AC - Pro-As CH,CH,OH

Les dérivés arséniés sont classés en deux famiiésctes : les composés inorganiques et les

composés organométalliques.
I. 1. 2. a. Les formes inorganiques

L’arsénite trivalente (AS) et l'arséniate pentavalente (Assont les deux espéces
inorganiques largement présentes dans I'environnen@®s deux composés sont facilement
inter convertibles par oxydoréduction et sont dgénéralement retrouvés conjointement.
Cependant, As(V) est l'espece thermodynamiquemeajontaire dans des conditions
environnementales oxydantes. (Cullen et Reimer9)188s quantités retrouvées de ces deux
especes dans les organismes marins sont souvbldsfdinférieures a 5 % de I'As total).

(Edmonds et Francesconi, 1993)
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I. 1. 2. b. Les composés organométalliques
l. 1. 2. b.i. Les formes méthylées

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

triméthylarsine (TMAO), l'ion tetraméthylarsoniunTNIA™) appartiennent au groupe des
formes méthylées. Les formes MA et DMA sont cour@antn retrouvées dans
I'environnement. lIs proviennent généralement dedthuction et la bio-méthylation de As(V)
favorisant I'élimination de I'arsenic dans certaorganismes. (Ngt al, 2003) Les composés
TMAO et TMA" sont fréquemment quantifiés dans les organismems¥@éme si les teneurs

retrouvées sont généralement peu importantes.

I. 1. 2. b.ii. Les formes organiques

L’arsénobétaine (AB), I'arsénocholine (AC) ou laniethylarsoniopropionate (TMAP, aussi
appelé arsénobétaine 2 (AB2) en raison de sa steuchimique proche de AB) appartiennent
aux groupes des formes organiques. L’AB est la éoranséniée majoritaire dans les
organismes marins en représentant en moyenne 8@ % duantité totale d’As présent.
(Francesconi et Edmonds, 1997) En revanche, csftece ne semble pas présente dans les
algues et I'eau de mer. (Sloth, 2004) L’AC est galeinent présent a I'état de traces dans les
organismes marins. En effet, Francesconi et Edm@b@87) ont montré que cette espéce
pourrait représenter un produit intermédiaire de deBs les processus de bio-transformation
au sein des organismes marins. Les travaux de €sangiet al. (2000) ont permis pour la

premiere fois d’identifier la forme TMAP (ou AB2pads des poissons.

[.1. 2. b.iii. Autres formes

Les organo-sucres (les 4 principaux sont présesa@s le tableau 1) représentent la plus
importante source d’arsenic dans les algues. Cpéces ont aussi été identifiées dans
d’autres organismes marins, mais les travaux deceszoni et Edmonds (1997) ont indiqué
gue leurs présences seraient dues a la consomnaéignes. D’autres formes telles que les
arseno-lipides, ou les sulfures d’arsenic (DMASdéuivés d’organo-sucres) ont fait I'objet
d’'un nombre Ilimité détudes. (Hanaokat al, 200la; Hansenet al, 2004 ;
Frickeet al, 2004)
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Enfin, les composés aromatiques arséniés, teld'agide 4-hydroxy 3-nitro benzene arsenic
(Roxarsone, ROX), l'acide nitro-4-phenylarsoniqudlitdrsone, NIT) ou l'acide 4-
aminobenzenearsenic (acide p-arsanilic, p-ASA)t switisés comme additifs alimentaires
dans I'industrie de la volaille pour prévenir laccmliose et augmenter la prise de poids et la
production d’ceufs. (Pergants al, 1997 ; Jackson et Bertsch, 2001 ; Jackdal, 2003)

I. 1. 3.Source d’émission

L’As est un élément ubiquiste présent dans I'atrhesp, les sols, les sédiments, les milieux

aquatiques et la biosphére. (Cullen et Reimer, 11989

I.1. 3. a. Sources naturelles

L’As est introduit dans I'environnement par I'érosides roches, les précipitations, I'activité
volcanique et la combustion des matériaux fosstedes foréts. (Cullen et Reimer, 1989 ;
Smedley et Kinniburgh, 2002; Mandal et Suzuki, 200Kim et al, 2003;
Wang et Mulligan, 2006 est le vingtieme élément le plus abondant dansrdte terrestre

(2 mg kg* en moyenne). (Cullen et Reimer, 1989 ; Mandaluzug&i, 2002) La concentration
de I'As dans les sols varie (5-6 mgken moyenne) selon la nature de la roche source
(Mandal et Suzuki, 2002 ; Wang et Mulligan, 2006)

I. 1. 3. b. Sources anthropiques

Les industries du secteur primaire et secondaimsti@aent les activités humaines qui

contribuent (ou ont contribué) aux apports antlqoes d’As dans I'environnement.

Les fumées émanant des industries de productiorydio d’'arsenic (Ag3) et de la
combustion de produits fossiles (charbons, pétrdlesges) sont les sources majeures de I'As
anthropique atmosphérique. (Pichatdal, 2005) L'As étant présent a de fortes proportions
dans différents minerais métalliques, les résidasl’dctivité miniere conduisent & une
pollution importante par lessivage des déchets ersniet infiltration des eaux.
(Lombi et al, 2000)
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Les composés arséniés ont été utilisés massivaetaestle domaine agricole jusque dans les
années 1970, mais leur utilisation a tendance &ndéaepuis. (Mandal et Suzuki, 2002 ;
Fengxianget al, 2003) L’arsenic rentre encore dans la fabricatidrerbicides, raticides,
fongicides et insecticides méme si son utilisafodiminué apres 'avénement des pesticides
organochlorés et organophosphatés. (Cullen et Reit#89 ; Pichardet al, 2005) De
nouvelles pollutions ont fait leur apparition avedtilisation de I'arsenic dans la fabrication
d’antibiotiques (acide 4-hydroxy 3-nitrobenzénearsgRoxarsone, ROX), I'acide nitro-4-
phenylarsonique (Nitarsone, NIT) et acide 4-amimziéaearsenic (acide p-arsanilic, p-ASA))
pour I'élevage de volailles dans certains paysckidlan et Bertsch, 2001) Les travaux de
Bednaret al. (2003) ont montré que ces composés pouvaient d&geadés en especes
inorganiques (toxiques et mobiles) par les nitraiek matiere organique contenus dans les
déjections des volailles. L'As est aussi beaucaupleyé dans I'industrie du bois sous forme
de complexe cuivre/chrome/arsenic (CCA). (Culienal, 1984) Aux Etat-Unis, I'EPA
(Environmental Protection Agency) a interdit 'usages CCA dans le domaine privé
(US EPA, 2002). Enfin, I'As est aussi utilisé comnmmmposant dans les batterie électriques
(améliore la résistance a la corrosion électrigse)i conducteur, agent décolorant (industrie
du verre) (Picharet al, 2005) ou pigment de peinture (CuA3QChoonget al, 2007) Il est
aussi couramment employé dans le domaine médiahdal et Suzuki, 2002)

I. 1. 4.L’arsenic dans I'environnement

I. 1. 4. a. Arsenic dans I'atmosphere

La production d’AgO;3, le raffinage des minerais de cuivre, la combuastia charbon et du
pétrole représentent les contributions les plus ontamtes d’arsenic a la pollution
atmosphérique. (Pichagt al, 2005 ; Matschullat, 2000 ; Dirgg al, 2001) La concentration
moyenne d’arsenic dans l'air est inférieure & 4mypour les zones reculées et en milieu
rural alors qu’elle peut atteindre des valeurs apées & 50 ng thdans certaines zones
urbaines européennes (European Commission, 200Rutr® part, des concentrations
beaucoup plus importantes (> 1000 ng)nont pu étre relevées & proximité de sites
industriels aux Etats-Unis (WHO, 2001).
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I.1. 4. b. Arsenic dans les sols

La nature, la concentration la mobilité et la digpdité de I'As présent dans les sols sont
étroitement liées aux conditions chimiques (pHaeptiel redox) du milieu considére, et a la
présence d'especes inorganigues ou organiquesleamibretenir I'As. (Seidadt al, 2002)

La forme inorganique As(V), retenue par sorptiorpegcipitation avec les hydroxydes de fer,
de manganése et d’aluminium, est 'espece majmitians les sols présentant des conditions
oxydantes. (Smedley et Kinniburgh, 2002) A I'invergans les milieux réducteurs et acides,
les oxydes de As(lll) et les sulfures d’arsenipsEsentent comme les formes les plus stables.
(Sadiq, 1997)

D’autre part, I'activité microbienne joue également role important dans la répartition de
I'As dans les sols. En effet, certains micro-orgams sont capables de réduire ou d’oxyder
I'arsenic minéral. (Ahmanet al, 1997) Ainsi, les formes MA, DMA et TMAO peuvertté&
retrouvées dans certains sols suite a la bio-nmadibyl des espéces inorganiques par ce type
de micro-organismes. Néanmoins, la présence deam®aposés est aussi liée en partie a
I'activité agricole (pesticides et fertilisants).ofnbi et al, 2000) De plus, la réduction du
Fe(lll) en Fe(ll) par des bactéries spécifiquessd&s zones anoxiques entrainerait le

relarguage de I'As(V) adsorbé.

I.1.4.c. Arsenic dans les eaux

La concentration moyenne de I'As total dans I'eaunder est de I'ordre de 1 & 2 pg.L
(Nakazatoet al, 2000) Dans les eaux douces, la teneur moyenmes ¢atal est inférieure a
10 pg L' (sauf en cas de pollution anthropogénique spégfi@ certaines régions).
(Mandal et Suzuki, 2002 ; Smedley et KinniburghD20Les eaux souterraines présentent
généralement des teneurs similaires méme si cestaiaux peuvent atteindre 1000 g L
(Gonget al, 2006) La présence de l'arsenic dans ces eauest sa mobilisation dans les
sols. Les conditions géochimiques du sol traversgé les eaux douces conditionnent la
concentration en arsenic. (Kiet al, 2003 ; Smedley et Kinniburgh, 2002) La dissoluted

la spéciation de I'As dans les eaux naturelles goavernées principalement par des facteurs
physico-chimiques (pH, réactions redox, etc.). Aitss formes As inorganiques sont les
composés majoritaires dans les eaux. (Datisal, 2000) Néanmoins, les espéces As
organiques peuvent étre rencontrées (généralemefaiitde concentration) dans les milieux

aquatigues possédant une activité microbienne itapi@. (Smedley et Kinniburgh, 2002)
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En effet, l'activité biologique (tout comme dans kols) peut entrainer la réduction de As(V)
en As(lll) ou la méthylation des composés inorgaagen MA ou DMA. (Guérin, 1998)

Des zones aquiferes dans nombreuses régions duem@mgentine, Bengladesh, Chili,
Chine, Hongrie, Inde (région du West Bengale), Mag, Roumanie, Taiwan, Vietnam et de
nombreuses régions des Etats-Unis) présentent dasemtrations importantes en As
(> 50 mg L. Néanmoins, en terme d'exposition de la poputties pays les plus
sérieusement touchés par les probléemes de cont@nisial’arsenic dans les eaux restent
I'Inde et le Bengladesh. (Smedley et KinniburghQ20

La concentration en As dans les eaux souterraieas giteindre 3,2 gt dans certaines
parties de ces régions. (Smedley et Kinniburgh22@isqu’a 90 % des puits sont infectés
dans les districts les plus touchés du sud-estathglBdesh. La population exposée a des eaux
fortement chargées en arsenic est estimée a 3dmsikhu Bengladesh et a 6 millions dans la
région du West Bengale ou environ 5000 patientsévétidentifiés comme présentant une

intoxication a I'arsenic. (Smedley et Kinniburgl®02)

I. 2. Toxicité de I'arsenic

La toxicité de I'As dépend de sa forme chimiqualetson degré d’oxydation. Le composé

minéral le plus toxique est I'arsine (AgHjui se présente sous forme de gaz. Une inhalation
supérieure a4 250 mg I dair de ce gaz est fatal quasi instantanément.
(Bissen et Frimmel, 2003) Les doses létalessflldes espéces arséniées d'intérét chez la

souris ou le hamster sont répertoriées dans ledabll.

Tableau Ill : Doses létales des différents composés arséniés lahsauris et le hamster
(d’aprés Hugues, 2002)

Espéce Animal (quAI?ss?(c‘l)
As,O5 Souris 26
As(l11) Souris 8
As(l11) Hamster 8
As(V) Souris 22
MMA" Hamster 2
MMA Souris 916
DMA Souris 648
TMAO Souris 5500
AB Souris > 4260
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Le classement des toxicité des espéces selon 186 EBt donc le suivant : MMA> As(lll)

> As(V) > As0; > DMA > MMA > AB > TMAO. Généralement, la forme QAH) est
considéréee comme plus toxique que la forme As(¥g @st 60 fois plus toxique selon Jain et
Ali (2000)). Historiqguement, la méthylation de adsux formes inorganiques est présentée
comme un mécanisme de détoxification dans la mesufes formes méthylées MA et DMA
sont considérées comme moins toxiques que les $oimieganiques. (Gebel, 2002)
Cependant, des travaux récents tendent a remetitause cette hypothese en montrant que
les formes trivalentes de MA et DMA pourraient étpdus toxiques que As(lIl).
(Petricket al, 2000 ; Aposhiart al, 2000 ; Styblcet al, 2000 et 2002 ; Dopet al, 2004 ;
Hirano et al, 2004) A linverse des espéces inorganiques, desids organiques telles que
AB, AC, TMAO, TMA" ou les arsénosucres ne sont toxiques qu’a trésidoses. (Kaiset

al., 1992 ; Neff, 1997) Le comité d’experts de I'Orgation Mondiale de la Santé (OMS, ou
« World Health Organization », WHO) a conclu que lespéces organiques arséniées
n’entrainent pas de risques significatifs pouraaté du consommateur. (WHO, 2001)

I. 2. 1.Devenir dans I'organisme humain

L’arsenic absorbé par voie orale se distribue dawns les organes. Néanmoins, en cas
d’intoxication aigué, les concentrations les pluportantes sont retrouvées dans le foie et les
reins, les cheveux et les ongles. (Pichairchl, 2005) Les espéces inorganiques absorbées
passent par une phase de méthylation pour fadditerélimination. (Gebel, 2002) L'arsenic
est ensuite éliminé dans les urines par les réiimifiation de 43 a 63 % de la dose absorbée
en 4 a 5 jours). (Pichaet al, 2005) Les matieres fécales peuvent éliminer jasf@o de la

dose absorbée par la voie orale. (Picledral, 2005)

I. 2. 2. Toxicité aigué

L'empoisonnement aigu a l'arsenic est rare. Il sstivent le résultat de lingestion
accidentelle ou suicidaire d’insecticides ou detipees. (Szymaska-Chabowskaet al,
2002)) Les effets aigus de l'ingestion d’As inorgae se manifestent rapidement par des
troubles gastro-intestinaux (diarrhées, vomissesmdré@morragies et douleurs abdominales),
(Choonget al, 2007) accompagnés d’'une instabilité hémodynamauel’une encéphalite
aigué. (Bissen et Frimmel, 2003) Parfois, des tesimusculaires, un cedéme facial ou une

arythmie cardiaque peuvent aussi étre observégm@zka-Chabowskat al, 2002)
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La toxicité de I'As inorganique dépend aussi d'astfacteurs tels que l'état de santé, le
régime alimentaire, I'age, le sexe et les dispositigénétiques. Enfin, la toxicité est liée au
degré d’exposition & cet élément. En effet, uneedirs 0,1 & 0,3 g As jourest fatale & un
individu non exposé a l'ingestion d’arsenic alooe dg méme dose pourra étre supportée sans
manifestation d’empoisonnement aigu par un indivddumis a une exposition chronique a

I'arsenic. (Bissen et Frimel, 2003)
I. 2. 3. Toxicité chronique

La grande majorité des effets lies aux dérivés 'desdnic est induite par les dérives
inorganiques. L'un des organes cibles lors d'ungestion chronique est la peau.
(Choonget al, 2007) L’hyperpigmentation et les kétaroses sarpaumes des mains et les
plantes des pieds sont caractéristiques.(Caus8g, ;20hoonget al, 2007) Ces effets cutanés
apparaissent pour des niveaux d’exposition de forde 0,01 & 0,1 mg As Kgjour™.
(Pichard et al, 2005) Ces symptdbmes s’accompagnent deffets @aadculaires,
respiratoires, hématologiques, digestifs, neurgjogs, sur le métabolisme du sucre et sur les

fonctions de la reproduction. (Jain et Ali, 2000)

L’ingestion d’As contenu dans les eaux de boissanssi été associee a la maladie des pieds
noirs (Blackfoot disease) dans le sud-ouest de dmmjiwuite a l'ingestion d’eau de boisson
contenant de l'arsenic correspondant & des dose8,adet & 0,065 mg As Kgjour™
(Chiou et al, 1995) Cette maladie provoque une altération msxjve de la circulation
sanguine périphérigue des pieds, se manifestant @ sensation de froid et
d’engourdissement, des ulcérations et une colorat@re de la peau. (Pichaed al, 2005 ;
Chenet al, 1988 et1996 ; Tsat al, 1999) Si les études a Taiwan démontrent clairémen
lien entre la maladie des pieds noirs et les appsxtessifs d’arsenic par I'eau de boisson,
cette observation n'a pas pu étre mise en éviddaos d’'autres régions. La malnutrition
et/ou des co-expositions jouent aussi probablememble dans I'apparition de cette maladie.
(Pichardet al, 2005)

I. 2. 4.Valeurs toxicologiques de référence

Une Valeur Toxicologique de Référence (VTR) estimgice qui est établi a partir de la
relation entre une dose externe d'exposition asuhstance dangereuse et la survenue d'un

effet néfaste. Le tableau IV présente les VTR gaslipar différents organismes.

-31-



Partie |

Tableau IV : Valeurs toxicologiques de référence (d’apres Pitkaal, 2005)

Source Voie d'exposition F:giiurirtge Valeur de référence Année
WHO  Exposition chronique par voie or: - DHTP = 15 1 mg kg semainé 1996
ATSDR  Exposition aigué par voie orale 10 MRL = 5 10° mg kg* jour? 2007
ATSDR Exposition chronique par voie or: 3 MRL = 3 10* mg kg* jour? 2007
US EPA Exposition chronique par voie o 3 RfD= 3 10* mg kg* jour? 1993
US EPA Exposition chronique par inhalati - ERUi = 4,3 10° ug m® 1998
US EPA Exposition chronique par voie or: - ERUo = 1,5 mg kg jour? 1998

La Dose Hebdomadaire Tolérable Provisoire (DHTR}é&fixée a 15 ug d’As inorganique
par kg de poids corporel et par semaine soit 130jqug® pour un adulte de 60 kg.
(WHO, 1989 et 1996) L’'OMS a également établit uakeur-guide de 10 pg As’iLpour l'eau

de boisson. (OMS, 2001)

L’ATSDR (Agency for Toxic Substances Disease Regjspropose un niveau de risque
minimum (Minimum Risk Levels ou MRL) de 5 £0ng kg" jour® pour une exposition aigué
(1 a 14 jours) par voie orale a I'arsenic inorgaerigfATSDR, 2007) Cette valeur a été établie
a partir d'une intoxication massive de 220 perssnmagant consommé de la sauce de soja
contaminée avec de l'arsenic. (Miztaal, 1956) Les doses journalieres ont été estimées a 3
mg jour . Les signes cliniques retenus sont 'oedéme dada et les symptdmes gastro-
intestinaux. Ce MRL a été déterminé en se basarledlOAEL (Lowest Observed Adverse
Effect Level) de 0,05 mg kbjour* en y appliquant un facteur de sécurité de 10.

L’ATSDR propose également un MRL de 3*1@g kg* jour® pour une exposition chronique
(> 365 jours) par voie orale a I'arsenic inorga®q(ATSDR, 2007) De méme, 'US EPA
propose une valeur toxicologique dite « dose déreéte » ou RfD de 3 Tang kg jour™
(US EPA, 1993) Ces deux valeurs, qui prennent empt® I'eau (destinée a la boisson et a la
préparation des aliments) et les aliments commeceesuprincipales d’exposition de la
population générale a I'As, ont été établies aipde deux études épidémiologiques prenant
en compte la «maladie des pieds noirs» ainsi quiyperpigmentation ou une kératose. Dans
les 2 cas, un facteur de sécurité de 3 a été aggphiqur rendre compte de la variabilité inter-
espece.

Enfin, 'US EPA propose une valeur de ERUi (Excegidque unitaire par inhalation) de 4,3
10° ug m* et de ERUo (Excés de risque unitaire par voieeprde 1,5 mg Kg jour™.
(US EPA, 1998) L'ERUI a été établie en prenant empute lI'apparition des cancers
pulmonaires dans les études épidémiologiques @ééalisen milieu professionnel.
(Brown et Chu, 1983a,b ; Enterline et Marsh, 1982)
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l. 2. 5. Effets cancérigénes

L’arsenic inorganique est un cancérigene reconnu poomme par le Centre International
de Recherche sur le Cancer (CIRC) (classé en grdaupARC, 1987)) et par 'US EPA
(classé en groupe A (US EPA, 1998)). Les especeeMMVA ont également été identifiees
comme possibles agents cancérigénes. (Betvah, 1997 ; Thomast al, 2001) L'arsenic est
associé a différents types de cancers (poumores, \fessie et peau) observés chez des sujets
exposés a de [larsenic inorganique par voie orale respiratoire. (Tseng, 1977 ;
Kaltreideret al, 2001 ; Mandal et Suzuki, 2002)

Les différentes études épidémiologiqgues menéesdesupopulations contaminées a Taiwan
(Tseng, 1977 ; Tsengt al, 1986 ; Hsuelet al, 1995 ; Chiowet al, 1995 ; Cheret al, 2004)

ou au Chili (Smithet al, 1998) ont démontré de maniére convergente quexiessitions de
longue durée a l'arsenic présent dans l'eau desdmpbientrainaient une augmentation des
cancers de la vessie, du rein, de la peau, du po@windans une moindre mesure du foie, du
cblon et de la prostate.

Le méme type d’études menées aux Etats-Unis n'appesis d’observer de lien entre la
présence d'arsenic dans I'eau potable & des comtiens supérieures & 10 pg As ket
I'incidence des cancers de la vessie ou du pourada mortalité liée a ces cancers. (Morton
et al, 1976 ; Bategt al, 1995) L'exposition a de plus faibles doses @ars et des effectifs
de population moins importants expliquent probaleleihtes divergences et ne remettent pas

en cause les résultats observés dans les autres pay

I. 2. 6.Besoins essentiels et effets thérapeutiques

Des études ont montré que l'arsenic, malgré sacitéxiétait un élément essentiel au
métabolisme des organismes vivants. (Uthus, 19@#h; et Ali, 2000) Les besoins en arsenic
pour 'homme ont été évalués entre 10 et 20 pgjo(Wthus, 1992)

L’arsenic est aussi connu depuis longtemps pouerdieffets thérapeutiques. Hippocrate
(460-370 av JC) préconisait son utilisation cofdrenalaria ou la syphilis avec des dérivés
organo-métalliques tels que l'arsphénamine etdans@hénamine. Il est aussi conseillé par la
meédecine chinoise traditionnelle contre I'asthméegbsoriasis. (Peterst al, 1996) De nos
jours, il est un des composés du seul traitemenhicdMelarsoprol) contre la maladie du
sommeil (trypanosomiase). Son efficacité a aussidéimontrée avec le trioxyde d'arsenic,

As,O; ou larsenic est a l'état trivalent, dans le dragnt de leucémies aigués

promyeélocytaires (cancer du sang). (Paretal, 2004)
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I. 3. Exposition humaine

La voie orale est la principale voie d’absorptia@vant I'inhalation et I'absorption cutanée.
L'exposition a I'arsenic en dehors du cadre prafass! est essentiellement due a l'ingestion
d'aliments et d'eau contaminés. (Caussy, 2003)dsa ¢burnaliére totale est principalement
constituée par l'apport alimentaire. Les produédalpéche, les légumes, le riz et la viande
(avec l'utilisation de composés arséniés commeléammt animal) constituent les principaux
apports en As de I'alimentation humaine. Néanmdessproduits de la péche sont considérés
comme la source d’exposition majeure de l'arsenictravers de l'alimentation humaine.
(Ballin et al, 1994) En France, I'arsenic total a été estiméamy kg' (min-max 0,68 — 23
mg kg?) dans les poissons, (SCOOP Task 3.2.11, 2004)wurdveau moyen de 2 mg kg
dans le groupe des poissons et les mollusquesustaces, les autres groupes présentant
majoritairement des niveaux inférieurs & 50 pg.Kgeblancet al, 2005)

Cependant, dans certaines régions, c'est I'eawidson qui constitue une source importante
d'exposition & I'arsenic minéral. La directive gérenne (98/83/CE, 1998) fixe a 10 piglha
concentration maximale en arsenic admissible dassehux destinées a la consommation
humaine.

En France, I'apport journalier moyen par I'alimérda chez les adultes («<normoévaluants»
de 15 ans et plus) a été estimé a 109-147 ug diarssal par la méthode des repas dupliqués
(Leblancet al, 2000 ; Noékt al, 2003), a 148 ug (dont 95 % proviennent des ptedié la
péche) a partir des données des plans de sureall@COOP Task 3.2., 2004) et a 62 ug par
la méthode de [lalimentation totale francaise (Ehentotal diet study ou FTDS).
(Leblancet al, 2005) Chez les enfants, les estimations vont3ggtjour* (Leblancet al.,
2005) a 101 pg jotfr(dont 91 % proviennent des produits de la pécREJOP Task 3.2.11,
2004).

Les estimations moyennes au niveau européen dansprieduits de la mer varient
considérablement d’'une matrice & l'autre et setsnpays : de 0,019 (Gréce) & 18 md kg
(Belgique) pour les poissons et les produits dmda. (SCOOP Task 3.2.11, 2004) A partir
d’études similaires, les estimations au niveau megn et au niveau international varient
respectivement entre 0,001 pour le Portugal (étaédbsée uniqguement sur des boissons) et
309 pg jour pour I'ltalie (dont 99 % proviennent des produite la péche).
(SCOOP Task 3.2.11, 2004) Toutefois, seule undefgitmportion (1-20 %) de I'arsenic total
est présent sous les formes inorganiques les pkigues. (Edmonds et Francesconi, 1993 ;
Schoofet al, 1999)
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Cependant, une grande incertitude persiste swrstasations dans la mesure ou la proportion
d’arsenic inorganique dépend en grande partie datlare des aliments ingérés. Les poissons
et les fruits de mer semblent avoir une faible teren arsenic minéral (< 1 % a 10 % selon
les études). (Schoddt al, 1999) En revanche, la concentration en arsennemal est plus

élevée dans la viande, la volaille, les produitsels et les céréales. (WHO, 2001)
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PARTIE II.

OPTIMISATION PAR PLAN D’EXPERIENCES
D'UNE METHODE DE SEPARATION DE COMPOSES ARSENIES
PAR COUPLAGE HPLC/ICP-MS
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Il. 1. Introduction

Cette partie est consacrée aux principes des malthigids utilisées et présente les aspects
généraux doptimisation de la méthode de séparatordifférents composés arséniés par
couplage HPLC/ICP-MS, a partir d'un article puld&ns « Journal of Analytical and Atomic
Spectrometry » (Article 1). Aprés avoir justifié Ehoix du systéme analytique retenu en
deétaillant I'état de I'art de la spéciation de $anic, nous exposerons les aspects théoriques et
pratiques de I'optimisation des parametres de séparet de détection des especes arséniées
par la méthode des plans d’expériences.

Deux conditions chromatographiques différentes @tdt optimisées dans cette partie de
I'étude. La premiére correspond a la séparation7desmposés As généralement retrouvés
dans les produits de la péche (As(lll), As(V), MBMA, AB, TMAO et AC), objectif
principal de ce projet. La deuxieme étude englabgéparation de ces 7 composés auxquels
nous avons ajouté 2 composés anticoccidiens (Blditimentaires) susceptibles d’étre
retrouvés dans les volailles d’importation : la asone (ROX) et I'acide p-arsanilique (p-
ASA). A noter que cet objectif a été rajouté enemep a la demande de la Direction Générale
de I'Alimentation (DGAI) dans un contexte de cris&nitaire dans la filiere « volaille » en
France et en Europe afin d’évaluer si ces compps#@sgaient étre autorisées temporairement
sur le territoire en prévention de I'histomonosédaddinde. Suite au refus d’autorisation par la
Direction Générale de la Santé (DGS) estimant lageesité trop importante de ces
composés et de ses métabolites, lorsqu’ils soliségicomme additifs dans I'alimentation
animale, et faute de financement, cette étude a® §é poursuivie ultérieurement. En
conséquence et dans un esprit de synthese, ssulésidtats concernant la séparation de 7
especes arséniées seront détaillés. Ceux concéarsgaration de 9 especes arséniées seront

brievement exposés en fin de partie et en annexe 1.

II. 2. Spéciation de I'arsenic : état de l'art

La nécessité de la spéciation de I'arsenic estrappau début du vingtiéme siécle a la suite de
la découverte de fortes teneurs en arsenic danmsddsiits de la péche. C’est dans les années
70 que la technique de génération d’hydrure (HGdeige a une deétection par spectroscopie
d’absorption atomique (SAA) a été utilisée pouségaration des 2 composés inorganiques
(As(lll) et As(V)) et des deux composés meéthylésA(dt DMA). (Braman et Foreback,
1973) Cependant, cette méthode est apparue rapitiéimaée pour la spéciation de I'arsenic

dans des matrices complexes. (Francesconi et Ki2064)
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Au cours des derniéres décennies, diverses tedmsigunt été développées pour
I'identification et la quantification des différaat espéces arséniées: techniques
spectrophotométriques, HG-(CT)GC-AAS(ou AFS), HPHG-AAS (ou AFS), GC-MS,
HPLC-ESMS, HPLC-ESMS-MS, CE-UV, CE-MS, spectroseopgbar rayon X, etc..
(Francesconi et Kuenelt, 2004) Cependant, les neases revues de synthese abordant la
spéciation de l'arsenic (Guériet al, 1999 ; Gonget al, 2002 ; Francesconi et Kuenelt,
2004 ; B'Hymer et Caruso, 2004 ; ket al, 2004 ; Leermakerst al, 2006) montrent que la
grande majorité des travaux utilise une méthodséparation basée sur la chromatographie
liquide haute performance (ou « High Performanauid Chromatography », HPLC) et une
détection par plasma induit couplé a un spectraméé masse (ou « Inductively Coupled
Plasma — Mass Spectrometry », ICP-MS). Ce coupbegeet de combiner une méthode de
séparation simple, rapide et reproductible avecsysieme de détection sensible, juste et

fidele et possédant une large gamme dynamique.

II. 2. 1. Méthode de séparation par HPLC

Selon les conditions de pH, les espéces arséngéagept étre cationiques, anioniques ou
neutres permettant leur séparation par chromatbgrappar appariement d’ions
(Le et al, 1998 ; Moldovaret al, 1998 ; Wangkarn et Pergantis, 2000amaokaet al,
2001 ; Wrobelet al, 2002 ; Karthikeyan et lyer, 2004 ; Kannamkumarethal, 2004 ;
Panet al, 2007 ; Rabielet al, 2008), par exclusion stérique (de maniére begucoains
importante) (Nakazatoet al, 2000) ou par échange dions (ou «lon exchange
Chromatography », IEC). Cette derniére est la séjoarla plus largement répandue. (Guérin
et al, 1999 ; Gonget al, 2002 ; Francesconi et Kuenelt, 2004 ; B'HymefCatuso, 2004 ;

Le et al, 2004 ; Leermakerst al, 2006)

Différentes combinaisons de colonne(s)/éluant($)étd envisagées dans la littérature pour la
séparation simultanée des especes inorganiqueBl(A&$(As(V)), méthylées (MA et DMA)
et organiques (AB, TMAO, AC, TMA etc.). Par esprit de synthése, seules les édeg
rapporté une séparation d’au moins 5 especes Akt et présentes dans les produits de la
péche (As(lll), As(V), MA, DMA, AB), et ayant étéupliées depuis 1998 seront considérées
dans le cadre de ces travaux. Les tableaux V gir®8entent 'ensemble de ces études en

distinguant leur mode d’élution (mode isocratiquegoadient, respectivement).
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A noter que les temps de rétention (lorsqu’ilsegtadisponibles) sont donnés uniquement a
titre indicatif, car trés souvent repérés visuedamsur les figures ; ce parameétre ne figurant
quasiment jamais dans les résultats, il est implessle savoir s’il s’agit d'un temps de

rétention corrigé ou non. D’autre part, seulesntedrices biologiques testées sont indiquées.

Enfin, la signification des nhombreuses abréviatiotiésées, indispensables pour alléger ces
tableaux, est indiquée en légende.
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Tableau V : Seéparation des espéces arséniées en mode isoeratiqu

Colonne(s)

LC SAX*
LC scxt
LC SAX*
LC scxt
PRP X108
Lc-scxt
PRP X108
Lc-scxt
PRP X108
LC scxt
PRP-X108
Zorbax 306
GL-IC-A15"
GL-IC-C75'
GL-IC-EM*
c7sLt
PRP X108
Lc-scxt
PRP X108
Lc-scxt
PRP X108
LC scxt
PRP X108
LC scxt
PRP X108
PRP X208

Phase mobile
(composition)

15 mM NHH,PO,
20 mM GHsN
20 mM PO /HPO*
20 mM GHsN
20 mM NHH,PO,
10 mM GHsN /CH,0,
50 mM PG /HPO,*
20 mM GHsN
30 mM HPOy
20 mM GH:N
20 mM NHH,PO,
20 mM GHsN

4 mM NHH,PO,

5 mM H,C,0,

6,7 mM NHH,PO,
6,7 MM GHsN
6,3 MM NHH,PO,
6,3 MM GHsN
30 mM HPOy
20 mM GHsN
20 mM NHH,PO,
20 mM GHsN
10 mM PQ®
4 mM GHgN

pH

51
2,0-3,0
4,2
3,0
3,0-5,0
5,6
6,0
2,7
6,0
2,9
5,6
2,2

2,6

6,0
2,6
6,0
2,6
6,0
2,9
4,5-5,6
2,4
6,0
2,8

Débit

(mL min?)

1,0

15

1,5

1,3

1.3
1,0

15

1,2

1,2

1,0

1,0

1,0

15

15

Especes séparéees
et temps de rétentionmin)
As(lll); As(V); MA; DMA; AB
AB; AC: TMA*; TMAO
As(Ill) (2,5); AB (2,8); DMA (3,3); MA (8,7); As(V)11,3)
AB (3,3); TMAO (5,5); AC (6,5); TMA (7,5)
As(Ill) (1,8); DMA (2,1); MA (2,8); As(V) (4,0)
AB (3,5); TMAO (3,9); AC (4,4); TMA (5,6)

As (Ill) (5,0); DMA (6,0); MA (16,0); As(V) (27,0)AB

As(lll) (3,2); DMA (4,0); MA (4,8); As(V) (7,5)
AB (3,7); DMAE (8,3); TMAO (9,3); AC (11,7); TMA(14,2)
As(lll) (2,0); DMA (2,7); MA (3,5); As(V) (7.5)
DMA (1,6); AB (2,0); TMAO (3,2); AC (4,9); TMA (5,5)
As(lll) (3,2); DMA (4,0); MA (4,8); AB (7,5);
TMAO (14,0); AC (21,0); TMAs (23,5); As(V) (27,0)

As(V) (5,5); MA (6,0); As(lll) (6,5); DMA (8,0); AB(16,0);
TMAO (22,0); AC (30,5); TMA (34,0)
As(lll); As(V); MA; DMA; AB
AB; AC; TMA™; TMAO
As(lll); As(V); MA; DMA; AB
AB; AC; TMA™; TMAO
As(lll) (3,2); DMA (4,0); MA (4,8); As(V) (7,5)

AB (3,7); DMAE (8,3); TMAO (9,3); AC (11,7); TMA(14,2)
As(lll) + AB (1,5); DMA (2,0); MA (3,5); As(V) (6,3
AB (3,5); TMAO (4,9); AC (5,6); TMA (6,8)
As(lll) + AB (2,7); DMA (3,8); MA (5,3); As(V) (12,3)
As(lll) (2,3); AB (3,3); DMA + MA + As(V) (5,3)

Matrices analysées Références

DORM 1°, DORM 2 Goessleet al. (1998)

Geiszingeet al.

Vers de terre (1998)

Requins Hanaokeet al. (1999)

Urine, SRM 2670 R L

(1999)
Algues, rein, foie, muscle, urine  Feldmanret al.
sang (2000)
Algues Madsenet al. (2000)
Urine Sakaiet al. (2001)
Urine Sakaiet al. (2001)
phoques Ebisudaet al. (2002)

Foie d’animaux marins, DORM'Z2 Kubotaet al. (2002)

Vers de terre Langdonet al. (2002)

Poissons, DORM2TORT 2 Kirby et Maher

(2002)
Poulet, riz, poissons, NIST 1568: Pizarroet al.
DORM 2 (2003 a et b)

! Supelcosil,2 Hamilton, ® Hellwett Packard? Gelpack,® Int. Chromato.® Nucleosil,” Agilent, ® Waters,® Dionex, ° Micromass,!* Asahipak,'? Asahipak,™® Shodex,? aiguillat, ® urine, ¢ farine de riz,% thon
® hepatopancreas d’homafdlgues
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Tableau V (suite)

Colonne(s) Phase mobile (composition

PRP X100 10 mM (NH,),CO;
PRP X208 50 mM (NH,),CO;
PRP X108 20 mM NaHPO,

LC scxt 20 mM GHsN

ION 120 30 mM NHHCO; + 2% MeOH

5SA° 30 mM GH:N + 2% MeOH

PRP-X108 20 mM NHH,PO,
Zorbax 300 20 mM GHsN
PRP-X106 20 mM NHH,PO,
Zorbax 300 20 mM GHsN
PRP X108 20 mM NHH,PO,

LC scxt 20 mM GHsN
PRP-X108 20 mM NHH,PO,
Zorbax 300 20 mM GHsN
PRP-X106 20 mM NHH,PO,
Zorbax 300 10 mM GHsN
PRP X108 30 mM (NH,),CO,

PRP X108 15 mM GHgOs
Pak AHF 10 mM NaHPOy/ NaHPO, (4/1)
Pak Anion HR 10 mM (NH,),CO;

lon-Exchang® 10 mM NH,;NO;

PRP-X108 10 mM HPQ?/ H,PO;
Pak Anion HE 10 mM (NH,),COspH
ES-502N 7¢2 15 mM GHgO;
ES-502N 7¢2 15 mM GHgO;

RSpak NN-12* 36 mM CHO, + 2 mM NHHCO,

9,0

5,6
2,6
10,0
3,0
5,6
2,3
5,6
2,6
5,6
2,6
6,0
2,6
6,0
2,3
9,0
29

6,0
10,0

8,5

10,0

2,0

2,0
2,8

Débit
(mL mint)
1,0
1,5

1,0

15
1,5
15
15

15
1,0
15
0,5

1,0
0,4

15
1,0
1,0

1,0
0,8

Espéces séparées
et temps de rétention (min)

AB (5,0); As(lll) (8,0); DMA (9,5); AC (12,0); MA16,0); As(V) (20,5)

AB + AC + As(lll) (2,0); DMA (2,3); MA (4,6); As(V)(9,8)
AB; AC; As(lIl)

AB+DMA+As(III) (2,0); MA (7,8); As(V) (11,3)
As(V) (2,5); DMA (3,5); AB (4,3); TMAO (6,5); AC (2)
As(ll1) (1,8); DMA (2,7); MA (4,7); As(V) (9,7)
DMA (1,3), AB (1,8); TMAO (2,5); AC (3,3); TMA (4,0)
As(I11) (1,8); DMA (2,2); MA (4,5); As(V) (8,5)

AB (2,0); TMAO (2,9); AC (3,8); TMA (4,4)

As(ll1) (2,0); DMA (2,8); MA (5,0); As(V) (9,8)

AB (4,2); AB2 (7,8); AC (8,5); TMA (10,5)

As(lll); DMA; MA; As(V)

AB; TMAO; AC; TMA™
As(I11) (2,0); DMA (2,7); MA (3,5); As(V) (7,5)
DMA (1,6); AB (2,0); TMAO (3,2); AC (4,9); TMA (5,5)
AB + AC (2,5); As(lll) (3,0); DMA (4,0); MA (9,0)As(V) (17,0)
AB (6,6); MA (7,0); DMA (8,3); As(lll) (11,6); As(Y (19,7)

AB (1,8); As(lll) (2,3); DMA (3,3); MA (3,8); As(V)(11,5)

AB (0,9); As(Ill) (1,4); DMA (2,3); MA (3,9); As(V)5,0)
As(V) (7,1); MA (8,0); DMA (9,1); As(lll) (10,8); B (12,9)

AB (1,5); As(Ill) (1,9); DMA (2,6); MA (4,0); As(V) (10,5)

AB (3,0); DMA (4,8); As(lll) (7,4); MA (12,0); As(Y(15,2)

AC (2,3); AB (2,7); DMA’ (3,0); MAY (3,7); As(lll) (4,0);
DMA™ (5,0); MA" (6,0); As(V) (8,2)

AC (2,3); AB (2,7); DMA’ (3,0); MAY (3,7); As(lll) (4,0);
DMA" (5,0); MA" (6,0); As(V) (8,2)

As(V) (3,0); MAY (4,0); DMA" (4,5); As(lll) (5,0); DMA’ (6,0); AB (13,0)

Matrices analysées Références

Nourriture Milstein et al. (2003)
Quaghebeuet al.
Plantes (2003)
DORM 2 Falk et Emons (2000)

Zheng et Hintelman

Poissons d’eau douce (2004)

Schaefferet al.
(2006)

Eaux, algues, plantes, produits d
péche

DORM 2 TORT Z, CRM 279  Fosteret al.(2007)

Ruiz-Chancho

Plantes et al. (2008)

Rodriguezet al.
(2008)

Ackley et al. (1999)
Chenet al. (2002)

Van den Broeclet al.
(1998)

Sauces de poissons

DORM 2, poissons
Urine, SRM 2670h

Plantes, graines

Carrottes Velaet al. (2001)
Eaux Xie et al. (2002)
Riz; SRM 15683 poulet, poissons
CRM 627 Sanzet al. (2005a)
. Heitkemper et al.
Riz, SRM 15684 (2001)
Urine; SRM 2670F cheveux, Mandalet al.

ongles (2001,2003,2004)

Suzukiet al. (2001,

Fluides corporels 2002)

! Supelcosil, 2 Hamilton, * Hellwett Packard? Gelpack,® Int. Chromato.? Nucleosil,” Agilent, 8 Waters,® Dionex, 1° Micromass,!! Asahipak,'? Asahipak,’® Shodex,? aiguillat, ® urine, ¢ farine de riz,% thon

® hepatopancreas d’homafdlgues,
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Tableau VI : Séparation des espéces arséniées en mode gradient

Colonne Phase mobile (composition)
PRP X106 Eluant A : 5 mM NHNO; + 5 mM (NH,),CO;
Eluant B : 50 mM NENO; + 5 mM (NH;,),COs
Eluant A:12,5 mM (NH),CO;
PRP X100 Eluant B: 50 mM (NH),CO;
Eluant A:15 mM (NH),CO;,
PRP X100 Eluant B: 50 mM (NH),CO;
PRP X100 E[uant A: 0,25 mM (NH),H,PO, + 2% MeOH
Eluant B: 20 mM (NH),H,PO, + 2% MeOH
Eluant A:15 mM (NH),CO; + 2% MeOH
PRP X100 £ o0t B 50 mM (NH),COs+ 2% MeOH
Eluant A : HO
PRP X100 Eluant B: 50 mM (NH),CO;
Eluant A : 5 mM (NH),CO;,
ION 120° Eluant B : 0,2 M (NH),COs
ION 126 Eluant A : 5 mM (NH),CO; + 2% MeOH
Eluant B : 50 M (NH),COs+ 2% MeOH
Eluant A: 40 mM (NH),CO;,
ION 120° Eluant B: 70 mM (NH),CO;
3 Eluant A: 0,1 mM KSO,
ALY Eluant B: 100 mM KSO,
Eluant A: 0,4 mM HNQ
lonpac AS4A Eluant B: 50 mM HNQ
Eluant A: 0,4 mM HN@
lonpac AS4A Eluant B: 50 mM HNQ
Eluant A: 0,5 mM HNQ@
lonpac AS 7 Eluant B : 50 mM HNQ
lonpac AS 4 Eluant A:0,4 mM HN@+ 0,05 mM BDSA
P Eluant B: 50 mM HN@+ 0,05 mM BDSA
lonpac AS 4 Eluant A: 0,4 mM HNQ@+ 0,05 mM BDSA

Eluant B: 50 mM HNGQ+ 0,05 mM BDSA

pH
9,0
8,5
8,5
9,0-8,8

9,0

7,0
9,5

10,3
10,3
10,5

10,2

3,4
1,3
3,4
1,3
3,3
1,3
3,4
1,3
3,4
13

Débit

(mL mint)

1,0

0,8

0,8

1,0

1,0

1,2

1,2

1,0

1,0

1,0

AB + AC (3,9); As(lll) (5,8); DMA (7,9); MA (9,9);A(V) (11,1)

AB (1,8); AC (1,9); As(lll) (3,0); DMA (5,5); MA (Z,0); As(V) (26,0

As(1ll) (2,0); MA (3,5); DMA (5,0); As(V) (7,0); AB (8,5)AC (10,2);

Especes séparées

et temps de rétention (min) Relelciees

Matrices analysées

McKiernanet al.
(1999)

AB (1,8); AC (1,9); As(lll) (3,0); DMA (5,5); MA (9,0); B’Hymer et Caruso
As(V) (26,0) HEIES (2002)

TORT 2 Brisbin et al. (2002)

Poissons, DORM?%2

AB (2,6); As(lll) (4,1); DMA (8,3); MA (10,5); As(Y (13,7) DORM 2 Falk et Emons (2000)

AB (2,0); As(lll) (3,3); DMA (4,3); MA (6,8); As(V)8,0) Urines, DORM 2, poissons  Wanget al. (2007)

AC (1,1); AB (1,5); As(lll) (3,0); DMA (5,2); MA (D,5); As(V) (12,5 Produits de la péche, TORY Z Caoet al.(2008)

AB (1,5); DMA (2,3); As(lll) (3,1); MA (6,4); As(VX7,1) Urine Ritsemaet al. (1998)

AB (1,5); DMA (2,5); As(lll) (3,5); MA (5,8); As(V)6,0) DORM 2* Falk et Emons (2000)

AB (1,7); DMA (2,4); As(Ill) (3,0); MA (5,6); As(V)7,5) Urine, SRM 2676 Wei et al. (2001)

Fitzpatricket al.
(2002)

Karthikeyan (2004)

AB (2,7); DMA (3,7); MA (16,7); As(lll) + As(V) (1$B)

As(lll) (1,2); MA (1,9); DMA (4,4); As(V) (5,7); AB(8,0); DORM 2, produits de la péche
TMAO (9,7); AC (10,3); TMA (11,8) algues
As(lll) (1,2); MA (1,9); DMA (4,4); As(V) (5,7); AB(8,0);

Huftres, TORT-2

Algues, crevettes AT

TMAO (9,7); AC (10,3); TMA (11,8) et al. (2003)
As(lll) (2,7); MA (4,4); DMA (6,0): As(V) (7,4), AB(10,0): AC (11,9 DORM 2, eaux Mattusﬂ‘g%ts‘;"e”””‘
As(ll) (2,0); MA (3,8); DMA (5,5); As(V) (7,0); AB(9,8); . Londesborough
TMAO (11,8); AC (12.5): TMA (13,7) DORM 2. champignons et al(1999)

TMAO (10.3) TMA" (11.3) Plantes, BCR 402BCR 279  Schmidtet al.(2000)

Y Hamilton,? Int. Chromato.® Benson? Dionex,aaiguillat,b hépatopancreas de homdrthon,? urine,® tréfle blanc! algues? moules
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Tableau VI (suite)

Colonne

lonpac AS 7

lonpac AS 7

lonpac AS 7

lonpac AS?

lonpac AS?

lonpac AS?

lonpac AS
14"

lonpac AS
14"

Phase mobile (composition)

Eluant A: 0,4 mM HN@ + 0,05 mM BDSA
Eluant B: 50 mM HN@+ 0,05 mM BDSA

Eluant A: 0,5 mM HNQ+ 0,05 mM BDSA
+0,5 % MeOH
Eluant B: 50 mM HNG+ 0,05 mM BDSA
+0,5 % MeOH
Eluant A: HO
Eluant B: 300 mM HN@
Eluant A: 0,5 mM CHCOOH-CHCOONa
Eluant B: 25 mM HNQ@

Eluant A: 0,4 mM HNQ
Eluant B: 50 mM HNQ

Eluant A: 2,5 mM NHH;PO,
Eluant B: 50 mM NHEH,PO,

Eluant A: 2 mMNH,H,CO; + 2,2 mMC,H¢Os
Eluant B: 2 mMNH,4H,CO; + 45 mMC4HgOsg

Eluant A: 1,5 mMNH,),CO,
Eluant B: 12 mMNH,),CO;
Eluant C: 20 mMNH,),CO;

pH
3.4
1,3
3,3

13

7,0
0,5
4,8
1,6
3,4
1,3

2,6
1.3

8,2

8,7

Débit
(mL mint)

1,0

1,0

1,0
0,5
1,0

1,0

1,0

15

Espéces séparées
et temps de rétention (min)

As(lll) (2,0); MA (3,5); DMA (5,0); As(V) (6,8); AB(8,5);
AC (10,5); TMAO (11,0); TMA (11,3)

As(lll) (1,7); MA (3,2); DMA (5,0); As(V) (6,9); AB(9,8);
TMAO (12,0); AC (13,0); TMA (14,2)

As(lll) (1,8); MA (1,9); As(V) (2,1); DMA (4,1); AB(7,0)

As(1ll) (2,5); DMA (5,8); MA (7.5); As(V) (10,0); B8 (12,5);
TMAO (18,5); AC (21,0); TMA (22,0)

As(lll) (1,5); DMA (3,7); As(V) (5,8); AB (6,8); TM\O (7,8)
AB (1,5); DMA (1,8); As(lll) (3,0); MA (8,8); As(V)(14,8)

AB (2,3); As(lll) (2,6); DMA (3,3); MA (4,5); As(V) (9,8)

AB (2,0); As(lll) (3,5); DMA (5,8); MA (16,7); As(V) (22)

! Hamilton,? Int. Chromato.? Benson? Dionex,? aiguillat, ® hépatopancreas de homdithon,® urine,® tréfle blanc algues? moules
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Matrices analysés Références

Plantes Mattuschet al. (2000)

Kohlmeyeret al.
(2002, 2003,
2005)

DORM 2, BCR 477, Huitres,
Algues, Produits de la péche, r

Poissons Jacksoret al. (2002)

Produits de la péche DORM Z Simonet al. (2004)

Plantes Dauset al. (2005)

Eaux Ronkartet al. (2007)

Lindemann

Eaux, SRM 2670h DORM 2 et al. (1999 2000)

Eaux Duarteet al. (2007)
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Il. 2. 1. a. Séparation en mode isocratique

Généralement, les colonnes échangeuses d’aniodXRB0 ou LC SAX), associées a une
phase mobile phosphatée ou carbonatée, sont esilipdur la séparation des especes
inorganiques (As(lll) et As(V)) et des espéces wlédts (MA et DMA) alors que la
séparation par échanges cationiques (PRP-X 2006CK, Zorbax 300 SCX ou IC-CS-10),
avec un éluant constitué de pyridingKigN) ou d’acide formique (CkD.), est utilisée pour
les espéces organiques (AB, AC, TMAO, TRKAetc). (Guérinet al, 1999 ;
Gong et al, 2002 ; Francesconi et Kuenelt, 2004 ; B’Hymer Gdruso, 2004) Une
combinaison de ces deux méthodes est courammdis@tpour séparer I'ensemble des
especes concernées mais engendre fatalement umeeraation significative du temps

d’analyse (temps de séparation et temps de stibisdes colonnes).

L'utilisation unique d’'une colonne a échange d’'asi@n mode isocratique apparait délicate
dans la mesure ou la résolution des pics AB et IBs@st généralement faible.
(Ackley et al, 1999 ; Van den Broeckt al, 1998 ; Velaet al, 2001 ; Xieet al, 2002 ;
Sanzet al, 2005a) Toutefois, les travaux de Zhestgal. (1999) et Cheret al. (2002) ont
démontré que l'acide tartrique 4@0Os), utilisé comme éluant, forme un complexe anioaiqu
avec l'arsénite, permettant une séparation de Josas (As(lll), As(V), MA, DMA et AB)

en moins de 15 minutes. Une autre étude réalise8aeerwynet al. (1997) montre qu’il est
possible de séparer ces 5 composés en optant peucalonne LC SAX avec un éluant
phosphaté. Néanmoins, ces travaux se sont limités anatrices relativement peu complexes
(eaux et urines). De méme, Heitkemperal. (2001) rapporte la séparation des 5 composés
avec une colonne Pak Anion HR associée a une phabée carbonatée. D’autre part, la
colonne ES 502N7C (Asahipak), associée a une pmadeéle constituée d’acide citrique
(CeHgOy), permettrait aussi une séparation satisfaisaggecdmposés considérés en moins de
10 minutes. De plus, cette colonne offre la pob&bde distinguer les formes trivalentes
MA(III) et DMA(II) des formes pentavalentes MA(Mt DMA(V). Cependant, ce type de
colonne a exclusivement été utilisé pour lanalyste fluides biologiques.
(Mandalet al, 2001, 2003 et 2004 ; Suzuli al, 2001 et 2002) Quelques travaux rapportent
I'utilisation d’autres colonnes alternatives en madocratique telle que la colonne RSpak
NN-14 (Shodex) (Suzuket al, 2001 et 2002) associée a une phase mobile gpéxifi
Néanmoins, ces travaux restent également limitdssamatrices liquides (eaux ou fluides

corporels).
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En conclusion, la séparation simultanée des conspas#niés organigues et inorganiques,

hormis quelques exemples, parait délicate en nsmbedtique.

Il. 2. 1. b. Séparation en mode gradient

Quelgues travaux ont décrit la séparation en madelignt des 5 composés considérés
(As(11), As(V), MA, DMA, AB) avec une colonne a kange d’ions du type PRP-X100
(McKiernanet al, 1999 ; B'Hymer et Caruso, 2002 ; Briskeh al, 2002 ; Falk et Emons,
2000 ; Wanget al, 2007 ; Cacet al, 2008), ION 120 (Ritsemat al, 1998 ; Weiet al,
2001 ; Falk et Emons, 2000), AX10 (Fitzpatretkal, 2002).

Depuis une dizaine d’années, un nombre croissarttadg@ux rapportent l'utilisation des
colonnes échangeuses d'anions du type lonpanéX en mode gradient. Les travaux de
Mattusch et Wennrich (1998) et Londesboroeglal. (1999) ont été les premiers a rapporter
I'utilisation de la colonne lonpac AS 7 pour la agiion simultanée d’espéces As en mode
gradient. Celle-ci, associée a un éluant composéidE nitrique (ou chlorhydrique) en
présence (ou non) d’'agents d’appariement d’ionsléacenzene 1,2-disulfonique, (BDSA)),
permet la séparation satisfaisante de nombreux as@sparseniés. Ainsi, une étude réalisée
par Kolhmeyeret al. (2002) décrit la séparation de jusqu’a 17 espacgmniées (incluant les
especes inorganiques, méthylées, organiques ebtasgeres) dans un échantillon d’huitres,
en moins de 20 minutes. D’autre part, notons qu#liation d’autres colonnes du type
lonpac a été rapportée telles que la colonne lo@a4A (Karthikeyan et lyer, 2004 ;
Karthikeyan, 2004), AS9-HC (Koellenspergsral, 2002), AS11 (Bissen et Frimmel, 2000 ;
Vassilevaet al, 2001) ou AS14 (Lindemanet al, 1999 et 2000 ; Duartet al, 2007). Les
travaux de Jackson et Bertsch (2001) et Jacksah (2003) montrent que les especes ROX
et p-ASA peuvent aussi étre séparées dans ledleslavec I'utilisation d’'une colonne AS16
avec des temps de rétention inférieurs a 10 min@egaines colonnes (AS11 ou AS14) ont
ete testées pour la séparation simultanée d’es@gséniées et séléniées. (Vassileval,
2001 ; Lindemanmt al, 1999 et 2000) L’avantage considérable de ce dgpeolonne réside
dans l'utilisation unique de I'acide nitrique comrékiant, permettant de se soustraire des
problemes d’encrassement de I'lCP-MS susceptiblésedrencontrés avec I'utilisation de
solvants phosphatés ou carbonatés. D’autre pdte celonne a fait I'objet d’études sur
diverses matrices telles que des eaux (MattusdMeginrich, 1998 ; Lindemanet al, 1999

et 2000 ; Duarteet al, 2007 ; Ronkartet al, 2007), des sols (Mattusabt al, 2000;
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Dauset al, 2005 ; Koellenspergeat al, 2002 ; Vassilevat al, 2001 ; Lindemanret al.,
1999 et 2000 ; Bisseat al, 2000), des végétaux (Schmiekt al, 2000 ; Mattusclet al,
2000 ; Dauset al, 2005 ; Londesborougét al.,1999), du riz (Kohimeyeet al, 2003), des
volailles (Jackson et Bertsch, 2001 ; Jacksbtnal, 2003) et des produits de la péche.
(Simonet al, 2004 ; Karthikeyan, 2004 ; Karthikeyan et lye®d02 ; Mattusch et Wennrich,
1998 ; Londesborought al., 1999 ; Kohlmeyeret al, 2002, 2003 et 2005 ; Jacksehal.,
2002 ; Lindemanet al, 2000)

[l. 2. 2. Méthode de détection : ICP-MS

Il. 2. 2. a. Historique

Le premier couplage entre un plasma de gaz rackstsnpar haute fréquence (Inductively
Coupled Plasma ou ICP), utilisé pour dissociernedécules et ioniser les atomes et un
spectrometre de masse, a été élaboré en 1980 gtarcralisé pour la premiére fois en 1984.
Ces systémes ont commenceé a se démocratiser daarmiées 90 jusqu’a nos jours. Plusieurs
revues récentes ont répertorié les études fondamesnet développements pour ce type
d’appareils (Bacoret al, 2007 et 2008 ; Beauchemin, 2008), ainsi querkstix réalisés
pour la détermination d’éléments d'intérét et darlspéciation dans diverses matrices
biologiques ou alimentaires.(Lobinsket al, 2006 ; Taylor et al, 2006 et 2007 ;
Caparet al, 2007)

Il. 2. 2. b. Principe

Le plasma est obtenu en générant un champ magegiaupassage d’'un courant électrique
de haute fréquence a travers une bobine refroidieueant la torche. Une étincelle est
produite dans I'argon au sein de la torche, erdargifiarrachement de certains électrons aux
atomes de ce gaz rare. Ces électrons sont accdéléarés le champ magnétique ou ils
provoquent de nombreuses collisions avec de nowvedwmmes d’argon, engendrant de
nouvelles ionisations. Par ces collisions en challa@gon est transformé en plasma
(constitué d’atomes d’argon, d’électrons et d’idfergon), appelé plasma a couplage inductif
(ICP).
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L’ionisation de la plupart des éléments de I'échiamt dans le plasma peut se résumer par les
équations chimiques suivantes :

Ar+X - Ar+ X" +€ ou €E+X - X'+e+€ou  Af+X - Ar+ X"
(avec : Ar : atome d'argon, X :atome d’analytegtat excité! :état ionisé, e électron)
Les ions sont extrémement réactifs et peuvent swicer avec d’autres ions pour former des
especes poly-atomiques, essentiellement a l'extééndu plasma, générant ainsi un
phénomene d’interférences. C’est le cas, par examgdh masse sur changégz= 75 pour la
guantification de I'arsenic en présence de chl@esde milieu. En effet, les molécules de
chlore s'associent & I'argon (Ar, gaz vecteur) pimumer des ions poly-atomiqué%r®Cl
qui interferent la quantification de I'As. Considéat que l'arsenic est monoisotopique, |l
existe diverses techniques pour minimiser ces féremces : corrections mathématiques,
technique dite du « plasma froid » ou chambre disioms / réactions. Ce systeme, utilisé
pour la premiére fois dans les travaux de Rowathoek (1989) offre une nouvelle approche
pour réduire ces interférences poly-atomiques.olsiste en une enceinte dans laquelle
circule un gaz ou un mélange de gaz et d’'un mdlépL’élimination des interférents se
produit par collision ou réaction avec le ou leg geesents dans la chambre. L’'ensemble des
aspects concernant l'utilisation de la chambre alksmon (Collision cell technology, CCT)

pour la détermination de I'As total, a fait 'obgun article présenté en annexe 2.
Il. 2. 2. c. Principaux sous-systemes constitutifs de 'lCP-MS

La figure 1 présente le schéma simplifié des difiés éléments constitutifs d'un ICP-MS.

TORCHE A PLASMA INTERFACE SPECTROMETRE

4 bd B d B
% L rY ¥

Ecorceur ¢ oeee ioniques Quadripble Détecteur

Echuntillun{‘.ur J l l

Torche

|

Echantillon
S—

f1

Argon

Pompe turbo Pompe turbo

Figure 1 : Schéma simplifié des difféerents éléments constétatun ICP-MS
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II.2.2.c. 1. La torche a plasma

La torche a plasma sert a créer et a confiner daat§e a l'intérieur de I'inducteur (tout en
isolant électriquement le plasma de I'inducteur)@t assurer le transport et la pénétration de
I'échantillon dans le plasma. Elle est généralensenstituée de trois tubes concentriques en

quartz.

. 2. 2. c. ii. L’interface et les lentilles ioniques

L’interface est constituée de deux cénes succegmfsés d’'un orifice en leur centre, afin de
permettre le passage d’'une portion du plasma. Emier cone, appelé échantillonneur (ou
« sampler ») pénetre dans la décharge et permetralie une portion du plasma. Derriere
cette premiére ouverture, un vide de I'ordre d& P@ est établi par une pompe primaire,
produisant un jet supersonique qui refroidit rapidat le gaz suite a sa grande expansion. Un
second cone, dit écorceur (ou « skimmer »), ayantorifice de diamétre inférieur au
précedent, préléve la partie centrale du jet sop@yge.

L’optique ionique, qui est constituée d’'une ou uss lentilles électrostatiques, permet de

re-focaliser le jet et de le rendre concentriqliaxe du filtre quadripolaire.

ll. 2. 2. c. iii. Le spectrométre de masse

Le spectrometre de masse est un systéme séququiiglermet le passage des ions en
fonction de leur rapport masse sur chargég?( déterminé en fonction de la fréquence
appliguée au quadripble. Chaqguéz sélectionné est séquentiellement envoyé versskeisye

de détection. Ce passage des masses les unedempeggres est tellement rapide que I'on

parle de détection quasi simultanée des élémeandgeét

Il. 2. 2. c. iv. Le systeme de détection

Lorsque les ions sont sélectionnés, ils doivers @étectés. Dans les systéemes multipolaires,
des multiplicateurs d’électrons, qui consistent ten ensemble de plaques, sont utilisés.
Lorsqu'un ion frappe la plaque d'entrée du détectlas électrons secondaires sont générés.
Ces électrons frappent ensuite une autre plaquelilopgiiera €galement des électrons,
entrainant une réaction en cascade. L'intensitéurdes(en coups/seconde (cps)) correspond
au plus au nombre d’ions frappant le détecteurcaque ion n'engendre pas nécessairement

des électrons secondaires.
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[l. 2. 3.Bilan de I'état de I'art

Cet état de I'art de la séparation des espécesi@eséa conduit a plusieurs observations :

- L'application de la méthode sur des matrices alfitaires réelles nécessite une séparation
simple et rapide des especes et l'utilisation diétecteur sensible et robuste. Le couplage
entre la séparation par chromatographie liquide etetection par ICP-MS semble répondre
de la facon la plus pertinente a ces criteres.

- Parmi le large choix de colonnes a échange dftypes de colonnes les plus utilisées pour
la séparation des composés arséniés) testées alditt@rature, il apparait que la colonne
lonpac AS7 (Dionex) semble potentiellement étrehleix le plus adapté pour une séparation
simple, rapide et simultanée des composés inorgasi@t organiques contenus dans des
matrices réelles. De plus, cette colonne nécessituant (acide nitrique) qui s’avere étre le

plus compatible avec la détection par ICP-MS.

Il. 3. Conditions expérimentales

Les réactifs et matériels utilisés dans cette ésaté décrits dans l'article I.

Il. 3. 1. Couplage HPLC/ICP-MS

L'ICP-MS utilisé pour cette partie de I'étude est BQ ExCel] (Thermo Scientific Les
solutions sont drainées par une pompe péristalt@guaartir des tubes disposés sur un
échantillonneur automatique ASX 520ETAQ. Le systeme chromatographique utilisé dans
cette partie de I'étude consiste en une pompe reinaC 200 Perkin Elmej, une valve
d’injection (Rheodyngéquipée d’'une boucle d’injection de 100 pL etrdfour a colonnes
CTO-10AS Shimadzyu

Ce systeme analytique est relié au nébuliseurl@®iMS par un simple capillaire en PEEK
de 50 cm de long et de 0,17 mm de diamétre inte&eecapillaire doit étre le plus court
possible pour limiter le temps mort et [|'élargisssmn des pics. Le systeme
chromatographique et I'ICP-MS sont également refilextroniquement par une carte dite
« Trigger » permettant de synchroniser le tempg angc l'injection de I'échantillon dans la
colonne. L’'acquisition des données a éteé réalisémade « temps résolu » (Time-Resolved-
Analysis ou TRA) a la masse sur charg& = 75. Le logiciel chromatographique de I'lCP-

MS (Plasmalab a été utilisé pour la quantification par intégratdes aires de pics.
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Il. 3. 2. Séparation chromatographique par échange d’ions

Une colonne de garde lonpac AG7 (4 x 50 ronex a été insérée en amont de la colonne
lonpac AS 7 (4 x 250 mnDionex sélectionnée. La phase stationnaire de ces ocedoast
constituée de polymeére sur lequel des groupemeatsntbnium quaternaire d’alkyle sont
greffés. Le diametre des particules du support de phase stationnaire est de
10 um. Ce support est compatible avec une phasdawmant le pH est compris entre 0 et 14.
A noter que la colonne et la pré-colonne ont d@& &égulierement régénérées selon la
procédure préconisée par le constructeur : ringagla colonne et de la pré-colonne pendant
5 minutes a I'eamilliQ, puis, au minimum 1 heure avec un mélange de 9AMHNO; et 10

% MeOH, et enfin, 5 minutes a I'eailliQ.

Il. 4. Optimisation par la méthode des plans d’expériences

Il. 4. 1. Principe

A linverse d’'une acquisition classique des donngesameétre par paramétre, sans aucune
planification des essais, la méthode des planspéi@ences permet d’organiser de maniére
optimale les essais en évaluant l'influence de aldes (ou facteurs (X)) et de leurs
interactions éventuelles sur une ou plusieurs gnarsd d’intérét (ou réponses (Y)), en
fournissant un maximum d’informations de qualitétten diminuant considérablement le
nombre d’essais. (Goupy, 1988 ; Sado et Sado, 198&)fois les essais réalisés, un modéle
mathématique peut étre déterminé et vérifie. Caluécrit le comportement de la ou les
réponse(s) en fonction des différents parametiestginnés dans le domaine d’étude défini,

et sera utilisé pour I'optimisation des conditi@xpérimentales.

Il. 4. 2. Etude préliminaire
Les conditions de séparation chromatographiqudgles, présentées dans le tableau VII,
sont basées sur celles rapportées précédemmekiblbemeyeret al. (2002) qui s’intéressait

a la séparation silmultanée de 17 espeéeces arséfimgganiques, organiques et organo-

sucres) dans des produits de la péche avec larmlonpac AS7¥ioneX.
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Tableau VIl : Conditions chromatographiques initiales (d’aprethikeyeret al. (2002))

HPLC LC 200 (Perkin Elmer)
Colonne chromatographique lonpac AG7 + lonpac AS7 (Dionex)
Débit de la phase mobile 1 mL min*
Température de la colonne 20 °C
Phase mobile A 0,5 mM HNG; + 0,05 mM BDSA + 0,5 % MeOH
Phase mobile B 50 mM HNG; + 0,05 mM BDSA + 0,5 % MeOH
Programme du gradient 100 % PMA (2,5min)
U (linéaire)
50 % PMA (1 min)
U
50 % PMA (9 min)
U (linéaire)
100 % PMA (1 min)
U

100 % PMA (3 min)

La figure 2 présente le chromatogramme obtenu paoarsolution étalon des 7 especes As
(As(lll), MA, DMA, As(V), AB, TMAO et AC) & 20 ug A L* dans ces conditions initiales
avec l'appareillage décrit en 11.3..

50000
100
AsV
40000
+ 80
—~ MMA
2
L
30000 m
~ As 60 5
g DMA =
E >
[ i —~
£ 20000 TMAO AsSC 40 ¥
m N—r
10000- [k M 20
0 T T T 0
0 2 4 6 16
Temps (mln)

Figure 2 : Chromatogramme pour une solution étalon des 7 esp&s a 20 As ugtdans
les conditions chromatographiques initiales

Comme décrit par Kohimeyet al. (2002), les 7 composés (As(lll), MA, DMA, As(V),BA
TMAO et AC) sont séparés de facon satisfaisantd@minutes. Il peut étre noté que le

temps d’analyse observé avec notre appareillagégetement supérieur a celui rapporté par
Kohimeyeret al. (2002) (13 minutes).
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Le premier objectif de cette étude a été de détemnies conditions optimales de séparation
pour réduire le temps de séparation tout en coasedes résolutions satisfaisantes (ou en les
ameliorant) et en améliorant la sensibilité dess,pimotamment des especes inorganiques
(As(Ill) et As(V)). D'autre part, l'utilisation deplans d’expériences permettra d’évaluer, en
un minimum d’essais, linfluence des paramétreedi&nnés et de leurs interactions

éventuelles sur la séparation chromatographiqué @spéces As.

Il. 4. 3. Construction du plan d’expériences

Il. 4. 3. a. Sélection des facteurs et des réponses a étudier

La premiere étape de la construction d’'un plan pBelences consiste a sélectionner les
différents parametres et leur domaine de variafioveaux notés +1 et —1, respectivement)
afin de définir la nature et le nombre des esshig étude préliminaire est alors menée pour
s’assurer que les intervalles choisis génerentvanation significative de la ou des réponses
et ainsi obtenir un modele statistique pertinkfgnsemble des domaines de variation des

parameétres définit le «domaine d'étude expérimestal

Apres la série d'essais préliminaires, 7 paramebr@sété identifies comme pertinents a
étudier par la méthode des plans d’expériencefla(@oncentration en HNQlans I'éluant,

(2) la durée de chaque étape du programme gra@®rdt (4) les concentrations en BDSA et
en MeOH dans les phases mobiles A et B, (5) letdids phases mobiles, (6) la température

de la colonne et (7) la puissance du plasma d@is.

D’autre part, les résolutions chromatographiquédseea pics voisins (Ra R;), le temps de
séparation total (T) et la hauteur des pics desp2aes inorganiques les plus toxiques As(lll)
et As(V), (9 et S, respectivement),ont été sélectionnés comme régansptimiser et telles

que :

Rap= 2% (tra—t) / (1 + ) avec ty et t, : temps de rétention des picsaetb
W, etwy, : largeurs des picsaetb
T = temps correspondant au retour a la ligne de daslernier pic (AC)

S, = valeur de la sensibilité au sommet du pic a

-52 -



Partie

Un facteur ou une interaction sera considéré corsigeificatif si son effet (en valeur
absolue) sur une réponse est supérieur a 20 % daolenne des réponses du plan

d’expériences.

La série d’essais préliminaires a également pedmidéfinir, pour chaque parameétre étudié,
les niveaux haut (+1), moyen (0) et bas (-1), sé8i pour élaborer le plan d’expériences.
(Tableau VIII)

Tableau VIII : Niveaux des facteurs du plan d’expériences

Niveau Etapes (1) 2) 3) (4) (5) (6) @)

-1 1 95 2 0 0 0,9 20 1250
2 10 3 0 0 0,9 20 1250
3 75 7 0 0 0,9 20 1250
0 1 100 3 0,05 0,5 1,2 30 1350
2 30 5 0,05 0,5 1,2 30 1350
3 85 9 0,05 0,5 1,2 30 1350
+1 1 97,5 2,5 0,1 1 15 40 1450
2 20 4 0,1 1 15 40 1450
3 80 8 0,1 1 15 40 1450

(1) Pourcentage de PMA (%), (2) Durée des étapes rdgrgmme gradient (mir
(3) Concentration en BDSA (mM), (4) Concentrationn eMeOH (%),
(5) Débit des phases mobiles (mL fin (6) Température de la colonne (¢
(7) Puissance du plasma (W)

Il. 4. 3. b. Notion de plan factoriel, d’aliases et de contraste

En se basant sur ces valeurs, une matrice expédlaefmotée « X ») peut étre généree.
Ensuite, une ou plusieurs réponse(s) sont chojstefeme représentative(s) du phénomene
étudié. Les valeurs observées pour chaque esshagtie réponse sont rassemblées dans une
matrice (notée « Y »). Les coefficients (ou « effe} des facteurs et de leurs interactions sont

représentés dans une nouvelle matrice (notée «cAleyilée comme ci-dessous :

A= (Xi.Y) ! Nt avec X: latransposée de la matrice « X »
N : le nombre d’essais

Le nombre d’essais du plan correspond,&@gec k le nombre de paramétres étudiés. Ainsi, le
nombre d’essais augmente trés rapidement avecnibnmeode facteurs. Afin de limiter ce
nombre d’essais tout en conservant un nombre é&evéarametres, il est possible de
considérer uniquement une partie représentatiy@atucomplet initial, appelée plan factoriel

(et noté « 5% » avec k' : nombre de facteurs « supplémentaires »
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Ce plan consiste a associer (ou « aliaser ») cheffigiede facteurs a une ou des interactions.
Cette association de coefficients est appelée tasia ». Néanmoins, cette approche peut
aussi induire des incertitudes sur l'origine detaies effets. Il est alors nécessaire de
« désaliaser » ces facteurs en réalisant un platriel complémentaire qui permet de
distinguer I'influence des facteurs par rapporebes de leurs interactions associées.
L’exploitation commune des réponses du plan infiat du plan complémentaire A’ permet
de distinguer le principal effet de facteur « désa » (Ei) et les interactions correspondantes
(I) comme suit :

Ei=(ai+al)/2

li=(ai—a')/2

Il. 4. 3. c. Plan factoriel 2

En considérant les 7 paramétres a étudier(R), un plan factoriel ? a été sélectionné afin
de minimiser le nombre d’essais a 8. D’autre partplan complémentaire (correspondant a 8
essais supplémentaires) a été ajouté afin de podesassocier les facteurs et les interactions

aliasés. (Tableau IX)

Tableau IX : Plan fractionnel et complémentairé*#séparation 7 espéces)

Plan fractionnel 2’

(1) (2) () (4 =(123 (5)=(12) (6) =(23) (7) =(13)
1 -1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
2 +1 -1 -1 +1 -1 +1 -1
3 -1 +1 -1 +1 -1 1 +1
4 +1 +1 -1 -1 +1 1 1
5 -1 -1 +1 +1 +1 1 1
6 +1 -1 +1 -1 -1 1 +1
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1
8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1

Plan complémentaire 2*

(1) (2) () (4)=(123(5) = (-12)(6) = (-23)(7) = (-13)
9 -1 -1 -1 -1 -1 1 1
10 +1 -1 -1 +1 +1 1 +1
11 -1 +1 -1 +1 +1 +1 1
12 +1 +1 -1 -1 -1 +1 +1
13 -1 -1 +1 +1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 -1 +1 +1 -1
15 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1
16 +1 +1 +1 +1 -1 1 1
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Il. 4. 3. d. Détermination et vérification du modele mathémagiqu

Une série d’hypotheses est fixée afin d’exploies tésultats du plan d’expériences et de
distinguer les facteurs et interactions prépondésan

Hypothese 1 les interactions d'ordre 3 (interaction entre &dars) ou d'ordre plus élevé
sont considérées comme négligeables. Un grand modiimconnues est ainsi éliminé. Mais
cette hypothese peut parfois étre mise en défaut.

Hypothese 2 si un contraste est nul, cela peut signifier :

- que les effets et les interactions aliasés smrg huls. C’est I’hypothese la plus probable et
et qui sera retenue sous le nom d’hypothese 2.

- que les effets et les interactions aliasés sepeosent. Cette hypothése est peu probable et
n’est donc pas retenue.

Hypothése 3 si deux contrastes sont faibles, leur interactiest probablement aussi. Si un
contraste est faible et I'autre fort, leur intei@ckera supposée faible.

Hypothese 4 si deux contrastes sont forts, leur interactioarpat I'étre également.

Par la suite, un modéle de régression linéaireastidéré tel que :

Y =& + aX; +g;X;X| avec Y : la réponse considérée
X et X : les facteurs influents i et j
& : moyenne des réponses
a : coefficient du facteur i

g : coefficient de l'interaction ij

Le modele est considéré comme représentatif destioas de la (ou des) réponse(s)
etudiée(s) si les valeurs expérimentales obternuesvaau O (appelé « point au centre ») sont
comparables a la moyenne des répongelsoasque le modéle du premier degré ne peut étre
validé, il est nécessaire d’envisager un modeléehémastique du second degré qui demande
une série d'essais supplémentaires. Un nouveauegsktadonc envisagé incluant le centre du
domaine d'étude (noté « 0 ») et des bornes élafgieges « @ » et « & ») tel que :«a =
Nf**. Dans le cas oll ce modéle ne serait pas non pliggyil est nécessaire de considérer
des modeles mathématiques plus complexes (degré Ibg2 exp, etc.) nécessitant de
nouveaux essais. Un organigramme des différendégpeetd’'une modélisation est présenté en

annexe 3.
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II.5. Résultats expérimentaux

Les résultats de cette étude sont présentés stursia d’'un article soumis dans « Journal of

Analytical and Atomic Spectrometry » (Article I).
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Optimisation by experimental design of an IEC/ICP-MS speciation
method for arsenic in seafood following microwave assisted extractiony
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Thierry Guérin®*
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An experimental design was used to optimise a speciation method involving ion exchange
chromatography coupled to inductively coupled plasma-mass spectrometry (1EC-ICP-MS) for the
determination of arsenic species in fish samples following a microwave-assisted extraction (MAE).
The effects of several factors {eluent compaosition and concentration, gradient program, mobils
phase flow rate, column temperature and plasma power), and their possible interactions on the
arsenic species separation and detection, were evaluated using an experimental design in order to
establish the optimal conditions. Two mobile phases (A and B) composed of HNOs (0.5 and

50 mmol L™ respectively) and MeOH (1%) were used in a gradient consisting of 100% A for

2.5 min, 10% A for 3 min, and 80% A for 3 min, on a Dionex lonpac AS 7 high-capacity anion-
exchange column maintained at 20 “C, with a mobile phase flow rate of 1.35 mL min ' and a -
power to the plasma of 1450 W. Under these optimised conditions, seven different arsenic species
(As™, AsY monomethylarsonic acid, dimethylarsinic acid, arsenobetaine, arsenocholine,
trimethylarsine oxide) could be separated within 11 min in a single chromatographic run. Limits
of guantification ranged from 0.008 to 0.042 mg As kg ', which were generally similar to those
previously reported. Moreover, trueness was estimated on three different certified reference
materials of fish after MAE with 10 mL of methanol-water mixture (8 + 2 v/v). In all cases the

results were in good agresment with the certified values.

Introduction

Arsenic is prevalent in the environment, as a result of both
matural and anthropogenic sources.! Because its toxicological
behaviour and biochemical activity depend on its chemical
form,” a determination of the total concentration of arsenic in
food does not provide information on their safety for human
comsumption. Seafood has been identified as the major source
of exposure to arsenic through human consumption.” Various
arsenic species could be detected in seafood such as: arsenite
{As™) and arsenate (As"), considered to be the most toxic
Ifl::nrms,"‘5 monomethylarsonic acid (MMA) and dimethylarsi-
mic acid (DMA), which are possible carcinogenic ngents,“

and some non-toxic organcarsenic compounds,” ' such as
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arsenobetaine (AsB), arsenocholine (AsC) and trimethylarsine
oxide (TMAO). Monetheless, it remains of primary impor-
tance to develop robust arsenic speciation methods to precisely
identify, quantify and thus evaluate risks for the consumer.

Numerous separation and detection technigues, which have
been coupled to perform the speciation analvsis of arsenic,
have heen recently reviewed.'" " The majority of these meth-
odds used high-performance liguid chromatography (HPLC) to
perform the separation with detection by inductively coupled
plasma-mass spectrometry (ICP-MS).""" This hyphenation
combines a rapid, powerful and reproducible separation
method with a very efficient detector, which is known for its
high sensitivity and wide linear dynamic range.

lon-exchange chromatogeaphy (IEC) is most extensively
used """ hecause anionexchange columns generally allow
the separation of AT AsY, MMA and DMA specles,” o
whereas cation-exchange columns are used to separate AsB,
AsC and TMAO among others ™ ** In particular, some studies
based on the work of Londesborough er al®® used a Dionex
anion-exchange column with a nitric acid eluent in presence {or
not) of ion-pairing reagents (benzene 1,2-disulfonate acid or
BDSA) on various mairices such as water, "4 yrine ™
s0ils, ™% plants* ¥ mushrooms, ™ rice,™ poultry™>* and
fish products.® **** An important advantage of this column
is that a solely nitric acid eluent can be used, which eliminates
potential clogging problems in ICP-MS from phosphate or
carbonate solvents. This method allows a satisfactory separa-
tion of both inorganic and organic arsenic species in a single

1168 | J. Anal. At. Spectrom., 2007, 22, 1168-1173
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chromatographic run. Kohlmever er al® reported the separa-
tion of up to 17 arsenic species in an oyster tissue extract.

Prior to separation and detection, an extraction step must
ke considered. Indeed, it is of primary importance to use a
method that does not induce losses or alterations of the species
present in the matrix.'! In recent vears, microwave-assisted
extraction {MAE) methods have been increasingly used for
arsenic species extraction for various food matrices such as fish
products® 0303 E258 o g lanes 389299 These methods rely on
the immersion of the sample in a solvent that is characterized
by a smaller dielectric constant than the sample matrix and is
relatively transparent to microwaves. ™ A low power is gen-
erally selected in order to kesp intact the carbon-arsenic
bonds. " Moreover, Brishin er al.® studied a MAE method
with various solvents (water, water-methanol mixture or nitric
acid) and extraction times (2-6 min) on a certified reference
material (CRM) of lobster (TORT-1). 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.

The aim of this work was to optimise, using an experimental
design, an anion-exchange separation for the simultaneous
determination of seven As species iAs AsY, MMA, DMA,
AsB, AsC, TMAQ) in fish samples by coupling 1EC and
ICP-MS. The optimisation was performed in two steps: (1)
the effect of several parameters and their possible interactions
on the Dionex AST anion-exchange separation of arsenic
species was assessed using an experimental design; (2) based
on the results of this experimental design, the best operating
conditions for the separation of the seven arsenic species in a
single chromatographic run were determined. Thereafter,
some analytical figures of merit such as linearity of the
calibration, retention time stability, as well as limits of guan-
tification {LOC)), were measured. Lastly, some CRMs were
studied after MAE in order to evaluate the accuracy of the
method for arsenic speciation in real fish samples.

Experimental

Instrumentation

A VG PlasmaQuad ExCell ICP-MS instrument {Thermo
Electron, Courtabosuf, France) was used for detection of the
As species. The sample solutions were supplied using a peri-
staltic pump by a ASX 500 Model 310 autosampler {CETAC,
Omaha, Mehraska, USA).

The chromatographic svstem consisted of an LC 200 binary
purnp {PerkinElmer, Courtaboeuf, France), an injection valve
with a 100 pL injection loop, an lonPac AGT guard column,
and an lonPac AST (250 < 4 mm @, 10 mm particles) anion-
exchange column ({all Dionex, Voisins Le Bretonneux,
France). The analytical column was connected to the nebuliser
of the ICP-MS instrument using a 50 cm-long PEEK tubing
(0,17 mm ). Sample extraction was carried out using a
Multiwave closed-vessel microwave digestion system (Anton
Paar, Courtaboeuf, France) equipped with a rotor for 6 type X
sample wvessels (50 mL gquartz tubes; operating pressure
75 bar). A Universal 32R centrifuge (Hettich, Tuttlingen,
Germany) operated at 3500 rpm for 3 min was used as needed

to separate the supernatant from undissolved material after
extractions. Disposable 0.45 pm nvlon syringe filters {MNalge
Nunc International Corporation, Rochester, WY, USA) wer
wsed for sample filtration.

Reagents and standards

Multi-elemental standard solution (10 mg L j} {Perkin Elmer
and 6% (v/v) nitric acid (HNOs, Suprapur, 65%, Merck
Darmstadt, Germany) were used to prepare tuning solution
along with purified water (18 ML cm) from a Milli-Q™ PLUS
system coupled to an Elix pre-system (Millipore S.A., S
Cueentin en Yvelines, France). Some 1000 mg As L ! standarr
stock solutions were prepared from the following reapents
sodium (metajarsenite | = 99.0%), sodium arsenate dibasic
heptahydrate | = 98.53%), disodium  methyl arsenat
{ =98.4%), cacodylic acid ( = 99.0%) (all Sigma-Aldrich
Saint-Ouentin Fallavier, France) and arsenohetaine, arseno
choline and trimethylarsine oxide (all Argus Chemicals
Vernio, ltaly).

Methanol (HPLC gradient grade, Sigma-Aldrich), benzene
1. 2-disulfonic acid dipotassium salt (BDSA, Sigma-Aldrich
and nitric acid {(Suprapur, 65%, Merck) were used as the
eluents. Stock solutions of each As compound were stored a
4 °C in the dark. The stability of these standards in terms o
total arsenic content and purity of the species was checked by
ICP-MS. Each stock solution was further diluted to 1 mg As
L', out of which multi-compound calibration standards wer:
prepared daily. CRM 422 {Lyophilised Cod Muscle), CRM
627 (Tuna Fish) and DORM-2 (Dogfish Muscle) were pur
chased from Promochem (Molsheim, France). All sample
were used as provided without further grinding.

Microwave assisted extraction procedure

The extraction procedure tested in this study was as describec
by Brishin er al® Samples of 0,150 g were accurately weighec
into a 50 mL guartz vessel and 10 mL of solvent (80%
methanol, 20% Milli-() water) was added. The quarnz vessel:
{6 at a time) were then assembled and placed into the micro
wave system. The samples were heated and maintained a
75 °C for 4 min, cooled to 30 °C before opening the exteactior
vessels, and then removed, centrifuged and filtered with
disposable 0.45 um nylon syringe filter before analysis.

Arsenic species determination procedure

A nitric acid gradient (pH 3.4-1.8), with BDSA as ion-pairing
reagent and methanol in the mohile phase, was first used
separate the 7 arsenic species. Different pradients were inves
tigated in order to optimise the chromatographic separation
In each case, the column was conditioned by passing at leas
60 mL of mobile phase through it prior to injection of As
standards and samples.

The torch position and ion lenses of the ICP-MS systen
were optimised daily by performing short-term stahility tesy
in the standard mode with a 1 g L™ tuning solution (contain
ing especially As, Ba and In) to maximize the As sipnal anc
stability while minimising oxide levels (BaO™* Ba™ = 2%
The signals were monitored in the time-resolved-analysi:
{(TRA) mode. For guantification uwsing peak area, the
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Table 1

Initin] and optimised instrumental setings and separation conditions

ICP-MS

Plasma gas flow
Auxiliary gas flow
Aeromol carrier

Plasma power

Sampling skimmer cone
Monitored signak

LC 2 with standard gradient pump
Columns

Column lemperature
Initial condibons
Mohik phase fiow rate
Mobile phase A (MPA)
Muohik phase B {MPH)
Ophmised conditions
Mohik phase fiow rate
Mobile phase A (MPA)
Mohik phase B {MFPH)

Giradient program

Ar, 149 L min~'

Ar, 0.8 Lmin™'

Ar, 0.9 L min~*

1350 W {1430 W in optimised condibions)
Mi { 1.0 mm/0.75 mm)

EAs, 500 ms

lonPac AGT + lonPac AST
L

I mL min~" . :
0.5 mmal L™ HMO,, (.05 mmol L= BEYSA, 0.5% MeOH
SOmmeol L7 HNG,, 005 mmol L7 BDSA, 0.5% MeOH

1 35mL min™"

0.5 mmal L__" HMNO,, 1% MeOH
SOmmol L7 HNG,, 1% MeOH
100% MPA: 2.5 min

1% MPA: 3 mm

g0 MPA: 5 mm

chromatographic software (Plasmalab) of the ICP-MS instru-
ment was used. A 5-point external calibration with the respec-
tive standard compounds was carried out. Unknown peaks
were quantified osing the calibration curve of the nearest
eluting standard compound. Initial separation conditions
and instrument settings are summarized in Table 1. The
experiments were performed with standard solutions contain-
ing 20 pg As L~ each of seven arsenic species, e, As'T, AsY,
MMA, DMA, AsB. AsC and TMAO.

Experimental design

The experimental desipn used in this work was based on the
concepts described by Goupy™' as well as Sado and Sado ™
Seven factors were identified using preliminary experiments:
(1) HMNOs concentration in the eluent, (2) pradient time,
(3} BDSA concentration, (4) MeOH concentration in mohile
phases A and B, (5) mobile phase flow rate, (6) column

temperature and {7) the f-power to the plasma. Chromato-
graphic resolution between adjacent peaks (R to Rg). total
separation time { 7)) and peak heights of the most toxic species,
As™ and AsY (8, and 5»), were selected as the FESpONses Lo
optimise. A fractional design 27* (8 experiments) and com-
plementary fractional design (B experiments) were selected to
minimise the number of experiments while avoiding alinses
between factors and interactions. They are summarised, along
with the experimental responses obtained, in ESI Tahble 511,

Results and discussion
Effect of the Toctors amd interactions

The atfects of each of the factors and their interactions on the 9
responses were calculated as described previously®'*2 and are
presented in Table 2. Fist, the HNOy concentration (1)
generally had the most effect on the 6 studied resolutions,

Table 2 Principal effect of factors and ther corresponding interactions of the second order

B B, B Ry Hs R T 5 5y
Factors®

1 42 — b w7 —ZH 3l .11 15K —1177 10352

2 —{.04 .11 24 .20 —L1%9 —in1l -4 1271 — 5451

3 —i1.14 — .4 .14 —{L05 LHH | — .06 —26 —2647 — KT
4 0.1 (LR —{hi33 —iL13 0. (.05 L] s 13070

5 oIl —.13 Il —(52 —0in7 — T —1al 11E3 —134

[ —{LidE —{iz2 .25 —i{19 LK) — s —57 — 1452 — K247
7 005 0.4 .02 0.7 L 0.K) 1% JLITIS o 1 41
Interactions™"

25 +37 + 46 000 — {4 .0 0.3 LEm i .02 27 538 — 1304
15 + 36+ 47 1l —.05 (L — LK -3 i —4H 2141 Ha

17 +.26 + 45 LIRS {2 .02 — L0 LHREL 1.0 23 421 AR

16 + IT + 35 —{1.0% (03 L0 .18 1L0K) —{z —f) —4i —4a3k
12 + 34 + 67 —{i1 — {08 031 —L 18 —0.26 — {05 —4z —1661 — 11
14 + 23 + 57 —{.01 —r(3 —.01 11 1z 0.0 35 E (RS

13 +24 + 5 017 .02 L —11 —i 14 —nil —26 1782 — 2635

“ acfficienis in bold are considered as significant. ¥ Combination of 1he interactions are caloubted as reported by Gioupy etal ™ 1) Mohile phase
A ("0 (2 gradient time {min), {3) BDSA concentration {mM ), (4) MeDH concentration {%4), {5) mobile phase flow rate {mLmin —'), {f) column
temmperature { “C), {7) plasma power (W), & resolution A STIMMA, B: resolution MMA/IDMA, B resolution DMAJAsY, By resolution As”/ AsEB,
Re resolution AsBTMAC, £ resolution TMAGYAsC, T separation time {s), 5, mtensity of As™ {opa) L% intensity of AsY {cps).
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which is in agresment with previous works ¥ Other factors TRy o

had an effect, such as gradient time (2) on R; and Ry, mohile

phase flow rate {3} on Ry and column temperature {6) on K B - s

and R, This was to be expected since when the column g al®

temperature increases. the viscosity of the mobile phase de- e - a

creases and diffusion rates increase, resulting in an enhance- g iy

ment of the mass tianster rate between the mobile phase and 5 o | e

the stationary phase and a modification of some retention i
times, ™ On the other hand, MeOH concentration {4) did not ZHHMHS 1 i
appear to have any effect on resolution. Moreover, while the

BDSA concentration {3) is supposed to affect resolution,”*" " ! "

po effect was in fact observed, as reported earlier** Interac- . A * Tlm{mtj > "

tions betwezn two factors could also be significant, such as
coefficient 12 + 34 + 67{0.31)on &5, It could be attributed to
interaction {12} since these 2 factors (e, HNO; concentration
(1) and geadient time (2)) were significant for this response.
The results also show that the total ssparation time depends
on HMNO; concentration (1) and mobile phase flow rate (5),
which was to be expected since, for instance, a higher flow rate
will result in peaks being detected earlier and so will reduce the
total separation tme.

In any case, signal intensities (5, and &;) were clearly
affected by the MeOH concentration (4) and plasma power
{7, as expected (improvement of ionisation)>™* However,
HMNO, (1) and BDSA (3} concentrations also had an effect on
52 These results show that adding MeOH in combination with
high plasma power increased the signal intensity {positive
interaction) whereas addition of BDSA to the mobile phase
was not suitable (negative interaction observed between
MeOH and BIDSA). Finally, the mobile phase flow rate had
no significant effect on intensities, even when it was higher
than the sample uptake rate of the nebuliser (0.9 mL min™").

Use of mathematical models w optimise 1EC/ICP=MS
conditions

In general, linear models were found, through a comparizon of
the experimental values at the central point with the means of
the responses, to be representative of the variation of re-
sponses over the entire experimental field, as summarised in
ESI Tahle S21.

Only in the case of the resolution between DMA AZY {Rs)
and separation time (T) were second order models required,
which were established using the 2" and 7 complate designs
that are summarized in ESI Table 53t with the experimental
responses obtained.

It could be noted that a negative interaction between HNO;
concentration (1), gradient time (2) and column temperature

Fig. 1 Chromatogram of arsenic species (20 pg As L~" each) from a
standird selution with optimized [EC-ICP-MS conditions.

{6} on Ry was observed. Moreover, a positive interaction
between HNO; concentration (1) and mobile phase flow rate
{3) on separation time (7) had also been established.

All the validated models were then used to mathematically
determine the optimal conditions of all factors in order to
increase resolutions, minimise separation tme and maximise
signal intensities of As'™ and AsY, These optimised 1EC/ICP-
MS conditions are summarnsed in Table 1.

Analvtical figures of merit and applications

The separation of the 7 arsenic species (Fig 1), taking less than
15 min {including a smhilisation of 4 min between 2 injec-
tions), was satisfactory, as the resolutions ranged between 1.1
and 2.5, and the separations were faster than those reported
eatlier on the same colump %% 5313338

The figures of merit are presented in Table 3. The linearity
of the calibration curves obtaped with 0, 2, 5. 10 and 20 pg As
L' standard solutions of each species was considered satis-
factory with a correlation coefficient # > 0.995.

The LOD and 1O were estimated as, respectively, 3 and 6
times the standard devigtion of the averape signal from the
blank samples (n = 7)after corrections for sample weight and
dilution. The values obtained were, in general, slightly better
than or similar to most of those previously reported 273348

The relative standard deviations (RS} of retention times,
peak heiphts and peak areas were at the most 2.4, 4.3 amd
43% (n = 5), respectively, for each compound (20 pg L")

In order to assess truensss, 3 differemt CRMs of fish
products were analysed by the optimised 1EC-ICP-MS meth-
od {Table 4). To directly compare the observed results with the

Table 3 Figures of ment of the optimised separation conditions

As™ MMA DMA AsY AsH TMAC Ast
Concentration rangefpg L~° -20 L 0-20 =20 =2 =20 (-2
e~ (L5984 (9978 (09079 {59490 (9981 (.9498 1 (.996K
LMY 'z As ‘k'&;_: D.00E 0016 0016 0024 0033 014 042
Retention time” min 1.2 (1.3 28 (24) 40 (0.7 5518 7.5 (0.9) 8.5 (1.4) 1.1 {1.4)
Peak area” (16° cps) 103 (2.4 L16{3.2) 115 (3.2) 114 (4.0 102 {4.1) L3 (2.9 106 {4.3)
Peak height” (10° eps) .64 (1.5) 701 (2.6) 481 (1.6) 1000 (1.40) SH1{LS) 143 (3.5) 1.85(4.3)

“n = 7 with sample weight of .15 g and volume dilution of 30 mL. * RS0 (%) of 5 analyses performed on § different days (in parentheses).
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Table 4 Kesults of arsenic specics contents oblaned in CRMs by optimised [EC-ICP-MS {mg As ke~ ' n = 2) and previous studies

CEM As™ MM A DMA A" AsB TM A AsC Total As Ref.
CRM 627 76 < L) L1157 = LO) 4.12 037 < L) 4.36 This work
015 14 4 80 Certified
140 — .14 — 3.7 010 iz 4.110 24
— 0.140 .010 1.6 — - — 55
O EM-2 0075 < L) 1L2E1l {1.024 1.3 152 < L) 188 This work
6.4 15.0 Certified
— — {128 — 16.8 = 03 23 — 18
— — (.280 — [{i%] - 0iaz3 — 20
_— _— {660 — 15,5 — —_ — 24
- - — 16.1 < D50 = 0D — 25
LU L] _— LRt A (1.400 13.5 1440 .02 14.4 26
L0500 £, 140 (.45 LR 16.1 .30 — 17.4 iy |
LUEE ] - (.28 (1,400 13.5 1144 .2 — 28
.11 0.310 . 160 — 16.9 .34 —_— 18.2 7
110 _— 1,340 — 165 0021 0.010 17.5 54
— LT 0.320 L b ] 17.1 —_ — 42
_— {050 {1,340 .02 1f.2 — 0.010 — 42
— — LR 1.5} 165 —_ 189 413
— — (1.250 {.360 1640 — —_ — 44
CRM422 LER (] = L'DQ {100 = LCI-Q 241 LA Tl - LL’]-Q 4.4 This work
1.1 Certified

certified value, Z-scores were calculated nocording to the most
suitable procedure for the short-term evaluation of the CRMs,
with the relative standard deviation corresponding to inter-
meadiate precision under reproducibility conditions arbitrarily
fived at 10% (k = 2; p = 935%).7°

All Z-scores involving the certified values were smaller than
[2], a3 well for total As (<0.6;0.4; 1.1 for CRM 627, DORM-2
and CRM 422 respectively) as for As species (0.3 for DMA in
CRM 627; 0.4 and 1.0 for AsB in CRM 627 and DORM-2,
respectively), which indicates good agrezment. Similarly, the
concentrations for all 7 species correlated with the findings of
others.

In the future, the MAE method for arsenic compounds in
real samples will be optimised with the assistance of experi-
mental design, 1o gain a better understanding of mechanisms
and influence of parameters. This will enable validation of this
speciation method, which may then be used as a reference
method for the determination of arsenic compounds in sea-
food. This method can also be wed to evaluate the exposure of
the French population within the framework of the second
French Total Diet Study (FTDS 2). Finally, it will be com-
bired with a fast continuouwsly leaching method to allow the
determination of bio-accessible arsenic apacie.s.”
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Les tableaux ESI S1, S2 et S3 sont des donnéeséaupmaires de I'Article | uniquement

disponibles sur le site de [I'éditeur du journal ourhal of Analytical and Atomic
Spectrometry »http://www.rsc.org/suppdata/JA/b7/b705798a/index.sh

ESI Table S1 Experimental design matrix corresponding to the fractional factorial design gt

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 |Means
(1) SR S D B S D B SR B S 1) -1 +1 e B S U B B A
2) o % A = S B S S 2) 1 f 1 #1211 #1141 | 1
(3) -1 -1 -1 -1 +1 41 +1 41 3) -1 -1 -1 ] +1  +1 +1  +1 +1
@=(23) 1 +1 +1 1 o+ 1 1 o+ |@=(123)] 1 +1 1 -1 4+ 1 1 41|+
®H=(12) | +1 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 | B)FC-12) | -1 i | +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1
@@=} 1 +1 1 1 a1+ (BR8] -1 +1 4+ 4 # a | H
D=3 +1 -1 ¢ 1 1+ 1 1| DB +1 e T T - | Il
Ry 049 122 043 184 053 108 049 110 Ry 0.43 218 043 133 063 1.04 047 084 091
R, 205 169 288 127 210 153 232 140 R, 213 147 245 182 225 132 235 180 1L.93
R 1.15 071 035 136 047 092 040 274 .1 062 018 072 148 078 168 025 1.50| U096
Ry 183 191 288 199 192 167 250 1064 By 254 199 237 242 169 167 400 205 2,19
Rs 100 282 123 133 128 247 138 1.80 Rs 113 0252 112 143 136 155 149 125 139
R, 037 1.02 061 035 045 09 038 041 R, 081 1.04 037 052 060 053 037 077 06l
T 483 1357 771 670 518 1398 754 585 T 764 1199 613 876 793 60§ 563 1099 816
8 4466931529 57118 20386 3551048007 24452 56720 8 B1720 63326 3650631101 42838 15747 31777 13948 36897
5, 32832 63245 92380 40548 18434 71930 23606 62311 S; 25352 147164 3192535454 51495 24550 32564 20012 48926
Level = 0 +1 {1y Mobile phase A (%) R, Resolution As™MMA
2y Gradient time {min) Ry Resolution MMAMDMA
BIp 1 2 2 I : 3_ 1 2 3 (3) BDSA concentration (mM) R Resolution DMA/As”
(1) 93 10 (975 20 80 | 100 30 83 (4} MeOH concentration (%) Ry Resolution As"/AsB
(2) 2 3 7 25 4 8 3 5 9 {5) Mobile phase flow rate (mL min ™} Rs Resolution AsB/TMAO
(3) 0 (31.05 .1 (6} Column temperature (7C) K Hesolution TMALASC
( 4} 0 01 1 {7y Plagna power (W) T Separation timcngs)
- 5, Inten=ity of AS™ {cpsh
(5) 09 12 15 Sy Tuiemsity o ASY ()
(6) 20 30 40
()] 1250 1350 1450

ESI Tahle 82 Verification of models by central point method

Central point

Theorctical value  Observed value”

Xz

Theoretical model
R; y— 0.8 + 0,42,
R v=1593 039y
Ry v-09+037x+024x,+025x,+031x,
I, y—21u
Rs y— 159 +031x
Rs y=0.60+011x -0 1Lx — 0 1 — D08,
T y =816+ 158.3;— 160.x5
S ¥ = 30897 + 5915 + 10047 2

82

I D507 3.3 — 1190 353y

¥ = 48926 + 10352 3,— 9687 x5 + 13070000, + 16841 %

091 +0.1%8
193030
0Do9G+019
210044
1.59+032
ol 012
flo+ 163
36897 £ 7379

43920+ 9785

0FF
2,00
2m
N
1.47
0l
6037
29630

* Meane of 4 eentral point respenese
Same legend as Table 2
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ESI Table §3 Second order experimental design for resolution DMA/As" (R;) and separation time (T)

Resolution DMA/As® (Rs)

1° 2 ¥ 4£ F ¢ T & 9 100 11' 127 13* 14 153 16 17 18
1) -1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 1 0 0 o o 0 0 0 0 4] 0
(2) -1 -1 +1 +1 <) o | +1 +1 0 0 0 (i} i +ot 0 0 0 0
(6) -1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 +1 0 0 0 0 0 0 - +ox 0 0
Ry | 162 140 074 238 078 163 075 208 194 198 0465 224 158 160 202 195 205 205

Level -t -1 0 +1 +o,
Step | 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
(1) | 5 10 65| 9% 14 68 | 975 20 75 09 26 81 | 100 30 85
(2) 2 3 T |22 34 74| 25 4 8 28 46 86 3 5 9
6) 20 34 30 36 40
Separation time (T)

1?3 2!! 33? 4?! S?S 6!3 7!3 8!3 9!? ID?! 119! 12?!
)1 + a1 + 0o 0 w« +te 0 0 0 O
|1 1 H +1 0 0 0 0 @ +xz 0 0O

T | 702 828 5338 600 648 654 606 678 810 358 624 618

Level - -1 0 +1 +a

Step 1 2 3 1 2 3 1 2z 3 1 74 3 1 2 3
(1) Qs 10 65 | 957 129 679975 20 75 1993 271 821 | 100 30 B85
) 09 10 12 14 L5

Models proposed and validated
Yrs = 2,02+ 046X + 0.04.57, — 007X g+ 02951 X7y + 009 X+ 0.04, X3 X6 - 017 X' X3 X6 — 0.25.X732 -0 20X - 0.06.3°¢

yr 038+ 34X - 92X - 20XTLR s 3T 2500
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Il. 6. Résultats complémentaires et discussion
II. 6. 1. Estimation de l'influence des paramétres sur lassmn des 7 especes As

Comme indiqué dans l'article |, les effets de clmades facteurs et de leurs interactions sur
les 9 réponses étudiées ont été calculés commé gacrGoupy (1989) et Sado et Sado
(1991). Les figures 3 & 11 présentent I'ensembterdsultats de ce plan d’expériences. Les
facteurs et leurs interactions considérés commataya effet significatif sur la réponse

étudiée sont représentés par un histogramme rouge.

Il. 6. 1. a. Influence sur les résolutions

Les figures 3 a 8 présentent I'ensemble des résulla plan d’expériences pour les

résolutions.
196 P [—
2. Temps O 15 36 47
3.BDSA 1726 45 ]
) 2
= 1 K] 1
3 2
B 4. MeOH I 8 162735 ]
& ] Joi ]
=
5. Débit 123467 1
6. Température ] 142357 [
7. Plasma D 13 24 56 :
-0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50 -0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50
Valeur des coefficients Valeur des coefficients

Figure 3 : Résultats du plan d’expériences pour la résolutisfll)/MA (R 1)

1.9 PMVA _ 253746 O]
2. Tenys 1536 47 ]
3.BDSA ] 17 26 45 O
2 1 g J
3

g 4 Mo ] g 162735 N
£ ] g ]
5. Déhit = 123467 ]
6. Température 1 142357 O

7. Plasma ] 132456 1
0,40 0,20 0,00 0,20 0,40 0,40 0,20 0,00 0,20 0,40
Valeur des coefficients Valeur des coefficients

Figure 4 : Reésultats du plan d’expériences pour la résollMaiDMA (R )
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1.% PVA : 253746 ]
2. Tenps 1536 47 ]
3.BDSA | o 172645 1
0 ] 8
3 B ‘
g 4 MeoH Ol g 162735 ]
g ] = ]
5. Débit ] 123467 ]
6. Tenpérature 142357 1
7. Plasma 132456 |
0,40 0,20 0,00 0,20 0,40 0,40 0,20 0,00 0,20 0,40
Valeur des coefficients Valeur des coefficients
Figure 5: Résultats du plan d’expériences pour la résoluDbA/As(V) (Rs)
1. % PVA ‘ 2537 46 ]
2. Tenps | 153647 j
¢ 3.BDSA l 1726 45 —
o ] 2 ]
L% 4. MeOH I B 162735 I
J o |
5. Dékit 1 = 123467 ]
6. Tenpérature 142357 :l
7. Plasma ] 132456 1
0,40 0,20 0,00 0,20 0,40 0,40 0,20 0,00 0,20 0,40
Valeur des coefficients Valeur des coefficients
Figure 6 : Résultats du plan d’expériences pour la résolutisfV)/AB (Rs)
1.% PMVA — 253746 I
2. Tenys 153647 [l
o 3-BOSA l 1726 45 ]
: i : |
g 4 MeoH ‘ g 1627 35
. % i
5. Dékit ] T 123467 [
6. Tenpérature 142357
7. Plasma 1 132456 /]
032 0,16 0,00 0,16 0,32 032 5, 16 0,00 016 0,32
Valeur des coefficients Valeur des coefficients
Figure 7 : Reésultats du plan d’expériences pour la résoltiBATMAO (Rs)
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1.% PVA 253746 ]
2. Tenps 1536 47 i
» 3.BDSA 172645 I
3 )
Q 1 g )
L% 4. MeOH 8 162735 C
o
i g ]
5. Déhit = 123467
6. Tenpérature 142357
7. Plasma 132456 O
0,20 0,10 0,00 0,10 0,20 0,20 0,10 0,00 0,10 0,20
Valeur des coefficients Valeur des coefficients

Figure 8 : Résultats du plan d’expériences pour la résolufidiO/AC (Re)

Tout d’abord, la concentration en Hi@ans les phases mobiles représente généralement le
parametre le plus influent sur la résolution des gies 7 espéces étudiees (Figures 3-5, 7 et
8), confirmant ainsi les travaux précédents. (Lebdeough et al, 1999;
Kolhmeyer et al., 2002) Seule la résolution As(V) / AB {Rne semble pas influencée

significativement par chacun des facteurs étudi@gure 6)

D’aprés le tableau Il, dans la gamme de pH desgshawbiles utilisées (1,3 - 3,3), As(lll) est
neutre alors que As(V) peut étre présent sous ammeef neutre ou anionigue. De méme, MA
peut étre neutre (Me-AsO(Of))ou anionique (Me-AsgdOH)) et DMA et TMAO peuvent
étre cationiques ou neutres. AB peut étre a ladaii®nique ou zwitterionique.

Enfin, AC reste uniqguement cationique. Ainsi, ladification de la forme des espéces selon
le pH conduit a des temps de rétention différe@exi explique la prépondérance du pH des
phases mobiles sur les résolutions des especesnaigiérées.

D’autres parameétres montrent un effet significeatimme le débit de la phase mobile (5) sur
Re (Figure 8), la durée de chaque étape du modeayrafil) et la température de la colonne
(6) sur R et R (Figures 5 et 8). Pour ce dernier paramétre, fiet ®mblait prévisible dans

la mesure ou il résulte d’'une augmentation dertgtgature de la colonne, une diminution de
la viscosité de la phase mobile et une augmentattosa capacité de diffusion, impliquant
finalement une réduction des temps de rétention elgseces au sein de la colonne.
(Londesborougtet al, 1999) A l'inverse, la concentration en MeOH (4) semble pas avoir

d’influence sur la résolution.
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D’autre part, la concentration en BDSA, qui ét@ihsée favoriser la séparation des espéces,
(Londesborougtet al, 1999) ne montre aucune influence significative Isg résolutions,

comme observé précédemment par Sitoal. (2004).

Une interaction significative sursR également été constatée, qui pourrait correspoadr
I'interaction entre les facteurs 12, 34 ou 67 (Goeint 12 + 34 + 67 = 0,31) (Figure 5). Pour
déterminer a quelle interaction de facteurs cefwoexiit correspond, les hypothéses 3 et 4 du
plan d’expériences doivent étre considérées. D&apes hypotheses, ce coefficient ne peut
étre attribué ni a 'interaction (34) entre la centration en BDSA et MeOH, ni a l'interaction
(67) entre la température de la colonne et la poiss du plasma, dans la mesure ou aucun
des facteurs n’a une influence significative. Averse, ce coefficient peut étre attribué a
l'interaction (12) entre la concentration en HN€& la durée du gradient, car ces deux

paramétres ont une influence significative suéfgonse R

II. 6. 1. b. Influence sur le temps d’analyse

La figure 9 présente les résultats du plan d’expéegs pour le temps d’analyse (T).

136 Pra F— -
2. Temps 15 36 47
3.BDSA O L, 172645 ]
Q c
5 1 S 1
3 2
G 4 MeOH & 162735
& ] 3
2 |
s.oeoit | [N 123467
6. Température 14 2357 ]
7. Plasma ] 1324 56 D
-200 -100 0 100 200 -200 -100 0 100 200
Valeur des coefficients Valeur des coefficients

Figure 9 : Résultats du plan d’expériences pour le temps t/aadT)

Le temps d’analyse (T) semble étre influencé ppal@ment par la concentration en acide
nitrique (1) et le débit de la phase mobile (5)gdfe 9). Ainsi, plus la phase mobile sera
concentrée en acide et/ou plus son débit sera tamgoplus les temps de rétention (et donc le
temps d’analyse) seront faibles.
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1o oo —— _—
2. Temps j 1536 47
3.BDSA , 172645 ]
2 = §
5 S
Q © {
2 4. MeOH g 162735 ‘
& ] I3} ]
=
5. Déhit 123467
6. Température j 14 2357
7. Plasma F 1324 56

1.% PMA ] 253746 Il
2. Temps 1536 47 1
3.BDSA j , 172645 1
| |5 |
4. MeOH g 162735 i
9
2 |
5. Déhit 1234 67 [
6. Température 142357 I
7. Plasma 132456 ]

Partie Il

II. 6. 1. c. Influence sur les sensibilités des espéces inoquesi

Les figures 10 et 11 présentent les résultats au gilexpériences pour les sensibilités des

especes inorganiques; (& ).

-12000 -6000 0 6000 12000 -12000 -6000 0 6000
Valeur des coefficients Valeur des coefficients

Figure 10 : Résultats du plan d’expériences pour la sensilabtéespece As(lll) (§

12000

-18000 -9000 0 9000 18000 -18000 -9000 0 9000
Valeur des coefficients Valeur des coefficients

Figure 11 : Résultats du plan d’expériences pour la sensiliitéespéce As(V) (9

18000

Les sensibilités des espéeces inorganiquasefSS) sont clairement influencées par la

concentration en MeOH (4) et la puissance du plaémaFigures 10 et 11). En effet,

'augmentation de ces deux paramétres améliorenisaiion de I'As dans le plasma.

(Beauchemiret al, 1989) Néanmoins, les concentrations en acidejuéret en BDSA ont

aussi une influence sur la sensibilité de As(\%) (Bigure 11).
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Ces résultats semblent montrer que I'ajout de Mefhhbiné a une puissance du plasma
élevée engendre une augmentation du signal al@dagprésence de BDSA dans la phase
mobile entraine une interaction négative entre MeDBDSA. Enfin, le débit de la phase
mobile ne semble pas avoir d’influence sur la s®iit®, méme si celui-ci est plus important
que le débit d’argon du nébuliseur de I'NCP-MS (G0 min™).

Le récapitulatif des facteurs et interactions cdésgs comme significativement influents est

présenté dans le tableau X.

Tableau X : Récapitulatif des facteurs et interactions inflsgft especes)

Réponses Facteurs influents Interactions influentes
(R1) Résolution As(lll)/MA (1) Concentration HN®
(R2) Résolution MA/DMA (1) Concentration HN®

(R3) Résolution DMA/As(V) (1) Concentration HN® (12) Concentration HN§Y Durée gradient
(2) Durée gradient
(6) Température de la color

(R4) Résolution As(V)/AB
(R5) Résolution ABITMAO (1) Concentration HN®

(R6) Résolution TMAO/AC (1) Concentration HN®
(2) Durée gradient
(5) Débit de PM
(6) Température de la colon

(T) Temp d’analyse (1) Concentration HN®
(5) Débit de PM

(S1) Sensibilité As(lll) (4) Concentration MeOH
(7) Puissance plasma

(S2) Sensibilité As(V) (1) Concentration HN®  (47) Concentration MeOH / Puissance plasma
(3) Concentration BDSA (34) Concentrations BDSA / MeOH
(4) Concentration MeOH
(7) Puissance plasma

Il. 6. 2. Vérification des modeéles mathématiques pour larsdéipa des 7 especes

De maniére générale, la comparaison des valeur@riexgntales mesurées « au point au
centre » avec les moyennes des réponses, montte mealele linéaire peut étre appliqué a la
variation des réponses sur l'ensemble du domair&udé comme présenté dans le
tableau ESI S2-Article I. Seuls la résolution erddA et As(V) (Rs) et le temps d’'analyse
ont nécessité d'établir des plans supplémentaites Z afin de tester un modéle du second
ordre. (Tableau ESI S3-Article I).
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Notons qu’une interaction négative significativepa étre observée entre la concentration
HNO; (1), la durée de gradient (2) et la températuréadmlonne (6) sur la résolution entre
DMA et As(V) (Rs). Les temps de rétention de ces deux composésspamdent a la fin de la
premiere étape et au début de la deuxieme étapeodutamme gradient. Ces trois parametres
et leur interaction semble donc étre particulieneimmportant lors du changement de phase
mobile. De plus, une interaction positive entredacentration en HN£X1) et le débit de la

phase mobile (5) sur le temps d’analyse (T) a aigsinise en évidence.

Il. 6. 3. Détermination des conditions chromatographiquesn@bés (7 especes)
Par la suite, ces modeles mathématiques ont &s&stpour établir les conditions analytiques
optimales de I'ensemble des parametres afin demisei les sensibilités des especes As(lll)
et As(V), minimiser le temps d’analyse, tout ensgmant des résolutions satisfaisantes. Ces

conditions de séparation optimales sont présenizes le tableau XI.

Tableau Xl : Conditions chromatographiques optimales (7 espéces)

Colonne chromatographique lonpac AG7 + lonpac AS7 (Dionex)
Débit de la phase mobile 1,35 mL min'
Puissance du plasma 1450 W
Température de la colonne 20 °C
Phase mobile A 0,5 mM HNG; + 1 % MeOH
Phase mobile B 50 mM HNG; + 1 % MeOH

Programme du gradient Stabilisation avant injection : 100 % PMA (4 min)
100 % PMA (2,5min)
U
10 % PMA (3 min)
U
80 % PMA (5 min)

Dans ces conditions, les 7 espéces arséniées ¢Figlirsont séparées, de fagcon satisfaisante
(résolutions comprises entre 1,1 et 2,5), avec sesibilités améliorées par rapport aux
conditions initiales, et ce en moins de 15 minyiesluant 4 minutes de stabilisation de la
colonne entre deux analyses), c'est-a-dire, plysdement que les travaux rapportés
précédemment utilisant la méme colonne chromatbigap. (Londesborought al, 1999 ;
Mattusch et Wennrich, 1998 ; Kohimeyetral, 2002, 2003 et 2005 ; Schmielt al., 2000 ;
Simonet al, 2004 ; Daut al, 2005)

-71 -



Partie Il

Ces conditions optimisées par les plans d’expéegiont donc permis une nette amélioration
des résolutions et des sensibilités des 7 espesesufen réduisant le temps d’analyse.

1000% P - .-, .
As(V) Conditions initiales
= Conditions optimisées
80000
)
g asqny  MMVA
X2 60000 AB
" DMA
N
S T™MAO
< 40000
>
« AC
20000
(0] J\x T T T T f M
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Temps (min)

Figure 12 : Chromatogrammes observés dans les conditionslésitet optimales pour une

solution étalon des 7 espéces As & 20 pgAs L

1. 6. 4. Influence de l'interférenc®Ar®Cl sur la séparation

Comme décrit en Il. 2. 2. b, le rapport masse bargem/z= 75 peut étre interférée par les
ions poly-atomique&’Ar®>Cl en présence de chlore (Cl) dans le milieu. tildesic important

de s’assurer que les molécules de chlore éventuetieprésentes dans les matrices a analyser
(produits de la péche) ne perturbent pas la sépardes différentes especes As dans les
conditions optimales. La figure 13 présente le®tatogrammes observéstdz =75 pour

des solutions a 0; 0,1; 0,5; 1 et 5 % HCI (Supra@dr %, Merck dans les conditions
optimales de séparation.
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Figure 13 : Chromatogramme observé dans les conditions optamptir les solutions
a0;0,1;0,5;1; 5% HCla/z= 75

Des 0,1 % de CI dans le milieu, un Iéger pic agparaniveau du temps de rétention de AB
do a l'interférenc&°Ar®Cl. D’autre part, ce pic est proportionnel & lamjité de HCI présent
dans la solution. Pour 5 % de HCI, l'aspect du ofatbgramme est modifié avec I'apparition
d’'un nouveau pic au temps mort et la déformatiotadéegne de base apres le deuxieme pic.
Ces phénoménes peuvent s’expliquer par le pH desolation (tres faible a cette
concentration) qui doit perturber fortement le comgment de Ila colonne
chromatographique.
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Compte tenu que AB est I'espéce majoritairemensente dans les matrices susceptibles
d’étre analysées dans cette étude (produits dédag), le pic correspondant a I'interférence
“OAr®*Cl ne semble pas perturber de maniére significa@veuantification (hauteur du pic
inférieure a 1500 cps pour 1 % de HCI). Neanmalnmurrait s’avérer intéressant a I'avenir
d’optimiser les conditions du mode CCT (cf. I1.2b.) de I'ICP-MS afin de réduire 'effet de
linterférence*°Ar®*Cl sur la ligne de base des chromatogrammes datsines matrices

chargées en Cl.
Il. 6. 5. Optimisation des conditions pour la séparation derBposés arséniés

L’optimisation des conditions de séparation de posés arséniés (i.e. les 7 composes
étudiés préecédemment et 2 anti-coccidiens suséeptiiétre retrouvés dans les volailles
d'importation : ROX et p-ASA) a également été @i a l'aide d'un autre plan
d’expériences basé sur celui décrit en Il. 4. Bar(fiactoriel 2%). Les influences des 7 mémes
parametres ont été étudiés sur les 11 réponsestig@igees suivantes : les résolution
chromatographiques entre chaque pic voisin éRR’s), le temps de séparation total (T) et la
hauteur des pics des 2 espéces inorganiques lesgxigues, As(lll) et As(V), (F'et S).
L’ensemble des résultats est présenté en annex@récapitulatif des facteurs et interactions

considérés comme significativement influents soé@sentés dans le tableau XII.

Tableau XlI : Récapitulatif des facteurs et interactions inflesni{© especes)

Réponses Facteurs influents Interactions influentes
(R’ 1) Résolution As(III)/MA (1) Pourcentage PMA
(R’,) Résolution MA/DMA (1) Pourcentage PMA
(R’3) Résolution DMA/As(V) (1) Pourcentage PMA
(R'4) Résolution As(V)/ROX
(R'5) Résolution ROX/AB (1) Pourcentage PMA

(6) Température de la colon
(R’¢) Résolution AB/p-ASA  (6) Température de la colon

Impossible d’attribuer les contrastes a une

(R’ Résolution p-ASA/TMAQ interaction spécifiqu

(R’g) Résolution TMAO/AC (1) Pourcentage PMA
(2) Durée gradient
(3) Concentration BDSA
(T) Temps d’'analyse (1) Pourcentage PMA (12) Pourcentage PMA / Durée gradient
(2) Durée gradient
(5) Débit de PM

(S'y) Sensibilité As(lIl) (4) Concentration MeOH (47) Concentration MeOH / Puissance
(7) Puissance plasma
(S’,) Sensibilité As(V) (4) Concentration MeOH (47) Concentration MeOH / Puissance

(7) Puissance plasma
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Comme rapporté en Il. 6. 1. a, la concentratioa@de nitrique dans les phases mobiles est le
paramétre le plus influent sur les résolutions,(R’,, R'3, R’s et R%). La température de la
colonne (6) a aussi une influence sur les résalgtiBs et Rs. Les 2 composés anti-
coccidiens semblent donc étre plus sensibles auatims de température que les autres
composés. Notons que la concentration en BDSA (8nha influence sur B’ Plusieurs
contrastes apparaissent comme significatifs pour mais les hypothéses initiales ne

permettent pas d’attribuer a chacun une interagpatifique.

Trois facteurs (la concentration en HNQ), la durée du programme gradient (2) et le tdébi
de la phase mobile (3)) et linteraction entre tnaentration en HN©et la durée du
programme gradient (12) ont une influence signiifveasur le temps d’analyse (T’). Enfin,
comme précédemment (cf. Il. 6. 1. c), les sengdsildes especes inorganiques &'S>)
dépendent principalement de la concentration en W), de la puissance du plasma (7) et
de l'interaction entre ces deux parametres (47%)ld@Psuite, ces données ont été utilisées pour
établir les conditions analytiques optimales comd#erit en 1. 6. 3.. Ces conditions

optimales sont présentées dans le Tableau XIII.

Tableau XIII : Conditions chromatographiques optimales (9 especes)
Colonne chromatographique lonpac AG7 + lonpac AS7 (Dionex)
Débit de la phase mobile 1,35 mL min'
Puissance du plasma 1450 W
Température de la colonne 20 °C
Phase mobile A 0,5 mM HNG; + 1 % MeOH
Phase mobile B 50 mM HNG; + 1 % MeOH

Programme du gradient Stabilisation avant injection : 100 % PMA (4 min)

100 % PMA (2 min)
U

85 % PMA (7 min)
U

0 % PMA (1 min)
U

80 % PMA (6 min)
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Dans ces conditions, les 9 espéces arséniées €Figdirsont séparées, de fagcon satisfaisante
(résolutions comprises entre 0,63 et 1,36), en sndinl6 minutes.

100000 100
As(V)
80000 MA
As(lIN) T7%
‘@ ROX
:% 60000 )
~ DMA g
N T50 3
€ g
g 40000+ AsB :')%
2 p-ASA TMAO s
AsC 125
20000
0 LI b T T k T T T 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Temps (min)

Figure 14 : Chromatogramme observé dans les conditions optimptir une solution
étalon des 9 espéces As & 20 pg As L
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CONCLUSIONSDE LA PARTIE I

Suite a la synthése bibliographique, le couplageeda séparation par chromatographie a
échange d'ions (IEC) et la détection par ICP-MSaggtaru comme le plus pertinent pour la

séparation et la quantification des especes Asléanzoduits de la péche.

Le choix de la colonne chromatographique s’estépettr une colonne a échange d’anions
(lonpac AS7) en raison de ses capacités de sépasathultanée des especes inorganiques et
organiques, en un temps relativement court. De, pduphase mobile couramment utilisée
avec cette colonne (HNfPapparait comme l'une des plus compatibles aveiisation d'un
systéme ICP-MS.

Enfin, I'optimisation des conditions de séparaticiromatographique par la méthode des
plans d’expériences a permis en un minimum d’egdarsfiés :
- L’évaluation de rlinfluence de différents facteuet de leurs interactions sur la
séparation de 7 (ou 9) composés arsénieés.
- La détermination des conditions analytiques opt®gour la séparation de 7 (ou 9)
especes As tout en diminuant de maniere signiWieate temps d’analyse, en
conservant des résolutions satisfaisantes et enliomamd les sensibilités pour

I'ensemble des espéces.
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PARTIE IlI.

MISE AU POINT D’UNE METHODE DE DIGESTION DOUCE :
MINERALISATION ASSISTEE PAR MICRO-ONDES
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lll. 1. Introduction

Cette partie est consacrée au développement d'ugtbooe pour la mise en solution des
différentes especes arséniées dans les produils piéche par extraction assistée par micro-
ondes (MAE) a partir d’'un article soumis en noveenB008 a « Analytica Chimica Acta »
(Article 1ll, Annexe 4). Aprés avoir justifié le oix de la méthode d’extraction retenue en
deétaillant les différentes méthodes rapportées lalitsérature, nous présenterons I'optimisation
des parameétres analytiques pour la mise en soldbore des composés arséniés d’intérét dans
les produits de la péche. Puis, nous exposeronalliation des différents critéres analytiques
lors de la validation de la méthode. Enfin, nousodérirons les premiéres applications de cette
méthode réalisées sur des eaux minérales et suatériau de foie d’aiguillat analysé lors d’'une

participation a une certification organisé par RQ(Canada).
[ll. 2. Extraction des composés arseniés : état de l'art

En amont de la séparation et de la détection desces arséniées examinées dans la partie I,
une étape d’extraction pour la spéciation de megrigiologiques est cruciale. En effet, il est
primordial de mettre au point une méthode de digestouce n'impliquant pas de modifications
ou de pertes des espéeces initialement présented’éamantillon. (Gonget al, 2002)

Différentes méthodes d’extraction ont été envisagkms la littérature pour la mise en solution
des especes arséniées provenant de matrices hiodsgiLe tableau XIV présente I'ensemble de
ces études publiées depuis 1998 en distinguantipailement 4 méthodes (extraction solide-
liquide (Lig/Sol) avec ou sans sonification (ou reisonification), extraction enzymatique,

extraction assistée par micro-ondes (MAE) et autnéthodes alternatives) et en détaillant les

réactifs utilisés et les matrices étudiées.
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Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol

Lig/Sol

Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol

Lig/Sol

Lig/Sol
Lig/Sol

Lig/Sol

Lig/Sol
Lig/Sol

Lig/Sol

Lig/Sol

Lig/Sol
Lig/Sol

Lig/Sol

Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Lig/Sol
Sonification
Sonification
Sonification

Sonification

Sonification
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Tableau XIV :

Solvant

(Composition, volume)

20 mL MeOH/HO (9/1)
10 mL KO
MeOH/H,0 (1/1)

5 mL H,0

CHCl/MeOH/H,0 (2/1/4)

10 mL HO
H20 ou MeOH/HO

ou MeOH/H0/CHsCI ou HCI/HCI/CHCI

3,5 mL MeOH/HO (1/1)
H,O/MeOH

30 mL H,0 ou 30 mL MeOH/ KO (1/1)

H,O
150 mL MeOH

ou 150 mL MeOH/HO (1/1)

20 mL MeOH/HO (9/1)
H,O/CHCl

10 mL HPOy (1,5 M) ou 10 mL HO
ou 10 mL MeOH/HO (9/1)

4 mL MeOH
6 mL H,O/MeOH (1/1)
20 mL MeOH/HO (3/1)

+10 mL MeOH/HO (1/1)
20 mL MeOH/ CHCJ (1/1)

MeOH/H,0 (9/1)
MeOH/H,0 (1/1)

10 mL (CH),0

MeOH/H,0 (9/1)

20 mL MeOH/HO (8/2)
1 mL MeOH/HO (1/1)
10 mL (CH),0
CHCly/MeOH (2/1)
25 mL MeOH/HO (9/1)
10 mL MeOH/HO (1/1)
20 mL MeOH/HO (1/1)
MeOH/H,0 (3/1)

10 mL MeOH
10 mL KO
10 mL MeOH
5 mL H,0
10 ml H,O

10 mL H,0 ou MeOH/HO (1/9) ou (1/1

10 mL MeOH/HO (1/1)
10 mL MeOH/HO (1/1)
10 mL MeOH/HO (1/1)
20 mL MeOH/HO (1/1)

+ 10 mL MeOH/HO (9/1)

1 mL H,0/MeOH (1/1)

Récapitulatif des méthodes d’extraction dans térhture

Prise d’'essai

(mg)
100
200

500-5000
200-500
500
3000

500

1000
500
1000-5000

1000-5000

200

100-500

2100
100-200

200

500

100
300

200-250

100
100-500

200-300
200-300
500
1000
250
500
200
1000
500
100
500
100
10000
500
1000

1000
100

Matrices étudiées

DORM 1%, DORM 2
DORM 2
Fucus, SRM 1566a
DORM 2, Champignons
Requins
Haricots

DORM 1% DORM 2 CRM 278, SRM 1664,
TORT &

DORM 2
Algues
Plantes
Plantes

Huftre; coques, Moules, algue, BCR 627

TORT-1
DORM 2
Méduses

DORM 2, Algues

Algues
Algues
DORM 2, BCR 477, huitre, algues
DORM 1% DORM 2, saumon, poissons,
requins
phoques
Algues

AGAL-2f, DOLT-19 DORM-Z, TORT-Z,
CRM 278 R, SRM 15664

Foies d'animaux marins, DORM 2
Plantes
Vers de terre
Poissons
Poissons
Plantes
Poulet, riz, poisson, NIST 1568ORM Z
DORM 2, BCR 627
Produits de la péche
Moules, DOLT 2
Volaille
Produits de la péche, DORM 2
Algues
Plantes
Plantes
Thon, moules
Poissons, DORM?%2
Algues

Algues

Algues

a aiguillat, b huitre, c thon, d hépatopancreakamard, e moule, f requin, g foie d'aiguillatih
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Sonification
Sonification
Sonification
Sonification
Sonification
Sonification
Sonification
Sonification
Sonification
Sonification
Sonification

Sonification

Sonification
Sonification
Sonification
Sonification
Sonification

Sonification

Sonification
Sonification

Enzymatique
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Enzymatique
Enzymatique
Enzymatique
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Enzymatique
Enzymatique
Enzymatique

Enzymatique
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Tableau XIV (suite)

Solvant
(Composition, volume)

5 mL MeOH/HO (1/1)

5 ou 15 mL MeOH/HO (1/1)
5 mL MeOH/HO (1/1)
10 mL MeOH/HO (1/1)

10-20 mL MeOH/HO (1/1)
20 mL MeOH/HO (1/1)
20 mL MeOH/HO (1/1)

5-10 mL MeOH/HO (1/1)
20 mL MeOH/HO (1/1)
10 mL MeOH/HO (1/1)
10 mL MeOH/HO (1/1)

12 mL CHCE/MeOH (2/1) + 8 mL HO
+1 mL HPO, (25 mM)

MeOH/H,0
10 mL MeOH/ HO (1/1)
10 mL H0 ou 10 mL MeOH/HO (1/1)
10 mL HO
5 mL H,0

7 mL H,0

5 ml H,O
4 mL CHCE

Enz : 30 mgn-amylase + 10 mL

(NH,),COs
Son : 20 mL GH3N/H,O (2/3)

100 mg trypsine + 5 mL NaHGQ0,1 M)

0,1 ga-amylase + 10 mL NFHCO;
+ 10 mL MeOH

0,1 g trypsine + 10 mL NHHCO;

Enz : 30 mgn-amylase + 10 mL

(NH2)CO;5
Son : 8 mL GH3N + 2 mL HO

20 mL H,0 + 60-80 mgx-amylase
0,1 trypsine + 10 mL NFHCGO;
0,1 g trypsine + 10 mL NFHCO;

3 ml H,O + 10 mga-amylase
+ 30 mg protéase ou 3 mL,@
+ 15 mg protéase

3 mL TFA (2 M)

2 mL TFA (2 M)

10 mL MeOH/HO (1/1)
MeOH/H,0 (3/1; 1/1; 0/1)
MeOH/H,0 (3/7)
MeOH/acide acétique (1/1)
H,O ou MeOH/ HO (1/1)
MeOH/ H,0 (3/1)

Prise d'essai
(mg)
250-500
200-250
50-100
500
500-1000
1000
1000
500-1000
1000
500-5000
2000

2000

(1/20 wiv)
100
100
100

200-2000

200
100
200

500-1000

500
500
250

500

500
250
10000

150-300

250-120

250

500
500-2000
1000
500
250-270
100
100

Matrices étudiées

Mollusques
Algues, Huitres
Eponge marine

Riz, SRM 15684
Pommes
DORM 2 TORT 2, CRM 627
Algues

NIST 15668, poissons
Pommes

Produits de la péche
Nourriture

Noix, algues

Poissons d’eau douce
Algues, DORM 2
Algues
Algues
TORT 2

algues, plantes, éponge, moules, grenoui

poissons
Poissons, CRM 627
Produits de la péche, TORT 2

Pommes

nourritures pour bébé
Riz, SRM 15684

Huitres, TORT-2
Pommes

Riz
DORM 22 TORT ¥, Crustacées
Pieuvres

Riz, SRM 15683 Poulet

Riz, SRM 15684
Riz
Poissons, DORM?%2
Riz, SRM 15684
Carottes
Algue, DORM 2
DORM 2 DOLT-%, TORT-Z

Plantes, BCR 402BCR 279
GBW-0875f, BCR-278R, DORM 2

Références

Lai et al. (2001)
McSheehyet al. (2001 a,b)
Yamaokaet al. (2001)
Heitkemperet al. (2001)
Carusocet al. (2001)
Suneret al. (2001)
McSheehyet al. (2002)
Deveseet al. (2002)
B’Hymer et Caruso (2002)
Li et al. (2003)
Milstein et al. (2003)

Kannamkumaratlet al. (2004)

Zhenget al. (2004)
Karthikeyan (2004)
Karthikeyanet al. (2003)
Hirata et Toshimitsu (2005)
Kahnet al. (2005)

Schaeffelet al. (2006)
Sanzet al. (2005a)
Caoet al.(2008)

Carusocet al. (2001)

Pardo-Martinezt al. (2001)
Heitkemperet al. (2001)

Fitzpatricket al.(2002)
B’Hymer et Caruso (2002)

Kohlmeyeret al. (2003)
Rattanachongkiagt al.(2004)
Seixaset al. (2005)

Sanzet al. (2005 a,b)

Heitkemperet al. (2001)

Williams et al. (2005)

McKiernanet al. (1999)
Heitkemperet al. (2001)
Velaet al.(2001)
Gallagheret al. (2001 et 2002)
Wahlenet al. (2004)
Schmidtet al. (2000)
Mato Fernandez (2007)

a aiguillat, b huitre, c thon, d hépatopancreakaimard, e moule, f requin, g foie d’'aiguillatjfy i trefle blanc, j algues
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MAE
MAE
MAE

MAE

MAE
MAE

MAE
MAE
MAE
MAE
MAE

MAE
MAE

MAE

MAE
MAE

MAE

MAE
MAE
MAE
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Tableau XIV (suite)

Solvant

Prise d’essai

o Matrices étudiées Références
(Composition, volume) (mg)
5 mL MeOH/H,0 (1/9) 100 Champignons Larsenet al. (1998)
20 mL MeOH/HO (1/4-4/1) 500 Moules Dagnacet al. (1998)
9,84 g HO 655 BCR 627 Nakazatcet al. (2000)
MeOH or MeOH/HO (1/1) 1000-5000  uitre; Coq“es%“gg‘fr'elsd’ algue, BCR 827 00 arizaet al. (2000)
10 mL MeOH/HO (8/2) 150 TORT 2 Brisbin et Caruso (2002)
10 mL MeOH/HO (8/2) 150 TORT 2 Brisbin et al (2002)
AGAL-2%, DOLT-1¢, DORM-Z, TORT-Z, .
10 mL MeOH/HO (1/1) 100-150 CRM 278 R, SRM 15664 Kirby et Maher (2002)
10 mL MeOH/ HO (1/1) 70-100 Algues Tukaiet al. (2002)
10 mL TMAH ou 10 mL MeOH/KHO :
(1/1) ou (8/2) 100-130 DORM 2, poissons Ackley et al. (1999)
TMAH ou protéines modifiées 150 Plantes Quaghebeuet al. (2003)
10 mL HO 100 TORT 2, DORM. Z, crevettes, huitre, Karthikeyan et lyer (2004)
poissons
10 mL MeOH/ HO (1/1) 100 DORM 2, crevettes, huitre, poissons Karthikeyan (2004)
10 mL H,0 ou 10 mL MeOH/HO (1/1) Crevettes Karthikeyanet al. (2003)
10 mL RO 100 DORM 2, Hunres., poissons, crevettes, Hirataet al. (2005,2006)
coquillages
10 mL alcool alcalin 1000 Poissons, TORT®2 Larsenet al. (2005)
10 mL alcool alcalin 1000 Poissons, TORT2DORM 2 Slothet al. (2005)
0, X
Sk NGy 2 /")(‘1’;]1)10 ik .o 100 DORM 2, TORT 2, CRM 279 Fosteret al. (2007)
5 mL H,O/MeOH (2/8) 200 DORM 2, poissons Wanget al. (2007)
Protéines modifiées 150 Plantes Chenet al. (2007)
10 mL HO 1000 Riz, SRM 15684 Narukawaet al. (2008)

a aiguillat, b huitre, c thon, d hépatopancreakaimard, e moule, f requin, g foie d’aiguillatjy i trefle blanc, j algues, k requin

[ll. 2. 1. Méthode par extraction liquide-solide « classique/ec ou sans sonification

Un grand nombre des travaux effectués depuis 13B8ent la méthode d’extraction

« classique » liquide-solide (Lig-Sol) assistée nd’'uagitation physique ou par ultra-sons
(sonification). Toutefois, les taux de récupéragonAs total pour différentes compositions de
solvants (HO, MeOH, mélange ¥/MeOH) observés aprés sonification dans le TORT 2
semblent similaires a ceux obtenus apres une agitahysique. (Brisbiret al, 2002)

La majorité de ces travaux opte pour un solvantpmsé d’'un mélange J@/MeOH ou HO
seul pour extraire
(Gomez-Arizaet al, 2000 ; Madsemt al, 2000 ; Soeroest al, 2005) d'acétone ((CH0),
(Kirby et Maher, 2002 ; 2002) d'acide phosphorique 4{POy)
(Kuehneltet al, 2001 ; Kannamkumaratét al, 2004) ou de mélanges,®/MeOH/CHCI
(Hanaokeet al, 1999 et 2001b,c ; Wrobet al, 2002 ; Kannamkumaratt al, 2004) a aussi

été rapportée occasionnellement.

les différents composés arsénlégtilisation de MeOH seul,

Kirby et al,
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Méme si ce type de méthodes a montré sa relatiieaeté pour I'extraction d’espéces
arséniées de matrices biologiques, elles restamjuks a mettre en ceuvre et peuvent
demander une importante consommation de solvaganmues. (Brisbin et Caruso, 2002)
De plus, Amraret al. (1997) a montré que ces méthodes pouvaient étmesreéficaces pour
certaines matrices telles que les bivalves. EMinnoz et al. (1999) explique que les faibles
taux de récupération obtenus dans son étude aptresteon avec différents solvants 4B},
MeOH, CHCI) sans chauffage pour As (lll) dans des proddisla péche sont dus a
I'incapacité des solvants utilisés a casser lésolies entre cette espece et les groupes thiols au

sein des protéines.

[ll. 2. 2. L’'extraction enzymatique

L'utilisation de I'extraction enzymatique a parf@t évoquée dans la littérature comme une
alternative a I'extraction Lig-Sol. Celle-ci consisa traiter les échantillons biologiques avec
une enzyme afin de favoriser la mise en solutios egpeces arséniées. Ainsi, plusieurs
travaux, notamment sur des échantillons de pommuesleoriz traités avec I'enzyme-
amylase, ont permis une améelioration des taux clgp@¥ation obtenus par extraction Lig-Sol.
(Carusoet al, 2001 ; Heitkempeet al, 2001 ; B'Hymer et Caruso, 2002 ; Kohlmewgral.,
2003 ; Sanzt al.,2005ab) Néanmoins, l'utilisation de I'enzymeamylase est spécifique aux
matrices végétales (fruits, riz) et n’a donc pas t&istée dans les produits de la péche.
En revanche, quelques études rapportent l'utibgatde la trypsine pour I'extraction
enzymatique de I'As dans les produits de la pédfrardo-Martinezet al., 2001 ;
Fitzpatricket al., 2002 ; Rattanachongkiat al., 2004) Les travaux de Pardo-Martinezal.
(2001) et Fitzpatricket al. (2002) ont rapporté des taux de récupération entodal
satisfaisants apres un traitement a la trypsin®@@&M 2 (106 %) et TORT 2 (105 %),
respectivement. Pardo-Martine al. (2001) a aussi observé des extractions d’As total
satisfaisantes (88-122 %) pour plusieurs alimersir ppébé (produits de la péche).
Cependant, ces études se sont focalisées surdamiléation de AB et DMA et n'ont pas
conclu quant a l'efficacité de la méthode d’exti@etsur les autres especes arséniées. Des
taux de récupération acceptables apres traitenvestde la trypsine, dans DORM 1 (96 %),
TORT 1 (108 %) et divers autres produits de la pg&2-102 %) ont aussi été observés par
Rattamachangkiat al. (2004).
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Néanmoins, méme si le traitement avec de la trgpsies produits de la péche semble
ameéliorer I'extraction de I'As, le temps d’extramtitres élevé nécessaire a cette méthode (de
8 a 12 heures) reste un inconvénient majeur dapsique d’'une meéthode de spéciation de

routine.

[ll. 2. 3. Techniques d’extraction alternatives

[ll. 2. 3. a.Extraction accelérée par solvant (ASE)

D’autres techniques d’extraction des composeés @sehien que moins répandues, ont été
rapportées dans la littérature. L’extraction aa&slépar solvant (« Accelerated solvent
extraction » ou ASE), appelée aussi parfois extractiquide pressurisée (« Pressurized
liquid extraction » ou PLE) a été testée a plusieaprises pour I'extraction de I'As dans les
produits de la péche. (Mc Kierna al, 1999 ; Wahleret al, 2004 ; Mato-Fernandez al.,
2007) Les travaux de McKiernaat al. (1999) ont rapporté des taux de récupération Ale I’
total satisfaisants par la procédure ASE dans IeREC2 et un échantillon de poisson
(92 et 99 % respectivement) alors que les résudtats des échantillons de requin, saumon et
thon (82, 77 et 74 %, respectivement) étaient iefdés a ceux obtenus par une extraction
Lig/Sol classique (90, 91 et 86 % respectivemdriétude réalisée par Walheat al. (2004)

a montré que l'utilisation de I'ASE permettait dtehir un taux de récupération de I'As total
satisfaisant pour DORM 2 (96 %) mais faible pour lDO2 et TORT 2 (41 et 75 %,
respectivement). De plus, cette étude n’a pas gedmiconclure sur I'efficacité d’extraction
par la méthode ASE de I'ensemble des espéces Aemes dans la mesure ou seules les
teneurs en DMA et AB ont été quantifiées. Récemmetds travaux de
Mato-Fernandezt al. (2007) ont permis d’obtenir des taux de récupénati’As total
satisfaisants sur 3 MRC : GBW-08751, BCR-278R etRM>2 (93, 96 et 95 9%,
respectivement). Cependant, les formes arsénie€dl) AAAs(V), MA et DMA seraient
retenues (de 10 a 90 % dans certains cas) paincertzactifs utilisés comme milieux de
dispersion nécessaires a cette méthode. (Gallagtieral, 2002) Enfin, d'aprés
Francesconiet al. (2004), la méthode ASE présente peu d’avantagesrgggport aux
extractions classiques et nécessite un apparetipgefique et ne semble donc pas adaptée a

une méthode de spéciation de routine.
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[ll. 2. 3. b.Traitement par I'acide trifluoroacétique (TFA)

Le traitement par I'acide trifluoroacétique (TFA)nsiste a chauffer (avec un bloc chauffant)
pendant 6 heures a environ 100 °C I'échantillonsdame solution de TFA. Cette technique a
été testée pour I'extraction de I'As dans le rideitkemperet al, 2001 ; Williamset al,
2005) Heitkempeet al. (2001) a rapporté une comparaison entre les méshdextraction
enzymatique, ASE et de traitement par TFA pourttaotion des especes As dans le riz.
D’aprés cette étude, la méthode de traitement [pa permettrait d’obtenir les meilleurs
rendements d’extraction en As total. Néanmoinsdes principaux inconvénients de cette
méthode reste son temps d’extraction trés impof@mtiron 6 h). D’autre part, ce type de

méthode n’a jamais été testé dans les produita dédhe.

lll. 2. 4. Extraction assistée par micro-ondes

Depuis quelgues années, l'utilisation de I'extr@ttassistée par micro-ondes (« microwave-
assisted extraction » ou MAE) ne cesse de s’araplifour la spéciation de I'arsenic dans des
matrices biologiques telles que les produits deélzhe, les plantes, le riz ou les champignons.
La méthode MAE consiste a utiliser les propriétécertains composés (solvants caractérisés
par une constante diélectrique plus faible quedéioe considérée et relativement transparent
aux micro-ondes) capables de transformer I'énatlgietromagnétique (captée sous forme de
radiation de longueur d’onde entre 1 cm et 1 mgtedeur. En effet, les molécules dipolaires
et les ions vont aligner leur moment dipolaire aleechamp électrique des micro-ondes. Ce
champ étant en perpétuel mouvement, les moléoanlesdnt dans tous les sens et provoquent
ainsi des collisions avec les molécules voisiness @gitations créent un dégagement
d’énergie, donc une augmentation de la températude la pression dans les récipients de
digestion. Les composés d'intérét vont alors éissadis dans le solvant en un minimum de
temps. (Paré et Bélanger, 1994 ; Bélanger et Rafs)

Généralement, un solvant composé d’'un mélange ésuamol ou uniquement d’eau est
utilisé. Dans de rares cas, dautres solvants dét téstés tels que I'hydroxyde de
tétraméthylammonium TMAH, (Acklegt al, 2002 ; Quaghebeet al, 2003) 'alcool alcalin
pour I'extraction des espéces inorganiques, (Stébvthl, 2005 ; Larseret al, 2005) I'acide
nitrique (Brisbin et Caruso, 2002 ; Fostet al.,, 2007) ou des protéines modifiees
(Quaghebeuet al, 2003 ; Cheret al, 2007).
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Une température modérée (30-90 °C) et un tempshaeffage limité (2-10 min) sont
généralement sélectionnés afin de conserver lisghia carbone-arsenic des especes intactes.
(B’Hymer et Caruso, 2004) Les travaux de Kidtyal. (2002) ont ainsi montré que les taux
de récupération pouvaient étre améliorés si la ézatpre de chauffage était proche de la
température d’ébullition du solvant.

Une étude comparative sur plusieurs méthodes detn réalisée sur un matériau de
référence certifié d’hépatopancréas de homard (FQR®& confirmé que la méthode MAE
apparaissait comme la méthode d’extraction la piomple, rapide et reproductible parmi les
méthodes étudiées tout en obtenant des taux deémxtion en As total sensiblement
identiques, voire meilleurs, aux autres méthodegtriction. (Brisbin et Caruso, 2002) Dans
le cas de la méthode MAE, plusieurs solvants (estlange eau-méthanol, acide nitrique) et
temps d’extraction (2 & 6 minutes) avaient étéétedtne étude complémentaire est venue
confirmer que ces conditions étaient également tédapa la spéciation des différentes
especes arséniées (Briskiral, 2002).

Les travaux de Fostat al. (2007) ont démontré que l'utilisation de 2 % de ®i{Nomme
solvant (ou un melange MeOH/@ suivi de 2 % de HN§) permettait une amélioration de
I'extraction dans les matrices ou I'arsenic esfidié a extraire (plantes et organes digestifs
d’organismes marins). Cependant, les taux de réatip@ observés avec HNQlans les
DORM 2 et TORT 2 (102 % pour les 2 MRC) sont siinda a ceux obtenus avec un mélange
H.O/MeOH (1/1 viv) (98 et 88 %, respectivement). Desple pH faible di a l'utilisation
d’'HNO;3 risque de perturber la séparation chromatograghiges composés arséniés
(optimisée dans la partie Il) dans les échantillextsaits.

Ackley et al. (1999) a montré que l'utilisation de TMAH semblerettre une extraction
satisfaisante de I'As total (95 %) dans le DORM Qependant, les travaux de
Quaghebeuet al. (2003) ont démontré que ce réactif provoquait yitation d’As(lIIl) en
As(V) durant le processus d’extraction par MAE. @&mes travaux et ceux de Chedral.
(2007) ont rapporté des taux de récupération asegits (sans que les formes inorganiques
soient modifiées) dans des végétaux en utilisantnalange de protéines modifiées comme
solvant (contenant 0,33 M de sucrose, 50 mM de M&Sde 2-(N-morpho- lino)éthane
sulfonique), 5mM d’acide éthylene-diamine-tétrampét (EDTA) et 5mM de L-ascorbate).
Mais, a notre connaissance, ce réactif n’a pastéige pour I'extraction des formes arséniées

dans les produits de la péche.
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Les études réalisées par Slethal. (2005) et Larsert al. (2005) rapportent une procédure
MAE utilisant un solvant composé d’hydroxyde de isod dans de I'éthanol pour une
extraction spécifique des formes inorganiques desmproduits de la péche. Cependant, cette
méthode ne permet pas une quantification individug¢ chaque forme inorganique dans la
mesure ou le solvant provoque I'oxydation de I'A¥@n As(V).

La méthode MAE a été aussi testée avec succesderécupération supérieurs a 85 %) pour
I'extraction d’especes d’arsenic d’intérét dans dekantillons de poissons en utilisant une
puissance de 50 a 75 W pendant 5 a 10 minuteswavecélange eau-méthanol (1/1, v/v).
(Ackley et al, 1999) L’étude réalisée par Kirley al. (2002) a permis d’obtenir une extraction
d’As total satisfaisante avec le méme mélange egilramol (1/1, v/v) pour le DORM-2 (103
%) et le TORT-2 (92 %), mais des taux plus faibteg été observés pour d’autres
échantillons de produits de la péche (58-80 %).a%atoet al. (2000) rapporte un taux de
récupération de 88 % dans un échantillon de thdRM@®&27) en utilisant seulement un
solvant aqueux. Les taux de récupération observés Ipirata et al (2006) et
Karthikeyan et lyer (2004) dans des produits dpélehe apres extraction avec 100 % d’eau
sont compris entre 53-112 et 85-105 % respectivemi@mdis que les valeurs publiées par
Karthikeyan (2004) obtenues apres extraction dansméange MeOH/LD (1/1 v/v) sont de
48-105 %.

Ill. 2. 5. Bilan de I'état de I'art

L’étape de mise en solution des especes As estifoadtale. La méthode utilisée, tout en
étant rapide, pratique et robuste, ne doit pas reirge de modifications des especes

initialement présentes pour permettre une spéaigi@ntitative satisfaisante.

L’étude bibliographique des principales technigdestraction des especes arséniées dans les
matrices biologiques utilisées au cours de cettemde laisse envisager que la méthode
d’extraction assistée par micro-ondes (MAE) apparainme une alternative pertinente en
raison de :

- sarapidité et sa simplicité de mise en ceuvre ;

- son absence de perte d’éléments volatils et deaconation par les particules

atmosphériques (systéeme fermé) ;
- l'utilisation de volumes de solvant plus faiblespliguant moins de déchets et de

risques de contamination.
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Ces 3 avantages de la méthode MAE par rapport atigsatechniques d’extraction testées

dans la littérature sont des atouts précieux pedutlires applications en analyse de routine.

Un solvant composé soit d’'un mélanggdMeOH soit d’'HO uniquement est le plus utilisé

dans la littérature et semble le plus adapté d@da en solution des formes arséniées par MAE
dans les produits de la péche. D’autres paramtglesgjue la quantité d’échantillons extraits,

le volume de solvant, la température et le tempshd@ffage par micro-ondes sont également
susceptibles de jouer un réle dans le processusraidtion. La suite de cette étude s’est donc
interessée a déterminer l'influence de ces diffésrgarameéetres de la méthode MAE sur les
taux de récupération en arsenic total et en spéaiatir différents échantillons de produits de

la péche.

[ll. 3. Conditions expérimentales
Les réactifs et matériels utilisés dans cette ésaaé¢ décrits en annexe 4.
[ll. 3. 1. Extraction assistée par micro-ondes

lll. 3. 1. a.Instrumentations

Le systeme micro-onde fermé utilisé dans cetteettdl le systéme Multiwave fabriqué et
commercialisé par la sociétnton Paar(Courtaboeuf, France). Ce systéme est équipé d'un
rotor a six récipients de digestion en quartz denkO

Une centrifugeuse Universal 320 fabriquée et comiaksée par la sociétdettich
(Tuttlingen, Germany) a été utilisée pour la sépamadu surnageant du résidu apres

extraction.

. 3. 1. b.Echantillons et matériaux de référence certifiés

Les Matériaux de Référence Certifies (MRC) utilisdans cette étude, TORT 2
(Hépatopancréas de homard), DORM 2 (muscle d’'daglilDOLT 3 (foie d'aiguillat),
DORM 3 (protéine de poisson) et CRM 627 (Thon),tscommercialisés par la société
Promochem(Molsheim, France). Divers produits de la péchaphilisés (moules, dorade,
bigorneau, maquereau frais et en conserve) onterbgat été analysés pour I'étude de la
répétabilité de la méthode.
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[ll. 3. 1. c. Préparation des échantillons avant analyse

. 3. 1. c.i. Préparation physique des échantillons

Pendant toutes les étapes de préparation des #dmanpour analyse, les consignes
pour éviter une éventuelle contamination ont éspeetées. Le matériel utilisé a été nettoyé
suivant la procédure de nettoyage de la vaissalldaboratoire en vigueur dans l'unité
CIME : rincage a I'eau MilliQ, décontamination dams bac d’acide HN®a 10 % pendant

6 h minimum, rincage a I'eau MilliQ et séchage arvé a 50 °C.

. 3. 1. c. ii. Préparation chimique des échantillons

Les conditions d’extraction initiales utilisées pdoptimisation sont basées sur les travaux
de Brisbin et Caruso (2002). Une prise d'essai,d& @ est introduite dans les récipients en
quartz. Un volume (10 mL) d’eau, de méthanol owndhelange KHO/MeOH y est ajouté. Le
rotor peut contenir au maximum 6 matras. En pratighaque série comprend 5 échantillons
et un blanc d’extraction (pour lequel seul le vodude solvant est présent).

Un programme de chauffage déterminant la puissdanaaicro-onde en fonction du temps a
été défini (Tableau XV). Il est constitué de tra$apes: une montée progressive en
température et en pression afin de limiter lesuesgd’emballement thermique pouvant
entrainer des surpressions, une étape de chauffyepérature constante suivie d’'une étape
de refroidissement. Le systéme est muni d’'un détechesurant la température et la pression
de chacun des matras afin de contrdler ces deaxngdires pendant le chauffage.

Tableau XV : Programme d’extraction MAE

Etapes Température initiale  Durée Température finale Puissance Vitesse
(*C) (min) (°C) (W) de refroidissement*
1 20 2,6 80 800 1
2 80 2:40u6 80 800 1
3 80 20 20 - 3
* Unité arbitraire

A la suite du programme d’extraction, les échammsl sont refroidis a la température
ambiante puis repris a I'eau Milli-Q/flliPore SA, St Quentin en Yvelines, France) dans des
tubes de polyéthylene de 50 mL. lls sont ensuitdrifegés a 3500 tours par minute et a
température ambiante pendant 5 min. Enfin, la @atrnageant les échantillons est filtrée sur

des filtres nylon 0,44m (Fisher Scientific Bioblock-rance) avant d’étre analysée.
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La figure 15 présente le schéma général de la guvedd’extraction assistée par micro-onde.

Solvant
Centrifugation =1
| Filtrage 535
C I
#
E

= W 6=
- chantillon
—1
=0 +—rc——7 i D)

Seringue Micro-ondes

Tonpac AG7
ICP-MS

As total

lonpac AS7

!’

Temps

Figure 15 : Schéma général de la procédure MAE
[ll. 3. 2. Quantification des espéces arséniées

L’ICP-MS utilisé pour cette partie de I'étude est X-Series" (Thermo Scientific Le
systeme chromatographique utilisé dans cette paiel’étude consiste en une chaine
chromatographique Ultimate 300Di¢neX, une valve d’'injectionRheodyngéquipée d’'une
boucle d’'injection de 100 pL. Les connexions ent#CP-MS et le systeme

chromatographique ainsi que le mode d’acquisitiomt $dentiques a celles décrites dans le
paragraphe II. 3. 1.

La colonne chromatographique utilisée est ident@jeelle décrite en 1. 3. 2. Les conditions
chromatographiques déterminées dans la partiet llég@rement été modifiees : 99 % PMA
(3min) = 10 % PMA (2 min)» 80 % PMA (6,5 min) en raison d’une adaptation séage
liée au changement de systéme chromatographique.

Pour I'étalonnage de l'instrument, cing solutionétalonnage de 0, 2, 5, 10 et 20 ug A5 L
des 8 espéces arséniées considérées (As(Ill), M, DAs(V), AB, TMAO, AC et TMA")

sont préparées dans les mémes conditions queHestélons extraits.
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Le composé TMA, qui ne faisait pas partie des espéces étudig¢esldagartie Il, élue juste
aprés AC ¢ = 12 minutes). Les résultats pour TMAO sont pré&seicomme la somme de
teneurs en TMAO et AB2. En effet, 'analyse d'ummdusion étalon de AB2 a montré que le

pic de cette espéce co-€éluait avec celui de TMAGS dies conditions de séparation utilisées.

Entre chaque solution analysée, un rincage deriagse et de la boucle d’injection est
effectué avec de l'eaMilliQ. La colonne et la colonne de garde sont réguliergm
régénérées en injectant un mélange préconisé parnigtructeur (500 mM HNO+ 10 %

MeOH) pendant au minimum 1 heure (en prenant seipakitionner la colonne de garde

apres la colonne, pour éviter la pollution de cdémiere).

La réduction de As(V) en As(lll) au cours du tengst observée dans les vials en PTFE
(Dionex, 10 mL) utilisés pour I'autosampleur declzaine chromatographique alors que ce
phénomene n’est pas observé dans les tubes enRiliB&s pour la dilution des échantillons
extraits. La composition de ces vials semblent daricainer une réaction d’oxydo-réduction
impliquant les formes arséniées inorganiques. labardillons sont donc introduits le plus
tard possible dans ces vials afin d’éviter cetducéion de As(V) en As(lll). Cependant,
I'utilisation de vials en quartz ou une diminutiole la température dans l'autosampleur

pourront étre envisagées afin de réduire ce phéneme

Un phénoméne, a la fois de dédoublement du pic Mdeaésolution faible entre ce dernier
et le pic As(lll), a parfois été rencontré danstaiees matrices complexes, comme observé
précédemment par Londesborouwgghal. (1999) et Simoret al. (2004). Une solution tampon
d’acétate (0,5 mmolt, pKa = 4,8), utilisée en début de séparation tesiravaux de Simon

et al. (2004), semble permettre de se soustraire au grablde dédoublement du pic MA.
Néanmoins, l'utilisation de ce tampon entraine ssagement des modifications des
conditions optimales de séparation. Dans ces tradauthése, I'addition des deux pics MA
permettant une quantification satisfaisante dee@spece, I'utilisation d’'une solution tampon

n'a pas éte testée. Ce phénomeéne sera exposé@tisment dans la partie V.

. 3. 3. Quantification de I'As total

La quantification de I'As total est basée sur lahode interne accréditée COFRAC de 'unité
CIME d'«analyse multi-élémentaire (As, Cd, Hg et) Rlans les denrées alimentaires
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d’'origine animale par ICP-MS apres minéralisaticar micro-ondes en systeme fermé».
(Noél et al., 2005) Le méme ICP-MS que décrit en III. 3. 1. gitsé (X-Series', Thermo
Fisher). Les solutions sont drainées par une pompe péitgte a partir des tubes disposés
sur un échantillonneur automatique ASX 520 fabriguéommercialisé par la soci€&€&TAC
(Nebraska, USA).

Le rapportm/z = 75 étant susceptible d'étre interféré par I'ipoly-atomique®°Ar**Cl, le
signal de I'’As mesuré est corrigé selon I'équatiaivante :

I(™ As) = I(®mass) - 3,12% [I("'mass) — 0,828 | (3 Se)]
Avec 3,127 = Abondancé ArCl / Abondance’” ArCl et 0,826 = Abondancé’ Se /
Abondancé?Se
L’acquisition des données a donc été realisée edenomntinu aux masses sur charges
m/z= 75(As), 77(ArCl), 82(Se).
L'utilisation du mode standard et d'une correctimathématique pour palier l'interférence
“OAr®Cl se justifie pour deux raisons. D’'une part, masdux sur I'utilisation du mode CCT
(sur un ICP-MS PQ ExCellThermo Scientificpour la détermination de I'As total dans les
denrées d’origine animale ont montré que mémargetférence’®Ar>>Cl était sensiblement
diminuée par cette technique, de nouvelles inteniggs pouvaient étre générées au sein de la
cellule de collision / réaction. (Dufaillgt al, 2008, Annexe 2) D’autre part, la méthode de
détermination de I'As total dans les denrées altaiegs par ICP-MS sans CCT (avec
application de la correction mathématique) a étiéléa en mode standard (Nagtlal., 2005)
et fait I'objet de nombreux essais interlabora®ifEIL) dont les résultats sont satisfaisants.
Le dernier résultat en As total (Z-score et zetaestous deux égaux a -0,1) est reporté dans
le rapport du quatrieme EIL (pour les métaux lowtdas les denrées alimentaires) organisé
par le laboratoire de référence de la communaut®péanne (Community Reference
Laboratory for Heavy Metals in Feed and Food ou @RI, IRMM, Geel, Belgique). (De la
Calleet al, 2008) Néanmoins, une autre étude en cours (Gherbaster 2 recherche) teste
et optimise le mode CCT sur une cellule de coltisite 3™ génération sur un ICPMS
Thermo X Serigs afin d’estimer si ce systéme récent permettrabteioir cette fois une
meilleure justesse pour la détermination en Ad ttdas des matrices de produits de la péche
chargées en chlorures. (Gherbi, 2008)
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Pour I'étalonnage de I'instrument, 6 solutions afétnage de 0, 2, 5, 10, 20 et 50 jgdAs
total sont préparées dans les mémes conditiondeguéchantillons extraits. Entre chaque

solution analysée, un ringcage est effectué avesalion diluée dHNQ@a 2 %.

I1l. 4. Résultats et discussions

[ll. 4. 1. Optimisation des conditions d’extraction de la g@dure MAE
l1l. 4. 1. a.Etude préliminaire

L’objectif de cette étude préliminaire a été dead®iner les facteurs susceptibles d’avoir une
influence sur les taux de récupération en As téals deux matériaux de référence certifiés
(MRC) : DORM 2 et CRM 627 (18,0 et 4,8 mg As’kgespectivement).

Cing parameétres ont été sélectionnés : (1) la pFisssai (0,05-0,20 g par pas de 0,05 g), (2)
le temps de chauffage (2, 4 et 6 min), (3) la cotregion en MeOH dans le solvant

d’extraction (0, 20, 50, 80, 100 %), (4) le volumie solvant (10, 15 et 20 mL) et (5) la

température de chauffage (80, 100 et 120 °C). Lowsgparametre était étudié, les autres
étaient fixés selon les conditions de Brisbin etuSa (2002).

Les taux de récupération de I'As total dans les MaXRet CRM 627 ont été calculés tels
que: R :(X% jXIOO, (avec X et X; définis comme les valeurs en As total observée et
C

certifiee, respectivement).

Les résultats de cette étude préliminaire sontepités dans le tableau XVI.
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Tableau XVI : Résultats de I'étude préliminaire
PP ———
Paramétres Taux de récupération (%)
DORM 2 CRM 627
Prise d'essai (g) 0,05 74 65
0,10 96 82
0,15 103 89
0,20 87 79
Temps de chauffage (min) 2 94 85
4 101 92
6 96 89
Concentration en MeOH (% O 95 88
20 60 66
50 78 82
80 98 90
100 75 81
Volume de solvant (mL) 10 102 89
15 107 97
20 105 90
Température de chauffage (¢ 80 99 93
100 96 95
120 88 85

Les résultats indiquent que la concentration en Mefans le solvant semble étre le
paramétre ayant le plus d'influence sur I'extractide I'As total dans les 2 échantillons
considérés. En effet, les taux de récupérationAdetbtal dans un solvant composé de 80 %
de MeOH s’élévent a 98 et 90 % alors que ceux dart% de MeOH ne sont que de 60 et 66
%, pour le DORM 2 et le CRM 627, respectivement.

Les meilleurs taux de récupération sont observés lps extractions dans 100 %®(95-88

%) et dans un mélange MeOH(®I (4/1 v/v) (98-90 %). Ces observations sont em@cavec
les résultats de Brishin et Caruso (2002) et Acklesl. (1999) qui ont rapporté les meilleurs
taux de récupération en I'As total avec un melavig®H/H,O (4/1 viv) dans le TORT 2 (95-
106 %) et le DORM 2 (104-114 %), respectivementplds, les taux de récupération obtenus
aprés une extraction 100 %® dans le TORT 2 par Brisbin et Caruso (2002) (839
s’aveérent aussi satisfaisants, tout comme ceuxnabtpar Narukawat al. (2008) dans des
échantillons de riz (97-106 %). Enfin, méme si Hirat al. (2006) a rapporté des taux de
récupération en As total légerement meilleurs dari3ORM 2 aprés une extraction dans 50
% de MeOH, les autres matrices ont été extraiteguement avec un solvant agueux. Dans
une moindre mesure, la prise d’essai semble awoirefiet significatif sur les taux de
récupération en As total. Les meilleurs taux ogtaitenus pour une prise d’essai de 0,15 g

(103-89 %) correspondant a la prise d’essai udilis&r Brisbin et Caruso (2002). Cette valeur
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a donc été sélectionnée pour la suite de I'étuds.lariations des résultats pour le temps de
chauffage, le volume de solvant et la températeretéuffage sont inférieures a 6 %. Ces 3
parametres ne semblent donc pas influents. Posuita de I'étude, nous avons décidé de
fixer ces parameétres non influents aux valeurs geapps dans les travaux de Brisbin et
Caruso (2002) (temps de chauffage de 4 minuteammide solvant de 10 mL et température
de chauffage de 80 °C) afin de comparer uniquer@sntleux modes d’extraction les plus
prometteurs (100 % 4@ et HO / MeOH (1/4 v/v)). Plusieurs MRC de produits depEche
différents ont été sélectionnés pour lesquels foial'As total et les différents composés

arséniés ont été analyses.

lll. 4. 1. b.Comparaison des conditions d’extraction 100 ¥+t 80 % MeOH

Le tableau XVII présente, pour les 2 conditionsxtt&ction testées, les taux de récupération
(%) observeés en As total dans 5 MRC ainsi que cdai@nus sur des especes certifiées dans
le DORM 2 (16,4 et 0,250 mg As Kgpour AB et TMA, respectivement) et dans le MRC
627 (0,150 et 3,9 mg As Rgpour DMA et AB, respectivement) (n = 5).

Tableau XVII : Taux de récupération (%) d’As total et des espécesertifies pour 5
MRC
MRC Astotal  AB DMA  TMA®
TORT2 A  95+3*
B 103+6
DORM2 A 99+5  102+4 107+ 2
B 109+2 112+4 101+ 6

DOLT 3 A 98+ 3
B 94+ 11

DORM 3 A 84+ 6
B 103+ 6

CRM 627 A 108+ 10 125+8 103+ 7
B 92+ 6 97+10 105+13

A : extraction 100% kD, B: extraction MeOH/ED (4/1 viv),
Valeur moyenne: écart-type (n = 5)

En considérant un intervalle de confiance de 1& % 2), toutes les valeurs en As total et en
especes As sont en accord avec les valeurs demé&rt sont comparables pour les 2
conditions d’extraction testées, sauf le taux paBrdans le CRM 627 apres extraction 100 %
H.O qui semble légerement surestimé (125 %). Les dawécupération en As total observés

dans le TORT 2 (95-103 %) sont proches de ceuxorégppar Brisbin et Caruso (2002) (90-
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99 %) et Karthikeyan (2004) (92 %). D'autre pagttdux de récupération en As total pour le
DORM 2 aprés une extraction,® / MeOH (1/4 viv) (109 %) est similaire aux réatdtde
Ackley et al. (1999) (108 %) et Wanet al. (2004) (99 %) alors que celui aprés une extraction
100 % HO (99 %) est similaire a celui de Karthikeyan (20Q201 %) et légérement
supérieur a ceux obtenus par Ackéyal. (1999) (77 %) et Hiratat al. (2006) (86 %).

Le tableau XVIII présente les teneurs (mg'kde I'ensemble des espéces As dans les 5 MRC

observées pour les 2 conditions d’extraction (.= 5

Tableau XVIII : Teneurs des especes As pour les 2 conditions rdiin dans 5
MRC(mg kg')

TMAO Teneur
MRC  As(l) MA DMA As(V) AB 220 AC TMA® *  Astotal
Certifiée
0,408 0,460 1,27 0,725 13,0 1,41 » 17,3 21,6
TORT2 A 0095+ +0060 4014 +0017 +18 +011 ~2070% <0070 .5 +18
0,588 0,364 0,711 0,645 12,2 1,25 15,8
B L0113 £015 0150 £0099 +06 +01g 2070 <0070 ‘7'
0,031 0,061 0,359 0,029 16,7 0,201 0,265 17,6 18,0
DORM2 A 0014 +0008 0032 0018 <06 40016 ~2070 5005 07 +1.1
g 0064 0033 0314 0026 183 0200 _ .0 0251 192
+0,011 +0024 +0029 +0002 +0,7 +0,041 ’ +0016 +0,8
0,074 0,047 0480 0073 811 0,357 9,1 10,2
DOLT3 A 5011 +0008 +0032 40007 =+065 =+0003 0070 <0070 oy +05
0,136 0,417 756 0452 0,081 8,6
B 0004 <9015 o024 <0015 550 10048 zo0022 <9070 o3
0,085 0,091 0459 0243 469 0221 5,8 6.9
DORM3 A 0014 +0028 0007 0023 016 0028 ~ 22070 <0070 54 +03
0,129 0,066 0,495 0,276 5,24 0,188 6,4
B L0018 +0024 +0054 +0036 £026 =+0064 ~0070 <0070 5
0,054 0,063 0,154 4,86 0,051 5,2 4,8
CRM627 A 014 +0010 0011 ~2015 53 o010 @070 <007 53 +03
0,172 0,158 3,82 0,099 4.2
B Loorn <0015 o019 <0015 G4 10044 <0070 <0070 5o
A . extraction 100% KD, B: extraction MeOH/KD, * Valeur moyenne + écart-type (n = 5)

** | Q (cf. Tableau XXII), *** somme des especes As

La somme des teneurs des especes As est généralmarcord avec la teneur certifiée en
As total pour les deux conditions d’extraction fgaour TORT 2) et est léegerement meilleure
pour une extraction 100 % ,8. Les différences observées pour TORT 2 pourraient
s’expliquer par plusieurs pics inconnus (identiftésnme des organosucres par Fostesl.
(2007)) qui n'ont pas été quantifiés dans cettdeitu

Les teneurs observées pour As(V), AB, TMAO+AB2, ATMA (sauf dans le TORT 2) et

TMA™ aprés extraction 100 %.,8 sont généralement similaires a celles observpess a
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extraction HO / MeOH (1/4 v/v) dans I'ensemble des MRC congidérA l'inverse, les
teneurs observées pour As(lll) sont systématiquépias importantes en utilisant un solvant

composé de MeOH.

La figure 16 présente les chromatogrammes obsam#s= 75 pour des solutions a 4, 8, 16,
32 et 64 % de MeOH.
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Temps ( min)
Figure 16 : Chromatogramme &/z = 75 pour des solutions de 4, 8, 16, 32 et 64 % de
MeOH

Comme rapporté par Kohlmeyet al. (2002), le méthanol a tendance a éluer au niveau d
temps mort du chromatogramme en méme temps qudcléAg(lll), avec le systeme
chromatographique utilisé. Ce phénomene conduiteaaugmentation du signal de I'espéce
inorganique expliquant la surestimation observéeegqt difficilement contrélable et sujette a
variations. Méme si les résultats obtenus dans R&RC étudiés tendent a montrer que les 2
conditions d’extraction testées (100 %CHet 80 % MeOH) donnent généralement des
teneurs en As total et spéciation similaires etaenord avec les valeurs de référence
existantes, la présence de MeOH peut induire unessnation des teneurs en As(lll). En
conséguence, les conditions d’extraction dans 108,% ont été préférées pour la suite de
I'étude afin de se soustraire a I'éventuelle simegtion de As(lll), mais aussi dans un souci
de simplification de la procédure d’extraction. pkis, ces conditions s’averent les plus
compatibles avec l'utilisation et la stabilité adpterme du systeme ICP-MS qui a tendance a

s’encrasser en présence de fortes quantités denzarb
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[ll. 4. 1. c. Comparaison des résultats avec la littérature

Le tableau XIX compare les teneurs des especes As BAs total obtenus au cours de ces
travaux pour les MRC DORM 2, TORT 2 et CRM 627 awetles rapportées dans la
littérature depuis 1998. A notre connaissance, muésultat en spéciation n’a été rapporté sur

les DORM 3 et DOLT 3.

Tableau XIX :
MRC  As(lll) MA
DORM 2 0,031 0,061
0,07t nd
nd nd
0,11C 0,31(
nd
0,20(
nd 0,07(
nd 0,05(
nd 0,01¢
0,08( nd
<0,03( <0,03(
0,10( nd
< 0,00
0,05( 0,14(
nd nd
nd nd
0,01¢
nd 0,01¢
TORT 2 0,40¢ 0,46(
nd 0,20(
0,147
0,50(
nd nd
nd nd
0,03(
nd 0,09:
0,09: 0,09:
CRM 627 0,05¢ 0,062
0,07¢ < 0,01¢
0,00z 0,01(
nd nd
< 0,00:
nd nd

Teneurs observées dans la littérature sur 3 CRM k)

DMA
0,355
0,281

0,28(
0,25(
0,16(
0,16(
0,41(
0,32(
0,34(
0,32(
0,28(
0,28(
0,30(¢

0,42(C
nd
0,30(
0,49(
0,2¢
0,2t
0,30(
0,66(
0,26(
0,2¢
0,23(
0,20¢

1,27

1,0c
1,3¢
1,0¢€

1,1C
1,04
1,7C

0,97
1,3¢
0,84
0,9t
0,84

0,15¢

0,157%
0,15¢
0,13¢

0,14(¢

0,16¢
nd

0,14(¢

As(V)
0,02¢
0,02¢

nd
0,36(
nd
1,9C
0,65(
0,02(
0,02(
0,00«
0,48(
< 0,03(
0,40(
0,145*

0,05(
0,08

nd
0,2¢
0,00¢

nd

0,72t

0,41C
0,68¢
0,47(
0,190**
0,50(¢
0,32(
0,78(
0,581

0,09t

0,09:
< 0,01t

< 0,024
0,00t
nd
0,015*

nd
0,01(¢

AB

16,7
16,4
18,
24.¢
16,¢
16,C
16,¢
16,5
13,2
17,1
16,2
17,5
16,5
16,C
13,5

17,2
16,4
15,¢
16,1
16,1
16,C
16,¢
15,¢
15,¢
17,0%*
17,€
15,€

13,C

13,1
13,€
12,¢

12,2
13,€
14,2

13,¢
13,C
14,2
17,5
14,2

4,1

3,7
4,1
52
3,6

TMAO
+AB2

0,201
0,152
0,17(
0,34(
nd
0,01(
0,16(
0,16C
0,40(

< 0,03(
0,40(

0,24(C
< 0,001
0,30(¢
0,181
0,27(¢

0,15¢

1,41

1,2C

0,8C
1,2C
1,4C

O , 150****

1,0¢
0,84

0,051
0,037
< 0,00z

0,04:
< 0,001

AC
<0,070*
nd
0,02:

nd
nd
nd
nd
0,01(

0,08(
0,02¢
0,02(

< 0,05(
0,11(
nd

<0,0¢
0,01(

nd

0,02¢

<0,07C

nd
0,29¢

nd
0,04(
0,06(

< 0,00
0,02¢
0,04:
0,02¢

<0,07C

< 0,04:

0,012
< 0,00:
nd

TMA*

0,26¢
0,25(C

0,24(C

0,36(
0,36(
0,43(
0,27(
0,25(

nd
0,23(
0,10(¢
0,26(
0,25(C
0,11C
0,30(

0,2¢
0,26(

nd

0,26¢

<0,07C

0,05¢

nd
0,05(
0,05(

< 0,00:¢

0,05¢
0,04¢

<0,07C

0,037
< 0,00:¢

As
Total

AL7
18,C
18,¢
19,4
18,5

18,2
18,¢
15,C
18,4
17,4
17.,¢
17,4
17,7
14.,¢
17,¢

16,¢
18,C
17,4

17,8
17,4

19,€
17,2

20,6
21,¢
19,¢
16,2

151

5,2
4,8
4,4
4,2
4,1

4,1
4,S
5,8
3,8

Référence

Cette étud®
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Les teneurs observées pour DMA, As(V), AB, TMAO+ABZ et TMA' sont généralement
comparables a celles rapportées dans la littératareomparaison des teneurs en As (lll) et
MA est plus délicate, en raison du faible nombrevekeurs observées dans la littérature,
notamment concernant le TORT 2 et le CRM 627. D@an®ORM 2, ces teneurs sont
comparables ou Iégérement inférieures a cellea t#drature alors que celles dans le TORT
2 sont largement supérieures. En réalité, il appalicat d’établir un consensus sur les
teneurs des especes arséniées non certifices eRMRC étudiés dans la mesure ou des
différences importantes peuvent étre observéesipasnaaleurs rapportées dans la littérature.
(Sloth et al, 2003) C’est d’autant plus évident dans le castdesurs en As(V) observées
dans le DORM 2 pour lequel 5 teneurs sont supésedr 0,36 mg As Kg(dont une

supérieure & 1 mg As Ryjalors que 8 autres sont inférieures a 0,05 miggis

l1l. 4. 2. Validation interne de la méthode

Suite aux résultats précédents, les conditionsmigdies d’extraction et de seéparation
semblaient adaptées a la spéciation de I'As damgteduits de la péche et ont pu étre
utilisées pour la validation de la méthode analbgigPour cette validation interne, nous avons
utilisé comme support les normes NFV 03-110 (AFNOR998), XPT 90-210
(AFNOR, 1999), FD V 03-115 (AFNOR, 1996). Les amte d’évaluation définis dans cette
norme concernent la linéarité, les limites de dércet de quantification, la spécificité, la
fidélité (en terme de répétabilité intra-laboragadt justesse) et la reproductibilité intra.

I1l. 4. 2. a.Linéarité

La linéarité est la capacité d’'une méthode d’areglgd’intérieur d’un certain intervalle,
a fournir des résultats proportionnels a la quéargit analyte a doser dans I'échantillon. I
s’agit donc de vérifier le domaine de linéarité ddén déduire les caractéristiques de
I'étalonnage. Il faut choisip (p > 5) niveaux de concentrations situés dans le dandé
linéarité supposé. Pour chaque niveau de concemtrak faut préparen (n > 5) solutions
étalons a partir d'un étalon de pureté définie etsumer la réponse instrumentale.
(AFNOR, 1998)
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La linéarité de la méthode a été testée pour umanga de concentration allant de
2 4 60 pg ! (gamme d'étalonnage de 0, 6, 15, 30, 60 pg Apbur AB et 0, 2, 5, 10 et
20 pg As L* pour les autres espéces) (n = 10). (Tableau XX)

Tableau XX : Résultats linéarité et stabilité

TMAO

As(lll) MA DMA  As(V) AB TABD AC
Linéarité Pente 18711 22114 20496 20422 19738 14297 14972
(n =10) Ordonnée a l'origine 1177 437 902 -3157 -8617 1250 -3895
r2 0999 1,000 1,000 0998 00999 1,000 0,998

. 113 219 3.22 479 6.18 8.37 101
Stabilite  Temps de rétention (mi "o 05,005  +011  +009 £010 +058  £07
201 3,34 3,25 3,26 8,27 211 1,01

(7= 18, 258 Aire (10) +0,29 +022 +030 +037 +051 +032 +0,25

Pour toutes les espéces As considérées, l'analgse aites de pics en fonction des
concentrations a démontré une linéarité acceptavies des coefficients de corrélation r
supérieurs a 0,995.

D’autre part, la stabilité a long terme des tempsrétention et des aires de pics des
différentes espéces a été évaluée en analysarsolut®n multi-espéce a 20 pg As & des
jours différents (n = 10). Les résultats montrem tps temps de rétention et les aires de pics

des différentes especes varient de moins de 7 %t, I1&spectivement.

[ll. 4. 2. b.Limites de détection et de quantification

La limite de détection (LD) est la plus petite cenzation d’'un analyte pouvant étre détectée
dans les conditions expérimentales décrites deédthade. La limite de quantification (LQ)
est la plus petite concentration de l'analyte potuv@re quantifiée avec une incertitude

acceptable, dans les conditions expérimentalestelede la méthode.

Conformément a la norme NF EN 13804 (AFNOR, 20R0)Q est égale a 6 fois I'écart-type
de la moyenne de 21 blancs. Dans notre etudaniéss de détection et de quantification ont
été estimées comme, respectivement, 3 et 6 faartdype des teneurs de 10 solutions de

blanc exprimées en mg kgpour une prise d’essai de 0,15 g et un volumeegése de 50
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mL. Par cette méthode, les LQ estimées sont coewpastre 0,01 et 0,07 mg kgelon les
especes (valeurs cibles dans le Tableau XXI).

Afin de s’assurer de leur pertinence, I'acceptibilies LQ calculées a été vérifiée par un test
d’exactitude préconisé dans le projet de révisiedadnorme XP T 90-210. (AFNOR, 1999)
Pour ce faire, une solution dopée avec une quatititdalyte correspondant a la LQ calculée

pour chaque espéces a été analysée 5 fois.

Tableau XXI : Evaluation des limites de quantification initiales
As(l) MA  DMA  As(V)  AB T+'\£AB(; AC

0,020 0,031 0,031 0,036 0,051 0,036 0,068
+0,003 +0,008 +0,0038 *0,003 +0,002 +0,002 =*0,006

Valeur cible 0,013 0,030 0,030 0,040 0,055 0,020 0,070
IC (10%, k = 3) 0,009-0,017 0,021-0,03¢ 0,021-0,03¢ 0,028-0,05Z 0,039-0,07Z 0,014-0,02€ 0,049-0,091

Moyenne

Les premiers résultats ont montré que les valebserwées pour As(lll) et TMAO étaient
supérieures aux valeurs cibles choisies (intenaggleonfiance = 30 % de la valeur cible).
Ces LOQ semblent donc sous estimées et ne peuasdte considérées comme acceptables.
D’autre part, le chromatogramme observé indiqué&estaent une surestimation de valeurs
pour MA, As(V) et AB. (Figure 17)
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Figure 17 : Chromatogramme observé pour une solution dopée awec quantité des

especes As correspondante aux LQ initiales
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Par itérations successives, de nouvelles LQ ontdétérminées et I'évaluation de leur

acceptabilité est présentée dans le tableau XXII.

Tableau XXII : Evaluation et vérification des limites et de détetde quantification
TMAO
As(ll) MA DMA  As(V) AB iED AC
(mg kg?) LD 0,010 0,007 0015 0,007 0007 0025 0,035
Vérification " 0,021 0017 0027 0017 0018 0059 0,076
oyenne

+0,003 +£0,002 +0,003 +£0,003 +0,0056 £0,011 <+0,007
Valeur cible 0,020 0,015 0,030 0,015 0,015 0,050 0,070
IC (10%, k = 3) 0,014-0,02€ 0,010-0,02C 0,021-0,03¢ 0,010-0,02C 0,010-0,02C 0,035-0,06¢ 0,049-0,091

acceptabilité

Les valeurs moyennes observées pour toutes lesesspensidérées sont en accord avec la
valeur cible choisie. Les LQ calculées ont donaétgsidérées comme acceptables.
La figure 18 présente le chromatogramme observé el solution dopée avec une quantité

des especes As correspondante a la LQ vérifiéle past d’exactitude.
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©
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250
0 T T T T T
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Figure 18 : Chromatogramme d’une solution dopée au niveau Qegct. Tableau XXII).

Les LD de cette étude (0,007-0,035 mg-kgont relativement proches de celles rapportées
par Kolhmeyer et al. (2002), Brisbin et al. (2002), Karthakeyan et lyer (2004),

Hirata et al (2006) et Mato-Fernandetzal. (2007) et meilleures que celles obtenues dans les
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travaux de Mattusclet al. (1998), Londesborougét al. (1999), Fitzpatrick et al (2002) et
Karthakeyan (2004).

Quelques études ont estimé des LD inférieures lascdke ces études. (Slogh al., 2003 ;
Sanzet al.,2005b ; Wanget al.,2007). Cependant, les méthodes d’estimation depdiivent
s'avérer trés différentes selon les travaux comégléendant la comparaison des données

délicates.

lll. 4. 2. c. Spécificité

La spécificité est la propriété d’une méthode dgsm de convenir exclusivement a la

détermination de la grandeur de I'analyte considavec la garantie que le signal mesuré
provient seulement de 'analyte. Cette étude peduathettre en évidence les éventuels effets
de matrice de la méthode interne. Tres souvengpéxificité se fonde sur une absence

d’interférences.

Pour tester la spécificite, il faut effectuer p10) ajouts dosés sur des échantillons choisis
de facon a couvrir le domaine d’application de ktlode. (AFNOR, 1998) Le principe de la
mesure de la spécificité consiste a vérifier quedate est égale a 1 et que I'ordonnée a
I'origine (intersection) est égale a 0. A partisdésultats obtenus (Figure 19), on compare les
tests de signification de la pente et de l'intelisacdes valeurs observées a celles calculées
statistiquement (loi de Student), la valeur obserévant étre inférieure a la valeur critique

pour que le test soit validé. (Tableau XXIII)
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Figure 19 : Etude de la spécificité pour 7 espéces arséniées
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Tableau XXIII : Evaluation de la spécificité
As(l)  MA DMA  As(V) AB T&AB(Z) AC
Tvaleur eriique 3,012 3012 3012 3012 3012 3012 3,012
Tobservee(PeNte 1) 2213 1,205 0,739 2,658 0,488 0,724 1,849

Tobservee(Ordonnée a l'origine 0) 0,954 1,100 1,013 0,413 0,866 0,588 1,275

Dans toutes les matrices étudiées, les tests déicagion de la pente et de l'intersection ont
éte inférieurs aux valeurs critiques lues dansaldet de Student, concluant a une absence
d’interférences matricielles pour tous les élémefitdéerét. La spécificité de la méthode est
donc estimée acceptable, confirmant, notammentdeslusions précédentes (cf. Il. 6. 4.) sur
linfluence peu significative de I'interférené®r>Cl sur la quantification de AB.

Il. 4. 2. d.Justesse

La justesse correspond a I'étroitesse de l'accotdeda valeur moyenne obtenue a partir
d’'une large série de résultats d’essais et unauvae référence acceptée. (AFNOR, 1998)
Les critéres de justesse ont été établis a I'admadtériaux de référence certifies (MRC) dont
I'utilisation est décrite dans la norme FD V 03-1(&FNOR, 1996)

Les tests de justesse ont donc été établis esaaab essais différents de plusieurs MRC. En
'absence de teneurs certifiées en certaines espdaejustesse a été évaluée par la
récupération d’ajouts de quantités connues (63059 As [* pour AB et 2, 5 et 10 pg As L

! pour les autres espéces) réalisés sur des éthramtivant la procédure d’extraction.
L’objectif est de s’assurer que les teneurs mesypée ICP-MS ne sont pas significativement
différentes des valeurs définies dans le MRC athBétillon dopé. Pour cela, un intervalle de
confiance (IC) a été défini a partir d’'une estimatiarbitraire du C¥ (cf. Ill. 4. 2. f).

L’intervalle de confiance autour de la valeur digmrénce est calculé alors selon I'expression

suivante :IC =M i(kxmj (avec IC : intervalle de confiance, M : valeurrd&rence

100x~/n
de la teneur en élément contenu dans le matériandfdeence, k : facteur d’élargissement
choisi égal a 3 pour un niveau de confiance de 9% : coefficient de variation de
reproductibilité intra-laboratoire estimé arbiteaiment a 10 %, n : nombre de répétitions de

I'analyse du matériau de référence. Les résultaismésentés dans le tableau XXIV.
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Tableau XXIV : Evaluation de la justesse
As(l) MA DMA As(v) AB* MAO 0 Asiotal
+AB2
Récupération
teneurs certifiées (%) Lo Lea e s
Récupération
ajouts dosés (%)
2ugAsli(n=9) 100 109 102 106 100 98 99
5ug As It (n=5) 91 110 102 114 109 83 101
10 ug As [* (n = 1) 82 102 98 109 105 104 105
Moyenne 93 107 101 109 104 96 101

* Ajouts de 6, 15 et 30 ug AsY.** (cf. Tableau XVII)

Les résultats des différentes études ont montrdeguécarts entre les teneurs obtenues et les
valeurs de référence des MRC ou des ajouts sorpri®aans les IC définis. La justesse de la

méthode analytique a donc été estimée acceptable.
. 4. 2. e.Répétabilité

La répétabilité est définie comme ['étroitesse 'decbrd entre les résultats obtenus sur des
essais indépendants entre eux, dans des conddimss stables que possible, a de courts
intervalles de temps, effectués dans un méme lad@apar un méme opérateur utilisant le
méme équipement et la méme méthode, sur un maideatique. Pour tester la répétabilité
de la méthode, il faut analyser plusieurs échamsllau moins en double. Les résultats
obtenus permettent de définir le coefficient deiateon de répétabilité moyen (GY
représentant I'écart entre des deux essais sur @menechantillon. La vérification de la
stabilité de la répétabilité s’effectue au moyen tdgt de Cochran. (AFNOR, 1998)
L’ensemble des résultats est présenté dans leatab¥XV. Le nombre de teneurs
quantifiables pour AC et TMAétant trés limité, le CMde ces 2 espéces n’'a pu étre estimé.
Pour les autres espéces, le coefficient de répiédalnoyen a été estimé en analysant
différents produits de la péche a différentes temeamprises dans le domaine de linéapté (

=8;n=05), tel que :

- 82r
CVr = 100X Af

(avecXf: moyenne des valeurs observées etvariance de répétabilité).
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Tableau XXV : Evaluation de la répétabilité et test de Cochran
TMAO
As(lll)y  MA DMA  As(V) AB iR
Répétabilité cv, 7,5 6,6 5,9 6,3 35 5,0

Max (s)
ou Log max(s)?

Valeur critique 0,7940 0,7940 0,7940 0,7940 0,7940 0,7940

Test de Cochra 0,4468 0,3583 0,3113 0,4114 0,3466 0,3913

Les CVr estimés sont compris entre 3,5 et 7,5 % peasemble des especes. Pour les
especes As considérées, le test de Cochran a nrdrées variances pour I'ensemble des
matrices étudiées étaient homogénes avec maxo(sjog max (<) inférieur & la valeur

critique. La répétabilité des mesures a donc éiéidérée comme acceptable pour 'ensemble

des espéces As considérées.
lll. 4. 2. f. Reproductibilité interne

La reproductibilité est I'étroitesse de l'accordreenes résultats obtenus sur des essais
indépendants entre eux pour une méme meéthode ybanalans des conditions fortement
variables (contrairement a la répétabilité) a desg différents, dans différents laboratoires,
par différents opérateurs utilisant un équipemdiférént. (AFNOR, 1998) La répétabilité et
la reproductibilité sont donc deux criteres extrémk premier mesurant la variabilité
minimale des résultats et le second, la maximadecdlcul de la reproductibilité est identique
a celui de la répétabilité, mais la moyenne estubé sur un plus grand nombre d'essais

répartis sur un intervalle de temps plus grand.

Dans notre étude, tous les tests ont été réalisésbaratoire par la méme personne sur
le méme appareil, et n'ont pu étre poursuivis que sn intervalle de 2 mois. La

reproductibilité n’a donc pas pu étre établie sédsnexigences définies ci-dessus.

Néanmoins, le coefficient de reproductibilité moy€@Vg) a été estimé partiellement,
en analysant 10 échantillons différents sur 3 jalifférents, selon I'expression suivante :

2 2
CVk = 100 X /SL+S%«

Avec Xf moyennes des valeurs observées,
&, est la variance qui mesure les variations dugschdntillon
& est la variance de répétabilité
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Au cours de cette étude préliminaire, lesg@nt été estimés a 16, 13, 8, 14, 8 et 13 % pour
As(Ill), MA, DMA, As(V), AB et TMAO, respectivemen{Article Ill, Annexe 4) Une fois de
plus, le nombre de teneurs quantifiables pour ACMA™ étant trés limité, le C¥de ces 2
espéces n'a pu étre estimé. A noter que leg @enus sont comparables augfiké a 10

% pour évaluer la justesse et les taux de récupgarat

Une fois I'étude finalisée sur le long terme et@®%; correctement estimeés, ils pourront étre
utilisés a la fois pour estimer les intervalles amfiance pour I'évaluation des contrdles
qualité interne (CQI) et pour le calcul des in¢adées autour d’'un résultat selon I'expression

suivante :

Incertitudes :(k x X xCV, )/(100>< \/ﬁ)
Par exemple, pour un GMe 10% et pour une probabilité p = 0,95 (k = })cértitude sera
de 20 % autour du résultat affiché pour une megure 1) et de 14% si les mesures sont

faites en double (n = 2).
[ll. 5. Applications de la méthode de spéciation
l1l. 5. 1. Echantillons de produits de la péche non dégraissés

Afin de s’assurer que la méthode de spéciatiomgslicable a I'analyse d’échantillons réels,
5 échantillons de produits de la péche, provenant®tude CALIPSO (Leblanet al., 2006),
lyophilisés mais non dégraissés (contrairementNRC étudiés (cf. 111.3.1.b)), ont été testés.
Le tableau XXVI présente la somme des teneurs degpasés arséniés d'intérét, la somme
des teneurs estimées pour les composés inconrtesielar en As total quantifiée directement
par ICP-MS apres MAE, la teneur en As total obteapees minéralisation par la méthode
interne accréditee COFRAC (Noét al., 2005) ainsi que les taux de récupération (%)

observés pour ces 5 produits de la péche apres MAE.
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Tableau XXVI : Résultats dans des produits de la péche (n = 5)
- , x Composés  As total As total Ao
SelEniins composés A% inconnus’ (aprés MAE)® (aprés minéralisation}' Taux de récupération (%
Moule 9,47+0,85* 0,60+0,05  11,1+1,0 12,2+1,1 91
Dorade 10,4+ 0,9 - 9,53+ 0,85 10,4+ 0,9 92
Bigorneau 13,3+x1,1 5,03+ 0,45 19,7+ 1,8 215+1,9 92
Maquereau 8,78+ 0,78 = 9,16+ 0,82 9,67+ 0,86 95
Maquereal 55,011 0,19+0,02  1,91+0,17 2,21% 0,20 87

en conserve
a Somme des teneurs des composés As dintérét, Ibnm8o des teneurs des composés incol
c Teneur en As total aprées MAE, d Teneur As totplés minéralisation selon la méthode interne adéed
(Noélet al.,2005), e Taux de récupération en As total =x1d0; *+ incertitude (k = 2, C¥ =10 %)

Tout d’abord, la somme des teneurs des composéxiaits, séparés et quantifiés par la
méthode de spéciation est généralement similaiseqaantité d’As total extraite, sauf celle
pour I'échantillon de bigorneau. Mais cette difféce peut s’expliquer par la présence d’un
pic inconnu entre les pics As(V) et AB, dont ladgena été estimée (en utilisant le standard
AB) & environ 5 mg kg. Enfin, il apparait que le taux de récupératiampris entre 87 et

95 %, est satisfaisant pour chacun des 5 écharttitlestés. La méthode semble donc adaptée
a I'analyse d’échantillons réels non dégraissésnNwins, d’autres échantillons, notamment
des poissons gras, devront étre testés, afin dsws® que les taux de récupération restent

toujours satisfaisants.

1. 5. 2. Echantillons aqueux

Bien que cette méthode n’ait pas été développée ges applications sur des matrices
agueuses, nous l'avons testée sur des échantitbomsis par le laboratoire d’étude et de
recherches en hydrologie de I'AFSSA-Nancy (AFSSAREB. Ces eaux minérales
proviennent de plusieurs sources en France eplélgvement date de 2 a 7 ans. Par la suite,
les échantillons ont été acidifiés pour leur covason (sauf 'eau Font-Claude). Le tableau
XXVII présente les résultats en As total (par leRHE en SAAGH et par la méthode
accréditée par ICP-MS (Noét al.,2005) et en As inorganique (As(lIl) et As(V)) obites par
notre méthode validée en Ill. 4.. Les autres formdess n'ont pas été détectées. Les

échantillons ont été dilués au dixieme avant aregbgsir diminuer I'effet des sels.
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Tableau XXVII : Teneurs en As dans les échantillons aqueux (g L
Origine Identification PH  As (lll) As(V) As(lll+V) Astotal As total*
Puy de Dome .
(St Sylvestre Pragouli Agnés 1 266 294 560 550+ 110 815
Puy de Déme Aubignat
(chatel-Guyon) o 1 45 33 78 98 + 20 125
lss Sulfureuse 1 464 2 466 411+82 570
(Uriage les Bains)
BasRhin | s cuirassie 1 606 297 903  980+200 1400
(Morsbronn les Bains
A Font-Claude 6,5 6 29 35 41+8 70
(Sylvanes)

* teneurs obtenues par le LERH par SAAGH

Les résultats indiquent que les especes As inajganiprésentent une répartition différente
selon I'échantillon considéré. Toutefois, les éditlans étant conservés depuis une longue
période, la spéciation observée dans cette étudeomespond probablement pas a celle
initiale. D’autre part, la somme des espéces Asgaruques est généralement proche de la
teneur en As total estimée par ICP-MS, confirmam ges formes sont majoritaires dans ces
échantillons. A noter qu'il n'apparait pas de diffiéce significative entre les teneurs en As
inorganiques dans les échantillons dilués et callass les échantillons non dilués. En
revanche, les phénoménes de dédoublement de piitsdéans le chapitre IV, apparaissent
lorsque les échantillons non dilués sont dopés amecsolution standard de MA.

Les teneurs en As total obtenues dans cette étddernie une Iégére sous-estimation avec
celles observées par le LERH. Cette sous-estimaibomrait s’expliquer par les différences
entre les méthodes utilisées et par la durée deeceation assez longue entre ces 2 analyses.
Afin d’affiner I'interprétation, il faudrait prenéren compte les incertitudes associées a ces
résultats (non fournis par le LERH).

En conclusion, le résultat de cette étude indigue lbonne corrélation entre la méthode de
spéciation et la méthode par ICP-MS pour la mederéAs total qui est accréditée par le
COFRAC depuis 2007. Il pourrait s'averer intéressda faire une étude comparative plus

exhaustive avec les méthodes utilisées par le LERHles échantillons fraichement prélevés.
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[ll. 5. 3. Participation a la certification d’'un MRC sur uroguit de la péche

Une fois la méthode de spéciation optimisée etdeéali nous avons eu l'opportunité de
pouvoir participer a un exercice de certificatioandéchantillon de foie d’aiguillat (DOLT 4)
organisée par le National Concil Research (NRChdem pour effectuer la spéciation de
certaines formes arséniées. Le tableau XXVIII présées teneurs observées (mgkgour
As(Ill), MA, DMA, As(V), AB, TMAO+AB2, AC et TMA" dans DOLT 4 (n = 5).

Tableau XXVIII :  Teneurs observées en As dans le DOLT 4 (mY kg
As(l)  MA  DMA As(V) AB T&AB(Z) AC TMA® Astotal

Moyenne (n=5) 0,161 0,113 0,323 0070 577 0,190 <0,070* <0,070 7,82

Incertitude** 0,014 0,010 0,029 0,006 0,52 0,017 - - 0,70
Médiane (NRC) 0,216 0,054 0,289 0,043 4,75 - 0,013 0,003 8,67
Moyenne(NRC) 0,215 0,060 0,364 0,051 4,81 - 0,013 0,003 8,68

Intervalle de tolérané¢0,158-0,27.0,013-0,10 0,201-0,52 0,028-0,07- 4,32-5,30 = 0,012-0,01 0,002-0,00. 7,86-9,50
Nombre de participan 2 3 10 2 15 - 1 1 10

* LQ (voir tableau XXII), ** (k = 2, C\k = 10 %), a moyenne (NR@&)écart-type (NRC)

La figure 20 présente le chromatogramme obsemé&a 75 de DOLT 4.
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Figure 20 : Chromatogramme observérdz= 75 de DOLT 4
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Les teneurs observées pour As(lll), DMA et As(Vntsincluses dans les intervalles de
toléerance calculés par le NRC. La teneur obsena#& FMAO+AB2 ne peut pas étre
comparée dans la mesure ou aucun des participantapporté de valeurs a la fois pour
TMAO et AB2. Les teneurs observées par les pasitip pour AC et TMA (0,013 et
0,003 mg kg, respectivement) sont inférieures aux LQ estinu&es nos travaux. Enfin, la
teneur observée en As total apparait Iégéeremedrienie a I'intervalle de tolérance alors que
les teneurs pour As(lll) et AB sont supérieuregimtervalle. Toutefois, ces valeurs sont en
accord avec l'intervalle de tolérance si les intgtes de mesure sont considérées (k = 2,
CVg = 10%).

En ce qui concerne AB, plusieurs hypotheses onéligées pour expliquer la surestimation
observée. Tout d’abord, les valeurs obtenues dasstravaux tiennent compte du facteur
d’humidité de I'échantillon DOLT 4. Toutefois, ledsultats envoyeés par le NRC ne précisent
pas si les autres participants ont aussi tenu @mptce facteur dans leurs résultats. Sans
cette correction de I'humidité, la teneur obtenweirpAB (5,45+ 0,49 mg kg) est plus
proche de lintervalle de tolérance des résultaslal certification. D’autre part, le MRC
d’aiguillat DORM 2 a été utilisé comme contrdle liigainterne lors de cette certification. Il
s’est avéré que les valeurs en AB les plus prodeeta valeur certifiée étaient observées
aprés une dilution au 18 de cet échantillon. Le tableau XXIX présente Esuttats obtenus
pour AB dans le DORM 2 et le DOLT 4 avec ou sans ditution au 18" des échantillons

extraits.

Tableau XXIX : Teneurs en AB obtenues dans le DORM 2 et le DOlavek ou sans
dilution.

DORM 2 DOLT 4
D|Iut|9n Sans dilution D|Iut|9n Sans dilution
au 10eme au 10eme
Moyenne (n = 5) 18,1 16,4 5,77 5,48
Incertitude* 1,6 15 0,52 0,49
Médiane (NRC) 16,0 16,0 4,75 4,75
Moyenne (NRC) 15,9 15,9 4,81 4,81
Ecart-type (NRC) 1,4 1.4 0,49 0,49
Intervalle de tolérané¢  14,5-17,3 14,5-17,3 4,32-5,30 4,32-5,30
Nombre de participan 15 15 15 15

*(k = 2, CVgr = 10 %), a moyenne (NR@)écart-type (NRC)
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Une diminution relative des teneurs en AB dans2léshantillons peut étre observée aprés
dilution au 18™ La teneur dans le DOLT 4 apreés dilution s’avétss proche de l'intervalle
de tolérance des résultats de la certification.nN&ans, ce phénomene ne peut pas étre
attribué a la présence de chlore (entrainant I'atipa de I'interférence’Ar®°Cl) dans la
mesure ol aucun signal significatif n'a été obserm&’z= 77 (°Ar®’Cl). D’autre part, I'AB
utilisé pour la préparation des solutions stangerakrait aussi étre remis en cause. En effet,
Narukawaet al. (2006) a montré qu’une différence de concentragiorAB de pres de 15 %
pouvait étre observée entre deux fournisseursrdiffé. Une comparaison de I'AB utilisé
dans ces travaux de these, avec la solution de @R BRM 626 préconisée par Narukagta

al. (2006), sera envisagée des réception de ce sthridasurestimation de la teneur en AB
observée pourrait aussi étre due a une dérive deriee de la courbe d’étalonnage. En effet,
méme si un point de milieu de la gamme est conttdles les 5 échantillons durant la
séquence analytique, il serait souhaitable deseyalin contréle supplémentaire d’un point
haut de la gamme susceptible de mieux détecteéumeatuelle dérive de la pente. Enfin, de
fortes quantités de sels dans les échantillonsdiioés pourraient engendrer une interférence
non-spectroscopique entrainant une exaltationghakde I'As. L’ajout d’'un étalon interne a
I'effluent de la colonne pourrait compenser ceeeff

En conclusion, cet exercice d'inter-comparaisonoatné que la méthode de spéciation
permet généralement d’obtenir des résultats corbfgmra ceux rapportés par les autres
participants. Néanmoins, cette étude permet agssiidux cibler les éventuelles limites de la

méthode de spéciation et d’engager les actiongsctires pour I'améliorer.
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CONCLUSIONSDE LA PARTIE I

La mise en solution des especes As dans les nmbiomgiques est primordiale. Aprés étude
bibliographique, nous avons choisi de tester lehou# d’extraction assistée par micro-ondes
(MAE) décrite, depuis quelques années, comme urtbaué permettant de parvenir a des
taux satisfaisants de récupération de I'As totade$s espéces As sans modification des
COmposEs initialement présents dans les matricegll®, cette approche est apparue comme
relativement simple, robuste et particulieremepida en comparaison des autres méthodes

d’extraction décrites dans la littérature.

Dans un premier temps, nous avons étudié les dfetplusieurs parameétres susceptibles
d’avoir une influence sur les taux de récupératiert’As total dans des produits de la péche.
Ces travaux ont montré, dans le domaine d’étudsidéré, que la composition du solvant

était le parameétre prépondérant sur I'efficacitd eraction.

Par la suite, les résultats pour les 2 compositdEnsolvant présentant les meilleurs taux de
récupération (100% D et 80 % MeOH) ont été compares pour plusieurs NdRduits de la
péche. Nous en avons conclu qu’une extractiontassar micro-ondes associée a un solvant
uniquement aqueux permettait une extraction saegite de I'As total mais aussi des
différentes especes As dans les produits de leepigsiés, tout en étant la plus adaptée a une
détection par ICP-MS. En effet, ces conditions patemt d’éviter d’introduire une
importante quantité de carbone susceptible de pesdé sur les cénes et de perturber la

stabilité et la sensibilité du détecteur. (BeaudhedB89)

Enfin, I'évaluation des performances analytiguetad®éthode a permis de démontrer que les
conditions d’extraction et de séparation optimatEterminées étaient satisfaisantes et
applicables a la spéciation de I'arsenic dans feslyts de la péche mais également a des
matrices aqueuses. Cette évaluation pourra étrirroée par les résultats de la certification

d’'un échantillon de foie d'aiguillat organisée darNRC canadien a laquelle nous avons

participé.

L’ensemble de ces travaux a fait I'objet d’'une jpediion soumise en novembre 2008 au

journal « Analytica Chimica Acta ». (Annexe 4)
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PARTIE IV.

ETUDE DE LA BIOACCESSIBILITE DE L’ARSENIC :
METHODE DE LIXIVIATION EN CONTINU ET
SPECIATION PAR COUPLAGE HPLC/ICP-MS
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IV. 1. Introduction

La quatrieme partie de cette étude a consisté emise au point d’'une méthode pour
I'évaluation de la bioaccessibilité maximale (c:asllire le pire scénario possible) de I'As
total et des différentes formes arséniées dangrieduits de la péche, en combinant une
technique de lixiviation en ligne et la méthode st&ciation par couplage IEC/ICP-MS
décrite dans les parties précédentes de ces travaux

L’optimisation de la méthode a été reéalisée ausdiun séjour de 6 mois au sein de I'équipe
du Professeur Diane Beauchemin, dans le départadeertiimie de la Queen’s University de
Kingston, Ontario, Canada. Les données, préserdaas l'article Il correspondent aux
résultats obtenus avec l'instrumentation canadietme que ceux obtenus ultérieurement en
France, dans le laboratoire de I'unité CIME de I3§A-LERQAP, Maisons Alfort, France,
ont été rapportés dans l'article Il (Annexe 4).

Nous commencerons par définir les notions de hpmdfigbilité et de bioaccessibilité de I'As
et nous exposerons I'état de I'art des méthaues/o etin vitro utilisées pour les évaluer. Par
la suite, les résultats obtenus avec cette métlbadAs total sur des produits de la péche
seront comparés a ceux obtenus par une méthodawdation classique. Aprés une étude de
I'influence des réactifs de digestion sur la sépamanous détaillerons les teneurs des espéces
As libérées dans les lixiviats des produits de éahg. Enfin, celles-ci seront discutées et
comparées a celles rapportées dans la partie t@sapxtraction assistée par micro-onde
(MAE).

IV. 2. Bioaccessibilité et biodisponibilité de I'arsenic etat de I'art

Les études sur la toxicité des contaminants dasmsalienents ont montré que les risques
sanitaires ne correspondaient pas de maniere syt aux doses d’exposition mesurées.
(Caussy, 2003) En effet, ces mesures, focaliséedesuteneurs totales des contaminants
présents dans les échantillons, ne fournissendpEsrmations sur leur biodisponibilité qui

permet une meilleure évaluation des risques ligsc@nsommation de ces produits. Certains
aliments contenant de fortes teneurs en As peuslent étre déclarés impropres a la
consommation alors que I'As présent initialemergsh’peut étre pas libéré de maniere

significative pendant la digestion gastro-intedeéna
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IV. 2. 1. Biodisponibilité et méthodes vivo

La biodisponibilité est définie comme la fractioird analyte susceptible d’étre absorbée du
systeme gastro-intestinal vers la circulation sygjée pour étre redistribuée dans
I'organisme. (Rubyet al, 1996 ; Rodrigueet al, 1999) L'évaluation de la biodisponibilité
implique I'étude de modéles animaux vivants {iowivo). Généralement, la biodisponibilité
est déterminée en dosant la fraction d’analyte rilégopar I'organisme de I'animal apres lui
en avoir préalablement administré une quantité genmeux revues récentes détaillent
I'ensemble des travaux vivo pour I'évaluation de la biodisponibilité de divesemposés
(Caussyet al, 2003) et pour I'arsenic spécifiguement (Caus®¥32. Des essais Vivo sur

des lapins, (Davist al, 1992) des singes, (Freematnal, 1995) des rats (Net al, 1998) et
des porcs (Lorenzat al, 1996 ; Casteatt al, 1998 ; Juhaset al.,2007a et 2008a) ont été
rapportés pour évaluer la biodisponibilité de I'dens les sols. Le porcelet est un modéle de
choix pour ces études dans la mesure ou son miaeote rapproche le plus de celui de
'homme. D’autre part, son rapport taille/poids estmparable a celui d'un «enfant »
(catégorie d’age le plus susceptible d’'ingérerdauiellement des sols contaminés en As).
Néanmoins, l'utilisation de I'expérimentation animas’avere tres colteuse, nécessite de
plusieurs mois a plusieurs années d’études et denveunplexe a mettre en ceuvre. D’autre
part, certains modeles animaux, comme le rat ousdaris, ne permettent pas une
représentation assez proche du métabolisme humain.

Enfin, il semble que la biodisponibilité de I'Astab et des espéces inorganiques dans les
aliments ait été tres rarement évaluée. (Causs93)2Qn rapport ancien de l'agence
americaine pour la protection de I'environnemerPAlE a montré que la part des especes
inorganiques bioaccessibles contenue dans les rabmserait fortement biodisponible.
(USEPA, 1984) Plus récemment, la biodisponibiligél'ds estimée dans les légumes serait
comprise entre 50 et 100 %, selon les matriceshaGet al, 2008b) Alors que la
biodisponibilité de I'arsenic (89 %) dans un rizntenant de fortes teneurs en espéces As
inorganiques serait plus importante que celle &sidans un riz contenant principalement du
DMA (33 %). (Juhaset al.,2006)
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IV. 2. 2. Bioaccessibilité et méthodasvitro

Pour se soustraire a ces difficultés associées eagaisin vivo utilisés pour évaluer la
biodisponibilité, le concept de bioaccessibilitéta introduit. (Rubyet al, 1996 ; Rodriguez

et al, 1999) Celle-ci représente la quantité d‘un compaosns une matrice ingérée, qui est
libérée sous forme liquide au sein de l'appareistigaintestinal, et donc, qui se rend
disponible pour le processus d’absorption de lausuge intestinale vers le réseau sanguin.
(Koch et al, 2007a ; Intavongse et Dean, 2006) Cette défmitie prend en compte qu’une
ingestion directe de la matrice considérée et gédés interactions éventuelles avec la peau
ou les poumons. La notion de bioaccessibilité &reéspécifiqguement aux méthodesvitro
tentant de simuler la température, I'agitation, pld et/ou les conditions chimiques et
enzymatiques existantes dans l'organisme humaimndula digestion gastro-intestinale.
(Kochet al, 2007a ; Juhaszt al, 2007b) Les processus de deux (ou trois) zonésdiss de
I'appareil digestif humain (Figure 21) sont génénaént simulés : il s’agit de la bouche, de
'estomac et de l'intestin. La majorité des étudessidere que la salive a une influence
négligeable sur le bioaccessibilité des contam@agtt donc, se limitent généralement a la
simulation des sucs gastro-intestinaux sans incldfmteractions avec la salive.

(Intavongse et Dean, 2006)

Bouche :-r"_

Oesophage
|
|
Foie !
| lA | Estomac
Duodenum II'I — i Pancreas
I G o | 1
[ /] s+ + Colon
Intestin f 7 l\-h‘; o 1\ ]
|I f |I = k
/ | ".. Rectum

A s

Figure 21 : Schéma de I'appareil digestif humain
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Une telle méthode a été testée initialement pareMiét al. (1981) pour évaluer la
bioaccessibilité, et donc indirectement la biodigpihité, du fer dans les aliments pour des
études nutritionnelles. Bien plus tard, une méthadwrlaire fut utilisée par Rubgt al. (1996)
pour I'évaluation de la bioaccessibilité du plombde I'As dans les sols. Depuis une
quinzaine d’années, de nombreuses méthodegro ont été développées pour I'évaluation
de la bioaccessibilité de plusieurs éléments damsrsks matrices environnementales ou
alimentaires contaminées. (Intawongse et Dean,)2006

La revue de Intawongse et Dean (2006) a exposéliffésentes approches disponibles et a
rencensé les facteurs importants susceptibles i'axe influence sur les résultats tels que :

- la température : généralement maintenue a la texyérnormale de l'organisme
humain (37 °C) ;

- le ratio entre le volume et la prise d’essai ;

- le temps d’incubation et d’agitation ;

- I'ajout de composés alimentaires supplémentairesar(pne simulation de la digestion
plus représentative de la réalité) ;

- la composition des fluides gastro-intestinaux : (iHpH de I'estomac varie selon le
régime alimentaire de la personne (végétarienneoosommatrice de viande) et selon
la période de digestion (a jeun ou non)), selssgmée d’enzymes ;

- la méthode de récupération de chaque phase dgédatidin (salive, suc gastrique et
intestinal) ;

- la méthode de détection (SAA, ICP-AES ou ICP-MS).

Et nous pourrions ajouter a cette liste un autotefa influent & nos yeux, a savoir que la
méthode utilisée soit bien maitrisée, validée atadrée par des contrbles qualité interne
(CQI) pertinents.

L’étude comparative de Juhastzal. (2007a) a montré que les résultats des méthodaso

et in vitro étaient corrélés pour I'évaluation de la biodigptité de I'As dans des sols
contaminés. D’autre part, ces méthodesitro, infiniment moins codteuses et plus rapides,
offrent aussi I'avantage d’'une bonne reproductibilians la mesure ou il est possible de
mieux contréler les conditions opératoires que deartestsn vivo. (Laparraet al., 2003)
Néanmoins, la diversité des procédures rapportées ¢h littérature peut engendrer un
ensemble de résultats trés variables. (€tral, 2004)

L’ensemble des étudem vitro évaluant la bioaccessibilité de I'As dans des iTexdr

environnementales est présenté dans le tableau XXX.
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Tableau XXX :

Etudesin vitro ayant évalué

matrices environnementales

Réactifs utilisés Technique de Matrices

détection étudiées

Suc gastrique : 1,25 g de pepsine, 0,5 g de citimsodium, 0,5 g de malate,

420 uL d'acide lactique, 500 pL d’acide acétiquesda L (pH = 1,3 ; 2,5 et 4,0) ICP-AES Sols
Suc intestinal : 0,070 g de sels de bile et 0,086 gancréatine

Suc gastrique : 1,25 g de pepsine, 0,5 g de ctimsodium, 0,5 g de malate,

420 pL d'acide lactique, 500 pL d'acide acétiquesda L a pH 2,5 ICP-AES Sols
Suc intestinal : 0,175 g de sels de bile et 0,088 gancréatine

Suc gastrique : 1 % de pepsine dans 0,15 M de NacCl Sols

Suc intestinal

la bioaccessibilité de I'As dans des

Références

Rubyet al. (1996)

Williams et al. (1998)

HG-ICP-AES contaminés e Rodriguezet al. (1999)

: 2,10 g d’extrait de bile et 0,2degpancréatine

déchets

- 10 : _
Suc gastrlgue 11 %de pepsnn.e, 0,1? M de NacCl HﬂiipH. 1,8) GFSAA Sols
Suc intestinal : 0,525 g d’extrait de bile et 58,8e pancréatine dans NaHC@H = 7)
Suc gastrique : 1,25 g de pepsine, 0,5 g de cttimsodium, 0,5 g de malate,
420 pL d'acide lactique, 500 pL d'acide acétiquesda L (pH = 1,3 ; 2,5 et 4,0) ICP-MS
Suc intestinal : 0,070 g de sels de bile et 0,088 gancréatine

8 . 0, i =
Suc gastrlgue :1%de pepsm-e, O,l? M de NaCl ElériipH. 1,8) GESAA Sols
Suc intestinal : 0,525 g d’extrait de bile et 58,8e pancréatine dans NaHC@H = 7)
Suc gastrique : 1 % de pepsine, 0,15 M de NaCl H&igpH = 1,5) ICP-MS Sols
Suc intestinal : 0,525 g d’extrait de bile et 58,8e pancréatine dans NaHC@H = 7) ICP-AES
Suc gastrique : 30,03 g'lde glycine dans HCI concentré (pH 1,5) ICP-MS Sols
Suc gastrique : 1,25 g'ide pepsine et 8,77 g'Lde NaCl dans HCI (pH = 1,8) HPLC/ICP-MS Plantes
Suc gastrique : 30,03 g'lde glycine dans HCI concentré (pH 1,5) ICP-MS Sols
Suc gastrlgue 11 g de pepsine da-ms 10 mL de HCMOPH =2 SAA Algues
Suc intestinal : 0,2 g de pancréatine et 1,25 gtdié de bile dans 50 mL de NaHG@®,1 M)
Suc gastrique : 1 g de pepsine dans 10 mL de HCIM)pH = 2 HPLC-HG-AFS Algues
Suc intestinal : 0,2 g de pancréatine et 1,25 gtdié de bile dans 50 mL de NaHG@®,1 M) et SAA
Suc gastrique : 1 g de pepsine dans 10 mL de HCIM)pH = 2 HG-SAA et .

—— . + de b HPLC/ HG-SAA  RVZ

Suc intestinal : 0,2 g de pancréatine et 1,25 gtié de bile dans 50 mL de NaHG@®,1 M)
Suc gastrique : 30,03 g'lde glycine dans HCI concentré (pH 1,5) HPLC-HG-AAS Pa!:lglrj(less €

Suc gastrique

: 1,25 g'ide pepsine, 0,25 g'ide citrate de sodium, 0,5 ¢ ld’acide malique

1 mL L d’acide acétique et 0,15 M NaCl dans HCI (pH = 1,65) Hgféﬁ'é’;_i/tls Médicaments
Suc intestinal : 17,5 mg riiLde sels de bile et 5 g nilde pancréatine dans &0, (pH = 7)

Suc gastrique : 1,25 g'ide pepsine et 0,15 M NaCl dans HCI (pH = 1,8) Héi(i/:\éiel\ils Médicament:
Suc gastrique : 0,4 M de glycine dans HCI (pH = 1,4) Héi(i/:\éiel\ils Médicament:
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Poussieres Rieuwertset al. (2006)

Dattaet al. (2006)

Tanget al. (2007)

Juhaszt al.(2007ab)

Mir et al.(2007)
Smithet al. (2008)

Laparraet al. (2003)

Almelaet al. (2005)

Laparraet al. (2005)

Kochet al. (2007a)

Koch et al. (2007b)

Kochet al. (2007b)

Kochet al. (2007b)
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La majorité des recherches se sont focalisées'@rallation de la bioaccessibilité de I'As
dans les sols contaminés (Ruftyal., 1996 ; Williamset al, 1998 ; Rodrigueet al, 1999 ;
Sarkar et Datta, 2003 ; Rieuwert$ al., 2006 ; Dattaet al, 2006 ; Tanget al, 2007 ;
Juhaszt al.,2007a et b ; Miet al, 2007 ; Smitret al, 2008). A I'opposé, la bioaccessibilité
de I'As dans les produits de la péche, et plus gder@ent dans les matrices alimentaires, a
trés peu été évaluée, a I'exception de trois étuldes les algues, (Laparea al., 2003 ;
Almela et al,. 2005 ; Kochet al.,2007a) d'une dans les palourdes (Kathal., 2007a) et
d’'une dans le riz (Laparrat al, 2005). Enfin, il est important de signaler qu'ane étude

recensée dans le tableau XXX ne s’est interesséeffais de la salive.

D’autre part, beaucoup de modéilessitro qui évaluent la bioaccessibilité de I'As impliqaen
une approche statique qui ne permet pas d’acqgdesidonnées en temps réel sur la quantité
d’arsenic libérée puisque toutes les mesures gaifisées aprés I'extraction avec les fluides
gastro-intestinaux. Ce n’est que récemment qu’'uéthatde de détermination en ligne et en
continu par ICP-MS de la bioaccessibilité du ploslolu zinc dans un échantillon de son de
mais a été développée. (Chu et Beauchemin, 2004y Ora premier temps, un dispositif par
injection en flux continu (FI) de réactifs (saliveJc gastrique et suc intestinal artificiels)
pompés a travers une mini-colonne d'échantillon liants a été employé.
(Chu et Beauchemin, 2004) Dans un second tempslispositif a été remplacé par un
pompage en continu des réactifs a travers la naloinmie pour obtenir des profils plus lisses.
(Chu et Beauchemin, 2005) Cette approche permemasere en temps réel par ICP-MS des
éléments libérés par chaque réactif, mais ausgjdigition d’informations sur les interactions
entre les éléments et la matrice considérés. Aimspic étroit indiquera que I'élément a été
aisément libéré et présentait donc des liaisordemiavec la matrice alors qu’un profil plus
large indiquera, au contraire, un interaction fort@tre I'élément et la matrice.
(Chu et Beauchemin, 2005) Enfin, la méthode deiktion en continu par ICP-MS, en plus
d’étre simple et rapide a mettre en ceuvre, permetidimiser les éventuelles contaminations
durant la préparation de I'échantillon dans la mesou les étapes de préparation sont
restreintes et en systeme fermé. Cette approcheifodonc une réponse simple et
pragmatigue a I'évaluation de la bioaccessibilitéximale d’'un élément dans une matrice
environnementale ou alimentaire donnée pour le @&® scénarii pouvant se produire au

cours de la digestion.
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IV. 2. 3.Bilan de I'état de I'art

Cet état de I'art des méthodes d’évaluation deddigponibilité et bioaccessibilité de I'As a

fourni plusieurs informations :

La bioaccessibilité de I'As est généralement déiteém par des méthodes vivo qui
s’avérent souvent colteuses et complexes a metteusre.

Les méthodesn vitro, en simulant les processus de digestion dansdiusge,
permettent la détermination de la quantité d’Aédéde dans I'appareil gastro-intestinal
correspondant a sa bioaccessibilité. Néanmoingradade majorité des études se sont
focalisées sur la bioaccessibilité de 'As danssels et trés peu de travaux se sont
intéressés aux produits de la péche.

La méthode de lixiviation en continu mise au poprécédemment (Chu et
Beauchemin, 2005) apparait comme une approche ptagra permettant la mesure
par ICP-MS en temps réel de la quantité maximalm &lément donné libérée par

chacun des réactifs simulant les fluides gastrestintaux.

L’objectif de la suite de I'étude est donc double :

D’'une part, la mise au point d'une méthode simpbpide et peu codteuse de
lixiviation en continu pour mesurer, en temps rngat ICP-MS, la bioaccessibilité
maximale de I'As total dans les produits de la pécette méthode sera comparée a
une méthode statique plus couramment utilisée.

D’autre part, la combinaison de cette méthode aweeanéthode de spéciation
développée dans les parties précédentes de ceantrgour la détermination des

especes arséniees dans les lixiviats recueillis.

IV. 3. Conditions expérimentales

Les réactifs et matériels utilisés dans les trav@aksés au Canada et en France sont détaillés

dans l'article Il et l'article 11l (Annexe 4), regptivement.
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IV. 3. 1. Instrumentation

IV. 3. 1. a.Instrumentation pour les travaux réalisés au Canada

L’ICP-MS utilisé pour cette partie de I'étude estWitraMass 700, fabriqué et commercialisé
par la sociétéd/arian (Mulgrave, Victoria, Australia). Le systéme chrdographique utilisé
consiste en une chaine chromatographique DX600@Miailcec une pompe gradient GS50
(fabriquée et commercialisée par la sociBiéneX équipée d'une boucle d'injection de
100 pL. Les connexions entre I'ICP-MS et le systanmmatographique sont identiques a
celle décrites dans le paragraphe Il. 3. 1.. Larowé chromatographique utilisée est identique

a celle décrite en ll. 3. 2..

IV. 3. 1. b.Instrumentation pour les travaux réalisés en France

Les appareils utilisés dans cette étude sont lesan@ue ceux décrits dans la partie .

IV. 3. 2. Acquisition des données

IV. 3. 2. a.Acquisition des données pour les travaux réalisé€anada

L’acquisition des données pour la lixiviation emtiou et la spéciation des lixiviats a été
réalisée en mode « temps résolu », 3 points paay@c un temps de mesure de 10 ms et un
espacement de 0,025 amu, aux masses sur chiawges 75(As), 77(ArCl), 82(Se). Les
données brutes obtenues furent ensuite traitéesdesgelogiciels internes écrits @BASIC
pour le lissage (polynéme de Savitzky et Golay igggl & chaque fenétre de 7 points, qui se
déplace point par point) et la détermination dessatle pics. D’autre part, le mode continu,
aux masses sur chargegz= 75(As), 77(ArCl), 82(Se) avec un temps d’'intéigrade 10 s, a
été utilisé pour la méthode statique et la vériiitieadu bilan en masse.

IV. 3. 2. b.Acquisition des données pour les travaux réalisésrance

L’acquisition des données pour la lixiviation enntiou et la spéciation des lixiviats est
identique a celle décrite en II. 3. 2. alors quiéegeour la méthode statique et la vérification

du bilan en masse est basée sur celle rapportiée3ed..
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IV. 3. 3. Echantillons et matériaux de référence certifiés

Les MRC utilisés pour les études canadiennes atdises, TORT 2 (Hépatopancréas de
homard), DORM 2 (muscle d'aiguillat), DOLT 3 (fo@aiguillat), DORM 3 (protéine de
poisson) et CRM 627 (Thon), sont commercialisés lpasociété Promochem (Molsheim,

France).

IV. 3. 4. Procédure de lixiviation en ligne

Pour les deux études, la procédure de lixiviationligne est basée sur les travaux de
Chu et Beauchemin (2005). La préparation de la-gotonne consiste a enrouler environ 200
mg d’échantillons lyophilisés dans un filtre Isopd0,4 mm/[1 47 mm) commercialisé par la
sociétéMillipore, et a introduire le tout dans un tube en PTFEn{&le long, 3/16 de diamétre
externe et 1/8 de diameétre interne) entre deux @aorc de laine de quartz (sans les tasser
pour éviter les phénomenes de surpressions arlgéatéde la mini-colonne). (Figure 22)
La mini-colonne est connectée au nébuliseur dé’FMS par un tuyau en PTFE (0,8 mm de
diametre interne).

Chaque réactif (salive, suc gastrique et intestiesi préparé selon les recommandations de
FTUSP XXIII (1995) puis injecté successivement ddasnini-colonne a l'aide d’une pompe
péristaltique. Les réactifs et la mini-colonne sm@iintenus a 37 °C dans un bain thermostaté.
Les temps de lixiviation ont été sélectionnés seltm physiologie humaine
(Johnsoret al, 1985) : 5 minutes pour la salive et 1 heure (téal@0 minutes au final) pour
les sucs gastrique et intestinal. En effet, unaletprécédente a montré que la quantité
d’analyte libérée n’augmentait plus apres 20 misiRodriguezet al., 1999) L'As total
libéré est détecté par I'lCP-MS.

Dans un premier temps, le lixiviat est dirigé viersiébuliseur du systeme ICP-MS pour étre
analysé en temps réel en mode temps résolu (TRW) massem/z = 75 (As total). La
quantification a été réalisée par calibration exepar injection répétée de solutions étalons,
préparées dans les mémes conditions que les dta)ta travers une boucle d'injection de
100 pL. Un blanc, consistant en une mini-colonnateoant uniquement le filtre et les
morceaux de laine de quartz, a également été analys

Dans un second temps, le lixiviat d’'un doublon d&cHantillon est recueilli pour la

guantification des especes As.
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Figure 22 : Schéma du dispositif de la lixiviation en continu

IV. 3. 5. Méthode statique

Par comparaison, une méthode statique a aussegtiet 200 mg d’échantillon sont placés
dans des tubes avec 6 mL de salive ou 24 mL dgastaque ou intestinal. Ensuite, les tubes
sont agités pendant la méme durée que pour ladtian en continu a 37 °C et centrifugés.
Le surnageant est alors quantifié en mode continutiésant des solutions étalons préparées
dans les mémes conditions que les matrices comdaptes. Enfin, le résidu est introduit

dans un nouveau tube avec le réactif suivant.

IV. 3. 6. Vérification du bilan en masse

IV. 3. 6. a.Procédure pour les travaux réalisés au Canada

Pour les procédures (statique et de lixiviationtiome), les résidus sont recueillis et digérés,
dans un mélange de 5 mL Hilé& 1 mL HO, (peroxyde d’hydrogéne) pendant 4 heures a 50
°C au bain-marie. lls sont ensuite analysés parMSPam/z= 75 (As total). Les solutions
étalons, préparées dans les mémes conditions queatsice, sont utilisées pour la
quantification des échantillons digérés en modédicon
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IV. 3. 6. b.Procédure pour les travaux réalisés en France

La procédure de digestion des résidus, obtenus &s@eux procédures (lixiviation en ligne

et statique), est identique a celle décrite dapsute Il1.

IV. 3. 7. Quantification des espéces arséniées dans lemtiv

IV. 3. 7. a.Procédure pour les travaux réalisés au Canada

Les lixiviats de salive sont collectés, dilués anquieme, et analysés en se basant sur la
méthode de spéciation décrite dans la partie Il.anN®ins, les conditions
chromatographiques ont da étre modifiees commetdéatans I'article Il afin de pallier les

modifications dans la séparation des espéces aestdues a la salive.

Pour I'étalonnage de l'instrument, quatre solutiétalons de 0, 2, 5, 10 pg As'ldes

7 espéces arséniées considérées (As(lll), MA, DRiYV), AB, TMAO, AC) sont préparées
dans les mémes conditions que les lixiviats. Lesltéts pour TMAO sont présentés comme
la somme de teneurs en TMAO et AB2. En effet, ¢ation d’'une solution étalon de AB2 a
montré que le pic de cette espece pouvait co-akes celui de TMAO dans les conditions de

séparation utilisées.
IV. 3. 7. b.Procédure pour les travaux réalisés en France

La procédure utilisée est la méme que celle dédates la partie 1ll. Néanmoins, une dilution
au moins au dixieme a été nécessaire pour maintemr séparation satisfaisante des

COMpPOSES arséniés.

IV. 4. Résultats expérimentaux
Les résultats de cette étude sont présentés sofmsnte de 2 articles, 'un publié dans

« Journal of Analytical and Atomic Spectrometry Article 1) et l'autre soumis dans
« Analytica Chimica Acta » (Article 1ll) (Annexe 4)
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A guick and simple on-line leaching method was used to assess the maximum bio-accessibility of As in
seafood samples. Artificial saliva, gastric juice and intestinal juice were successively pumped through
amini-column of sample (maintained at 37 °C in a thermostatically controlled water bath), which is
connected to the nebulizer of an inductively coupled plasma mass spectrometry (1CP-MS) instrument.

an - K] - =
Laurent Noél,” Jean-Mare Fremy” and Diane Beauchemin®

In contrast to the usual batch method, this approach allows the continuous monitoring of the
progressive release of As by the 3 reagents. Thus, the dissolution equilibrium is driven to the right,
thereby enabling the determination of the maximum amount of analyte that can be dissolved (ie. the
worst-case scenario). Results for 4 certified reference materials (CRMs) show that saliva alone was
sufficient to release, in less than 5 min, all the bio-accessible total As that was mobilised by saliva and

gastric juices in the batch mode.

The As speciation in each leachate was then determined by ion-exchange chromatography (IEC)
coupled to ICP-MS5, after adjustment to the gradient program previously optimised by experimental
design, along with a 3-fold sample dilution and increased stabilisation time. Under these optimised
conditions, 7 different arsenic species in saliva could be separated within 18 min in a single
chromatographic run. In all cases, the sum of bio-accessible and residue As concentrations agresd with
the certified value. Bio-accessible speciation results were compared and discussed with those previously

reported by different extraction methods in the literature.

Introduction

Seafood products have been identified as important contributors
in human exposure to arsenic (As).' Usually, risk assessment for
this element taking into consideration exposure through these
products is mostly based on total As content. However, toxicity
studies have shown that health risks to humans do not always
correlate with the external exposure dose of the elements.?
Indeed, seafood products containing a high level of total arsenic
can be declared unsafe, whereas the actual As toxicity depends on
its chemical form,* and also its bio-availability.* The bio-avail-
ahility of an element, which is largely determined by its ability to
be absorbed into the systemic circulation system where it can
reach the target organ and exert its toxic effect,™ depends on its
bio-accessibility, which is defined as the fraction of the external
dose that is released from the environmental matrices in the
gastrointestinal tract and becomes available for absorption. ™
Aldthough, i vive studies of oral bio-availability, which typi-
cally consist in dosing experimental animals™ or humans™* with

alinite des Contaminanis Inorganigues et Mindrawx de I Environnement,
AFSSA-LERQAP. 23 Avenwe du  (remeral de Gaulle, F-94706
Maizons- Alfors Cedex, France E-mail- ¢ guerini@afisa fr
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i, Avenue du General Leclere, F-94701 Maizons-Alfort, France
“Department of Cheamisiry, Queen's University, 90 Bader Lane, Kingsion,
Ontario, Canada K7 L NG

t Presented at the 2008 Winter Conference on Plasma Spectrochemistry,
Temecula, CA, USA, January 7-12, 2008,

various concentrations of arsenic and measuring the responses,
are generally considered the most reliable model ® they remain
very complex, expensive and time-consuming.

On the other hand, the bio-accessibility of arsenic is generally
assessed by i wiro digestion models in order to approach the
predictive availability of metals for humans. Several in wirro
models for this approach, reviewed by Intawongse er al * have
been developed to assess the bio-accessibility of As, but the
majority of applications have been to soil samples, a few in
seaweeds"™ " and only one in seafood™ and one in rice. ™

Cienerally, the methods used are batch gastrointestinal models,
which mimic processes that occur through the human digestive
tract by sequentially exposing samples to simulated gastric and
intestinal conditions. However, Oomen er ol while comparing
five different i witro gastrointestinal models, showed that the
different models led to a wide range of bio-accessibility values.
Moreover, many studies limited themselves to simulated pastric
and intestinal juices and did not include a reaction withsaliva, V-
Fimally, the absence of real-time data is also another limitation of
these models and the scarce dynamic models existing provide only
data at specific times, %18

The bio-accessibility of arsenic varies not only with the matrix
butalsowith the chemical species of the analyte.* So, the speciation
of bio-accessible As in seafood is necessary o precisely identify
and quantify the different As species involved in the gastro-intes-
tinal tract processes for a better risk assessment to the consumer,

The majority of speciation methods wsed high performance
liguid chromatography (HPLC) to perform the separation with

This joumal s © The Roval Soclety of Chemistry 2008
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detection by inductively coupled plasma-mass spectrometry
(ICP-MS)."™* Indeed, this hyphenation combines a rapid,
powerful and reproducible separation method with a very
efficient detector which is recognised for its high sensitivity and
wide linear dynamic range. Some studies based on the work of
Londeshorough er af* wsed a Dionex anion-exchange column
with a nitric acid eluent.™ ™ This method allows a satisfactory
separation of both inorganic and organic arsenic species in
a single chromatographic run. It has been applied to matrices
such as water,™ mushrooms® and fish products *-*

The objectives of this work were: (1)to use a simple, rapid and
inexpensive on-line leaching method by artificial gastro-intestinal
fluids, previously developed for zinc and lead in corn bran, ™ to
measure in real time the maximum bio-accessibility of total As
from seafood products; (2) to use and adapt a previously opti-
mised ion-exchange chromatography (1EC) coupled o 1CP-MS
technigue,® for the simultaneous determination of seven As
species in each collected leachate.

Ex perimental
Instrmmentation

A Varian UltraMass 700 ICP-MS instrument (Mulgrave,
Victoria, Austealia) was used with a Sturman-Masters spray
chamber and a concentric nebulizer. The chromatographic
system comsisted in a DX60WBioLC liguid chromatography
gystem with a G550 gradient pump (Dionex, Oakville, Canada),
an injection valve with a 50 pL injection loop, an lonPac AGT
guard column, and an lonPac AST (250 =« 4 mm, 910 mm
particles) anion-exchange column (all Diopex, Voisins Le
Bretonneux, France). The analytical column was connected to
the nebuliser of the 1CP-MS instrument using a 50 cm long
PEEK tubing (0.17 mm id). The operating conditions are
summarised in Table 1.

For continuous leaching and arsenic species determination,
data acquisition was carried out in time-resolved, peak-hopping
mode with three points per peak, one scan per replicate, a dwell
time of 10000 ms and 0.025 a.m.u. spacing. The raw data were
then treated with in-house QBASIC software for smoothing
{using a seven point Savitzky-Golay  polynomial moving
window) and determination of peak area. Continuous nebu-
lisation was used for the batch method and for checking the mass
balance. Data acquisition was then performed in the steady-state
mode (using a 10 5 integration time).

Table 1 Initial mstrumental setings and separation conditions

ICP-MS { Varian Ultramass)

Plasma gas flow Ar, 15 L min™'
Auxiliary gas flow Ar, 103 L min™
Aerosol carrier Ar, 0.9 L min™!
Plasma Power 135 kW

Sample uptake rate 1.2 mL mmn!
Monitored signals A=, AT

HPLC {Dionex G550 gradient pump)
Columns

Column temperature

Mobile phase flow rate

Maohile phase A (MPA)

Mobile phasze B (MPH)

lonPac AGT + lonPac AST

e

1.35 mL min™'

0.5 mmol L' HMNO:, 1% MeOH
S0 mmol L7 HRNO., 1% MeOH

Reagents

Adgtificial gastric juice and intestinal juice were prepared in
compliance with USP XXII.** Artificial saliva was prepared by
diluting 6.8 g of KH:PO 4 and 77 ml of 0.2 M NaOH (all ACS
grade; Bioshop, Burlington, Canada) to 1 L with doubly
deionized water (DDW) (Milli-) Plus, Millipore, Mississauga,
Canada), and adjusting the pH to 6.5, using 0.2 M NaOH. For
the artificial gastric juice, 2.0 g of NaCl (ACS grade; Bioshop),
3.2 g of pepsin (Sigma-Aldrich, Oakville, Canada) and 7.0 ml of
concentrated HCI (ultra-pure; EM Science, New Jersey, USA)
were diluted to 1 L {pH 1.2) using DDW. Artificial intestinal
juice was prepared by diluting 6.8 g of KHaPOy (ACS grade;
Bioshop), 10 g of pancreatin (Sigma-Aldrich)and 77 mlof 0.2 M
NalH (ACS grade; Bioshop) to 1 L with DDW, and adjusting
the pH to 6.8, wsing (.2 M NaOH. Total arsenic standard solu-
tions were prepared in each reagent matrix using 1000 mg L'
monoelement solution (SCP Science, Baie D'urfe, Canada).
Mitric acid (trace metal grade, Fisher Scientific, Nepean, Can-
ada) and hydrogen peroxide (ACS, Fisher Scientific) were used
for the digestion of residues.

Some 1000 mg As L-' standard stock solutions of arsenic
compounds were prepared from the following reagents: sodium
(meta) arsenite (As(im)) (= 99.004), sodium arsenate dibasic
heptahydrate (As(v)) (= 98.5%), disodium methyl arsenate (MA)
(= 98.4%), cacodylic acid (DMA) (= 99.0%%) (all Sigma Aldrich,
Saint-Quentin  Fallavier, France) and arsencbetaine (AB),
arsenocholing {AC), trimethylarsine oxide (TMAO) (all Argus
Chemicals, Vernio, ltaly). Stock solutions of each As compound
were stored at 4 °C in the dark. The stability of these standards in
terms of total arsenic content and purity of the species was
checked by ICP-MS. Each stock solution was further diluted to 1
mg As L', out of which multi-compound calibration standards
were prepared daily. Methanol (HPLC gradient grade, Fisher
Scientific) and nitric acid (trace metal grade, Fisher Scientific)
were used for the eluents,

Foodstufls reference samples

The Certified Reference Materials (CRM3s), TORT-2 (Lobster
Hepatopancreas), CRM 627 (Tuna fish), DOLT-3 (Dogfish liver)
and DORM-3 (Fish protein) were purchased from Promochem
iMolsheim, France). All samples were used as provided without
further grinding.

Op-ling continuows leaching procedure

The continuows leaching procedure was as described previously ™
The mini-column was prepared by loosely packing (to minimize
back-pressure) about 200 mg aliguots of solid sample wrapped
into a lsopore membrane (0.4 pm, 47 mm d.) filter (Millipore,
Mississauga, Canada) placed in a PTFE tubing (8 cm long, 3/16-
in od, 1/8-inid) between two quartz wool plugs. It was connected
to the nebuliser of ICP-MS by a PTFE whing (35 cm long, 0.8
mm id). Each reagent (artificial saliva, gastric juice and intestinal
juice) was pumped by a peristaltic pump into the mini-column.
Both the reagents and the mini-column were maintained at 37°C
in a thermostatically controlled water bath. Leaching times were
selected according to human physiology.* Leaching was carried
out during 3 min for saliva. One hour each was initially wsed for
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gastric and intestinal juices, which was then cut back to 20 min.
Another studyv (using a batch method) also indicated that analyte
concentration did not increase after 20 min *' The released Aswas
analysed in real time by ICP-MS in time-resolved mode. Quan-
tification for the continwous leaching procedure was performed
by external calibeation, by repeated injection of standards solu-
tions, which were prepared daily in each reagent, through a 100
pL injection loop (Rheodvne Inc., Cotati, Canada) mounted on
& universal automatic actuator {Anachem Lid., Luton, Englamd).
A blank consisting of leaching a mini-column containing only
a filter and quanz wool plugs was also analysed.

Batch method

For comparison, a batch method was also wsed where about
200 mg aliguots of solid sample were placed into test tubes with
a certain volume of reagent (6 mL for saliva or 24 mL for gastric
and intestinal juices), The tbes were shaken for the same time as
for continuouws leaching at human body temperature {37 *C) and
then centrifuped. The supernatant was analvsed by continuous
nebulisation wsing standard solutions prepared in the corre-
sponding matrix. And the residue was loaded into another test
tube with the next reagent.

Mlass balance

For both on-line and batch methods, the residue remaining
following the thres extractions was collected and digested in
amixture of 3 mL HNOs and 1 mL Ha0 for 4 hours at 50 °C,
then diluted to 530 mL with DDW and finally analysed by 1CP-
MSat ez 73 (total As), Standard solutions prepared in the same
final matrix were used for the analysis of the diluted digest by
continuous rebulisation,

Arsenic species determination procedure

The saliva lenchates were collected, 3-fold diluted, and analysed
by a previously developed speciation method (IEC/ICP-MS). ™ A
nitric acid gradient (pH 3 3-1.3), with 1% of methanol in the
mobile phase, was used to separate the seven arsenic species in
asingle chromatographic run. A 4-point external calibration was
carried out with the respective standard compounds that were
prepared daily in saliva,

Results and discussion

Fig. 1 shows the leaching profiles (total As at mfz 75) of both
DORM-3 and a blank selution with artificial saliva, gastric and
intestinal juices, respectively. Only the saliva leaching profile
(Fig. la) presented a significant peak within less than 5 min,
whereas the gastric and intestinal juices (Fig. Ib and ¢ profiles
were similar to that of the blank within 20 min. The increased
signal for the gastric juice {composed of NaCl and HCI) was
probably doe to “APC] since a similar signal was also observed
at miz = 77 corresponding to YAr*CL Maoreover, the front peak
observed for the intestinal juice profile was an arifact corre-
sponding to the gastric juice remaining in the mini-column, The
same phenomenon was observed for the 4 CRM3 studied in this
work (data not shown). [tappears that the bio-accessible total As
was only released by saliva in less than 5 min from these samples
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Fig. 1 The leaching profiles (miz = 731 of DORM-3 {Hack line) and
a blank solution {grev ling that were observed with artificial saliva (a),
gastric { by and imtestinal juices (o).

and nothing morewas released by gastric or intestinal juices. The
fast release indicated that As was adsorbed on the samples or
weakly bound to them. So, this approach not only allows the
determination of the total As guantity released by the differem
juices but also provides some information on the sowrce of this
element in the sample, as previously shown,*™* To the best of
the authors” knowledpe, this is the first study in which the
bio-pecessibility of total As in seafood was evaluated uwsing
a continuous leaching method that involved, in a first step,
a simulated saliva digestion. Moreover, numerous works did not
consider the oral cavity digestion process and restricted their
studies to pastric and intestinal juice.'™™ Evidently, this step

This joumal s © The Roval Soclety of Chemilstry 2008
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should not be neglected in bio-accessibility studies since, as
shown here, all bio-accessible As was apparently released during
this step.

Comparison of total As results by the on-line and batch methods

The mean total As quantities released (saliva + gastric + intes-
tinal juices) and that left in the residue when wsing on-line
continuous leaching and a batch method are presented in Fig. 2
for the 4 CRMs, with error bars corresponding to the precision
under reproducibility (n = 3, & = 2). The percentage was calcu-
lated as follows: (XT/ Xc) =« 100 with XT total As (released As +
residue) and Xeo certified values (total As). According to the
analysed CRM, 42 to 5994 of total bio-accessible As was released
by saliva (e nothing else by the other juices) when using the on-
line continuous leaching method. For the batch method, a major
part of the As was released by saliva but a minor part was
released by gastric juice (not shown). This minor part could be
very different according to the sample and did not exceed 10% in
all cases. Moreover, the sum of released total As was hetween 32
and 69% when uwsing the batch method. Discrepancies for
DOLT-3 and CRM 627 results observed between the batch
method (69 and 33%, respectively) and the continuous leaching
method (42% for both CRMs) may be explained by differences in
surface and contact time, which were larger and longer between
the matrix and the reagent for batch leaching.

So, abowt 509 of total As was released with the continuous
leaching method in seafood CRMs stedied, which is consistent
with results previously found in clams (34-46%) by Koch er af "
wsing a batch method with simulated gastric and intestinal juices.
In seaweeds, these percentages generally exceeded 60%:.1-"

In any case, the mass balance (Le. the sum of As guantity
released and left in the residue) was in agreement with the

Tt A wahwee {20

TORT-2

DOLT-3 DEYRM-3 CRMEXT

Fig. 2 Comparison of total As released {dark grey) and left in residue
(light grev) by on-line continuous leachmg {(full) and a batch method
(dotted).

reference value for both methods (dotted line in Fig. 2). The
precision under reproducibility (CVg) (7 = 5) of the As amounts
released and in the residue were evaluated to be lower than 13
and 20% with the continuous leaching and the batch method,
respectively. These differences can be explained by an additional
sample manipulation for the batch process. Moreover, even if
they remain acceptable, these slightly high CVg values may be
attributed to differences in particle size distribution from one
mini-column to another

Optimisation of the separation conditions in saliva matrix

The next step was to test, in saliva, the separation conditions of
the seven As species that were previously optimised by experi-
mental design with standard solutions prepared in water,™ Since
the liguid chromatography system differed from the one that was
used before, the initial gradienmt program 1 (GP1, Table 2) was
slightly modified (i e the first step after injection was reduced by
30 5). The separation of arsenic species in water was satisfactory
it less than 15 min whereas a degradation of all resolutions was
observed for the same mixture prepared in saliva. In particular,
co-elutions of Asimy™A and of TMAOAC are noticed,
corresponding to a general decrease in retention time. A study
recently carried out showed that this behaviour was essentially
due to the salts present in the saliva (data not shown). So, it
appeared that the speciation analysis of the saliva leachates
required a specific adjustment and an optimisation of separation
conditions. By modifving slightly the gradient program (GP2
Table 2) and by diluting the saliva solution 3fold, the seven As
species were satisfactorilv separated (Fig. 3a and b) within 18 min
{including the stabilisation time, which was doubled).

However, as the pK, of MA is very close to the pH of the
mobile phase, the MA peak from real samples is very sensitive to
pH variations of the mobile phase, as well as to the state of the
chromatographic column and the composition of the matrix.
Finally, a peak split for AC (Fig 3a)could be observed that arose
from the increase in nitric acid concentration in the mobile phase
when passing from step 3 to step 4 of the gradient program.
Further investipations are needed to eliminate or reduce these
effects.

Speciation results

With these new separation conditions (GP2 Table 2), saliva
leachates from the 4 CRMs were analvsed using [EC/ICP-MS.
The observed amounts of the seven As species, the sum of
species, the residue and the total As are presented in Table 3. The
limits of quantification {LOCY) were estimated as 6 times the
standard deviation of the average signal from the blank samples

Table 2 Optimized gradient program for the 7 As spedes separation in water (GP 1) and saliva (GP2)

51° 5 Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Gl MP — L0 A L A 10%: A Bl A —
Time/min — 4.0 2.5 25 5.5 —

oGPz MP SO0 mb HNG: Hz0 L A e A LR A e A
Time/min 20 L] 30 25 1.5 0

81 et 82: Stabilisation step | and 2.
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Fig. 3 Chromatogram {with GP2) of arsenic species from a standard
solution {30 pg L") prepared mn =aliva {a) and a saliva leachate of TORT-
{bjqall 5-fold diluted).

{n = T) after corrections for sample weight (0.2 g) and dilution
1 @ 5 The slightly high LOOQ (008902 mg kg™") could be
explained by the low sensitivity of the second-generation 1CP-
M5 instrument used in this work. Nevertheless, the LOOY recently
estimated in a Thermo X Series 11 ICP-MS system indicated an
improvement by about a factor 10 (00007002 mg kg').

To directly compare the observed total arsenic values {ie. the
sum of the residue and total amounts of As species) with the
certified value, Z-scores were calculated according to the most
suitable procedure for the short-term  evaluation of the
CRMs, with the relative standard deviation corresponding to

intermediate precision under reproducibility conditions arbi-
trarily fixed at 10% (k = 2).** The statistics of a normal distri-
bution is such that about 95% of data points will lie between
a Z-score of =2 and +2. All Z-scores for observed total arsenic
values in the 4 seafood CRMs were considered as acceptable
{=|2[), confirming the obtained results for total As (Fig. 2). As
predicted, results show that the non-toxic organic form AB was
the most released species by saliva (around 73% of total bio-
accessible As). All the CRMs are only certified in total As, except
CREM 627 which is also certified in DMA and AB (0,15 and 3.9
mg As kg™, respectively). In this sample, about 60 and 404 of
DMA and AB were released by saliva. So, the methylated form
DMA seems more easily released than the organic form AB in
the tuna fish matrix (CRM 627).

To the best knowledge of the authors, only a few studies have
reported results of arsenic speciation in CRM 6273343 and
TORT-2¥* and no study has reported results of the 7 As species
in DORM-3 and DOLT-3. However, as only about 50°% of the
total arsenic present in these materials was bio-accessible, the
bio-accessible values observed for CRM 627 and TORT-2 should
be lesser than those previously reported by complete extraction
methods. This was generally the case except for As{m + v) and
TMAD values in TORT-2 and As{in + v) value in CRM 627,

For CRM 627, the As{in + v) bio-accessible value (0.20 mg
kg 'corresponding only to As(v), as As(nr) was lower than LOC))
was higher than previously reported (0.005-0.076 mg kg™"). *s
This overestimation is due to the fact that the content was only 2
times higher than the LOQ) and associated with a relatively
important standard deviation (& 0.10 mg kg™').

For TORT-2, a significant overestimation of the bio-accessible
TMAD (142 mg kg-') was observed, compared to the result
previously obtained ™ In fact, this value is similar to the sum of
TMAO (0.15 mg kg™')” and TMAP values (0.836-1.20 mg
kg2 previously reported. So, this result confirmed the
hypothesis of Sloth er al* that TMAO and TMAP found in
DORM 2 might have coeluted in the system of Kohlmeyer er al
{or similar systems).** This hypothesis will be tested in future
work, once TMAP standard solution have been acquired.

The sum of bio-accessible inorganic forms (As{m + v)) values
(L.06 mg kg™') obtained in TORT-2 seems also excessive
compared to values previously reported (009310 mg kg~ 34
If the Asiv) value (.37 mg kg-') seems consistent with the

Table 3 As spocies amounts {mg As kg ') released by salivain 4 CRMs in =5, k= 2)

TORT-2 DOLT-2 DOR M-3 CEM 627 L(}Q'l

Al 6% = 007 0,32 =028 = L0 < LG 012
MA 0,24 =006 0,17 =006 < LMD < L) 013
[h A 074 =013 0,24 = (005 0.3 =010 005 = 0.0 (0,0
Aslv) 037 =014 < 027 =010 0,20 = 0,10 0,10
AB Q46 =070 200 082 121 L (055 157 £0.27 014
TMAQ + TMAP 142 =050 = LOW) = LW = LOO 015
A 0.26 =011 < LG 0,31 =008 < LG 017
'l'ﬂta|s.‘rro::i-€5. 13214 AT+ 12 4.2 =06 20205

Fegidue £1=1.0 69 =28 27=+13 16 =04

Total 212+ 1.2 6= 1.9 a9 =07 4.6 =05
Total As reference value 21618 10,2 =105 69 =03 4.8 =03

Z-score -2 .4 0.0 —.5

“ Values mean = S0 in = % k = 2). ¥ Limits of quantification were estimated as 6 times 51 {n = 7) of blank solution.

This joumal is
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literature (0.093-0.684 mg kg-"),** the As(m) concentration
(069 meg kg ') would be overestimated. Nevertheless, as
explained by Sloth er ol *® a large variability exists between the
reported values obtained by different extraction and separation
methods, hence, no consensus value for inorganic arsenic could
be established in either of the CRMs. This emphasizes the need
for further research toward the development of reliable methods
for the determination of inorganic arsenic in biological samples
with certified values for inorganic arsenic.

Conclusions

The use of the on-line continwous leaching method provides
a simple and rapid approach to assess the maximum bio-acces-
sibility of total As and As species in seafood products for the
worst case scenario that can occur in the human pastrointestinal
tract, ie. 1HP% of the bic-accessible As is bio-available, In
addition, this approach minimizes the potential contaminations
since the preparation of the sample is reduced and conducted in
a closed system. Future work will include the determination of
As bio-accessibility in more real samples as well as a study of
potential modifications of As species in gastric and intestinal
Juices. Moreover, in order to improve reproducibility of the
method, a study of influence of the different parameters of the
mini-column preparation (length and diameter of the mini-
column, leaching flow rate, amount of sample, erc) will be
conducted.
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Partie IV

IV. 5. Discussion

Les principaux résultats de I'évaluation de la bgmssibilité de I’As dans les produits de la
péche sont réesumés dans ce chapitre. Ces donnméesosmlétées par I'étude de l'influence
de la salive sur la séparation des composés assguié’avait pas pu étre développée dans
I'article Il et l'article 11l (Annexe 4).

IV. 5. 1. Evaluation de la bioaccessibilité de I'As total sdes produits de la péche

IV. 5. 1. a.Résultat de la lixiviation en continu

Comme détaillé dans l'article Il, pour tous les MREstés, la totalité de I'As total
bioaccessible (environ 50 % de I'As total) semidérée par la salive artificielle en moins de
5 minutes, et plus rien n’est ensuite libéré pardecs gastro-intestinaux. Les résultats des
travaux réalisés au laboratoire en France sontsveanfirmer ces observations (Article III).
L’As présent dans ces échantillons semble doncr @es liaisons relativement faibles avec
les matrices, et étre aisément et rapidement soleblmilieu aqueux. Ainsi, I'approche de
lixiviation en continu, en plus de quantifier I'Agtal libéré par les fluides gastro-intestinaux,
permet aussi d’évaluer la force des liaisons efdrealyte considéré et I'échantillon. Cette
solubilité élevée de I'As dans ces échantillonsnivieonfirmer les taux de récupération
satisfaisants obtenus par la procédure MAE avesalmant composé uniquement d®
chauffée (Cf. Partie ).

Afin de pouvoir comparer ces résultats a minima cava littérature, des essais
complémentaires ont été réalisés en injectant teingent le suc gastrique artificiel dans les
mini-colonnes d’échantillons. Les résultats obtesost similaires & ceux observés avec
I'injection de salive (i. e. la totalité de I'Asttd bioaccessible est libérée trés rapidement). A
notre connaissance, cette étude est la premievalaeé la bioaccessibilité de I'As dans les
produits de la péche par une méthode de lixiviationtinue en incluant une premiére étape
de digestion par de la salive artificielle. En gffes étudedn vitro dans leur grande majorité
ont eu tendance a négliger l'interaction entrealavs et les échantillons dans les processus de
digestion simulés et se limitent a la digestion pas sucs gastro-intestinaux.
(Intavongse et Dean, 2006) Néanmoins, cette étedle montrer clairement que le réle de
la salive ne devrait pas étre négligé dans lesitrad’évaluation de la bioaccessibilité de I'As

dans les produits de la péche.
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IV. 5. 1. b.Comparaison des méthodes statique et de lixiviaimoontinu

Le figure 23 présente les teneurs (%) moyennes théa libéré et restant dans le résidu
apres les 2 procédures de lixiviation (en continstatique) pour les 4 MRC considérés. Les
résultats des travaux réalisés aux laboratoire€anada et en France sont présentés. Les

pourcentages bioaccessiblesgfdoet des résidus (Yoprésentés ont été calculés selon les
expressions suivantes :

%pa = (Xga/Xc) X 100 et %= (X/Xc) x 100

120 - TORT 2 120 - DORM 3
$ 100 | g 1007 +
g 80 ;% g 80 0z | *°
2 101 9
; 60 I I 95 ; 60 - 93]
3 2 3
O 40 - l l é 40 -

46|52 49|49
20 B E%‘ 20 -
0- ‘ ‘ 0- ‘ ‘

BA Résidu BA+Résidu Résidu BA+Résidu
120 CRM 627 140 1 DOLT 3
100 120 |
s S
= =100 | -
g 80 - 10( g
%) »n 80
< | 94 <
» 60 91 » i
3 I [ 2 60 - 102
= i 56 c
& 40 oz 53|48 1 | e 40
0 - \ ‘ 0 ‘
BA Résidu BA+Résidu Résidu BA+Résidu

B Lixiviation en continu (travaux réalisés au Canada)[] Lixiviation statique (travaux réalisés au Canada)
[ Lixiviation en continu (travaux réalisés en France) [ Lixiviation statique (travaux réalisés en France)

Figure 23 : Teneurs en As total (en %) de la lixiviation se8 # MRC (n =5, + SD)
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Tout d’'abord, les résultats obtenus pour les travaalisés aux laboratoires au Canada et en
France sont relativement similaires malgré la défiée d’appareillage. D’autre part, le bilan
en masse (c’est-a-dire la somme des quantitésldbAsee et restante dans le résidu) est dans
tous les cas en accord avec la valeur de réfé@ick, k = 2) pour tous les MRC et les deux
méthodes, sauf pour le TORT 2 avec la méthodegetatilans les travaux réalisés en France
(83 + 6 %).

Selon I'échantillon considéré et l'origine des tax, 42 a 59 % de I'As total est libéré par la
salive lorsque la méthode de lixiviation en contest utilisée. Pour la méthode statique, une
fraction trés importante de I'As est libérée pasddive méme si une partie peut ensuite étre
libérée par le suc gastrique. Cependant, cettéepast tres variable selon I'échantillon et ne
dépasse pas 10 % dans tous les cas. La sommeegldal total libéré avec la méthode
statique est comprise entre 48 et 69 %.

Les quantités d’As libérées avec les deux méthedas généralement comparables compte
tenu des «incertitudes » associées (+ écart-tgm))( La tendance générale se dégageant
aprés cette étude est donc qu’approximativementb@e I'As total présent dans les
échantillons considérés est libéré (et est donsidére comme bioaccessible) avec les 2
méthodesin vitro utilisées. Ces résultats sont difficilement corapses avec les études
précédentes sur la bioaccessibilité de I'’As danmésure ou elles se sont intéressées a des
matrices légérement différentes et n'ont pas prniscempte le réle de la salive dans la
digestion. Néanmoins, les teneurs d’As total bieasible obtenues dans notre étude sont
proches de celles rapportées par Ketlal. (2007a) dans les palourdes (34-46 %) avec une

méthode statique simulant uniquement les sucsayag@stinaux.

IV. 5. 2. Influence de la salive sur la séparation des espése

L’étape suivante a consisté a tester les condit@ematographiques de séparation des
especes As optimisées dans la partie | dans ungaobe salive artificielle. Comme rapporté

dans l'article Il, une dégradation des résolutieas observée pour une solution étalon des 7
especes As préparée dans de la salive. Une étalti@ecau laboratoire en France, qui n’a pas
éte présentée dans l'article 1l, a permis de détenmes causes exactes de cette détérioration

de la séparation.
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Un pH égal a 6,8 et une forte quantité de selsP® étant les deux grandes caractéristiques
de la solution de salive, il a été supposé qu'urceke deux parametres était a I'origine des
modifications observeées. lls ont donc été étudidsviduellement en préparant d’'une part des
solutions étalons des 7 especes a différents pH))&ans rajouter de sels kPO, et d’autre
part des solutions avec différentes teneurs enkd&®0, (0,007-7 g [Y) en fixant cette fois

le pH comme étant égal a celui de I'eau MilliQ (pH,5).
IV. 5. 2. a.Influence du pH sur la séparation des especes As
La figure 24 présente les chromatogrammes obterms ples solutions étalons a

10 pg As L des 7 espéces As a différents pH (pH de la safi\@ et entre 0 et 10 par pas

de 1) dans les conditions chromatographiques opdiesi dans la partie Il
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Figure 24 : Chromatogramme des solutions étalons & 10 pgAdels 7 espéces As

Dans un souci de synthése, seuls ces cing chroraatoges sont présentés. En effet, les
autres essais intermédiaires donnent les mémelatésque le chromatogramme observé
pour pH = 6,8. Les temps de rétention de DMA, As@MB, TMAO et AC ne semblent pas
étre influencés de maniere significative quelquele@H de la solution. Néanmoins, pour un
pH inférieur ou égal a 2, la résolution entre Aj@t MA diminue jusqu'a ce que ces deux
composés co-€éluent pour un pH = 0. Ce comporteestnd( au fait qu’a partir de ce pH, la
forme neutre de MA devient majoritaire, impliquame diminution du temps de rétention de
ce compose. D’autre part, a pH = 10, il apparaipiennconnu entre les pics As(lll) et MA

qui n’a pas pu étre clairement identifié (mais wen@ correspond ni a As(lll) ni a MA).
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A l'inverse, le profil des pics As(lll) et MA poumn pH compris entre 2 et 10 est strictement
identique a celui observé pour une solution étal@parée dans de I'eau (Partie 1l). Le pH de
la solution a analyser ne semble donc pas avoirinfheence significative sur la séparation

des composés arséniés, excepté pour As(lll) et MA pH inférieur a 2 ou excédant 10.
IV. 5. 2. b.Influence de la quantité de sels sur la séparaties especes As

La figure 25 présente les chromatogrammes obteousdes solutions étalons des 7 espéces
As & pH = 4,5 et préparées avec différentes qéardie KHPO, (0,07-7 g LY). A noter que la
teneur en sels dans la salive est de 6,8 g L

150000 150000
KH,PO,7 g L* As(lll) + MAL KH,PO,3,5¢gL*
As(V)
As(lll) + MA —
[%)
o
1000001 £ 1000001
n
~
I
As(V) € DMA AB
500001 DMA AB g 500007
TMAO + AC @ TMAO
AC
MA2 J
0 0 T
0 2 6 . 10 (0] 2 6 . 10
Tenps (min) Tenps (min)
150000 150000
-1 As(V -1
o KH,PO,0,7 gl M KH,P0O,0,359L
mn
o
1000001As(111) |MAL < 100000  As(ll)
2
I
AB g DMA AB
500001 Rl ‘T 50000 ML viaz
& TMAO
MA2 TMAO AC AC
0 T T T T i 0 T
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m
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» MA
N AB
E DMA
g 500001
[@))
> TMAO
AC
0 T T T T T
[0} 2 6 . 10
Tenps (mMin)

Figure 25 : Chromatogramme des solutions étalons & 10 pg Adds 7 espéces As dans
différentes quantités de KRQ, (0,07-7 g )
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Tout d’abord, les résultats montrent que dans dedittons proches de celles de la salive (7 g
L™ de KHPQy), le profil du chromatogramme est identique & icehiservé pour une solution
de salive (6,8 g £) et donc, avec des résolutions fortement dégradesette solution est
diluée au demi (3,5 g't.de KHPQy), la résolution des pics AB, TMAO et AC est améia
Mais le pic MA est dédoublé et un de ces pics ce-@vec le pic As(lll), comme observé
précédemment dans certaines matrices complexesoii®t al.,2004 ; Londesborougét al.,
1999)

Simonet al. (2004) rapporte que ce dédoublement de pic pauita lié au pKa de MA (pKa

= 3,6). Le pH de la phase mobile lors de la sémaratant proche de ce pKa (pH = 3,3), deux
formes de MA coexistent : une forme neutre qui tnjess retenue par la colonne (MA1) et
une forme anionique qui rentre en interaction daguzhase stationnaire de la colonne (MA2).
Un pH trop faible (cf. IV.5.2.a) ou la présencesdés dans les matrices complexes (la salive
pour cette étude) semblent donc déplacer cet Bagiliers la formation de MA1 qui co-€élue
avec As(lll) au détriment de la forme anionique Mé@&respondant au deuxieme petit pic
observé. A partir de 0,07 mg'lde KH,PO,, les deux pics MA ont tendance & se rejoindre au
temps de rétention observé pour MA dans une solitalon ne contenant pas de sels. Une
dilution au centieme de la matrice salivaire sedohc nécessaire pour maintenir une
séparation chromatographique des especes arséogresspondant aux conditions de

séparation optimisées (cf. Partie 2).
IV. 5. 2. c.Conclusions

Ces resultats ont donc demontré que la présenselsldans la salive semblait étre a I'origine
de la détérioration de la séparation des composesDAautre part, les phénoménes de
co-élution des especes As(lll) et MA rencontréss Ilde I'analyse de certaines matrices
complexes seraient aussi liés a la présence delaetsces matrices déstabilisant le fragile

equilibre des formes MA lors de la séparation.
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Dans un premier temps, pour les travaux réalisémlaaratoire au Canada, des conditions
chromatographiques spécifiques et une dilution iaguiéme des échantillons ont di étre
mises en place pour la spéciation de I'As danditesats de salive. Néanmoins, les faibles
sensibilités de l'appareillage utilisé pour cesvatax n’ont pas permis de déceler que le
phénomene de dédoublement du pic MA et la co-éutie MA1l et As(lll) restaient

persistants pour certains lixiviats d’échantilloésls.

Dans un deuxiéme temps, avec I'appareillage utitisedes travaux réalisés au laboratoire en
France, seule une dilution au dixieme (au miniman&té nécessaire pour réduire les effets
des sels sur la séparation et pour obtenir un comigracceptable entre la résolution et la
sensibilité des pics observés pour la spéciatianlideviats de salive.(Figure 26) Dans ces

conditions, il est toutefois nécessaire d’additemmes 2 pics MA pour gquantifier avec

justesse ce composé.

150000
As(V)
9 MAL
O 100000 As(lIl
Lo
N~
1
N
E DMA AB
© 50000
g
n TMAO
UZL
O T T T T T
0 2 10

6
Temps (min)
Figure 26 : Chromatogramme observé pour une solution étaldhjdglAs L™ des 7 espéces

As préparée dans de la salive diluée au dixieme.

IV. 5. 3. Spéciation des lixiviats de salive

Les teneurs obtenues dans les lixiviats de salng [es travaux réalisés aux laboratoires au
Canada et en France sont présentées dans legsatti@dt Il (Annexe 4), respectivement.

Ayant été obtenus sur des appareillages différamés des conditions chromatographiques
spécifiques, ces résultats ne peuvent pas faibgetale comparaisons et nous nous sommes

donc focalisés sur les derniers résultats desurawealisés au laboratoire en France avec un

appareillage plus performant.
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Le tableau XXXI présente les teneurs des 7 esplsaxservées dans les lixiviats de salive
de 3 MRC (TORT 2, DORM 3 et CRM 627) (Article IA\nnexe 3). Les teneurs en As total
des résidus et des bilans en masse sont aussirteggpalans ce tableau. Les limites de
quantification présentées ont été estimées comrwsd’écart type de solution de blancs

(salive diluée au dixieme n = 10). Elles sont corapkes a celles estimées dans la partie Ill.

Tableau XXXI : Teneurs des espéces As dans les lixiviats de s#i8MRC (mg kd)
TMAO - «  Teneur As total

As(ll)  MA DMA As(V) AB +AB2 AC Résidu X certifie  BA

0,169 0,239 0,368 0,319 888 0,832 9,4 202 216 100

VOIRT 2 +0,072* +0,089 0,124 0,163 +1,73 +0,237 =g +28 +19 +1.8 +2,6

0,013 0,030 0,309 0,043 342 0,132 31 7,1 6,9 4,0

DO S +0,002 0,014 =£0,020 0,105 0,18 0,013 =lHog +0,9 +0,5 +0,3 +04

CRMe27 0019 0034 0083 _ oo 23 0033 _ o 23 4,7 4,8 2,5

+0,003 +0,013 0,007 +0,24 0,010 +0,4 +0,5 +0,3 +04

LOQ** 0,010 0,030 0,020 0,030 0,040 0,030 0,050

* + SD (n = 5), * Somme des résidus et teneurs BAedpeces As, *** Prise d’'essai de 0,2 g et volumeegeise de 7 mL
dilution au dixieéme

Les résultats indiquent que le bilan en massereateord avec les teneurs de référence en As
total pour les 3 MRC confirmant les résultats rapgmen IV.5.1.b.. Comme attendu, I'espece
AB, généralement prépondérante dans les produits pieche, est I'espece la plus représentée

dans les lixiviats de salive (environ 87 % de 1Al bioaccessible en moyenne).

Le tableau XXXII présente les pourcentages bioaibles des espéces arséniéega)dans
les 3 MRC déterminés selon I'expression ga% (Xga/Xmae) X 100 (avec Xa : la teneur
bioaccessible de I'espéce As considérégeX la teneur de I'espece As considérée observée
apres la procédure MAE décrit dans la partie ILBs teneurs bioaccessibles de AC étant

inférieures a la LQ, les pourcentages pour cefie@sn’ont pas pu étre calculés.

Tableau XXXII : Pourcentages bioaccessibles des especes As d@BIRS (%)
TMAO
As(l)  MA  DMA  As(V) AB oo As total
TORT 2 41 52 29 44 69 59 46
DORM 3 12 32 67 17 73 60 59
CRM 627 36 54 54 - 48 65 52
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Comme décrit dans l'article 1ll, les pourcentagésabcessibles peuvent étre trés différents
selon la matrice étudiée. Les deux formes inorgasgAs(lll) et As(V), notamment,
présentent des pourcentages bioaccessibles faijptes DORM 3 (12 et 17 %,
respectivement) alors que ceux pour TORT 2 sorst @levés (41 et 44 %, respectivement). A
I'inverse, les valeurs bioaccessibles pour I'Aatoéstent similaires dans les 3 MRC (environ
50 %). A noter que deux études précédentes utilizam méthode statique ont montré que la
bioaccessibilité des organo-sucres (entre 80 et%apPQAImelaet al., 2005) ou des especes
inorganiques (entre 50 et 80 %) (Lapaatal.,2003) est également spécifique a chaque type

d’algue étudié.

La figure 27 présente, sous forme de diagrammagmoj@ortion bioaccessible moyenne (%),

ainsi que la portion non libérée des 3 MRC poundeaespece ainsi que pour I'As total.

46 %

54 % 50 % 50 %
70 %
As(IlN) MA DMA
37 % 39 %
69 %
As(V) AB TMAO+AB2
48 % Partie non libéré

Part bioaccessik

As total
Figure 27 : Proportion bioaccessible moyenne (%) des 3 MRC pbague espéce et pour

I'’As total.
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Il apparait que les proportions bioaccessibles moge pour les deux formes méthylées MA
et DMA (46 et 50 %, respectivement) sont trés pesatie celle de I'As total (52 %). D’autre
part, les proportions pour AB et TMAO+AB2 (63 et &d respectivement) sont légerement
supérieures aux résultats des autres especesldisdetal. Enfin, les formes inorganiques
As(lll) et As(V) pour les 3 MRC considérés ont tande a apparaitre comme les formes
arséniées les moins libérées par la salive (prigpotiioaccessible d’arsenic inorganiques

d’environ 30 %).

La bioaccessibilité de I'As dans les produits depéghe a fait I'objet de tres peu d’études
répertoriées, la majorité des travaux s’étant feéal sur les sols. (Caussy, 2003;
Intawongse et Dean, 2006) A notre connaissancte éaide est la premiére a comparer de
maniere directe les bioaccessibilités de differertgpeces As qu’elles soient inorganiques ou
organiques dans des produits de la péche. Néannamasrésultats viennent confirmer les
travaux de Koctet al. (2007a) qui ont montré que des bioaccessibiliifiérdntes étaient
observées pour I'As total dans des palourdes dalgoantité d’arsenic inorganique dans les
échantillons. Ainsi, I'As total dans des palourdestenant une forte concentration en especes
As inorganiques apparaissait moins bioaccessil#e443%) que celui dans des palourdes
contenant majoritairement des composés As orgasi§88-88 %). De méme, plusieurs
études ont montré que la quantité d’arsenic inaggenétait faible dans les algues alors que,
dans le méme temps, la bioaccessibilité de I'acstial dans ces mémes échantillons était
importante ((32-67 % pour Lapareaal. (2003), 38-87 % pour Almelet al. (2005), 62-79 %
pour Kochet al. (2007a)). En conclusion, il semblerait que lesesp inorganiques auraient
tendance a étre moins bioaccessibles que les espaganiques dans les produits de la péche

et dans les algues.
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CONCLUSIONSDE LA PARTIE IV

Les méthode# vivo d’évaluation de la biodisponibilité de I'As étdohgues, colteuses et
complexes a réaliser, des méthodes alternaitivesro ont été developpées pour I'évaluation
de la bioaccessibilité de cet élément. Nous avbosscde tester une méthode simple, rapide
et pragmatique de lixiviation en continu (Chu eaBehemin, 2005) permettant une mesure
en temps réel de la bioaccessibilité maximale Alg fbtal dans les produits de la péche. Cette
méthode a ensuite été combinée a la méthode deaspéaécrite dans les parties Il et |l
pour évaluer les proportions bioaccessibles degcespAs dans ces échantillons. Les essais
ont été realisés dans deux laboratoires différemtans un premier temps, au sein du
département de chimie de la Queen’s university igd€on au Canada, et par la suite, dans
le laboratoire de I'unité CIME de 'AFSSA-LERQAP.

Les résultats des ces essais réalises dans 4 M&{Lli{y de la péche ont montré que la
totalité de I'As total bioaccessible (environ 50d%I'As total présent dans les échantillons),,
était libérée par la salive artificielle en moires % minutes et rien de plus n’était libéré par les
sucs gastro-intestinaux. Ces résultats ont soulijmgportance de considérer la salive,

généralement négligée, dans la simulation du psoisede digestion au sein de I'organisme.

Au préalable a la spéciation des lixiviats de salune étude a été réalisée pour déterminer
l'influence de ce réactif sur la séparation chragedphique des espéces arséniées. La
présence de sels dans la salive semblerait étpeifaipale cause de la détérioration des
résolutions des pics. Ces mémes phénomeénes av@iribservés pour la spéciation de
I'arsenic dans certaines matrices complexes (pdfjieUne dilution des lixiviats a permis
d’obtenir un compromis satisfaisant entre la résmhu et la sensibilité des pics

chromatographiques.

La spéciation des lixiviats de salive sur des MR@lpits de la péche semble indiquer que les
especes inorganiques (As(lll) et As(V)) présentaraune bioaccessibilité plus faible que les
especes arseniées organiques. Notre étude esintéepe a mettre en évidence cette tendance
dans les produits de la péche de maniere directemparant les teneurs bioaccessibles avec
les teneurs totales présentes dans les échantplmmschaque espéce As. Néanmoins, cette
tendance devra étre confirmée par I'analyse d’unbre plus important d’échantillons.
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Enfin, pour une évaluation des risques encore phégise, il serait nécessaire d'étudier
I'influence de la cuisson et de la préparationrailie des aliments sur la bioaccessibilité de
I'As total et des especes As. En effet, les travdaexLaparraet al. (2003 et 2005) ont
démontré une augmentation significative de la ldessibilité de I'As apres cuisson
d’échantillons d’algues et de riz. D’autre partsérait intéressant de comparer cette méthode
de lixiviation en continu avec la méthode européerrBioAvailability Research Group
Europe » (ou BARGE), dont I'objectif est d’établine méthodologie harmonisée pour une

évaluation plus réaliste de la biodisponibilitélerdes €léments traces.
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CONCLUSIONS GENERALES

Le principal objectif de cette étude a été de dipmdr et de valider une méthode analytique
de spéciation de I'arsenic et d’évaluation de sadnessibilité dans les produits de la péche,
permettant de mieux apprécier les risques encqaute consommateur et, en conséquence,
de proposer a nos autorités de tutelle et a taisdéeurs soucieux de I'amélioration de la
sécurité sanitaire des aliments destinés a 'homme, évaluation des risques plus fine et

pertinente, a I'avenir.

La premiére partie de ce travail a porté sur laenais point d’'une méthode de séparation des
principales especes arséniées couramment retrowdades les produits de la péche par
couplage entre la chromatographie d’échanges dftiS) et la détection par ICP-MS. La
colonne échangeuse d’anions lonpac ABibiieX), retenue dans cette étude, garantit une
séparation simple, rapide et simultanée des prgipcomposes, et présente également la
particularité d’étre associée a un éluant compaobs&ipalement d’acide nitrique, considéré
comme le plus compatible avec une détection parMESP La méthodologie des plans
d’expériences utilisée dans ces travaux, a pergmsun minimum d'essais, d'une part
d’évaluer linfluence des différents facteurs et ldeirs interactions éventuelles sur la
séparation de 7 espéces arséniées et d’'autredeadéterminer les conditions analytiques
optimales tout en minimisant le temps d’analyse fagport aux études précédentes, en
conservant des résolutions satisfaisantes et efioaamd les sensibilités pour I'ensemble des
composes considerés (Article I).

Le méme processus a été réalisé pour déterminercdeslitions chromatographiques
optimales de séparation de 9 composés arséniésorthosés anticoccidiens (additifs
alimentaires) susceptibles d’étre retrouvés dassvigailles d’importation, en plus des 7
especes précédentes). Ces conditions pourronuglisges pour la spéciation de l'arsenic
dans les volailles traitées avec ces additifs albaiees a base d’arsenic.

La deuxieme partie de ces travaux a concerné la aispoint de I'étape cruciale de mise en
solution des espéces arséniées dans les produdaspéehe par extraction assistée par micro-
ondes (MAE). Cette technique simple, robuste eideapermet d’obtenir des taux de
récupération satisfaisants de l'arsenic total et flemes arséniées sans modifications des
especes initialement présentes. Ce procédé offlerdégnt le double avantage de consommer
de faibles volumes de solvant (réduisant ainsi dantgjté de déchets et les risques de

contamination) et d’étre utilisée en systeme fece§ui évite les pertes d’éléments volatils et
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les contaminations par les particules atmosphésiques résultats d’'une étude préliminaire,
portant sur l'influence de plusieurs paramétreslesitaux de récupération de I'As total dans
des produits de la péche, ont permis de conclueela@@omposition du solvant apparaissait
comme le parametre prépondérant sur l'efficacit€eddraction. Ainsi, notre étude a montré
clairement qu’un solvant uniquement composé d’¢aill guffisant pour obtenir par MAE des
taux de récupération satisfaisants en As totah spéciation dans les produits de la péche. Au
demeurant, ces conditions permettent égalementdiere le risque de dépdbts de carbone au
sein de I'lCP-MS perturbant sa stabilité et sa ibdits.

Par la suite, les criteres analytiques (linéaridjtes de détection et de quantification,
justesse, spécificité, fidélité et reproductibiliderne) de la méthode de spéciation optimisée
ont été évalués selon les normes en vigueur. léafité, les LQ (0,02-0,07 mg Ky la
spécificité et la justesse ont été considéréesptainies pour toutes les espéces, et leg CV
estimés sont compris entre 8 et 16 % selon lexespkes résultats ont donc démontré que la
méthode était pratiguement validée pour la spéciatie I'arsenic dans les produits de la
péche, méme si la reproductibilité interne estinieées cette étude devra nécessairement étre
affinée en I'évaluant a plus long terme. L'ensemids résultats de cette deuxieme partie a
fait I'objet d'un article soumis en novembre 2008 jaurnal « Analytica Chimica Acta »
(Article Ill, Annexe 4).

Suite a cette étude, la méthode validée a pu ppkgaée, d’'une part, a la spéciation de I'As
dans des échantillons aqueux pour la tester sutrd® matrices chargées en sels, et d’autre
part, a la certification d’'un échantillon de foiaiduillat organisée par le NRC canadien dont

les résultats pourront venir confirmer I'évaluatibm la justesse de la méthode.

La troisieme partie de ces travaux s’est intér@st® mise au point d’'une méthodevitro
d’évaluation de la bioaccessibilité maximale (csp@ndant a la part maximale libérée dans
I'organisme) de I'arsenic et des formes arsénigass des produits de la péche, en combinant
une méthode de lixiviation en continu avec la mééhde spéciation.

L’objectif de cette technique de lixiviation en tio est de mesurer, en temps réel par ICP-
MS, la part d’As libérée par des réactifs simulastliquides gastro-intestinaux de I'appareil
digestif, et de proposer une alternative simplpragmatique aux méthodas vivo longues,

colteuses et complexes & mettre en ceuvre. (Alticle
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Alors que la salive est généralement négligée dansimulation des fluides gastro-
intestinaux, nos résultats montrent que la totdkitd'As bioaccessible, qui représente environ
50 % de I'As total présent dans les produits deélehe étudiés, est libérée tres rapidement (en
moins de 5 min) par la salive sans que rien d’amgreoit ensuite libéré par les sucs gastro-
intestinaux.

En raison de la présence de sels dans ces éobasitilh spéciation de I'arsenic bioaccessible
a nécessité une dilution au minimum au dixieme ld@gats de salive afin d’obtenir un
compromis satisfaisant entre résolution et seri@biMalgré cette étape préalable, les LQ
(0,010-0,050 mg K§ sont proches de celles estimées pour la méthedspdciation. En
comparant directement les teneurs bioaccessibles lag teneurs totales présentes dans les
échantillons pour chaque espece As, nos travauXdempremiers a mettre en évidence que la
bioaccessibilité des especes arséniées inorganappegait moins importante que celle des
especes organiques dans les produits de la pééaaniins cette tendance reste a confirmer
par I'analyse d’'un nombre plus important d’échmti$ différents.

En perspectives, méme si I'ensemble de ces résudigparait trés prometteur, il serait
intéressant d’étudier d’éventuelles modificatiores @speces As dans les sucs gastrique et
intestinal. L'évaluation de la bioaccessibilité sde nouvelles matrices, ainsi que pour
d’autres éléments d’intérét pourra également étreisagée. De méme, il conviendrait
d’étudier linfluence de la cuisson et de la pr&pan culinaire des aliments sur la
bioaccessibilité de I'As pour affiner I'évaluatiates risques, mais aussi de comparer notre
méthode de lixiviation avec la méthode européenARBE qui tente d’harmoniser les
méthodologies d’évaluation de la biodisponibilitéle des éléments traces. Une comparaison
des reésultats de [I'évaluation de la bioaccessthilavec ceux de [Iestimation de
biodisponibilité par des étud@s vivo, pourra aussi étre envisagée afin de s’assureeute |
cohérence.

L’utilisation d’une solution tampon en début de a&pion, comme rapportée par Sinwiral.
(2004), sera testée afin de tenter de se soustoa#iement au probleme de dédoublement du
pic MA susceptible d’étre rencontré dans les masriéelles. Enfin, de nouveaux échantillons
frais et plus gras devront étre testés afin desai@s que les taux de récupération obtenus sont
toujours satisfaisants. D’autre part, les échamtilde I'étude alimentaire totale (EAT 2) en
cours de realisation par 'AFSSA, ainsi que desagtifons d’abats et de volailles
d’'importation susceptibles d’étre traitées avec demposés anticoccidiens chargés en

arsenic, seront analysés afin d’affiner la reprddilité et la robustesse de la méthode de
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spéciation et aussi d’élargir son domaine d’apptica Une fois les produits de la péche de
I'étude EAT 2 analysés en spéciation, les donnéesothitamination des différentes formes
arséniées présentes seront croisées avec les dodeéeonsommation, permettant alors
d’affiner I'’évaluation de I'exposition de la poptitan francaise. L'étude de la bioaccessibilité
sur les produits de 'EAT 2 les plus contributeard’exposition permettra également de
contribuer a une évaluation des risques plus mréatisl’aider nos gestionnaires a prendre les

décisions plus appropriées en terme de gestionsipses.
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Résultats plan d’expériences pour la séparation d& composés arséniés

(R’1) Résolution As(lll)/MA

1,54 P — 255748 7
2. Temps ] 1536 47
3.BDSA o 172645 ]
%) | c
3 2 |
S 4.MeOH ] g 162735 O
© o
[T d = 4
=
5. Déhit ] 1234 67 I
6. Température [l 142357 ]
7. Plasma 132456
0,50 0,25 0,00 0,25 0,50 0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50
Valeur des coefficients Valeur des coefficients
(R’2) Résolution MA/DMA
g — 25 5745 i
2. Temps 1536 47 1l
3.BDSA ] 1726 45 ]
2]
) c
5 1 o -
2 2
G 4. MeOH g 162735
& ] 8 ]
£
5. Débit 123467 ]
6. Température b 142357
7. Plasma 132456
-0,60 -0,30 0,00 0,30 0,60 0,50 0,25 0,00 0,25 0,50
Valeur des coefficients Valeur des coefficients
(R’3) Résolution DMA/As(V)
196 Pr e o ]
2. Temps 1536 47
3.BDSA o 172645 O
%) c
g | 5 ]
€ 4 meoH ] 8 162735 ]
@ o
LL i ‘E 1
5. Débit 123467 ]
6. Température 14 2357 :|
7. Plasma 132456 ]
-0,70 035 0,00 0,35 0,70 -0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50
Valeur des coefficients Valeur des coefficients

-176 -



Annexe 1

(R’4) Résolution As(V)/ROX

1.% PMA [ 253746 i
2. Temps 15 36 47
3.BDSA [ , 172645 ]
Q c
3 | 2 '
5 4. MeOH i & 162735 0
© 3]
LL i = 4
=
5. Débit 12 34 67 ]
6. Température 14 2357 [
7. Plasma I 132456 |:
-0,50 0,25 0,00 0,25 0,50 -0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50
Valeur des coefficients Valeur des coefficients
(R’s) Résolution ROX/AB
1.% PMA h 253746 [
2. Temps 1 15 36 47
3.BDSA o 172645
o 5 .
5 ' =
G 4. MeOH O] @ 162735 1
[J]
L - E 4
5. Débit 12 34 67
6. Température ] 14 23 57 O
7. Plasma 1324 56
-0,40 -0,20 0,00 0,20 0,40 -0,50 0,25 0,00 0,25 0,50
Valeur des coefficients Valeur des coefficients
(R’6) Résolution AB/p-ASA
1.% PMA 1 25 37 46 I
2. Temps 15 36 47
3.BDSA ] o 172645 [
] c
S il 2 7
3 4. veon ] @ 162735
© 9]
L i g i
5. Déhit 12 34 67 |
6. Tempérare I 142357 -
7. Plasma 13 24 56
-0,30 0,15 0,00 0,15 0,30 -0,30 -0,15 0,00 0,15 0,30

Valeur des coefficients

-177 -

Valeur des coefficients



Annexe 1
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(S) Sensibilité As(lll)
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The determination of arzanic (75 As)was studied using an ICP-MS equipped with collision cell
technology (CCT). Different mixtures of gases (He and Hy) were tested using HCl conditions
and a He flow rate of 4mL min-! was found to be suitable for the remeval of the poly-atomic
spectral interference [*"Ar**Cl]*. Trueness of the optimized method has been evaluated in
both atandard and CCT modes on six certified reference materials in foodstuffs of animal
origin and on three external proficiency testing schemes (FAPAS). The resultsobtained gener-
ally coincided with the certified values, except for CCT mode in some categories of samples
(meat, mussels and milk powder), for which a positive bias on results was observed due
to the formation of poly-atomic interferences within the collision cell. The main interfer-
ences were studied and their contributions estimated. [**Fa’50'H]* and [4ce'H]* were the
most significant interferences formed in the cell. Finally, differant parameters je.g. hexapole
and quadrupole bias voltage, nebuliser gas flow) were optimised to try to attenuate these
interferences.

© 2008 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

plasma gas (Ar), matrix components (e.g 0, C, N, Cl) or solvent-
acid (HMO,, HC) [1].

Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) has
rapidly become an established method of trace multi-element
analyais in various matrices such as bological fluids, food and
beverages [1-10]. Yet, like any sensitive analytical techniques,
it still has some limitations such as spectral interferences.
Most of these interferences are predictable and can be min-
imised in many cases by the use of alternative izctopes with
lower natural sbundances andfor by mathematical correction
equations. However, not all determinations are straightfor-
ward, in partficular the determination of elements which
undergo major poly-atormnic interferences generated by the

+ Corresponding atthor. Tel.: +33 149 77 27 11; fax: +33 1 45 77 26 50

E-mail addresa: tguerindafssa. fr (T. Guarin).
003-2670/% — see front matter @ 2008 Published by Elsevier BV
doi:10.1016/]. a0, 2008.02.018
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One of the main poly-atomic ions, [**Ar**ClJ*, has nearly
the same mass-to-charge ratio (mfz 75) as monoisotopic
arsenic (As), and could interfere with its detenmination in
samples with significant samounts of chlorine. The most corm-
monly used technique to reduce the [* Ar®** ClJ* interferencein
quadrupole ICP-MS is the well-known mathemsatical correc-
ton equation [2,11-13]. However, this correction formula may
introduce errors in the case of a routine method of analysis
if sample matrix components vary, and can be particularly
unreliable for low concentrations of arsenic [11]. Thus, some
recent applications have been optimised on quadrupole ICP-
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M5 to reduce this interference [14,15]. Only ICP-MS equipped
with a high-resolution mass analyser [18], Le. a sector field
systern, would be able to separate these two signals. Such
systemns are much more expensive, however, and the fact
that some commercial sector instruments cannot ensure a
complete separation of the Az and [YAr**Cl]* signal imits
interest in such devices [11].

The development of ICP-MS instruments equipped with
reactionfcollision cells has offered an interesting alternative
approach to a high-resclution system for the attenuation of
these poly-atomic interferences [17]. This technique has been
comprehensively reviewed by Tanner et al. [18] and involves
positoning a collislon/reaction cell, which is composed of a
multipole (quadrupole, hexapole or octopole) usually oper-
ated in the radio frequency (ifj-only mode, before the analyser
quadrupole. A collision/reaction gas is bled into the cell
where, by various ion-molecule collision and reaction mecha-
nizms, poly-atomic interfering ions are converted to harmless
non-interfering species. Analyte ions then emerge from the
collisioncell and are directed towards the quadrupole analyser
for normal mass separation [19]. The two types of multipole
used and their basic mechanism for rejection of the interfer-
ences have been described by Thomas [19]. The experimental
conditions used (e.g. selection and pressure of gas) must allow
the effective removal of plasma-based interference ions and
transmission of analyte ions of interest. But, the effective
removal of unwanted new ions produced in the cell of the
collision/reaction cell iz also required. Seversl commercial
instruments exist and differin the way that they reject some of
the interfering poly-atomicions possibly formed by secondary
reactions in the cell [8-12,14-17 20-24]. The ICP-MS used in
this work enables kinetic ensrgy discrimination [KED) where
the differencein bias potentials between the quadrupole mass
analyser and the hexapole cell (Vg - Vu=0) is exploited to
reject slow cell-formed ions. Indeed, collision-product ions,
which hawve the same energy as the hexapole bias, are dis-
crirninated and rejected, while the analyte ions, which have a
higher energy than the hexapole bias, are tranamitted. How-
ever, the optimum setup conditions for Vi and Vg bias are
often contradictory in the literature. Even if KED was found
to attenuate unwanted MO* and MOHT ions [17,20,21,25,26],
several authors did not use KED in their determinations
as opimum operational conditions [8,22-24], depending in
particular on the cell gases used and the m/z of the ele-
ment. According to the lterature, the gases typically used
for determining As include helium {He) and/or hydrogen (Hz)
[11,15,22,23,25,28-31]. The reactive gas H; is used to react with
argon ions and neutralise them through charge, proton, elec-
tron, or hydrogen atom transfer [17,28]. Thus, ion-meolecule
reactions are used to chemically remove interferences from
the analyte mass. As for the buffer gas He, it is effec-
tive for collizional forusing, especially for improving the ion
transnission and attenuating the argon chloride interference
[18,28,35]. These gases wereusually optimised with an arsenic
standard prepared in an HCl solution (from 1% to 5%) to simu-
late the [**Ar®*Cl)* interference [11,16,22,28,20]. The presence
of impurities such as water vapour, cxygen and hydrocarbons
in the cell could have significantly altered “the cell chemistry”
when He was used and could have been considered as reac-
tion partners for most of the obeerved interference reduction
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[26], but also with Hz as suggested by Tanner et al. [18]. In
contrast, Dexter et al. [37] reported that the presence of adven-
titious water in the collision cell had no effect when a He/Hs
rmixture was used, since H; masks the effect of reactions with
water. However, adding H: to a He buffer gasreduced Ar*, Arp*,
Ar0*, and ArH* by orders of magnitude while enhancing Hy*,
OH*, H, O, and HyO" [27]. With regards to disparate results,
as acknowledged by Tanner et al [18], the effectiveness of a
specific cell gas will depend on the experimental conditions
used and the design of the collision/reaction cells of different
ICP-MS instruments, and the cell gas pressure at which they
are operated will have a major influence. Consequently, the
limnited success of a particular cell gas on a particular instru-
ment should notbe taken as areliable indication of the general
efficacy of that gas on another instrument.

Despite the fact that PPAr**Cl|* was reduced by using
a collision cell, many undesirable interfering species, such
as [YCa®cl]* [1628,29], [**Co®0]* [29], and [*celH]* [20]
could have potentially generated a positive bias at miz 75
[22 29]. However, these studies generally did not estimate
the contribution of these interferences. The positive bias on
As determination data may nevertheless be dus to persis-
tent interferences that may not be eliminated completely
by the use of arithmetic corrections or collision/reaction cell
strategies, but may be removed by careful optimisation of the
nebulizer gas flow [29]. mdeed, low nebuliser gas flow tends to
decrease the amounts of cxide and hydroxide species at only
a minor sacrifice in sensitivity [28].

The aim of this work is to examine the effectiveness of a
collisionvreaction cell systernin order toestimate the trueness
improvement for the determination of arsenic in foodstuffs of
animal orgin. An estimation of the respective contribution
of some new poly-atomic interferences that could be formed
inside the collizion cell and the possibilities to remowve themn
was studied. Results were compared to those obeerved with
an in-house validated and accredited ICP-MS method using
standard mode [2].

2. Experimental

2.1. Instrumentation

A VG PlasmaQuad ExCell ICP-MS (Thermo Electron,
Courtaboeuf, France) equipped with a hexapole collision
cell and stainless steel gaslines (to avoid adventitious ingress
of water) [29] was used. The sample sclutions were purmnped
by a peristaltic pump from tubes arranged on an ASX 500
Model 510 autcsampler (CETAC, Omaha, Mebraska, USA)
and aspirated into the argon plasma. Further details of the
instrurnental settings are given in Table 1. Sample digestion
was carried out using a closed microwave system Multiwave
3000 (Anton-Paar, Courtaboeuf, France) equipped with a rotor
for eight sample vessels type X (80ml quartz tubes; operating
pressure 75 bar).

2.2.  Reagents and gases

Al solutions were prepared with analytical reagent grade
chernicals and ultra pure water (18Mo-cm) was obtained
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Fig. 1 - Effect on signal at m/z 75 of HC] content (%HC] (viv))
on a blank solution in standard (i) and CCT (0) modes.

ference. This study was carried cut under the same conditons
as the previcus one [8].

Fig. 2 shows the effect of Hy and He gases used alone
or mixed, on the SBR at m/z 75 for a standard solution of
10pg AsL-! and a blank solution, both prepared in 2% (vw/v)
HCL These figures are area chart seen on top, in the same
way that topographic chart, patterns indicate different ranges
of SBE values. In crder to select the separate or mixed gases
that give the best SBR at mfz 75, helinm and hydrogen gas
flow were evaluated between 0 and 10ml min-1 by step of
0.5mLmin~t. It should be noted that to achieve the optimum
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Fig. 2 - Effect on the SBR of hydrogen and helium addition
atmiz 75.
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balance between sensitivity and maximum ArCl interference
suppression, most of the earlier studies using the same ICP-
M3 model wers set in non-KED conditions [22-24], even if
KED was found to attenuate unwanted MO+ and MOH* ions
[21,26,37]. Thus, this study was conducted under simnilar con-
ditions using a Vg — Vy=—4.8V. Using these gases separately,
a maximum SER of 7.2 and 11.3 was achieved for a H; flow of
1mLmin-! and a He flow of 4 mLmin-!, respectively. When
both these gases were mixed, the SER promptly decreased to
less than & Consequently, He used alone seems slightly more
effective than H; alone or a mixture of both gases in prevent-
ing [*Aar* ] interference for the determination of arzenic,
as previously observed on diluted seawater or urine [31,34].
However, eatlier studies have shown that a mixture of He and
Hj gas could also be effective [16,22,28].

In these optimised CCT conditions, the slope 13 attenuated
about 60-fold in comparison to standard mode (Fig. 1), giving a
background comparable to the one previously estimated [16].

3.2.  Analytical performances of the ICP-CCT-MS
method

The linearity of the As calibration curve was well within
the range 0-100pgLl-1 (2=0.995), LOQ were established in
2% Hcl (0.046 and 0.566mgky—Y) and 6% HNOs (0.036 and
0.047 mg kg—1) in CCT and standard modes, respectively. Thus,
in samples with significant amounts of chlorine, LOG in CCT
mode was improved by about one order of magnitude, in cormn-
parisen to standard mode. This LOQ is comparable to the
one estimated without being interfered by [ Ar**Cl]*. In addi-
tion, the precision under repeatability CVr estimated at 5.3%
remnains close to that achieved in standard mode (4.4%) [2)].

Trueness was estimated on nine reference materials of
foodstuffs of animal ongin in both standard with (Stdl) or
without (5td?) mathermnatical correction equation and CCT
modes (Table 2). In S5td? mode, it should be noted that only
CRM 627, DIORM 2 and CSL-FAPAS round 52 were acceptable.
The bias obzerved on the other CRMa was mainly due to the
[*4r?*=Cl]* interferences which were not mathematically cor-
rected In Sdtl and CCT medes, the results for "hsh® matix
(CEM 827, LAEA 407, DORM 2 and CEM 422 and round 53)
ot crab matiix (round 48) were included in CL These results
were in line with those previously observed in 5td1 mode [2].
Furthermore, for all these matrices, Z-scores were considered
satisfactory (between —2 and +2), even if 2ome varlations can
be cbzerved in these two rmodes. For example, the Z-score for
fizh round test 53 was satisfactory but deteriorated in CCT
made, compared to 5tdl mode.

Cm the contrary, Z-scores for CRM 278 B (mussel tizsues),
CEM 126 (pig kidney) and milk powder (round 61) were unsat-
isfactory in CCT mode due to a significant positive bias. In
Stdl mode, result for the milk powder sampls was alsounsat-
isfactory, whereas Z-scores for CRM 278 R and CEM 186 were
satisfactory, as previously observed [2].

Although these results demonatrate that [**Ar®*Cl]* inter-
ference was mainly reduced by using CCT mode, the bias
obzerved may be due to persistent new or poly-atomic
mterferences such as PPCa®™clt [16,28.29], [FCo®o]t [29],
[?-1.,:‘_-__..11_1]1- [BD]. bL'I.t a]SIII [ﬂcaiﬂgz]rl [EENiIE OIH]"'. [mNi“N]'H]*.
[SEFEIEholH]*. and [53@12,:]1_
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Table 2 - Results of As contents in CRMs and axternal PT schemes (CSL-FAPAS) obtainad by ICP-MS in standard (with or

without mathematical correction equation) and CCT mode (mgkg—"; n=5)

Matrix CRM Certified value® Confidence interval Observed value=b Z-z0ore
std1c Stdzd CCT Std1l Std2 CCT
Meat CRM 185 0,063 = 01000 00500076 0071 £ 000s 0009 £ 0008 022 £ (0L030 14 6.4 28
Muss=ls CRM 278 R 6.07 £ 013 4.86-7.28 6.10 £ 055 7.23 £ 0.65 TR 0T 01 21 3.3
CRM 627 48+ 03 i858 4.0+ 0.4 E4+05 E1+05 02 15 0.7
Fish IAEA 407 12.6 £ 03 100.1-15.1 148 + 1.3 16.1 £ 13 14.1+13 20 31 1.3
- DOEM 2 120+ 1.1 144-216 1A+ 15 174 £ 16 192 £ 1.7 04 04 0.7
CR 422 211+ 05 16.9-25.3 249+ 2.2 252+ 23 242+ 22 1.9 2.2 16
External PT schemes (CSL-FAPAS)
Fizh Round 53 0.505 = 000 0404 -0 506 0502 + 0045 0573 £ 0051 0581 £ 0052 —0.1 15 1.7
Crak Round 48 0831 111 7.B6-11.8 118+ 11 118 £ 1.1 10,3 £ 0.9 1.8 24 0.5
Milk powdsr Round &1 0054 + 04012 0043 -0.064 100 £ 0009 0172 £ 0,015 102 £ .0 a9 5 202

* Uncertainty given as 95% confidence imtereal.

b tUnecertainty = 2 « Kf « CWn,/ (100 2 /7).

= Standard mode wath mathematical correction equation.

4 gtandard mode without mathematical correction equation.

3.3, Conmtribution estimation of new or persistent
interferences

Adjusting oollision cell bias acoording to analyser quadrupaols
bias could be important to distinguish the collision-produet
ions from the analyte ions by knetic energy discrimination
(EKED) [17,20,21,25,26]. This is implemented to exclude slow
cell-formed ions by setting the quadrupole bias potential ¥y
above that of the hexapole bias potential Vi of the collision cell
[19]. It should be noted that, on this ICP-MS instrument, Vg is
fixed (—4.7 V) and only Vg is adjustable in order to improve the
lon signals.

As previously observed, the net signal at m'z 75 and 115
(15In us=d for daily instrument optimisation) increases as Vg
decreaszes until it reaches a plateau value of approximately
—2V [8]. Using a He/Hz mixture with different Vi over a spe-
cificinterval of Vg values previously achieved a similar plateau
area [20,25]. Between -2V and -15V, Vi optimisation has
a minor influsnce on SER variations while still maintaining
oxide levels BaO*/Ba® below 1%, as observed earlier [8].

The respective contribution of the poly-atornic interfer-
ences cited above was estimated at three different Vg —Vy
values, corresponding to non-KED (Vi < Vi), KED (Vg = Vi) and
intermediate (Vg=Vu) conditions.

The effects of the proportioned addition of a standard
solution of caleium (Ca) prepared in 2% HCL, nickel (Mi), iron
{Fz), germanium (Ge), cobalt (Co) and copper (Cu) prepared in
6% HIMOz on blank values at mfz 75 have besn evaluated in
both standard (5tdl) and CCT modes (Table 3). Higher con-
centration ranges for Ca, Mi, Co, Fe and Cu compared with
maxitm contents previously quantified in foodstuffs were
chosen [2,44]. For Ge, a higher concentration range than con-
centrations estimated in the reference materials studied was
selected. In both modes, their respective contribution at m'z
75 increased proportionately to the element added (12 > 0.995
except for Cu: v =0.965 in standard mode and 0.950 in CCT
mode). Slopes in CCT mode in non-KED conditions were found
to be greater than those obtained in standard mode by = fac-
tor of about 1.5 (Ca), 2.1 (Ca), 5.6 (Mi), 10 {Cu), 22 (Ce) and
70 for Fe (Table 2). Thus, [¥*Fe®*0'H]" and [*cetH]* were the
mmost significant interferences formed in the cell, followed to
a leszer extent by [FCu®C]* and [PNi¥0MH]+ [FPHiMNIH]
interferences. Yet, with the same concentration of each ele-
ment, the contribution of these poly-atomic interferences
could be Mi=Co=Ge»FexCa=Cu in decreasing order. How-
ever, the true contribution at m/z 75 will be directly linked
to the respective content of these elements present in real
samples.

Table 3 - Standard solution addition effect on signal at m/z 75 peak for Ca, Ni, Fe, Ge, Go and Cu in standard and CCT

modes
Mode Ca® Ni Fe Ge Co Cu
Comcentration rangs mgka=") S5td1 CCT =100 -5 0500 0-10 =10 0500
td1 £.0005 0.0032 0.00002 0.0001 0.0010 0.000002
gl A CLo00s 0016 e 00021 QU025 000001
pe CCT E CLO00E 0015 e 00014 Q029 000001
C Looo7 0018 00014 00023 QU0 0.D0002

A=V5 —Vy =2 KED conditions. B=Vg — Vi =0 intermediate conditions. ©=Vg — Vi =—4.8: non-KED condtions.

# In HCD 3%.

-183 -



Annexe 2

AHALYTICA CHIMICA ACTA &I11 [2008) 134-142 139

Table 3 also indicates that using CCT mede is not effective
in diminishing the [**Ca®*Cl)* interference bias, as previously
described [15,28]. Moreover, a slight contribution atm/z 75 was
alzo observed in CCT mode only with a Ca addition in 6% HNOy
{results not presented), probably due to [**Cal®0z]*. However,
for a Ca addiion of 10,000 mgkg-!, the [*Cal®0,]* contribu-
ticn wag approximately 14 times less (0.51 mgkg—!) than that
due tothe [*Ca®5Cl]* interference in HC condition (7 mgkg—Y).
So, [PCa®0s] interference was insignificant in CCT mode.

Whensetting Vig — Vi higher than or equal to zero, it should
alzo be noted that just a slight downward trend of the respec-
tive contribution of these interferences was observed to the
maximum overestimation at m'z 75, compared to non-KED
conditions (Table 3). Accordingly, the contribution of each
interference on the basis of three different Vg — Vy values was
estimated from determined and available certified values of
these elements and Table 3 (Table 4). Only the results for Ca,
Mi and Fe were presented, as the contributions of Ge, Co and
Cu were negligible. However, Z-score bias takes all determined
contributions into account. When available, the contribution
of an element may alsobe compared to those estimated using

certified values and the real HCl proportion has been est-
mated in CEM 185 (0.5% HCl), CREM 278R (5% HCl) and [AEA
407 (3% HCl. So, for these three samples, the [*Ca®* ClJ* con-
tribution estimation was calculated with the real proportion
of HCl in the matrix and for the others (if there are not encugh
samples), only an approxmation should be made with 3% HCL

It should be noted that the results presented in Table 4
were based on the wrong hypothesis that the associated poly-
atomic ion in the cell is formed by the whole of an element
present in the matiix (e.g. that 100% of Fe content in the
matrix forms 100% [®Fe'®*0'H]*"), which probably overeati-
mates the real contribution of these elements at mz 75. In
spite of this, whatever the Vg — Vy values tested, Z-score bias
generally rernains below 1.5, except for CRM 186, Bound &1 and
CEM 278E. A slight attenuation of these contributicns can be
obzerved when setting Vig — Vi higher than or equal to zero
involving an acceptable Z-score bias for the CEM 278R, but not
for the two other CRMs.

For the CRM 278R, the estimated Z-acore bias (3.0) corre-
sponding to the high content of Ca (1280mgkg—?!; estimated
value) and Fe {112 mg kg-!; estimated value) probably explains

Table 4 - Contribution estimation of the main arsenic poly-atomic interferences in CCT mode caleulated from determined

(migkg—1; n =5) and available certified valuas (in brackats)

CEM Ascertifiedvalue  Vig-Vy  40Ca*SCl  ENISCIH+5ONiMNIH Hreléplg Ii® Z-3C0TE 10"
A 0.0z 0.007 0,285 (0.308) 0320 o7
CRM 186 0062 E 0.031 0.007 0,282 {0.306) 0320 o7
c 0.041 0.003 OL375 (0412) 0424 75
A 0.178 0.0005 0.0s2 0.230 0.5
CRM 627 4.8 B 0.185 0.0005 0.051 0.237 0.6
C 0.248 0.001 0.0s8 0317 0.7
A 1.028 0017 11& 1161 21
CEM 272 R .07 E 1.071 0016 0.115 1.202 2.2
C 1.433 0019 0152 1605 .0
£ 0.780 0.008 (0.009) 0157 (0.151) 0.546 0.8
[AEA 407 126 E 0.814 0.008 [0.009) 0156 (0,149 0.878 0.9
C 1.009 0.009 (0.011) 0.207 (0.201) 131 12
A 0.211 0.194 {0.208) 0,143 (0.145) 0.540 0.3
DORM 27 12.0 E 0.220 0.190 {0.300) 0,142 (0.145) 0.L53 0.3
C 0.294 0.223 (0.359) 0,120 (0.195) 0712 0.4
A 0.1509 0.001 0.005 (0.008) 0165 0.1
CRM 4227 211 E 0.166 0001 OLOOE {0.008) 0172 0.1
c 0.222 0.001 0LO00F (0.002) 0.230 0.1
Ext=rnal PT schemes (CSL-FAPAS)
A 0.010 0001 R ] Q.020 0.5
Reound 527 0.505 B 0.010 0.001 0.010 0.021 0.5
C 0.014 0001 o2 Q.028 0.6
£ 0.592 0.005 0.037 0.562 0.8
Round 48 083 B 0.617 0.005 o.s 0.500 0.8
C 0.826 0006 0.4 0.020 11
A 1.05 0.0002 0.004 1.06 210
Round £1° 0054 E 1.10 0.0002 0004 110 29
c 147 0.0002 0.005 148 06

A=Vq—Vy=2: KED conditions. B=Vy — Vi =0 intermediate conditions. C=Vq — Vi =—4.8: non-KED conditions.

* Ti=sum of the mterference contnbutions.
b 7 score bias caloulated from Ei
* Estimatsd with 2% HCL
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Table 5 - H; gas flow aeffect on signal at m/z 75 peak for Ca, Mi, Fe, Ga, Co and Cu in CCT mode

H: gas flow mLmin?)

Contribution at m/z 75 (mgkg—)

Calotn0mgks! NiS0mgks ' FeSt0Omgkg! Cel0mgkg?! Col0mgkg! CuS00mgkg!
0 70 13 0.73 0.07 0.07 005
01 72 22 0.8a 0.58 012 [EREE]
0.2 7 2.8 0.96 0.58 010 007
0.5 o0 2.0 10 11 011 007

the Z-geore of 2.3 (Table 2). In the same way, due to the high
comtent of Fe (299 mgkg~!) and Ca (295 mgkg~!, indicative
value) in CEM 186, [*Fe¥®0'H]" (determined and available
certified value contributions were consistent) and [**Ca®*Cl]
are the main contributors to the total blas estimated on the
arsenic concentration (up to 042mgkg!), whereas the As
certified value is 0.062mgkg-'. In the milk sample round 61
(2120mg Cakg-1 estimated), [2Ca?*Cl]* was also the main
contributor, contributing to a total oversstimation of the
arsenic content of about 1.1-1.5 mgkg—! for an assigned value
of 0.054 mg Askg—L.

Finally, these results illustrate that using CCT, whatever
Vg — Vu values, would drastically increase the contribution of
several interferences at m'z 75, in comparison with standard
mode.

As the reaction/collision gas flow in the collision cell was
optimnised without these elements in the arsenic standard
solution, Table 5 shows the effect of adding a little H; to the
optimised He buffer gas (4mLmin-1}, in non-KED conditions.
With the addition of a little Ha, most of these interferences
incressed slightly (less than a factor 1.4), while those for
[*celH]" and [**NitSOH]" + PPN H]T were enhanced by
about a factor 17 and 24, respectively (Table 5). So, theze

results corroborate that using He gas alone would be prefer-
able to o mixture of both He and Ha.

3.4, Optimizsation of the nebuliser gas flow

Browm et al [29] have recently shown that these persistent
interferences may be removed by careful cptirnisation of the
nebulizer gas flow, Inboth COT (Vg — Vg =—4.8V) and standard
modes, the effect of the nebuliser gas flow (varied by step of
0.05 between 0.95 and 0.65Lmin-!) cn the arsenic intenasity
signal and Z-Score is shown in Table & {intermediste results
not shewmn as they were not significantly different). The results
presented in Table & with a gas flow of 095 Lmin-! are the
samme as Table 2. In both modes, the nebuliser gas flow can be
decreased up to 0.75L min—?, without significantly affecting
the arsenic sensitivity.

In CCT meode, Z-5cores generally improved as the nebu-
liser gas flow decreased to 0.75Lmin—?, particularly for the
samples most affected by persistent interferences. Unfortu-
nately, whatever the nebuliser gas flow, the results for the
CEM 186 and round &1 remain unsatisfactory, because of a
major difference between their low arsenic contents and iron
ot strong calcium plus chlonide concen trations, respectively. In

Table 6 - The effect of the nebuliser gas flow in CCT and standard conditions (mgkg—; n=2)

Nebulizer gas flow (L min-1)

CCT

Standard (Sedl)

Z-sooTe

Intensity As (oountss—t)2
Intensity In (coumts a=1)=

Z-soore

Intensity As (countss!)?

Intenaity In {courntss—1)2

0.95 0.85 0.75 0.65

CEM 186 28 14.5 4.0 54

CEM ZTE R 33 1.2 o0 0.9
CEM 827 07 11 e -
LAEA 407 L3 0.7 0.4 =
DORM 2 0.7 1.2 1.0 -
CREM 422 1& 1.2 | -
Round 53 L7 1.2 13 =
Reand 43 05 0.3 0.4 -
Round 61 202 118 Fi =
5000 4000 3700 820
120000 111000 FROOD E200

CEM 186 14 —1.0 2.5 211

CEM 27E R 01 01 21 22
CRM 827 02 1.2 22 -
LAES 407 20 —0.7 0.7 ==
DORM 2 -4 1.3 16 -
CRM 422 19 1.2 20 -
Reund 53 -1 1.3 2.1 ==
Reound 43 12 L 15 -
Reund 61 a8 4.2 6.8 -
G500 55040 4000 2500
110003 OO0 FO00G 20000

% Fora solution of 1pgL-1.
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these CCT conditions, LOQ (0.05mg kg~1) and CVr (5%) remain
similar to thoze estimated above.

In standard mode, results were more contrasted: Z-Scores
were similar or somewhat improved e.g. for JAEA 407 with a
gas flow of 0.85 Lmin—!, whereas most of them deteriorated at
alower gas flow (Table &).

Indeed, the nebuliser gas flow has an influence on the pos-
itive bias on arsenic determination dus to new or persistent
interferences in CCT mode. Mevertheless, it is not sufficlent
to remove them completely, except for CEM 273R. Moreowver,
the trueness in the nine foodstuffs of animal origin tested i=
usually more satisfactoryin standard mode than in CCT mode,
particularly since the nebuliser gas flow is carefully optimised.
Finally, whatever the condiions used, the determination of
arsenic contents in milk products with a satisfactory trueness
appears difficult.

4, Conclusion and prospects

Thiz work has clearly demonstrated that the introduction
of 4mLmin-! of He alone in the collision czll (CCT) seems
slightly more effective at removing the poly-atornic spec-
tral interference [**Ar**cCl]* than H; alone or a mixture of
both gases. Unfortunately, some new interferences may be
generated in the collizion cell, depending on the sample
matrix components contained in foodstuffs of animal ori-
gin. The contributions of the main interferences have been
estimnated with equal concentration in the matrix to be in
a decreasing order of slopes: [FENISOH]* + [FNIMNIH] =
[5\9 CD]'GCI]" - [HGEIH]" - [SE-FelﬁoiH]r - [40,::335,::1]1- ™ [Gﬂ-cullc]-r_

However, the respective content of these elements present
in the samples remains essential for the estimation of the
real contribution of these interferences. The additon of
known concentration of these elements in CEM could also be
considersd in order to assess the contribution of correspond-
ing interferences at m/z 75 in real samples. Furthermore, the
additionof a little Hy in He buffer gas increases these contribu-
ticns. Indeed, as setting Vg — Vy higher than or equal to zero
slightly attenuated these contributions, this iz not sufficient
to enable accurate arsenic determination in some foodstuffa
of animal crigin such as mussels, red meat and milk.

Even if the effect of the nebuliser gas flow to reduce this
positive bias seems more significant, some interferences per-
sist, especially if samples contain weak arsenic contents and
strong calcium plus chloride and/or iron concentrations.

Moreover, a careful optimisation of the nebuliser gas flow
in standard mode usually represents an effective and simple
method for reducing analytical bias during the measurement
of arsenic in foodstuffs of animal origin. Nevertheless, what-
ever the ICF-MS conditions used, the accurate determination
of low arsenic contentsin milk (or crabmeat) products remains
problematic [45 48] Further studies will be devoted to applica-
tion of a new CCT generation in order to take up this challenge.
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Abstract

The determination of several arsenic (As) species in seafood samples was performed by ion
exchange chromatography (IEC) coupled to inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-
MS) following microwave-assisted extraction (MAE). The effect of five parameters (sample

weight, methanol (MeOH) concentration, solvent volume, heating temperature and time) on total As

extraction recoveries, was evaluated in seafood certified reference materials (CRMs). The amount
of MeOH was found to be the most influent parameter. The amount of total As and of As species
with the 2 best extraction conditions (100% H>0 and 80% MeOH) were generally similar in the 5
seafood CRMs considered. However, it was demonstrated that MeOH co-elutes with As(I1l) and
could overestimated it’s determination. So, the 100% H30 extraction conditions were selected for
real applications of 5 different seafood products and for the validation of the method. In these
conditions, limits ol quantification (LOQ) ranged from 0.02 to 0.07 mg As _ﬂm._" which were

generally similar to those previously reported. Total As and As species recoveries were in the range

of 84-125%, with accuracy and selectivity considered as acceptable. Moreover, the precision under

repeatability (CVr) and intermediate precision reproducibility (CVg) were in the range of 3.5-7.5%
and 7.7-16%, respectively. The validated method was combined to a simple, pragmatic and rapid
on-line leaching method to assess the maximum bio-accessibility of As in seafood samples. This

work is the first to directly show, by comparison of bio-accessible and extracted data, that inorganic

species may be less bio-accessible than other species in seafood samples.

(5}
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1. Introduction

Usually, risk assessment for arsenic (As) taking into consideration exposure through seafood
products (identified as important contributors in human exposure to As)' is mostly based on their
total As content, which does not provide enough information on their safety for human

consumption. Indeed, toxicity studies have shown that health risks to humans do not always

correlate with the external exposure dose to the elements.” Seafood products contai
of total arsenic can be declared unsafe, whereas the actual As toxicity depends on its chemical
form® and also its bio-availability % 8o, it remains of primary importance to develop robust arsenic
speciation methods to precisely identify, quantify and thus evaluate risks for the consumer.

The majority of As speciation methods used high performance liquid chromatography (HPLC) to
perform the separation with detection by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS).*

Indeed, this hyphenation combines a rapid, powerful and reproducible separation method with a

very efficient detector that is recognised for its high sensitivity and wide linear dynamic range. Over

5

the last decade, several studies based on the work ol Londesborough et al = used a Dionex anion-

exchange column with a nitric acid (HNO3) gradient for a satisfactory separation of both inorganic

59

and organic species in a single chromatographic run.”™ It has been applied to various food matrices,

** The major advantage of this column is that the solely HNO3

such as mushrooms® or fish products.
eluent avoid any potential clogging problems of the ICP-MS system from phosphate or carbonate
solvents.

Prior to the separation and detection of As species, an extraction step is necessary and crucial to

preserve the initial As content and species.'”

Different extraction methods were tested and reported
in the literature such as classical liquid-solid, sonification, enzymatic or microwave-assisted
extractions (MAE). This last method has been increasingly used for arsenic species extraction from
various food matrices such as fish products or plants. A low temperature (80-120 °C) and a limited
heating time (2-10 min) are generally selected in order to keep intact the carbon-arsenic bonds.''
1.1

Kirby et al.~ showed that the extraction recovery could be improved with a heating temperature

close to the solvents boiling point. Brisbin and Caruso™ compared several total As extraction

wa

methods by applying them to a hepatopancreas lobster certified reference materal (CRM) (TORT
2). They showed that a MAE procedure was the simplest, fastest and most reproducible extraction
method, providing similar or better recovery rates than those observed with others methods. Brishin
and Caruso” have also tested several solvents (H20, H;O/MeOH mixture or HNO3) and heating
times (2, 4 and 6 minutes). A second paper has confirmed that these conditions were suitable for the
quantification of As species. "

A milliQ water and methanol (HO/MeOH )™ mixture or only H,0""** are generally used as

solvent (Table 1). Sometimes, others solvents were tested such as tetramethylammonium hydroxide

TMAH),'® " HNO3, "' alkaline alcohol for inorganic species (quantification of As(ITI+V)

25,26

only)™* or a “Suc / 2(N-marphilino)ethanesulphonic acid (MES) / ethylene diamine tetraacetic

2427

acid (EDTA) / ascorbate™ mixture. Foster et al."® showed that a HNOs (2%) solvent (or a
MeOH/H>O solvent mixture followed by HNOs (2%)) improved the extraction of the arsenic from
difficult-to-extract materials (plant and amimal digestive tissue). However, the total As extraction

recoveries reported with HNO3 in DORM 2 and TORT 2 (102% in both) were similar to those

observed with HO/MeOH (1/1 v/v) (98 et 88%, respectively). Moreover, the low HNO; pH is

likely to disturb the chromatographic separation of arsenic species in extracted samples. Ackley et

al’® reported that TMAH solvent allowed satisfactory extraction of total As (95%) in DORM 2
Nevertheless, Quaghebeur et al. ™ showed that this reagent induced oxidation of As (IIT) into As(V)

1.7 reported satisfactory total As

during the extraction process. These works and those of Chen et al
extraction from plants using a modified protein solvent. However. this type of solvent was not used
for As extraction from seafood samples

In vive studies of oral As bio-availability, which typically consist of dosing experimental animals or
humans with various concentrations of As and measuring the amount ending up in the blood stream,
are generally considered the most reliable approaches of reality.” but remain very complex,
expensive and time-consuming. However, the bio-availability of an element depends on its bio-
accessibility, which is defined as the fraction of the external dose that is released from the

environmental matrices 1n the gastrointestinal tract and becomes available for m_.ﬁoq_.._5:.?3d
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Several in virro models. reviewed by Intawongse and Dean™. have been developed to assess the

bic-accessibility of As and, so, to approach the predictive av y of this element for humans.
Generally, the methods used are batch gastrointestinal models, which mimic the real processes that
occur through the human digestive tract by sequentially exposing samples to simulated digestive

fluid conditions. However, many studies limited themselves to simulated gastric and intestinal

3034

juices and did not include a reaction with saliva Besides, the majority has been applied to soil

samples, a few in seaweeds™?

and only one in seafood,™ or in rice.® Moreover, the comparison of
5 different in vitro gastrointestinal models showed a wide range of bio-accessibility values.**
In contrast to the usual batch method, the rapid and pragmatic on-line leaching approach, developed

935

previously, "~ allows the continuous monitoring in real time of the progressive release of As by
saliva, gastric and intestinal juices in order to assess bio-accessibility of total As in seafood
products. In addition, the combination of this on-line approach and ion exchange chromatography
(IEC) coupled to ICP-MS also allows the speciation of bio-accessible As in order to precisely

identify and quantify the different As species involved in the gastro-intestinal tract processes for a

better risk assessment to the consumer. Results showed that the totality of bio-accessible total As

was released by saliva ina few minutes. However, the amount of bio-accessible As species reported

remained to be compared with the initial amounts of these As species in the samples.

The aims of this work were: (1) to optimise conditions of the MAE procedure for the extraction of
total As and As species in seafood samples and quantification by IEC/ICP-MS developed in a
previous work;® (2) to evaluate figures of merit such as linearity, limits of quantification, accuracy,
specificity and precision for each As species in order to validate the method : (3) to compare the
MAE values to those obtained by combining this method to the on-line leaching method. previously

developed.” for the measurement of bio-accessible As species from seafood products in each

collected leachate

w

2. Experimental
2.1 Instrumentation
An X Series" ICP-MS instrument (Thermo FElectron, Courtaboeuf, France) was used for
quantification of total As and As species. An ASX 520 autosampler (CETAC, Nebraska, USA)

supplied the sample solutions to the peristaliic pump of the ICP-MS instrument. Aerosol carrier,

auxiliary and plasma gas flow rates were set to 0.9, 0.8 and 15 L mi

. respectively. The ICP-MS

operating canditions were selected as described previously

The Ultimate 3000 chromatographic system. an injection valve with a 100-pL injection loop, an
lonPac AG7 guard column, and an lonPac AS7 (250 x 4 mm, @10 mm particles) anion-exchange
column (all Dionex, Voisins Le Bretonneux. France) were used for the separation of As species.
The analytical column was connected to the nebuliser of the ICP-MS instrument using a 50-cm long
PEEK tubing (2 0.17 mm 1.d.). The operating conditions used were reported _..E:ozw_q..u

For continuous leaching and arsenic species quantification, data acquisition was carried out in time-
resolved analysis (TRA) mode, with one scan per replicate and a dwell time of 300 ms. m/z = 52
(MArC) (to check the carbon content of samples), m/z = 75 ("*As and “Ar°Cl ). miz 77 (7Se.

HArTCl ) and ms 82 (¥Se) were m

ored. The chromatographic software (PlasmaLlab) of the
ICP-MS instrument was used for peak area calculations. Continuous nebulisation was used for total
As quantification in extracted samples and for checking the mass balance. Data acquisition was then
performed in the steady-state mode. The following mathematical correction equation was
au 17 4s)= 1% mass) 3127 <17 mass ) -0.826 <1 (2 5e]]

(with 3.127 = ArCl / ""ArCl abundance ratio and 0.826 = ""Se / **Se abundance ratio)

Sample extraction was carried out using a Multiwave (Anton-Paar, Courtaboeuf, France) closed-
vessel microwave digestion system equipped with a rotor for 6 sample vessels (50-mL type-X

quartz tubes, 73- bar operating pressure) A Universal 320 centrifuge (Hettich, Tuttli

Germany) operated at 3500 rpm for 10 min was used as needed to separate the supernatant from
undissolved material after extractions. Nylon disposable syringe filters of 0.45 pm (Nalge Nunc

International Corporation, Rochester, NY, USA) were used for sample filtration.

[
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2.2. Reagents

Total As standard solutions were prepared in each reagent matrix using 1000 mg As L™ solution
(Fisher Scientific, Elancourt, France) along with purified water (18 MQ cm) from a
Milli-Q* Advantage A10" system (Millipore S.A. St Quentin en Yvelines, France). HNOs
(Suprapur, 65%, Merck, Darmstadt, Germany) was used for the digestion of residues.

Some 1000 mg As L™ standard stock solutions of As compounds were prepared from the following
reagents: sodium (meta) arsenite (As(111)) (= 99.0%), sodium arsenate dibasic heptahydrate (As(V))
(= 98.5%), disodium methyl arsenate (MA) (= 98.4%), cacodylic acid (DMA) (= 99.0%) (all Sigma
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), arsenobetaine (AB), arsenocholine (AC), trimethylarsine

oxide (TMAO) (all Argus Chemicals, Vernio. Italy) as well as tetramethylarsonium (TETRA) and

trimethylarsoniopropionate (TMAP) kindly provided by Prof K A= Francesconi (Institute of
chemistry, University Graz, Austria). Stock solutions of each As compound were stored at 4 °C in
the dark. The stability of these standards in terms of total As content and purity of the species was

checked by ICP-MS. Each stock solution was further diluted to 1 mg As L™, out of which multi-

compound calibration standards were prepared daily. MeOH (Lichrosolv, 99.9%. Merck) and HNO3

(Suprapur, 65%, Merck) were used for the eluents.
Artificial saliva, gastric juice and intestinal juice were prepared in compliance with USP XXII*

Artificial saliva was prepared by diluting 6 8 g of potassium dihydrogen phosphate (KHyPOy)

monobasic (ACS reagent, = 99.0%, Sigma Aldrich) and 77 mL of 0.2 M sodium hydroxide (NaOH)

(AnalR Normapur, 32%, VWR, Fontenay-sous-bois, France) to 1 L using Milli-Q water, and by
adjusting the pH to 6.5, using 0.2 M NaOH. For the artificial gastric juice, 2.0 g of sodium chloride
(NaCl) (ACS Reagent, 99.0%, Sigma Aldrich), 3.2 g of pepsin (from porcine stomach mucosa.
Sigma Aldrich) and 7.0 mL of concentrated hydrochloric acid (HCI) (Suprapur, 30%, Merck) were
diluted to | L (pH 1.2) using Milli-Q water. Artificial intestinal juice was prepared by diluting 6.8 g
of KHzPOy, 10 g of pancreatin (from porcine pancreas. Sigma Aldrich) and 77 mL of 0.2 M NaOH

to 1 L with Milli-Q water, and by adjusting the pH to 6.8, using 0.2 M NaOH.

2.3.Sealood reference and real samples

TORT-2 (Lobster Hepatopancreas), DORM-2 (Dogfish muscle), DOLT-3 ( Dogfish liver), DORM-3
(Fish protein) and CRM 627 (Tuna fish)y CRMs were purchased from Promochem (Molsheim,
France). 5 lyophilised real seafood samples prepared and used for a previous study (mussels, sea-

37

bream, winkles, mackerel and canned mackerel) were also tested.”’ All samples were used as

provided without further grinding.

2.4.On-line continuous leaching procedure

The continuous leaching procedure was as deseribed previously.”** The mini-column was prepared
by loosely packing (to minimize back-pressure) about 200-mg aliquots of solid sample wrapped
into a Isopore membrane (0.4 pm, 47-mm id) filter (Millipore) placed in a PTFE tubing (8-cm long,
3/16-in od, 1/8-in id) between two quartz wool plugs. It was connected to the ICP-MS nebuliser by

a PTFE tubing (35-cm long, 0.8 mm id). Each reagent (artificial saliva, gastric juice and intestinal

juice) was pumped by a peristaltic pump into the mini-column. Both the reagents and the mini-

column were maintained at 37 °C in a thermostated water bath. Leaching times were selected

according to human physiology: 5 min for saliva, 1 hour each for gastric and intestinal juices, which

was then cut back to 20 min. Quantification for the continuous leaching procedure was performed

by external calibration, by repeated injection of standards solutions, which were prepared dail

each reagent, through a 100-uL injection loop mounted on a universal manual actuator (All

Interchim, Montlugon, France). A blank consisting of leaching a mini-column conta

ng only a

filter and quartz wool plugs was also analysed.

2.5, Mass halance
The residue remaining, following the leaching with the 3 reagents, was collected and digested in a
mixture of 6 mL HO/HNO; (1/1 v/v). The microwave digestion procedure used was described

previously
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2.6. Microwave assisted extraction procedure

The extraction procedure tested in this study was based on the method reported by Brishin and
Caruso. Samples of 0.150 g were accurately weighed into 50-mL quartz vessel and 10 mL of a
mixture of MeOH and MilliQ H,O (v/v) was added. The quartz vessels (6 at a time) were then
assembled and placed into the microwave system. The samples were heated and maintained at 80
°C for 4 minutes. They were cooled to 30 °C before opening the extraction vessels. They were then

removed, centrifuged, filtered through a 0.45 um nylon disposable syringe filter before analysis

2.7. Arsenic species determination procedure

Arsenic species in extracted samples or saliva leachates were analysed by a previously developed
(IEC/ICP-MS) speciation method.* A HNOs gradient (pH 3.3-1.3), with 1% of MeOH in the mobile
phase, was used to separate arsenic species in a single chromatographic run. For the bio-
accessibility application, the saliva leachates were collected and at least 10-fold diluted (in order to

reduce the effect of salts on the chromatographic separation) before analysis. A 3-point external

calibration (0-60 and 0-20 g As L™ for AB and other species. respectively) was carried out with
the respective standard compounds that were prepared daily in the same matrices as the extracted
samples or saliva leachates. Londesborough et al.* and Simon et al.” reported that the MA peak, for
some real samples, split into a large broad peak co-eluting closer to As(I11) and a sharper one. This
phenomenon, due to the fact that, at mobile phase pH (3.3), protonated and non-protonated MA
forms are equally abundant,” could explain the difficulties encountered previously in saliva for
TORT 2 and CRM 627.° In the present work, the phenomenon was observed for real matrices. but

the resolution between arsenite and the first peak of MA still permitted the quantification.

2.8. Total arsenic determination procedure

The total arsenic concentration in extracted samples or residues was determined by a previously
reported ICP-MS method * A 5-point external calibration was carried out with the respective
standard compounds that were prepared daily in the same matrices as the extracted samples or

residues

3. Results and discussion

3.1. Optimisation of MAE procedure

300 Preliminary study

The aim of this preliminary part was 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)
sample weight (0.05-0.20 g by step of 0.05 g). (2) heating time (2, 4, 6 min), (3) MeOH
concentration in solvent (0-100%, by step of 20%), (4) solvent volume (10-20 mL) and (5) heating
temperature (80, 100, 120 °C). Initially, the As total extraction recovery (R) from DORM 2 and
CRM 627 (certified in total As: 18.0 and 4.8 mg kg™, respectively) were selected as the responses to
optimise, which were calculated as follow: R = (Xp /X;) x 100 (with X; and X defined as,
respectively, found and certified total arsenic value). Results of this preliminary study (data not
shown) indicate that the MeOH concentration in the solvent had the most effect on the 2 responses
and that the best total As extraction recoveries were obtained with 100% H,O or MeOH/H»O (4/1
v/v). As shown in Table 1, these results agree with those of Brisbin and Carusa' (95-106%) for
TORT 2, Ackley et al.™® (104-114%) and Wang et al.'” (99%) for DORM 2 who reported the best

total As extraction recovery with MeOH/H,0

/1 viv). Moreover, the extraction recovery observed
in 100% HyO in TORT 2 by Brisbin and Caruso™ (89-93%) was also sati sfactory, as well as results
obtained by Narukawa et al.* in rice (97-106%). Even if Hirata et al.*" reported slightly better total
As extraction recovery in DORM 2 with a mixture of 50% MeOH/H,O, only H>O was used for the
extraction of others seafood matrices. Finally, total As extraction recoveries observed by
Karthikeyan and al." in shrimps and Karthikeyan et Iyers™ in seafood samples after H>0 extraction

10
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were in the range of 84-87 and 85-105%, respectively, whereas those reported by Karthikeyan'
using a H;O/MeOH (1/1, v/v) mixture ranged from 48 to 105%

To a lesser extent, sample weight had a significant effect on total As extraction recoveries. The
other 3 parameters appeared to have no significant effect on extraction recoveries. They were fixed
as reported by Brisbin and Caruso' (i.e. (1) sample weight (0.15 g). (2) heating time (4 min), (4)
volume of solvent (10 mL), (5) heating temperature (80 °C)) in order to compare 100% H,O and
MeOH/H:0 (4/1 v/v) extraction conditions for both total As and As species extraction recoveries

from several seafood CRMs.

3.4.2. Comparison of 100% H,O0 and MeOH/H ;0 (4/1 v/v) extraction conditions

Figure 1 shows the extraction recovery for certified total As (A) and As species (B) in 5 CRMs. All
observed values were in good agreement with certified values (10%, k = 2). No significant
difference was noticed between both extraction conditions, except for AB in CRM 627 aflter 100%
H,O extraction, which resulted in a slightly over-estimated ( 125%) extraction recovery.

Total As extraction recoveries observed in TORT 2 (95-103%) were higher than the value of Hirata
et al.* (76%) and close to those reported by Kirby et al."* (92%), Brisbin and Caruso'* (89-106%).
Karthikeyan'® (92 %) and Foster et al.'® (88-102%). Moreover, values in DORM 2 (99-109%}) were
similar to the results reported by Kirby et al 2 (103%), Wm:_:rmwm:_m (101%), Foster et al'® (98-
102%) and Wang et al.”? (99%). and slightly better than those of Ackley et al.'® (76-114%) and
Hirata et al.”” (86-98%). The total As extraction recovery observed with CRM 627 (108%) in Ha0
conditions was slightly higher than that reported by Nakazato et al.” (88%)

Table 2 compares the results obtained using both sets of extraction conditions for the 5 seafood
CRMSs. The sum of TMAO and TMAP values are shown because these 2 species co-eluted under
the chromatographic conditions used.” In general, the sum of As species agreed with certified total
As values for bath extraction conditions (except in TORT 2) and were slightly better for 100% H,O.

The difference observed in TORT 2 may be partially explained by the concentration of several

unknown peaks (identified as OH-arsenoribose and POg-arsenoribose (0.35 and 0.56 mg kg™) by

11

estimated at about 0.8 mg kg™ under both sets of extraction conditions (using the AB

Foster etal.
standards). The observed values for As(V), AB, TMAO + TMAP, AC, DMA (except in TORT 2)

and TETRA after 100% H,O extr:

ion were generally close to those observed after MeOH/H,O
(4/1 v/v) extraction, for all CRMs studied. On the other hand, As(I11+V) values were systematically

higher with MeOH extraction. As reported by Kohlmeyer et al .* m/z = 52 and 75 signals acquisition

for solutions containing various MeOH concentrations (data not shown) indicated that MeOH elutes
at the very beginning of the chromatogram in conjunction with As(Il1). So, the signal enhancement
observed for As (IT1), which was proportionnal to the amount of MeOH explains the over-
estimation observed.

Results for the 5 seafood CRMs studied showed that the 2 extraction conditions investigated gave
generally similar total As and As species values. Moreover. accuracy for total As and As certified
species seems acceptable. However, it appears that MeOH induces higher As(lIl) values.

Consequently, in order to avoid the possible over-estimation of As (IIT), and also to simplify the

extraction procedure, the HyO-only extraction conditions were selected for the remainder of this

work ese conditions are also the most compatible h the long-term stability of ICP-MS
detection. Fig 2 shows a chromatogram observed for DORM 3 after H,O MAE.

Table 3 shows total As extraction recoveries observed for various real seafood samples’” after HyO
MAE. The extraction recoveries were satisfactory and ranged from 87 to 95%. Moreover, the sum
of As species separated and quantified in these HPLC/ICPMS conditions were generally similar to
the total As values observed after MAE and HNOs digestion, except in winkles. This difference
could be explained by the presence of an unknown peak between As(V) and AB, estimated at about
5mg kg (using the AB standards).

Table 4 compares As species and total As values obtained for DORM 2, TORT 2 and CRM 627 in
this work with those reported in the literature over the last decade. To the best knowledge of the
authors, no study reported As species values for DOLT 3 and DORM 3. The values for DMA. AB.
TMAO + TMAP, AC and TETRA for the 3 CRMs were generally in good agreement with the

majority of mean values reported previously.
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As discussed by Sloth et al.,”” a large variability exists between the reported values obtained by
different extraction and separation methods; hence, no consensus value for inorganic arsenic could
be established in any of these CRMs. This 1s even more obvious in the case of As(V) values
abserved in DORM 2 where 6 values are higher than 0.280 mg As kg (including one higher than 1
mg kg™) whereas 8 values are lower than 0.05 mg As kg™ (including 5 similar to the value of this
work). Moreover, a relevant comparison of As(II1+V) and MA values remains difficult, as they
were very seldom investigated in the past, even more so in TORT 2 and CRM 627 (Table 4). In
DORM 2, these values are generally comparable or slightly lower than those found in the literature
whereas those in TORT 2 are largely higher. The possible overestimation of these species could be
due to coelution with unknown peaks or transformation of certain species during the extraction

process. These aspects remain unclear and will be the subject of further investigations by the

scientific community.

3.2, In-house validation of the method

‘The optimised extraction and separation conditions for arsenic speciation i seafood samples were
used to validate the method, whose figures of merit are presented in Table 5. The linearity of the
calibration curves was considered satisfactory in the defined range (0-60 and 0-20 pg As L for AB
and for other species. respectively) with a correlation coefficient r* = 0993 in all cases while
retention times and peak area varied by less than 7 and 15%, respectively (n = 10 on different days).
The limits of quantification (LOQ) were defined as 6 times the standard deviation (SD) of values
from blank samples (n = 10) after correction for sample weight and dilutions. Then, the LOQ
accuracy was checked by analyzing a solution doped with an amount of each species corresponding
to the LOQ values (n = 5).** The means of the resulting values were in good agreement with the
target value in all cases (confidence interval = £ 30% of target value). The LOQ values estimated
5-8.14-17,20-23 49,53-57

were generally slightly better than or similar to most of those previously reported.

Accuracy, calculated as percentage of the certified values of the 5 CRMs, was 103, 102-125 and 84-

108% for DMA, AB and total As, respectively. As no certified value was available for several

species, method accuracy was demonstrated by spiking low, medium and high concentrations (2, 5
and 10 ug As L™, respectively) of As species standard (6, 15, 30 pg As L™ for AB) into various real
seafood samples before the extraction. Recoveries are shown in Table 5. The mean for the 15 spikes
ranged between 93 and 109%.

The regression line was also tested against a unity line (slope = 1, intercept = 0) by simultaneously

testing the hypotheses of slope different from 1 and intercept different from 0, using Student’s t-

test ™ Selectivity of the method was considered as acceptable Since topserved < leritical saes T0r all As
species, 1e. the slope and intercept of this regression line were not different from | and 0.

respectively.

For each species, the precision under repeatability CV, = 100 x\. . where Xfis the mean of

observed values and 5% is the repeatability variance, was investigated by analysing different seafood

samples at different levels in the defined linear range (= 8: n = 5). Estimated CV, ranged between

3.5% and 7.5% for all the As species.(Table 5) The very limited data for AC did not make it
possible to estimate its CV,. A verification of the precision stability was also checked by a Cochran
test.” which showed that the variances of the various samples were homogeneous for the As species

studied with max (s)* or log max (s)* < critical value. The precision results also showed acceptable

repeatabil ity (within-test variance) for all species
For each species. the precision under reproducibility CVg was investigated by analysing various

seafood samples (p = 10) on 3 different days. The intermediate precision reproducibility was
estimated as CVg = (100 x s +,qx.u, . where Xf 15 the mean of observed values, .mu_. 15 the

variance that measures sample variations and 57, is the repeatability variance. CVg ranged between

7.7 and 15.8% (Table 5) Once again, the very limited data for AC did not make it possible to

estimate its CVg These last results were used for the calculations of uncertainty given as 95%

confident interval (k = 2) as follows: uncertainty = _? x X, xCVy u\_h_ 00 xeﬂv Uncertainties ranged

between 16 and 32% for arsenic species.
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3.3. Application: total As and As species bio-accessibility

‘The validated method was then applied to assess bio-accessible total As and As species after on-line
leaching in TORT 2, DORM 3 and CRM 627 (n= 5) (Table 6). Bio-accessible total As results were
very close to those reported previously with another ICP-MS instrument.” All bio-accessible total

As were released by saliva in less than 5 minutes and the mean of values in these 3 CRMs was

about 50%. With TEC/ICP-MS used in the present work, no change in chromatographic conditions
was necessary, contrary to previous reported work.” Only an (at least) 10-fold dilution was
necessary to reduce the effect of saliva salts on the separation and obtain a good compromise

between peaks resolution and sensitivity. The sum of As species and residue values are in good

agreement with certified total As value for the 3 CRMs. Moreover, bio-accessible As species values
were also generally very close to those reported in previous work, except As(IIT + V) bio-accessible
values discussed previously in TORT 2 and CRM 627.” Indeed, these values were over-estimated in
previous work with a less sensitive ICP-MS instrument. The better LOQ) and resolution between
As(I1l) and MA of the present [EC/ICP-MS system could explain the lower and probably more
accurate results obtained in this work.

Table 6 also shows the ratio between bio-accessible As species and total As values and the amounts
extracted by the MAE method for the 3 CRMSs. First, this ratio could be very different for As

species depending on the matrix tested even if the total As ratios were very similar for the 3 CRMs

(about 50%). Means of 3 CRMs ratios for MA and DMA (46 and 50%, respectively) were very
close to that for total As (52%) whereas AB and TMAO ratios (63 and 61%, respectively) appeared
slightly higher. Finally, even if some differences were observed between CRMs, the mean inorganic
species ratios accounted for only about 30% of total As extracted value. So, the most toxic forms,
As(I1T) and As(V'), seem to be slightly less bio-accessible than other As species in seatood samples.
Unfortunately, the bio-availability and bio-accessibility of As in seafood has not been
systematically investigated in the past, and works in literature were focused on soil matrices. >

Moreover, to the best knowledge of the authors, comparison of bio-accessible of several inorganic

and organic As species in seafood samples was never carried out before. Nevertheless, these results

confirmed works of Koch et al®’

that indirectly demonstrated that different total As bio-
accessibilities were observed in clams according to the amount of inorganic arsenic in samples
Indeed, total As in clams with high inorganic As species concentration appeared less bio-accessible
than that in clams with high organic As species. In the same way, some studies showed that bio-
accessibility of total As in seaweeds was high (62-79% for Koch etal..” 38-87% for Almelaet al.”

and 32-67% for Laparra et al, ), whereas amounts of inorganic As were low in these matrices,

These tendencies will have to be conlirmed by testing a larger number ol seafood matrices.
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4. Conclusions

Microwave assisted extraction with 100% HO provided a satisfactory recovery of all As species

the 5 seafood CRMs considered, The method was validated and will be used as a reference method
for the determination of arsenic compounds in seafood. This method can also be used to evaluate
the exposure of the French population within the framework of the second French Total Diet Study
(FTDS 2)

The on-line continuous leaching method provides a simple, pragmatic and rapid approach to assess
the maximum bio-accessibility of total As and As species in seafood products, and could be used
for screening prior to a longer and more expensive in vivo study to assess bio-availability.
Moreover, for an evaluation more precise of the risks, it would be necessary to study the influence

of food cooking and culinary prep:

ion on bio-accessibility of total As and As species in seafood,

as previously reported in seaweed and rice *** In addition, a comparison ol our continuous

leaching method with the European batch method “BARGE” {or BioAvailability Research Group
Europe).** which aims to establish a harmonized methodology for a mare realistic evaluation of the

oral bio-availability of the elements traces, could also be investigated.
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Table 1. Total As extraction recoveries after MAFE process in literature

Total As

Solvent com position Samples K o . Rel.
Cxtraction recoveries

H0 CRM 627 23

DORM 2 18

DORM 2 20

TORT 2 20

TORT 2 13

Shrimp® 19

seafood matrices 21

seafood matrices 20

ricea 22

H0/MeOH (11, viv) DORM 2 103 12
DORM 2 98 20

DORM 2 a8 16

DORM 2 101 15

TORT 2 2 12

TORT 2 88 16

TORT 2 92 15

seafood matrices” 48-105 15

seafood matrices” 58-98 12

30-81 16

shrmp® 87-88 19

HO0/MeOH (14, viv) DORM 2 104-114 18
DORM 2 99 17

TORT 2 95-106 3

HNO; (2%) DORM 2 102 16
TORT 2 16

TORT 2 13

maring plants® 16

HO/MeOH (11, viv) DORM 2 101 16
+HNO; (2%) TORT 2 a1 16
marne plants® 5192 16

TMAH (5%) DORM 2 a3 18
plants* 95 24

Modified protein plants’ 97-130 24
plants® 84-101 27

alkaline alcohol seafood samples® S 25
seafood san 3 = 20

a: freeze-dried or lyo

ised samples, b : fresh samples defatted or not defatted

o

©
Lo T f T T t
CRMEZ7 LORM3 DCLT 3 DORM 2 TORT 2
!
g 120 1
]
: i | I
L oo 1 2
2 :
-}
S
B
W
[
T T T T
o DA TETRA AR AB
CRM&T DORM2 cRMaT DORM 2

MeOH/H:O (4/

Fig. 1 Total As (A) and As species (B) extraction recovery observed after 100% H;O (blank) and
v/v) (black) extraction of 5 seafood CRMs. For both figures, grey full and dotted
lines correspond to certified values and confidence intervals (k = 2, 10%), respectively. Errors bars

correspond to observed values mean + SD (n=3)

-199 -



Annexe 4

Table 2. As species and total As values for both extraction conditions in 5 seafoad CRMs (n =5)

As(IIT) MA DMA As(V) AB TMAO+TMAP AC TETRA I As Species :3;:12; Certified

TORT2 A 0.408+0095% 0.460+0060 127014 0.725 £0017 13.0+18 1412011 < 0.070%* <0070 173£22 206106 T
B 0.588+0113 036420150 0.711+0.150 0.645 £0.099 12.2+06 1.25+018 <0.070 <0070 15813 222%14 T

DORM2 A 0031+0014 0061+0008 0339+0032 0.029+0018  167+06  0.201+0016 <0.070 0.265 +0.005 176+07  17.9+09 T
B 0064+0011 0.033+0024 031440029 0026+0002 183407 020040041 <0.070 0251+0016 19208 19704

DOLT3 A 0.074+0011 0.047+0008 048040032 0073+0007 8114065  0.357+0093 <0070 <0070 9.1+08 100403 00 0e
B 0.136+0004 <0015 0417+0024 <0.015 736+020 0452+00438 0081 +0022 < 0.070 86+03 96+11 -2 208

DORM3 A 0.085+0014 0.091+0028 04350+0007 0243+0023  460+016  0221+0028 <0.070 <0.070 58403 Ssros Lo
B 0.129+0015 0066+0024 0495+0054 027640036  324+025  0.188+0064 = 0.070 < 0.070 6.4+05 7.1+04 T

CRM 627 A 0.054+0014 0.063+0010 0154+0011 <0015 486403 005140010 <0.070 <0.070 52+03 2505 o 00
B 01720070 <0015 0.158+0018 <0013 382104 0.0991004 < 0.070 < 0.070 42405 44t03  TOEY

A and B- 100% H,0 and MeOH/H,0 (471 vv) extraction, * £ 5D (n = 3), ** Linmit of quantification (see Table 3)
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1{cps)

signal

Fig. 2 Chromatogr:

)

miz =75

A
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B

2800

DMIA

AsiVy
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AR
{63 000 )

Tahle 4. As species values observed

1 literature for DORM 2, TORT 2 and CRM 627.

As(IITy MA
DORM2 @003 0061

[N

observed for DORM 3 after H,O MAE proce

Temys (miny

0075 nd
nd nd
@lle 0310
nd
0.200
nd 0070
nd 0.050
nd 0019
0080 nd
<0030 <0030
0.100 nd
<0.003
050 0140
nd nd
T T
n n
nd nd
0018
nd 0015

TORT 2 0408 0460

nd 0.200
0.147
0.500

nd nd

nd nd
0.030
nd 0003
0,053 0.053

CRM 627 0054 0.063

0076 <0.016

0.002 0.010
nd nd
<0.003
nd nd

DMA
0359

0281

0.280

0420

0.300
0.490
0.290
0.250
0300
0.660
0260
0.280
0.230
0.204

1.03
133
1.06

Lo
1.04
1.70

097

0.154

0.157
0.154
0139

As(V})
0029

0024

0.020
0.004
0.480
<0030
0400
0.145%*

0.050
0.050

nd
0280
0.006

nd

0725

0410
0,684
0470
0.190**
0.500
0.320
0.780
0581

0.093
0.093
< 0.015
<0024
0.005

nd
0.015%

175
16.5
16.0
13.5

17.2
16.4
159
16.1

16.1

16.0
16.9
158
159
17.0
176
15.6

130

13.1
13.6
128

122
13.9
14.4

TMAD
+TMAP
0201
0.152
0.170
0.340
nd
0.010
0.160
0.160
0.400

<0030
0.400

144

1.20

B0
1.20
1.40

0.150%*=

0.84

0.051
0.037
<0.002

0.043
< 0,001

AC
S 007
nd
0.023
nd
nd
nd
nd
0.010
0.080

0.024
0,020

<0030
0.110
nd

=0.04
0.010

nd

0.024

0.07
nd

0,299

nd
0.040
0.060

<0.003
0.024
0.043
0,024
<007

< 0,042

0.012
< 0,003
nd

TETRA

0.265
0,250
0.240
0.360
0.360
0.430
0270
0.250
nd
0.230
0.100
0.260
0.250
0.110
0300

0.280
0.260

nd

0.266

< 0.07

0.055

oo7

0.037
< 0,003

Total As

179
18.0
188
194
18.5

182
189
15.0
184
174
178
174
177
14.8
179

16.9
18.0
174

216

52
4.8
4.4
42
41

Ref.

This wark
Certified

=

e

ONAFFIFEFEI IR IE> > > >

This work
Certified

12
14
21
26
20
16
16
43

MUOEEES > >0 =e

This work

8
px]
56
26
49
46
53
57

Cerrified
A

nd: not detected, * Limit of quantification (see Table 3), **
A: MAE, B: Liquid'Salid, C: ASE, D: Enzymatic, E: Sonication

As(IIT+As(V) values, ¥** only TMAO
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Tahble 5. Figures of merit

p _ TMAO . "
As(III) MA DMA As(V) AB STMAP AC TETRA Total As
Linearity £ (n=10 0.999 1.000 1.000 0.998 0.999 1.000 0.998 0.998 0.999
(mg Askg )* 0.020 0.015 0.030 0.015 0.015 0.050 0.070 0.070 0.060
Retention time (min) 1.13+002 219+005 322+011 4794009 6.18+010 837+0358 101+07 - -
Peal area (10%) 201+029 3344022 325+030 3264037 827+051 2.11+032 191+025 - -
Accuracy  Certified values recovery (%) - - 103 - 102-125 - - 107 84-108
Spiked recovery (%)
Low(2ugLl :n=9) 100 109 102 106 100 98 99 5 S
Med(3pgLl :n=5) 91 110 102 114 109 83 101 5 S
High (10 pgL ™ n=1) 82 102 98 109 105 104 103 5 &
Means 93 107 101 109 104 96 101 - -
Selectivity Teritical value 3.012 3.012 3.012 3.012 3.012 3.012 3.012 - -
Tapserved (slope = 1) 2213 1.205 0.739 2.658 0.488 0.724 1.849 - -
Tabservad (intercept £ 0) 0.954 1.100 1.013 0.413 0.866 0.588 275 - -
Repeatability CVr (%) (p=8;n=3) 15 6.6 59 6.3 35 50 - - 43
Reproducibility CWg (%) (p=10;n=3) 15.8 133 77 139 83 133 - - 9.2

* Sample weight 0£ 0.15 g and velume dilution

Table 6. Bio-accessible total As and As species values in 3 CRMs (n = 5; mg As kg™) and ratio between bio-accessible and

extracted values (%)

of 50 mL, ** See reference 38

As(III) MA DMA
_ 0.169 0.239 0.368
Bio-accessible values A L0072 +0089 £0.124
B 0.013 0.030 0.309
+0.002 +0.014 +0.020
c 0.019 0.034 0.083
+0.003 +0.013 +0.007
LOQ*=* 0.010 0.020 0.020
Ratio (%) A 41 52 29
B 12 32 67
C 36 34 34
Mean 30 46 50

As(V)
0.319
+0.163
0.043
+0.105
<L0OQ
0.020

44
17

31

888
+173
342
018
235
+024
0.040

69
18
63

TMAQ
+TMAP AC
<L0OQ
<LOQ
<L0Q
0.050
39 -
60 -
63 -
61 -

Residue

94
23

Tk

47
+05

Value
216
+18
6.9
+03
48
+03

Certified Bio-accessible

total As
10.0
+26
40
+04
25

+04

Vs
=R

oo

A:TORT 2, B: DORM 3, C: CRM 627, *£ 8D (n = 3). ** Sum of residue and As species values, *** Sample weight of 0.2 g, volume dilution of 7 mL

and 10-fold dilution (See reference 9)
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Abstract

Speciation of arsenic in seafood samples
by HPLC-ICP-MS coupling after microwaves assisteddraction (MAE).
Contribution to the evaluation of risks by assessnm of its bioaccessibility.

Discipline : Analytical chemistry

Vincent Dufailly
Abstract :

The government agencies generally evaluate the ffic&d related to the presence of
arsenic in seafood samples by analyzing only tatsénic, without considering the various
involved forms nor their bioavailability. The maifjective of this study was to develop and
validate a method allowing the French Food Safegemky (AFSSA) to propose with its
supervisions a better evaluation of the risks ireniby the consumer by determining the
speciation and the bioaccessibility of the variatsenic forms in the seafood samples.

The first part of this work was to develop a methaddseparation of the principal
arsenic species usually found in the seafood sanfpleoupling separation by ions exchange
chromatography (IEC) and detection by ICP-MS. Thpeeimental designs methodology
used in this work, allowed, in a minimum of expegims, on the one hand to evaluate the
influence of the various factors and their possihteractions on the separation from 7 to 9
arsenic species and on the other hand, to detertn@eptimal analytical conditions while
minimizing the time of analysis (less than 15 ma®) preserving satisfactory resolutions and
improving the sensitivities of the compounds coesad.

The second part of this work related to the devalemt of the method to extract the
arsenic species in seafood samples by microwavessted extraction (MAE). The
optimisation of the conditions of extraction in ias certified reference materials showed
clearly that a solvent only composed of water wdScsent to obtain satisfactory total arsenic
and arsenic species recoveries. The evaluatiorhefanalytical criteria showed that the
method was practically validated for arsenic spemain seafood samples, even if internal
reproducibility will have to necessarily be refindy evaluating it later on. Then, the
validated method could be applied to the speciatfaarsenic in aqueous samples, and also to
the certification of a dogfish liver samples orgaa by the Canadian NRC.

The last part of this work related to the developtred a fast and pragmatino vitro
method of evaluation of the maximum total arsemd arsenic species bioaccessibility in
seafood samples, by combining a continuous leaamethod (for measurement in real-time
by ICP-MS of the arsenic portion released by aitfi gastrointestinal fluids) and the
validated speciation method. The results show ttiatbioaccessible arsenic (approximately
50% of the total arsenic in the samples) is releasey quickly (in less than 5 min) by saliva
with nothing else is then released by gastroimakjuices. In addition, this work highlighted
that the inorganic arsenic species bioaccessibglipears less important than that of the
organic species in seafood samples.

Key words : Arsenic ; bioaccessibility ; microwaves assisedraction; ICP-MS ; IEC;
leaching method ; experimental designs seafood lesmgpeciation ; validation.
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Résumé

Spéciation de I'arsenic dans les produits de la pke
par couplage HPLC-ICP-MS aprés extraction assistépar micro-ondes (MAE).
Contribution a I'évaluation des risques par I'estimation de sa bioaccessibilité

Discipline : Physico-chimie analytique
Vincent Dufailly
Résume :

Les agences gouvernementales évaluent généralégaargques alimentaires liés a la
présence d’arsenic dans les produits de la péchearmtysant uniquement l'arsenic
élémentaire, sans prendre en compte les difféerefibesmes en présence ni leur
biodisponibilité. Le principal objectif de cetteude a été de développer et de valider une
méthode permettant a I’Agence Francaise de SécBadtétaire des Aliments (AFSSA) de
proposer a ses tutelles une meilleure évaluatisrridgues encourus par le consommateur en
déterminant la spéciation et la bioaccessibilite diéférentes formes arséniées présentes dans
les produits de la péche.

La premiere partie de ce travail a porté sur laemas point d’'une méthode de
séparation des principales espéces arséniées aoerdmetrouvées dans les produits de la
péche par couplage entre la chromatographie d'@asattions (IEC) et la détection par ICP-
MS. La méthodologie des plans d’expériences uéilidans ces travaux, a permis, en un
minimum d’essais, d’'une part d’évaluer l'influendes différents facteurs et de leurs
interactions éventuelles sur la séparation de 7 €sfces arséniées et d’autre part, de
déterminer les conditions analytiques optimale$ émuminimisant le temps d’analyse (moins
de 15 minutes), en conservant des résolutionsfaigtigtes et en améliorant les sensibilités
des composés considérés.

La deuxieme partie de ces travaux a concerné lelaigyement de la mise en solution
des especes arséniées dans les produits de la p&clegtraction assistée par micro-ondes
(MAE). L'optimisation des conditions d’extractiorursdifférents matériaux de référence
certifies a montré clairement qu’un solvant unigeaimcomposé d’'eau était suffisant pour
obtenir des taux de récupération satisfaisants ®mofal et en spéciation. L'évaluation des
criteres analytigues a démontré que la méthode @taiquement validée pour la spéciation
de l'arsenic dans les produits de la péche, mémdéa gieproductibilité interne devra
nécessairement étre affinée en I'évaluant a plng terme. La méthode validée a pu ensuite
étre appliquée a la spéciation de I'As dans deardédlons aqueux, ainsi qu'a la certification
d’'un échantillon de foie d’aiguillat organisée p@aNRC canadien.

La derniére partie de ces travaux a concerné leldgpement d’'une méthodie vitro
rapide et pragmatique d’évaluation de la bioacbddgsi maximale de I'arsenic et des formes
arséniées dans les produits de la péche, en comhina méthode de lixiviation en continu
(pour la mesure en temps reel par ICP-MS de la paks libérée par des fluides
gastrointestinaux artificiels) et la méthode decggiéon validée. Les résultats montrent que la
totalité de I'As bioaccessible (environ 50 % ded’fotal présent dans les échantillons) est
libérée trés rapidement (en moins de 5 min) paalave sans que rien d’autre ne soit ensuite
libéré par les sucs gastrointestinaux. D’autre,pa$ travaux ont mis en évidence que la
bioaccessibilité des espéces arséniées inorganappgait moins importante que celle des
especes organiques dans les produits de la péche.

Mots clefs: Arsenic ; bioaccessibilité ; extraction assigi@e micro-ondes ; ICP-MS ; IEC ;
lixiviation ; plans d’expériences ; produits depiche ; spéciation ; validation.
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