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LL II SSTTEE  DDEESS  AABBRREEVVII AATTII OONNSS  
 
AB : Arsénobétaïne 
AB2 : Arsénobétaïne 2 ou Triméthylarsoniopropionate (TMAP) 
AC : Arsénocholine 
AFNOR : Agence Française de NORmalisation 
AFS : Spectrométrie à fluorescence atomique (ou Atomic Fluorescence Spectrometry) 
AFSSA : Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments 
Ar  : Argon 
As : Arsenic 
As2O3 : Oxyde d’arsenic  
As(III)  : Arsénite 
As(V) : Arséniate 
ASE : Extraction accelérée par solvant (ou Accelerated Solvant Extraction) 
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BDSA : Acide Benzène 1,2-disulfonique 
BFD : Maladie des pieds noirs (ou Blackfoot disease) 
Bi : Bismuth 
C2H3N : Acétonitrile 
C4H6O6 : Acide tartrique 
C5H5N : Pyridine 
C6H8O7 : Acide citrique 
CCA : Complexe cuivre/chrome/arsenic 
CCT : Collision Cell Technology 
CE : Electrophorèse capillaire (ou Capillary Electrophoresis) 
CH2O2 : Acide formique 
CH3COOH : Acide acétique 
CH3COONa : Sel ithanoïque de sodium 
CHCl 3 : Chloroforme 
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GF : Four (ou Graphite Furnace) 
H2C2O4 : Acide oxalique 
H2O : Eau 
H2O2 : Peroxyde d’hydrogène 
H2PO4- : Ion dihydrogénoorthophosphate 
HPO4

2- : Ion hydrogénoorthophosphate 
H3PO4 : Acide orthophosphorique 
HCl  : Acide chlorhydrique 
HG : Génération d’hydrure (ou Hydride Generation) 
HNO3 : Acide nitrique 
HPLC  : Chromatographie liquide haute performance (ou High Performance Liquid 
Chromatography) 
IARC  : International Agency for Research on Cancer 
IC  : Intervalle de Confiance 
ICP-AES : Plasma induit couplé à la Spectrométrie d'Emission Atomique (ou Inductively 
Coupled Plasma - Atomic Emission Spectroscopy 
ICP-MS : Plasma induit couplé à la Spectrométrie de masse (ou Inductively Coupled Plasma 
- Mass Spectrometry) 
IEC  : Chromatographie à échange d’ions (ou Ion Exchange Chromatography) 
IUPAC  : International Union of Pure and Applied Chemistry 
INERIS  : Institut National de l'Environnement industriel et des RISques 
K2SO4 : Sulfate de potassium 
KH 2PO4 : Dihydrogénophosphate de potassium 
LERH  : Laboratoire d’Etudes et de Recherches en Hydrologie 
LERQAP  : Laboratoire d’Etudes et de Recherches sur la Qualité des Aliments et des 
Procédés alimentaires 
LD  : Limite de Détection 
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Liq/Sol : Extraction liquide/solide 
LNR  : Laboratoire National de Référence 
LQ  : Limite de Quantification 
MA  : Acide monométhylarsonique 
MAE  : Extraction assistée par micro-ondes (ou Micro-waves Assisted Extraction) 
MeOH : Méthanol 
MES : Acide 4-morpholine-éthanosulfonique 
min : Minute 
MRC  : Matériaux de Référence Certifiés 
MS : Spectrométrie de masse (ou Mass Spectrometry) 
m/z : Masse sur charges 
N : Azote 
n : Nombre d’essais 
Na2CO3 : Carbonate de sodium 
Na2HPO4 : Phosphate de sodium disodique 
NaCl : Chlorure de sodium 
NaH2PO4 : Phosphate de sodium monobasique 
NaHCO3 : Bicarbonate de sodium 
NaOH : Hydroxyde de sodium 
(NH4)2CO3 : Carbonate d'ammonium 
NH4HCO3 : Bicarbonate ammonique 
NH4H2PO4 : Phosphate d’ammonium 
NH4NO3 : Nitrate d’ammonium 
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NIT  : Nitarsone 
OMS : Organisation Mondiale de la Santé (ou World health organization », WHO) 
p : Niveaux de concentrations 
P : Phosphore 
p-ASA : Acide p-arsanilique 
PEEK : Polyétheréthercétone 
PLE : Extraction liquide sous pression (ou Pressure Liquid Extraction) 
PM : Phase Mobile 
PO4

-3 : Phosphate 
PTFE : Polytétrafluoréthylène 
R : Résolution 
ROX : Roxarsone 
S : Sensibilité 
Se : Sélénium 
SAA : Spectroscopie d’Absorption Atomique (ou Absorption Atomic Spectrometry, AAS) 
Sb : Antimoine 
T : Temps d’analyse 
TFA  : Acide trifluoroacétique 
TMAH  : Hydroxyde de tétramethylammonium 
TMAO  : Oxyde de triméthylarsine 
TMAP  : Triméthylarsoniopropionate ou Arsénobétaïne 2 (AB2) 
TMA + : Ion tetraméthylarsonium 
tr  : Temps de rétention 
TRA  : Mode temps résolu (ou Time-Resolved-Analysis) 
UERPC : Unité d’Evaluation des Risques Physico-Chimiques 
v/v : Volume sur volume 
ωωωωa : Largeur des pics 
∅∅∅∅ : Diamètre 
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II NNTTRROODDUUCCTTII OONN  GGÉÉNNÉÉRRAALL EE  
 

« Quod acre venenum aliis, aliis est medecina » (« Ce qui est un poison violent pour certains, 

est un remède pour d’autres »). Ce proverbe latin illustre bien le caractère ambigu de l’arsenic 

considéré dans l’inconscient collectif comme le poison par excellence. Cette image est relayée 

par diverses références qu’elles soient historiques (L’affaire Lavoisin sous le règne de Louis 

XIV, la thèse de l’empoisonnement de Napoléon ou l’affaire Marie Besnard), romanesques 

(Madame Bovary) ou même cinématographiques (« Arsenic and old lace »). Mais ces sources 

omettent un fait important : les formes d’arsenic sont diverses et ne renferment pas toutes les 

mêmes propriétés toxicologiques ou la même capacité d’absorption par l’organisme. 

 

La présence de l’arsenic dans l’environnement, notamment dans les produits de la pêche, 

représente un risque potentiel pour la consommation humaine. Le principe de la démarche 

d’évaluation du risque sanitaire s’effectue en quatre étapes qui sont l’identification du danger, 

l’étude des relations doses-réponse, l’estimation de l’exposition humaine et la caractérisation 

du risque pour la santé. (WHO/FNU/FOS,1995) Cette dernière nécessite une connaissance 

approfondie des effets du contaminant chimique sur le fonctionnement de l’organisme et des 

doses à partir desquelles le contaminant représente un danger ainsi qu’une estimation 

quantifiée de l’exposition. Néanmoins, les agences gouvernementales évaluent généralement 

les risques alimentaires liés à la présence d’arsenic dans les produits de la pêche en analysant 

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

ni leur biodisponibilité. Ainsi, un aliment peut être déclaré impropre à la consommation alors 

que les formes arséniées qu’il contient ne sont peut-être pas considérées comme toxiques ou 

ne sont pas absorbées par l’organisme. La mise en évidence des différences de toxicité et 

d’absorption par l’organisme selon les formes arséniées imposent donc, à tous les acteurs 

soucieux de l’amélioration de la sécurité sanitaire des aliments destinés à l’homme, la mise au 

point de méthodes de spéciation et d’évaluation de la biodisponibilité de l’As dans ces 

matrices alimentaires. Le terme « d’analyse de spéciation » est défini comme l’ensemble des 

activités analytiques d’identification et/ou de dosage des quantités d’une ou plusieurs espèces 

chimiques d’un même élément dans un échantillon. (IUPAC, Templeton et al., 2000) 
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L’objectif principal de cette étude a donc été de mettre au point une méthode permettant à 

l’Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA), une meilleure évaluation des 

risques encourus par le consommateur en déterminant d’une part la spéciation des différentes 

formes arséniées présentes dans les produits de la pêche, d’autre part, leur bioaccessibilité. 

Les résultats des travaux de thèse sont présentés dans ce mémoire sous forme d’articles 

publiés ou soumis. Ces travaux s’articulent en quatre parties distinctes. 

 

La première partie présentera le contexte général et la problématique liés à la présence de 

l’arsenic dans l’environnement. Nous exposerons les propriétés physico-chimiques, les 

sources d’émission, les différentes formes, l’exposition humaine et la toxicité de cet élément. 

 

La deuxième partie sera consacrée à l’optimisation par la méthodologie des plans 

d’expériences d’une méthode de séparation, par couplage entre une séparation par échange 

d’ions (IEC) et une détection par ICP-MS, des principaux composés arséniés susceptibles 

d’être retrouvés dans les produits de la pêche. Après une étude exhaustive de l’état de l’art des 

diverses méthodes de séparation et de détection de l’As dans les matrices environnementales 

justifiant les choix analytiques adoptés, nous présenterons les résultats de l’évaluation de 

l’influence des paramètres étudiés et de leurs interactions éventuelles sur la séparation des 

composés arséniés ainsi que la détermination des conditions chromatographiques optimales. 

(Article I) 

 

Le développement d’une méthode de mise en solution douce par extraction assistée par 

micro-ondes des espèces arséniées présentes dans les produits de la pêche constituera le 

troisième volet de ces travaux. Cette méthode d’extraction doit permettre l’extraction 

quantitative des formes arséniées présentes sans perte ou modification des espèces 

initialement présentes dans l’échantillon. Dans une premier temps, nous présenterons une 

étude bibliographique des méthodes d’extraction de l’arsenic testées dans les matrices 

biologiques. Ensuite, nous nous intéresserons aux résultats expérimentaux de l’optimisation 

des conditions d’extraction de l’As dans des produits de la pêche à l’aide de matériaux de 

référence certifiés (MRC) puis à l’évaluation des critères analytiques de la méthode optimisée 

selon les normes en vigueur. (Article III)  

 

 



  Introduction générale 

- 20 - 

Enfin, nous découvrirons deux applications qui ont pu être opportunément menées au cours de 

ces travaux, l’une portant sur l’analyse d’eaux minérales, afin d’évaluer cette méthode sur des 

matrices chargées en sels autres que des produits de la pêche et, l’autre sur la certification 

d’un échantillon de foie d’aiguillat (Squalus acanthias) organisée par le NRC canadien. 

 

La quatrième et dernière partie de ce mémoire sera consacrée à l’évaluation de la 

bioaccessibilité de l’As et de ses différentes formes arséniées dans les produits de la pêche. 

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

continu associée à la méthode de spéciation de l’As optimisée dans les parties précédentes. 

(Article II) Cette méthode en continu a également été comparée à une méthode statique (ou 

batch) plus classiquement utilisée dans la littérature. 
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PARTIE I. 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 

PROBLÉMATIQUE DE L’ARSENIC
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I. 1. Généralités 

 
I. 1. 1. Propriétés 

 
L’arsenic (As) est un métalloïde dont le nom vient du mot grec arsenikon (correspondant au 

sulfure d’arsenic : l’orpiment) signifiant "qui dompte le mâle", en raison de sa forte toxicité. Il 

est admis que l’alchimiste allemand Albertus Magnus (1193-1280) est le premier à avoir isolé 

l’élément As en chauffant du savon avec de l’orpiment. À l'état naturel, l'As est un solide sous 

sa forme élémentaire, mais on le retrouve le plus souvent, seul ou associé à divers autres 

métaux, dans des composés soufrés. (Boyle et Jonasson, 1973) 

 

Selon la classification périodique du tableau de Mendeleïev, l’As (numéro atomique : 33, 

masse molaire : 74,92 g mol-1) est le troisième élément de la colonne 15 qui regroupe 

également l’azote (N), le phosphore (P), l’antimoine (Sb) et le bismuth (Bi). L’As peut se 

présenter sous de nombreux états de valence en raison de sa structure électronique ([Ar] 3d10 

4s2 4p3) avec 3 électrons non appariés sur sa couche électronique externe. Ainsi, l’As existe 

dans l’environnement sous différents degrés d’oxydation : -III, 0, +III et +V. (Francesconi et 

Kuehnelt, 2004) En tant que métalloïde, l’As possède à la fois des propriétés métalliques et 

non métalliques, et présente des caractéristiques communes avec le phosphore.  

 

I. 1. 2. Les différentes formes arséniées 

 

Actuellement, plus de 25 espèces arséniées ont été identifiées dans l’environnement et la 

biosphère, ayant des toxicités très différentes. (Vélez et al., 2001) Le tableau I présente les 

noms, les acronymes et les structures chimiques de ces principales espèces arséniées. 
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Tableau I : Noms, acronymes et structures chimiques des principales espèces arséniées 
(d’après Francesconi et Kuehnelt, 2004)  
 

Noms Acronymes Structure chimique 

   

Arsénite As (III) 

 

Arsenate As (V) 

 

Acide monométhylarsonique MA  

Acide diméthylarsinique DMA 

 

Oxyde de triméthylarsine TMAO 

 

Ion triméthylarsine TMA + 

 

Arsénobétaïne AB 

 

Arsénocholine AC 

 

Triméthyl- 
arsoniopropionate 

TMAP 
ou 

AB2 
 

 Arséno-sucres diméthylés : 
 Arséno-sucre 1 R = OH 
 Arséno-sucre 2 R = OP(O)(O-)OCH2CH(OH)CH2OH 
 Arséno-sucre 3 R = SO3

- 
 Arséno-sucre 4 R = OSO3

- 

 

Arséno-sucre triméthylés 
(Arséno-sucre 9) 
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La présence et la répartition des différentes formes d’arsenic sont influencées par les 

conditions du milieu considéré (pH, oxydoréduction, réactions cinétiques). Les pKa et les 

formes prédominantes, selon le pH des 7 principaux composés As sont présentés dans le 

tableau II. 

 

Tableau II :  pKa et formes prédominantes selon le pH des composés As 
 (d’après Suner et al., 2001) 

 

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

composés organométalliques. 

 

I. 1. 2. a. Les formes inorganiques 

 

L’arsénite trivalente (AsIII) et l’arséniate pentavalente (AsV) sont les deux espèces 

inorganiques largement présentes dans l’environnement. Ces deux composés sont facilement 

inter convertibles par oxydoréduction et sont donc généralement retrouvés conjointement. 

Cependant, As(V) est l’espèce thermodynamiquement majoritaire dans des conditions 

environnementales oxydantes. (Cullen et Reimer, 1989) Les quantités retrouvées de ces deux 

espèces dans les organismes marins sont souvent faibles (inférieures à 5 % de l’As total). 

(Edmonds et Francesconi, 1993)  

 

 

 

 

 

 

 

Espèces pKa   pH→→→→ 1 2 3 4 5 6 7 8 
   

As(III)  9,2 H2AsO3 

MA 3,6 / 8,2 Me-AsO(OH)2 Me-AsO2(OH)-  

DMA 1,3 / 6,3 Et-As+(OH)2 Et-AsO(OH) Et-AsO2
- 

As(V) 2,3 / 6,7 / 11,6 H3AsO4 H2AsO4
- HAsO4

2- 

AB 2,2 Pro-As+CH2COOH Pro-As+CHCOO- 

TMAO  3,6 Pro-As+OH  Pro-AsO  

AC - Pro-As+CH2CH2OH 
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I. 1. 2. b. Les composés organométalliques 

 
I. 1. 2. b. i. Les formes méthylées 

 

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

triméthylarsine (TMAO), l’ion tetraméthylarsonium (TMA+) appartiennent au groupe des 

formes méthylées. Les formes MA et DMA sont couramment retrouvées dans 

l’environnement. Ils proviennent généralement de la réduction et la bio-méthylation de As(V) 

favorisant l’élimination de l’arsenic dans certains organismes. (Ng et al., 2003) Les composés 

TMAO et TMA+ sont fréquemment quantifiés dans les organismes marins même si les teneurs 

retrouvées sont généralement peu importantes. 

 

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

L’arsénobétaïne (AB), l’arsénocholine (AC) ou le trimethylarsoniopropionate (TMAP, aussi 

appelé arsénobétaïne 2 (AB2) en raison de sa structure chimique proche de AB) appartiennent 

aux groupes des formes organiques. L’AB est la forme arséniée majoritaire dans les 

organismes marins en représentant en moyenne 80 % de la quantité totale d’As présent. 

(Francesconi et Edmonds, 1997) En revanche, cette espèce ne semble pas présente dans les 

algues et l’eau de mer. (Sloth, 2004) L’AC est généralement présent à l’état de traces dans les 

organismes marins. En effet, Francesconi et Edmonds (1997) ont montré que cette espèce 

pourrait représenter un produit intermédiaire de AB dans les processus de bio-transformation 

au sein des organismes marins. Les travaux de Francesconi et al. (2000) ont permis pour la 

première fois d’identifier la forme TMAP (ou AB2) dans des poissons. 

 

I. 1. 2. b. iii. Autres formes 
 

Les organo-sucres (les 4 principaux sont présentés dans le tableau I) représentent la plus 

importante source d’arsenic dans les algues. Ces espèces ont aussi été identifiées dans 

d’autres organismes marins, mais les travaux de Francesconi et Edmonds (1997) ont indiqué 

que leurs présences seraient dues à la consommation d’algues. D’autres formes telles que les 

arséno-lipides, ou les sulfures d’arsenic (DMAS ou dérivés d’organo-sucres) ont fait l’objet 

d’un nombre limité d’études. (Hanaoka et al., 2001a ; Hansen et al., 2004 ; 

Fricke et al., 2004) 
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Enfin, les composés aromatiques arséniés, tels que l’acide 4-hydroxy 3-nitro benzène arsenic 

(Roxarsone, ROX), l’acide nitro-4-phenylarsonique (Nitarsone, NIT) ou l’acide 4-

aminobenzènearsenic (acide p-arsanilic, p-ASA), sont utilisés comme additifs alimentaires 

dans l’industrie de la volaille pour prévenir la coccidiose et augmenter la prise de poids et la 

production d’œufs. (Pergantis et al., 1997 ; Jackson et Bertsch, 2001 ; Jackson et al., 2003) 

 

I. 1. 3. Source d’émission 

 

L’As est un élément ubiquiste présent dans l’atmosphère, les sols, les sédiments, les milieux 

aquatiques et la biosphère. (Cullen et Reimer, 1989) 

 

I. 1. 3. a. Sources naturelles 

 

L’As est introduit dans l’environnement par l’érosion des roches, les précipitations, l’activité 

volcanique et la combustion des matériaux fossiles et des forêts. (Cullen et Reimer, 1989 ; 

Smedley et Kinniburgh, 2002 ; Mandal et Suzuki, 2002 ; Kim et al., 2003 ; 

Wang et Mulligan, 2006) Il est le vingtième élément le plus abondant dans la croûte terrestre 

(2 mg kg-1 en moyenne). (Cullen et Reimer, 1989 ; Mandal et Suzuki, 2002) La concentration 

de l’As dans les sols varie (5-6 mg kg–1 en 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 secondaire constituent les activités humaines qui 

contribuent (ou ont contribué) aux apports anthropiques d’As dans l’environnement.  

 

Les fumées émanant des industries de production d'oxyde d’arsenic (As2O3) et de la 

combustion de produits fossiles (charbons, pétroles, huiles) sont les sources majeures de l'As 

anthropique atmosphérique. (Pichard et al., 2005) L’As étant présent à de fortes proportions 

dans différents minerais métalliques, les résidus de l’activité minière conduisent à une 

pollution importante par lessivage des déchets miniers et infiltration des eaux.  

(Lombi et al., 2000) 
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Les composés arséniés ont été utilisés massivement dans le domaine agricole jusque dans les 

années 1970, mais leur utilisation a tendance à décliner depuis. (Mandal et Suzuki, 2002 ; 

Fengxiang et al., 2003) L’arsenic rentre encore dans la fabrication d’herbicides, raticides, 

fongicides et insecticides même si son utilisation a diminué après l’avènement des pesticides 

organochlorés et organophosphatés. (Cullen et Reimer, 1989 ; Pichard et al., 2005) De 

nouvelles pollutions ont fait leur apparition avec l’utilisation de l’arsenic dans la fabrication 

d’antibiotiques (acide 4-hydroxy 3-nitrobenzènearsenic (Roxarsone, ROX), l’acide nitro-4-

phenylarsonique (Nitarsone, NIT) et acide 4-aminobenzènearsenic (acide p-arsanilic, p-ASA)) 

pour l’élevage de volailles dans certains pays. (Jackson et Bertsch, 2001) Les travaux de 

Bednar et al. (2003) ont montré que ces composés pouvaient être dégradés en espèces 

inorganiques (toxiques et mobiles) par les nitrates et la matière organique contenus dans les 

déjections des volailles. L’As est aussi beaucoup employé dans l’industrie du bois sous forme 

de complexe cuivre/chrome/arsenic (CCA). (Cullen et al., 1984) Aux État-Unis, l’EPA 

(Environmental Protection Agency) a interdit l’usage des CCA dans le domaine privé  

(US EPA, 2002). Enfin, l’As est aussi utilisé comme : composant dans les batterie électriques 

(améliore la résistance à la corrosion électrique), semi conducteur, agent décolorant (industrie 

du verre) (Pichard et al., 2005) ou pigment de peinture (CuAsO4). (Choong et al., 2007) Il est 

aussi couramment employé dans le domaine médical. (Mandal et Suzuki, 2002) 

 

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

 

I. 1. 4. a. Arsenic dans l’atmosphère 

 

La production d’As2O3, le raffinage des minerais de cuivre, la combustion du charbon et du 

pétrole représentent les contributions les plus importantes d’arsenic à la pollution 

atmosphérique. (Pichard et al., 2005 ; Matschullat, 2000 ; Ding et al., 2001) La concentration 

moyenne d’arsenic dans l’air est inférieure à 4 ng m-3 pour les zones reculées et en milieu 

rural alors qu’elle peut atteindre des valeurs supérieures à 50 ng m-3 dans certaines zones 

urbaines européennes (European Commission, 2001). D’autre part, des concentrations 

beaucoup plus importantes (> 1000 ng m-3) ont pu être relevées à proximité de sites 

industriels aux États-Unis (WHO, 2001). 
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I. 1. 4. b. Arsenic dans les sols 

 

La nature, la concentration la mobilité et la disponibilité de l’As présent dans les sols sont 

étroitement liées aux conditions chimiques (pH et potentiel redox) du milieu considéré, et à la 

présence d’espèces inorganiques ou organiques capables de retenir l’As. (Seidel et al., 2002) 

La forme inorganique As(V), retenue par sorption ou précipitation avec les hydroxydes de fer, 

de manganèse et d’aluminium, est l’espèce majoritaire dans les sols présentant des conditions 

oxydantes. (Smedley et Kinniburgh, 2002) À l’inverse, dans les milieux réducteurs et acides, 

les oxydes de As(III) et les sulfures d’arsenic se présentent comme les formes les plus stables. 

(Sadiq, 1997)  

D’autre part, l’activité microbienne joue également un rôle important dans la répartition de 

l’As dans les sols. En effet, certains micro-organismes sont capables de réduire ou d’oxyder 

l’arsenic minéral. (Ahmann et al., 1997) Ainsi, les formes MA, DMA et TMAO peuvent être 

retrouvées dans certains sols suite à la bio-méthylation des espèces inorganiques par ce type 

de micro-organismes. Néanmoins, la présence de ces composés est aussi liée en partie à 

l’activité agricole (pesticides et fertilisants). (Lombi et al., 2000) De plus, la réduction du 

Fe(III) en Fe(II) par des bactéries spécifiques dans les zones anoxiques entraînerait le 

relarguage de l’As(V) adsorbé.  

 

I. 1. 4. c. Arsenic dans les eaux 

 
La concentration moyenne de l’As total dans l’eau de mer est de l’ordre de 1 à 2 µg L-1. 

(Nakazato et al., 2000) Dans les eaux douces, la teneur moyenne en As total est inférieure à 

10 µg L-1 (sauf en cas de pollution anthropogénique spécifique à certaines régions).  

(Mandal et Suzuki, 2002 ; Smedley et Kinniburgh, 2002) Les eaux souterraines présentent 

généralement des teneurs similaires même si certaines eaux peuvent atteindre 1000 µg L-1. 

(Gong et al., 2006) La présence de l’arsenic dans ces eaux est liée à sa mobilisation dans les 

sols. Les conditions géochimiques du sol traversé par les eaux douces conditionnent la 

concentration en arsenic. (Kim et al., 2003 ; Smedley et Kinniburgh, 2002) La dissolution et 

la spéciation de l’As dans les eaux naturelles sont gouvernées principalement par des facteurs 

physico-chimiques (pH, réactions redox, etc.). Ainsi, les formes As inorganiques sont les 

composés majoritaires dans les eaux. (Daus et al., 2000) Néanmoins, les espèces As 

organiques peuvent être rencontrées (généralement en faible concentration) dans les milieux 

aquatiques possédant une activité microbienne importante. (Smedley et Kinniburgh, 2002)  
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En effet, l’activité biologique (tout comme dans les sols) peut entraîner la réduction de As(V) 

en As(III) ou la méthylation des composés inorganiques en MA ou DMA. (Guérin, 1998) 

Des zones aquifères dans nombreuses régions du monde (Argentine, Bengladesh, Chili, 

Chine, Hongrie, Inde (région du West Bengale), Mexique, Roumanie, Taiwan, Vietnam et de 

nombreuses régions des États-Unis) présentent des concentrations importantes en As  

(> 50 mg L-1). Néanmoins, en terme d’exposition de la population, les pays les plus 

sérieusement touchés par les problèmes de contaminations d’arsenic dans les eaux restent 

l’Inde et le Bengladesh. (Smedley et Kinniburgh, 2002) 

La concentration en As dans les eaux souterraines peut atteindre 3,2 g L-1 dans certaines 

parties de ces régions. (Smedley et Kinniburgh, 2002) Jusqu’à 90 % des puits sont infectés 

dans les districts les plus touchés du sud-est du Bengladesh. La population exposée à des eaux 

fortement chargées en arsenic est estimée à 35 millions au Bengladesh et à 6 millions dans la 

région du West Bengale où environ 5000 patients ont été identifiés comme présentant une 

intoxication à l’arsenic. (Smedley et Kinniburgh, 2002) 

 

I. 2. Toxicité de l’arsenic 

 

La toxicité de l’As dépend de sa forme chimique et de son degré d’oxydation. Le composé 

minéral le plus toxique est l’arsine (AsH3) qui se présente sous forme de gaz. Une inhalation 

supérieure à 250 mg m-3 d’air de ce gaz est fatal quasi instantanément.  

(Bissen et Frimmel, 2003) Les doses létales (LD50) des espèces arséniées d’intérêt chez la 

souris ou le hamster sont répertoriées dans le tableau III.  

 

Tableau III :  Doses létales des différents composés arséniés chez la souris et le hamster 
(d’après Hugues, 2002) 
 

Espèce Animal LD50 
(mg As kg-1) 

   As2O3 
 

Souris 26 
   

As(III)  Souris 8 
   

As(III) Hamster 8 
   

As(V) Souris 22 
   

MMA III  Hamster 2 
   

MMA Souris 916 
   

DMA Souris 648 

   
TMAO Souris 5500 

   
AB Souris > 4260 
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Le classement des toxicité des espèces selon les LD50 est donc le suivant : MMAIII > As(III) 

> As(V) > As2O3 > DMA > MMA > AB > TMAO. Généralement, la forme As(III) est 

considérée comme plus toxique que la forme As(V) (elle est 60 fois plus toxique selon Jain et 

Ali (2000)). Historiquement, la méthylation de ces deux formes inorganiques est présentée 

comme un mécanisme de détoxification dans la mesure où les formes méthylées MA et DMA 

sont considérées comme moins toxiques que les formes inorganiques. (Gebel, 2002)  

Cependant, des travaux récents tendent à remettre en cause cette hypothèse en montrant que 

les formes trivalentes de MA et DMA pourraient être plus toxiques que As(III).  

(Petrick et al., 2000 ; Aposhian et al., 2000 ; Styblo et al., 2000 et 2002 ; Dopp et al., 2004 ; 

Hirano et al., 2004) À l’inverse des espèces inorganiques, les formes organiques telles que 

AB, AC, TMAO, TMA+ ou les arsénosucres ne sont toxiques qu’à très hautes doses. (Kaise et 

al., 1992 ; Neff, 1997) Le comité d’experts de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, ou 

« World Health Organization », WHO) a conclu que les espèces organiques arséniées 

n’entraînent pas de risques significatifs pour la santé du consommateur. (WHO, 2001)  

 

I. 2. 1. Devenir dans l’organisme humain 

 

L’arsenic absorbé par voie orale se distribue dans tous les organes. Néanmoins, en cas 

d’intoxication aiguë, les concentrations les plus importantes sont retrouvées dans le foie et les 

reins, les cheveux et les ongles. (Pichard et al., 2005) Les espèces inorganiques absorbées 

passent par une phase de méthylation pour faciliter leur élimination. (Gebel, 2002) L’arsenic 

est ensuite éliminé dans les urines par les reins (élimination de 43 à 63 % de la dose absorbée 

en 4 à 5 jours). (Pichard et al., 2005) Les matières fécales peuvent éliminer jusqu’à 5 % de la 

dose absorbée par la voie orale. (Pichard et al., 2005) 

 

I. 2. 2. Toxicité aiguë 

 

L'empoisonnement aigu à l’arsenic est rare. Il est souvent le résultat de l’ingestion 

accidentelle ou suicidaire d’insecticides ou de pesticides. (Szymańska-Chabowska et al., 

2002)) Les effets aigus de l’ingestion d’As inorganique se manifestent rapidement par des 

troubles gastro-intestinaux (diarrhées, vomissements, hémorragies et douleurs abdominales), 

(Choong et al., 2007) accompagnés d’une instabilité hémodynamique ou d’une encéphalite 

aiguë. (Bissen et Frimmel, 2003) Parfois, des troubles musculaires, un œdème facial ou une 

arythmie cardiaque peuvent aussi être observés. (Szymańska-Chabowska et al., 2002)  
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La toxicité de l’As inorganique dépend aussi d’autres facteurs tels que l’état de santé, le 

régime alimentaire, l’âge, le sexe et les dispositions génétiques. Enfin, la toxicité est liée au 

degré d’exposition à cet élément. En effet, une dose de 0,1 à 0,3 g As jour-1 est fatale à un 

individu non exposé à l’ingestion d’arsenic alors que la même dose pourra être supportée sans 

manifestation d’empoisonnement aigu par un individu soumis à une exposition chronique à 

l’arsenic. (Bissen et Frimel, 2003) 

 

I. 2. 3. Toxicité chronique 

 

La grande majorité des effets liés aux dérivés de l'arsenic est induite par les dérivés 

inorganiques. L’un des organes cibles lors d’une ingestion chronique est la peau.  

(Choong et al., 2007) L’hyperpigmentation et les kétaroses sur les paumes des mains et les 

plantes des pieds sont caractéristiques.(Caussy, 2003 ; Choong et al., 2007) Ces effets cutanés 

apparaissent pour des niveaux d’exposition de l’ordre de 0,01 à 0,1 mg As kg-1 jour-1. 

(Pichard et al., 2005) Ces symptômes s’accompagnent d’effets cardiovasculaires, 

respiratoires, hématologiques, digestifs, neurologiques, 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 boisson a aussi été associée à la maladie des pieds 

noirs (Blackfoot disease) dans le sud-ouest de Taiwan, suite à l’ingestion d’eau de boisson 

contenant de l’arsenic correspondant à des doses de 0,014 à 0,065 mg As kg-1 jour-1. 

(Chiou et al., 1995) Cette maladie provoque une altération progressive de la circulation 

sanguine périphérique des pieds, se manifestant par une sensation de froid et 

d’engourdissement, des ulcérations et une coloration noire de la peau. (Pichard et al., 2005 ; 

Chen et al., 1988 et1996 ; Tsai et al., 1999) Si les études à Taiwan démontrent clairement un 

lien entre la maladie des pieds noirs et les apports excessifs d’arsenic par l’eau de boisson, 

cette observation n’a pas pu être mise en évidence dans d’autres régions. La malnutrition 

et/ou des co-expositions jouent aussi probablement un rôle dans l’apparition de cette maladie. 

(Pichard et al., 2005) 

 

I. 2. 4. Valeurs toxicologiques de référence 

 
Une Valeur Toxicologique de Référence (VTR) est un indice qui est établi à partir de la 

relation entre une dose externe d'exposition à une substance dangereuse et la survenue d'un 

effet néfaste. Le tableau IV présente les VTR publiées par différents organismes. 
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Tableau IV : Valeurs toxicologiques de référence (d’après Pichard et al., 2005) 
 

Source Voie d’exposition Facteur de 
sécurité Valeur de référence Année 

     
WHO Exposition chronique par voie orale - DHTP = 15 10-3 mg kg-1 semaine-1 1996 

ATSDR Exposition aiguë par voie orale 10 MRL = 5 10-3 mg kg-1 jour-1 2007 

ATSDR Exposition chronique par voie orale 3 MRL = 3 10-4 mg kg-1 jour-1 2007 

US EPA Exposition chronique par voie orale 3 RfD= 3 10-4 mg kg-1 jour-1 1993 

US EPA Exposition chronique par inhalation - ERUi = 4,3 10-3 µg m-3 1998 

US EPA Exposition chronique par voie orale - ERUo = 1,5 mg kg-1 jour-1 1998 

 

La Dose Hebdomadaire Tolérable Provisoire (DHTP) a été fixée à 15 µg d’As inorganique 

par kg de poids corporel et par semaine soit 130 µg jour-1 pour un adulte de 60 kg.  

(WHO, 1989 et 1996) L’OMS a également établit une valeur-guide de 10 µg As L-1 pour l'eau 

de boisson. (OMS, 2001)  

L’ATSDR (Agency for Toxic Substances Disease Registry) propose un niveau de risque 

minimum (Minimum Risk Levels ou MRL) de 5 10-3 mg kg-1 jour-1 pour une exposition aiguë 

(1 à 14 jours) par voie orale à l’arsenic inorganique. (ATSDR, 2007) Cette valeur a été établie 

à partir d’une intoxication massive de 220 personnes, ayant consommé de la sauce de soja 

contaminée avec de l’arsenic. (Mizuta et al., 1956) Les doses journalières ont été estimées à 3 

mg jour –1. Les signes cliniques retenus sont l’oedème de la face et les symptômes gastro-

intestinaux. Ce MRL a été déterminé en se basant sur le LOAEL (Lowest Observed Adverse 

Effect Level) de 0,05 mg kg-1 jour-1 en y appliquant un facteur de sécurité de 10.  

L’ATSDR propose également un MRL de 3 10-4 mg kg-1 jour-1 pour une exposition chronique 

(> 365 jours) par voie orale à l’arsenic inorganique. (ATSDR, 2007) De même, l’US EPA 

propose une valeur toxicologique dite « dose de référence » ou RfD de 3 10-4 mg kg-1 jour–1. 

(US EPA, 1993) Ces deux valeurs, qui prennent en compte l’eau (destinée à la boisson et à la 

préparation des aliments) et les aliments comme sources principales d’exposition de la 

population générale à l’As, ont été établies à partir de deux études épidémiologiques prenant 

en compte la «maladie des pieds noirs» ainsi qu’une hyperpigmentation ou une kératose. Dans 

les 2 cas, un facteur de sécurité de 3 a été appliqué pour rendre compte de la variabilité inter-

espèce.  

Enfin, l’US EPA propose une valeur de ERUi (Excès de risque unitaire par inhalation) de 4,3 

10-3 µg m-3 et de ERUo (Excès de risque unitaire par voie orale) de 1,5 mg kg-1 jour-1.  

(US EPA, 1998) L’ERUi a été établie en prenant en compte l’apparition des cancers 

pulmonaires dans les études épidémiologiques réalisées en milieu professionnel.  

(Brown et Chu, 1983a,b ; Enterline et Marsh, 1982) 
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I. 2. 5. Effets cancérigènes 

 

L’arsenic inorganique est un cancérigène reconnu pour l’homme par le Centre International 

de Recherche sur le Cancer (CIRC) (classé en groupe 1 (IARC, 1987)) et par l’US EPA 

(classé en groupe A (US EPA, 1998)). Les espèces MA et DMA ont également été identifiées 

comme possibles agents cancérigènes. (Brown et al.,1997 ; Thomas et al., 2001) L’arsenic est 

associé à différents types de cancers (poumons, foie, vessie et peau) observés chez des sujets 

exposés à de l’arsenic inorganique par voie orale ou respiratoire. (Tseng, 1977 ; 

Kaltreider et al., 2001 ; Mandal et Suzuki, 2002) 

Les différentes études épidémiologiques menées sur les populations contaminées à Taiwan 

(Tseng, 1977 ; Tseng et al., 1986 ; Hsueh et al., 1995 ; Chiou et al., 1995 ; Chen et al., 2004) 

ou au Chili (Smith et al., 1998) ont démontré de manière convergente que les expositions de 

longue durée à l'arsenic présent dans l'eau de boisson entraînaient une augmentation des 

cancers de la vessie, du rein, de la peau, du poumon et dans une moindre mesure du foie, du 

côlon et de la prostate. 

Le même type d’études menées aux États-Unis n’a pas permis d’observer de lien entre la 

présence d’arsenic dans l’eau potable à des concentrations supérieures à 10 µg As L-1 et 

l’incidence des cancers de la vessie ou du poumon ou la mortalité liée à ces cancers. (Morton 

et al., 1976 ; Bates et al., 1995) L’exposition à de plus faibles doses d’arsenic et des effectifs 

de population moins importants expliquent probablement ces divergences et ne remettent pas 

en cause les résultats observés dans les autres pays.  

 

I. 2. 6. Besoins essentiels et effets thérapeutiques 

 
Des études ont montré que l’arsenic, malgré sa toxicité, était un élément essentiel au 

métabolisme des organismes vivants. (Uthus, 1992 ; Jain et Ali, 2000) Les besoins en arsenic 

pour l’homme ont été évalués entre 10 et 20 µg jour–1. (Uthus, 1992) 

L’arsenic est aussi connu depuis longtemps pour divers effets thérapeutiques. Hippocrate 

(460-370 av JC) préconisait son utilisation contre la malaria ou la syphilis avec des dérivés 

organo-métalliques tels que l'arsphénamine et la néoarsphénamine. Il est aussi conseillé par la 

médecine chinoise traditionnelle contre l’asthme et le psoriasis. (Peters et al., 1996) De nos 

jours, il est un des composés du seul traitement connu (Melarsoprol) contre la maladie du 

sommeil (trypanosomiase). Son efficacité a aussi été démontrée avec le trioxyde d'arsenic, 

As2O3 où l'arsenic est à l'état trivalent, dans le traitement de leucémies aiguës 

promyélocytaires (cancer du sang). (Parmar et al., 2004) 
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I. 3. Exposition humaine 

 

La voie orale est la principale voie d’absorption devant l’inhalation et l’absorption cutanée. 

L'exposition à l'arsenic en dehors du cadre professionnel est essentiellement due à l'ingestion 

d'aliments et d'eau contaminés. (Caussy, 2003) La dose journalière totale est principalement 

constituée par l'apport alimentaire. Les produits de la pêche, les légumes, le riz et la viande 

(avec l’utilisation de composés arséniés comme supplément animal) constituent les principaux 

apports en As de l’alimentation humaine. Néanmoins, les produits de la pêche sont considérés 

comme la source d’exposition majeure de l’arsenic au travers de l’alimentation humaine. 

(Ballin et al., 1994) En France, l’arsenic total a été estimé à 4,5 mg kg-1 (min-max 0,68 – 23 

mg kg-1) dans les poissons, (SCOOP Task 3.2.11, 2004) ou à un niveau moyen de 2 mg kg-1 

dans le groupe des poissons et les mollusques et crustacés, les autres groupes présentant 

majoritairement des niveaux inférieurs à 50 µg kg-1. (Leblanc et al., 2005) 

Cependant, dans certaines régions, c'est l'eau de boisson qui constitue une source importante 

d'exposition à l'arsenic minéral. La directive européenne (98/83/CE, 1998) fixe à 10 µg L-1 la 

concentration maximale en arsenic admissible dans les eaux destinées à la consommation 

humaine.  

En France, l’apport journalier moyen par l’alimentation chez les adultes («normoévaluants» 

de 15 ans et plus) a été estimé à 109-147 µg d’arsenic total par la méthode des repas dupliqués 

(Leblanc et al., 2000 ; Noël et al., 2003), à 148 µg (dont 95 % proviennent des produits de la 

pêche) à partir des données des plans de surveillance (SCOOP Task 3.2., 2004) et à 62 µg par 

la méthode de l’alimentation totale française (French total diet study ou FTDS). 

(Leblanc et al., 2005) Chez les enfants, les estimations vont de 43 µg jour-1 (Leblanc et al., 

2005) à 101 µg jour-1 (dont 91 % proviennent des produits de la pêche) (SCOOP Task 3.2.11, 

2004). 

Les estimations moyennes au niveau européen dans les produits de la mer varient 

considérablement d’une matrice à l’autre et selon les pays : de 0,019 (Grèce) à 18 mg kg-1 

(Belgique) pour les poissons et les produits de la mer. (SCOOP Task 3.2.11, 2004) À partir 

d’études similaires, les estimations au niveau européen et au niveau international varient 

respectivement entre 0,001 pour le Portugal (étude réalisée uniquement sur des boissons) et 

309 µg jour-1 pour l’Italie (dont 99 % proviennent des produits de la pêche).  

(SCOOP Task 3.2.11, 2004) Toutefois, seule une faible proportion (1-20 %) de l’arsenic total 

est présent sous les formes inorganiques les plus toxiques. (Edmonds et Francesconi, 1993 ; 

Schoof et al., 1999)  
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Cependant, une grande incertitude persiste sur ces estimations dans la mesure où la proportion 

d’arsenic inorganique dépend en grande partie de la nature des aliments ingérés. Les poissons 

et les fruits de mer semblent avoir une faible teneur en arsenic minéral (< 1 % à 10 % selon 

les études). (Schoof et al., 1999) En revanche, la concentration en arsenic minéral est plus 

élevée dans la viande, la volaille, les produits laitiers et les céréales. (WHO, 2001) 
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II. 1. Introduction 

 

Cette partie est consacrée aux principes des méthodologies utilisées et présente les aspects 

généraux d’optimisation de la méthode de séparation de différents composés arséniés par 

couplage HPLC/ICP-MS, à partir d’un article publié dans « Journal of Analytical and Atomic 

Spectrometry » (Article I). Après avoir justifié le choix du système analytique retenu en 

détaillant l’état de l’art de la spéciation de l’arsenic, nous exposerons les aspects théoriques et 

pratiques de l’optimisation des paramètres de séparation et de détection des espèces arséniées 

par la méthode des plans d’expériences.  

Deux conditions chromatographiques différentes ont été optimisées dans cette partie de 

l’étude. La première correspond à la séparation des 7 composés As généralement retrouvés 

dans les produits de la pêche (As(III), As(V), MA, DMA, AB, TMAO et AC), objectif 

principal de ce projet. La deuxième étude englobe la séparation de ces 7 composés auxquels 

nous avons ajouté 2 composés anticoccidiens (additifs alimentaires) susceptibles d’être 

retrouvés dans les volailles d’importation : la roxarsone (ROX) et l’acide p-arsanilique (p-

ASA). À noter que cet objectif a été rajouté en urgence à la demande de la Direction Générale 

de l’Alimentation (DGAl) dans un contexte de crise sanitaire dans la filière « volaille » en 

France et en Europe afin d’évaluer si ces composés pouvaient être autorisées temporairement 

sur le territoire en prévention de l'histomonose de la dinde. Suite au refus d’autorisation par la 

Direction Générale de la Santé (DGS) estimant la dangerosité trop importante de ces 

composés et de ses métabolites, lorsqu’ils sont utilisés comme additifs dans l'alimentation 

animale, et faute de financement, cette étude n’a pas été poursuivie ultérieurement. En 

conséquence et dans un esprit de synthèse, seuls les résultats concernant la séparation de 7 

espèces arséniées seront détaillés. Ceux concernant la séparation de 9 espèces arséniées seront 

brièvement exposés en fin de partie et en annexe 1. 

 
II. 2. Spéciation de l’arsenic : état de l’art 

 

La nécessité de la spéciation de l’arsenic est apparue au début du vingtième siècle à la suite de 

la découverte de fortes teneurs en arsenic dans les produits de la pêche. C’est dans les années 

70 que la technique de génération d’hydrure (HG) associée à une détection par spectroscopie 

d’absorption atomique (SAA) a été utilisée pour la séparation des 2 composés inorganiques 

(As(III) et As(V)) et des deux composés méthylés (MA et DMA). (Braman et Foreback, 

1973) Cependant, cette méthode est apparue rapidement limitée pour la spéciation de l’arsenic 

dans des matrices complexes. (Francesconi et Kuenelt, 2004) 
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Au cours des dernières décennies, diverses techniques ont été développées pour 

l’identification et la quantification des différentes espèces arséniées : techniques 

spectrophotométriques, HG-(CT)GC-AAS(ou AFS), HPLC-HG-AAS (ou AFS), GC-MS, 

HPLC-ESMS, HPLC-ESMS-MS, CE-UV, CE-MS, spectroscopie par rayon X, etc.. 

(Francesconi et Kuenelt, 2004) Cependant, les nombreuses revues de synthèse abordant la 

spéciation de l’arsenic (Guérin et al., 1999 ; Gong et al., 2002 ; Francesconi et Kuenelt, 

2004 ; B’Hymer et Caruso, 2004 ; Le et al., 2004 ; Leermakers et al., 2006) montrent que la 

grande majorité des travaux utilise une méthode de séparation basée sur la chromatographie 

liquide haute performance (ou « High Performance Liquid Chromatography », HPLC) et une 

détection par plasma induit couplé à un spectromètre de masse (ou « Inductively Coupled 

Plasma – Mass Spectrometry », ICP-MS). Ce couplage permet de combiner une méthode de 

séparation simple, rapide et reproductible avec un système de détection sensible, juste et 

fidèle et possédant une large gamme dynamique. 

 

II. 2. 1. Méthode de séparation par HPLC 

 

Selon les conditions de pH, les espèces arséniées peuvent être cationiques, anioniques ou 

neutres permettant leur séparation par chromatographie, par appariement d’ions 

(Le et al., 1998 ; Moldovan et al., 1998 ; Wangkarn et Pergantis, 2000 ; Yamaoka et al., 

2001 ; Wrobel et al., 2002 ; Karthikeyan et Iyer, 2004 ; Kannamkumarath et al., 2004 ; 

Pan et al., 2007 ; Rabieh et al., 2008), par exclusion stérique (de manière beaucoup moins 

importante) (Nakazato et al., 2000) ou par échange d’ions (ou « Ion exchange 

Chromatography », IEC). Cette dernière est la séparation la plus largement répandue. (Guérin 

et al., 1999 ; Gong et al., 2002 ; Francesconi et Kuenelt, 2004 ; B’Hymer et Caruso, 2004 ; 

Le et al., 2004 ; Leermakers et al., 2006)  

 

Différentes combinaisons de colonne(s)/éluant(s) ont été envisagées dans la littérature pour la 

séparation simultanée des espèces inorganiques (As(III) et As(V)), méthylées (MA et DMA) 

et organiques (AB, TMAO, AC, TMA+, etc.). Par esprit de synthèse, seules les études ayant 

rapporté une séparation d’au moins 5 espèces As d’intérêt et présentes dans les produits de la 

pêche (As(III), As(V), MA, DMA, AB), et ayant été publiées depuis 1998 seront considérées 

dans le cadre de ces travaux. Les tableaux V et VI présentent l’ensemble de ces études en 

distinguant leur mode d’élution (mode isocratique ou gradient, respectivement).  
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À noter que les temps de rétention (lorsqu’ils étaient disponibles) sont donnés uniquement à 

titre indicatif, car très souvent repérés visuellement sur les figures ; ce paramètre ne figurant 

quasiment jamais dans les résultats, il est impossible de savoir s’il s’agit d’un temps de 

rétention corrigé ou non. D’autre part, seules les matrices biologiques testées sont indiquées. 

Enfin, la signification des nombreuses abréviations utilisées, indispensables pour alléger ces 

tableaux, est indiquée en légende.  
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Tableau V : Séparation des espèces arséniées en mode isocratique 
 

Colonne(s) Phase mobile 
(composition) pH Débit 

(mL min -1) 
Espèces séparées  

et temps de rétention (min) Matrices analysées Références 

LC SAX1 15 mM NH4H2PO4 5,1 As(III); As(V); MA; DMA; AB 

LC SCX1 20 mM C5H5N 2,0-3,0 
1,0 

AB; AC; TMA+; TMAO 
DORM 1a,  DORM 2a Goessler et al. (1998) 

LC SAX1 20 mM H2PO4-/HPO4
2- 4,2 As(III) (2,5); AB (2,8); DMA (3,3); MA (8,7); As(V) (11,3) 

LC SCX1 20 mM C5H5N 3,0 
1,5 

AB (3,3); TMAO (5,5); AC (6,5); TMA+ (7,5) 
Vers de terre 

Geiszinger et al. 
(1998) 

PRP X1002 20 mM NH4H2PO4 3,0-5,0 As(III) (1,8); DMA (2,1); MA (2,8); As(V) (4,0) 

LC-SCX1 10 mM C5H5N /CH2O2 5,6 
1,5 

AB (3,5); TMAO (3,9); AC (4,4); TMA+ (5,6) 
Requins Hanaoka et al. (1999) 

PRP X1002 50 mM H2PO4-/HPO4
2- 6,0 

LC-SCX1 20 mM C5H5N 2,7 
1,3 As (III) (5,0); DMA (6,0); MA (16,0); As(V) (27,0); AB Urine, SRM 2670nb 

Feldmann et al. 
(1999) 

PRP X1002 30 mM H3PO4 6,0 1,3 As(III) (3,2); DMA (4,0); MA (4,8); As(V) (7,5) 

LC SCX1 20 mM C5H5N 2,9 1,0 AB (3,7); DMAE (8,3); TMAO (9,3); AC (11,7); TMA+ (14,2) 
Algues, rein, foie, muscle, urine, 

sang 
Feldmann et al. 

(2000) 

PRP-X1002 20 mM NH4H2PO4 5,6 As(III) (2,0); DMA (2,7); MA (3,5); As(V) (7,5) 

Zorbax 3003  20 mM C5H5N 2,2 
1,5 

DMA (1,6); AB (2,0); TMAO (3,2); AC (4,9); TMA+ (5,5) 
Algues Madsen et al. (2000) 

GL-IC-A154 

GL-IC-C754 
4 mM NH4H2PO4 2,6 1,2 

As(III) (3,2); DMA (4,0); MA (4,8); AB (7,5); 
TMAO (14,0); AC (21,0); TMAs (23,5); As(V) (27,0) 

Urine Sakai et al. (2001) 

GL-IC-EM4 

C75L4 
5 mM H2C2O4 - 1,2 

As(V) (5,5); MA (6,0); As(III) (6,5); DMA (8,0); AB (16,0);  
TMAO (22,0); AC (30,5); TMA+ (34,0) 

Urine Sakai et al. (2001) 

PRP X1002 6,7 mM NH4H2PO4  6,0 As(III); As(V); MA; DMA; AB 

LC-SCX1 6,7 mM C5H5N 2,6 
1,0 

AB; AC; TMA+; TMAO 
phoques Ebisuda et al. (2002) 

PRP X1002 6,3 mM NH4H2PO4  6,0 As(III); As(V); MA; DMA; AB 

LC-SCX1 6,3 mM C5H5N 2,6 
1,0 

AB; AC; TMA+; TMAO 
Foie d’animaux marins, DORM 2a Kubota et al. (2002) 

PRP X1002 30 mM H3PO4 6,0 As(III) (3,2); DMA (4,0); MA (4,8); As(V) (7,5) 

LC SCX1 20 mM C5H5N  2,9 
1,0 

AB (3,7); DMAE (8,3); TMAO (9,3); AC (11,7); TMA+ (14,2) 
Vers de terre Langdon et al. (2002) 

PRP X1002 20 mM NH4H2PO4 4,5-5,6 As(III) + AB (1,5); DMA (2,0); MA (3,5); As(V) (6,3) 

LC SCX1 20 mM C5H5N 2,4 
1,5 

AB (3,5); TMAO (4,9); AC (5,6); TMA+ (6,8) 
Poissons, DORM 2a, TORT 2e Kirby et Maher 

(2002) 

PRP X1002 10 mM PO4
-3 6,0 As(III)  + AB (2,7); DMA (3,8); MA (5,3); As(V) (12,3) 

PRP X2002 4 mM C5H5N  2,8 
1,5 

As(III)  (2,3); AB (3,3); DMA + MA + As(V) (5,3) 
Poulet, riz, poissons, NIST 1568ac, 

DORM 2a 
Pizarro et al. 
(2003 a et b) 

  1 Supelcosil, 2 Hamilton, 3 Hellwett Packard, 4 Gelpack, 5 Int. Chromato., 6 Nucleosil, 7 Agilent, 8 Waters, 9 Dionex, 10 Micromass, 11 Asahipak, 12 Asahipak, 13 Shodex, a aiguillat, b urine, c farine de riz, d thon, 
e hepatopancreas d’homard, f algues 
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Tableau V (suite) 

Colonne(s) Phase mobile (composition) pH  Débit 
(mL min -1) 

Espèces séparées  
et temps de rétention (min) Matrices analysées Références 

PRP X1002 
PRP X2002 

10 mM (NH4)2CO3 
50 mM (NH4)2CO3 

9,0 1,0 AB (5,0); As(III) (8,0); DMA (9,5); AC (12,0); MA (16,0); As(V) (20,5) Nourriture Milstein et al. (2003) 

PRP X1002 20 mM NaH2PO4 5,6 AB + AC + As(III) (2,0); DMA (2,3); MA (4,6); As(V) (9,8) 
LC SCX1 20 mM C5H5N 2,6 

1,5 
AB; AC; As(III) 

Plantes 
Quaghebeur et al. 

(2003) 
ION 1205 30 mM NH4HCO3 + 2% MeOH 10,0 AB+DMA+As(III) (2,0); MA (7,8); As(V) (11,3) 

5SA6 30 mM C5H5N + 2% MeOH 3,0 
1,0 

As(V) (2,5); DMA (3,5); AB (4,3); TMAO (6,5); AC (9,2) 
DORM 2a Falk et Emons (2000) 

PRP-X1002 20 mM NH4H2PO4 5,6 As(III) (1,8); DMA (2,7); MA (4,7); As(V) (9,7) 

Zorbax 3007 20 mM C5H5N 2,3 
1,5 

DMA (1,3), AB (1,8); TMAO (2,5); AC (3,3); TMA+ (4,0) 
Poissons d’eau douce 

Zheng et Hintelmann 
(2004) 

PRP-X1002 20 mM NH4H2PO4 5,6 As(III) (1,8); DMA (2,2); MA (4,5); As(V) (8,5) 

Zorbax 3007 20 mM C5H5N 2,6 
1,5 

AB (2,0); TMAO (2,9); AC (3,8); TMA+ (4,4) 
Eaux, algues, plantes, produits de la 

pêche 
Schaeffer et al. 

(2006) 

PRP X1002 20 mM NH4H2PO4 5,6 As(III) (2,0); DMA (2,8); MA (5,0); As(V) (9,8) 

LC SCX1 20 mM C5H5N 2,6 
1,5 

AB (4,2); AB2 (7,8); AC (8,5); TMA+ (10,5) 
DORM 2a, TORT 2e, CRM 279f Foster et al. (2007) 

PRP-X1002 20 mM NH4H2PO4 6,0 As(III); DMA; MA; As(V) 

Zorbax 3007 20 mM C5H5N 2,6 
1,5 

AB; TMAO; AC; TMA + 
Plantes 

Ruiz-Chancho  
et al. (2008) 

PRP-X1002 20 mM NH4H2PO4 6,0 As(III) (2,0); DMA (2,7); MA (3,5); As(V) (7,5) 

Zorbax 3007 10 mM C5H5N 2,3 
1,5 

DMA (1,6); AB (2,0); TMAO (3,2); AC (4,9); TMA+ (5,5) 
Sauces de poissons 

Rodriguez et al. 
(2008) 

PRP X1002 30 mM (NH4)2CO3  9,0 1,0 AB + AC (2,5); As(III) (3,0); DMA (4,0); MA (9,0); As(V) (17,0) DORM 2a, poissons Ackley et al. (1999) 

PRP X1002 15 mM C4H6O6 2,9 1,5 AB (6,6); MA (7,0); DMA (8,3); As(III) (11,6); As(V) (19,7) Urine, SRM 2670nb Chen et al. (2002) 

Pak A HR8 10 mM NaH2PO4/ Na2HPO4 (4/1) 6,0 0,5 AB (1,8); As(III) (2,3); DMA (3,3); MA (3,8); As(V) (11,5) Plantes, graines 
Van den Broeck et al. 

(1998) 

Pak Anion HR9 10 mM (NH4)2CO3 10,0 1,0 AB (0,9); As(III) (1,4); DMA (2,3); MA (3,9); As(V) (5,0) Carrottes Vela et al. (2001) 

Ion-Exchange10 10 mM NH4NO3  - 0,4 As(V) (7,1); MA (8,0); DMA (9,1); As(III) (10,8); AB (12,9) Eaux Xie et al. (2002) 

PRP-X1002 10 mM HPO4
2-/ H2PO4

-  8,5 1,5 AB (1,5); As(III) (1,9); DMA (2,6); MA (4,0); As(V) (10,5) 
Riz; SRM 1568ac, poulet, poissons, 

CRM 627d 
Sanz et al. (2005a) 

Pak Anion HR8 10 mM (NH4)2CO3pH 10,0 1,0 AB (3,0); DMA (4,8); As(III) (7,4); MA (12,0); As(V)(15,2) Riz, SRM 1568af 
Heitkemper et al. 

(2001) 

ES-502N 7C12 15 mM C6H8O7 2,0 1,0 
AC (2,3); AB (2,7); DMAV (3,0); MAV (3,7); As(III) (4,0); 

DMA III  (5,0); MAIII  (6,0); As(V) (8,2) 
Urine; SRM 2670nb, cheveux, 

ongles 
Mandal et al. 

(2001,2003,2004) 

ES-502N 7C12 15 mM C6H8O7 2,0 1,0 
AC (2,3); AB (2,7); DMAV (3,0); MAV (3,7); As(III) (4,0); 

DMA III  (5,0); MAIII  (6,0); As(V) (8,2) 

RSpak NN-1413 36 mM CH2O2 + 2 mM NH4HCO2 2,8 0,8 As(V) (3,0); MAV (4,0); DMAIII  (4,5); As(III) (5,0); DMAV (6,0); AB (13,0) 
Fluides corporels 

Suzuki et al. (2001, 
2002) 

  1 Supelcosil, 2 Hamilton, 3 Hellwett Packard, 4 Gelpack, 5 Int. Chromato., 6 Nucleosil, 7 Agilent, 8 Waters, 9 Dionex, 10 Micromass, 11 Asahipak, 12 Asahipak, 13 Shodex, a aiguillat, b urine, c farine de riz, d thon, 
e hepatopancreas d’homard, f algues, 
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Tableau VI : Séparation des espèces arséniées en mode gradient 
 

Colonne Phase mobile (composition) pH Débit 
(mL min -1) 

Espèces séparées  
et temps de rétention (min) Matrices analysées Références 

PRP X1001 
Éluant A : 5 mM NH4NO3 + 5 mM (NH4)2CO3 
Éluant B : 50 mM NH4NO3 + 5 mM (NH4)2CO3 

9,0 1,0 AB + AC (3,9); As(III) (5,8); DMA (7,9); MA (9,9);As(V) (11,1) Poissons, DORM 2a 
McKiernan et al. 

(1999) 

PRP X1001 
Éluant A:12,5 mM (NH4)2CO3 
Éluant B: 50 mM (NH4)2CO3 

8,5 0,8 
AB (1,8); AC (1,9); As(III) (3,0); DMA (5,5); MA (19,0); 

As(V) (26,0) 
Pommes 

B’Hymer et Caruso 
(2002) 

PRP X1001 
Éluant A:15 mM (NH4)2CO3  
Éluant B: 50 mM (NH4)2CO3 

8,5 0,8 AB (1,8); AC (1,9); As(III) (3,0); DMA (5,5); MA (17,0); As(V) (26,0) TORT 2b Brisbin et al. (2002) 

PRP X1001 
Éluant A: 0,25 mM (NH4)2H2PO4 + 2% MeOH 
Éluant B: 20 mM (NH4)2H2PO4 + 2% MeOH 

9,0-8,8 1,0 AB (2,6); As(III) (4,1); DMA (8,3); MA (10,5); As(V) (13,7) DORM 2a Falk et Emons (2000) 

PRP X1001 
Éluant A:15 mM (NH4)2CO3 + 2% MeOH 
Éluant B: 50 mM (NH4)2CO3+ 2% MeOH 

9,0 1,0 AB (2,0); As(III) (3,3); DMA (4,3); MA (6,8); As(V) (8,0) Urines, DORM 2a, poissons Wang et al. (2007) 

PRP X1001 
Éluant A : H2O  

Éluant B: 50 mM (NH4)2CO3 
7,0 
9,5 

1,1 AC (1,1); AB (1,5); As(III) (3,0); DMA (5,2); MA (10,5); As(V) (12,5) Produits de la pêche, TORT 2b Cao et al. (2008) 

ION 1202 
Éluant A : 5 mM (NH4)2CO3 
Éluant B : 0,2 M (NH4)2CO3 

10,3 1,0 AB (1,5); DMA (2,3); As(III) (3,1); MA (6,4); As(V) (7,1) Urine Ritsema et al. (1998) 

ION 1202 
Éluant A : 5 mM (NH4)2CO3 + 2% MeOH 
Éluant B : 50 M (NH4)2CO3 + 2% MeOH 

10,3 1,0 AB (1,5); DMA (2,5); As(III) (3,5); MA (5,8); As(V) (6,0) DORM 2a Falk et Emons (2000) 

ION 1202 
Éluant A: 40 mM (NH4)2CO3 
Éluant B: 70 mM (NH4)2CO3 

10,5 
1,0 
1,5 

AB (1,7); DMA (2,4); As(III) (3,0); MA (5,6); As(V) (7,5) Urine, SRM 2670d Wei et al. (2001) 

AX103 
Éluant A: 0,1 mM K2SO4 
Éluant B: 100 mM K2SO4 

10,2 1,0 AB (2,7); DMA (3,7); MA (16,7); As(III) + As(V) (19,3) Huîtres, TORT-2b 
Fitzpatrick et al. 

(2002) 

Ionpac AS4A4 
Éluant A: 0,4 mM HNO3 
Éluant B: 50 mM HNO3 

3,4 
1,3 

1,2 
As(III) (1,2); MA (1,9); DMA (4,4); As(V) (5,7); AB (8,0); 

TMAO (9,7); AC (10,3); TMA+ (11,8) 
DORM 2a, produits de la pêche, 

algues 
Karthikeyan (2004) 

Ionpac AS4A4 
Éluant A: 0,4 mM HNO3 
Éluant B: 50 mM HNO3 

3,4 
1,3 

1,2 
As(III) (1,2); MA (1,9); DMA (4,4); As(V) (5,7); AB (8,0); 

TMAO (9,7); AC (10,3); TMA+ (11,8) 
Algues, crevettes 

Karthikeyan  
et al. (2003) 

Ionpac AS 74 
Éluant A : 0,5 mM HNO3 

Éluant B : 50 mM HNO3 
3,3 
1,3 

1,0 As(III) (2,7); MA (4,4); DMA (6,0); As(V) (7,4), AB (10,0); AC (11,9) DORM 2a, eaux 
Mattusch et Wennrich 

(1998) 

Ionpac AS 74 
Éluant A: 0,4 mM HNO3 + 0,05 mM BDSA  
Éluant B: 50 mM HNO3 + 0,05 mM BDSA  

3,4 
1,3 

1,0 
As(III) (2,0); MA (3,8); DMA (5,5); As(V) (7,0); AB (9,8); 

TMAO (11,8); AC (12,5); TMA+ (13,7) 
DORM 2a, champignons 

Londesborough 
et al.(1999) 

Ionpac AS 74 
Éluant A: 0,4 mM HNO3 + 0,05 mM BDSA 
Éluant B: 50 mM HNO3 + 0,05 mM BDSA 

3,4 
1,3 

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

TMAO (10,3); TMA+ (11,3) 
Plantes, BCR 402e, BCR 279f Schmidt et al. (2000) 

  1 Hamilton, 2 Int. Chromato., 3 Benson, 4 Dionex, a aiguillat, b hépatopancreas de homard, c thon, d urine, e trèfle blanc, f algues, g moules 
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Tableau VI (suite) 
 

Colonne Phase mobile (composition) pH Débit 
(mL min -1) 

Espèces séparées  
et temps de rétention (min) Matrices analysés Références 

Ionpac AS 74 
Éluant A: 0,4 mM HNO3 + 0,05 mM BDSA 
Éluant B: 50 mM HNO3 + 0,05 mM BDSA 

3,4 
1,3 

1,0 
As(III) (2,0); MA (3,5); DMA (5,0); As(V) (6,8); AB (8,5); 

AC (10,5); TMAO (11,0); TMA+ (11,3) 
Plantes Mattusch et al. (2000) 

Ionpac AS 74 

Éluant A: 0,5 mM HNO3 + 0,05 mM BDSA  
+ 0,5 % MeOH 

Éluant B: 50 mM HNO3 + 0,05 mM BDSA  
+ 0,5 % MeOH 

3,3 
 

1,3 
 

1,0 
As(III) (1,7); MA (3,2); DMA (5,0); As(V) (6,9); AB (9,8); 

TMAO (12,0); AC (13,0); TMA+ (14,2) 
DORM 2a, BCR 477g, Huîtres, 

Algues, Produits de la pêche, riz,  

Kohlmeyer et al. 
(2002, 2003,  

2005) 

Ionpac AS 74 
Éluant A: H2O 

Éluant B: 300 mM HNO3  
7,0 
0,5 

1,0 As(III) (1,8); MA (1,9); As(V) (2,1); DMA (4,1); AB (7,0) Poissons Jackson et al. (2002) 

Ionpac AS74 
Éluant A: 0,5 mM CH3COOH–CH3COONa 

Éluant B: 25 mM HNO3  
4,8 
1,6 

0,5 
As(III) (2,5); DMA (5,8); MA (7,5); As(V) (10,0); AB (12,5); 

TMAO (18,5); AC (21,0); TMA+ (22,0) 
Produits de la pêche DORM 2a Simon et al. (2004) 

Ionpac AS74 
Éluant A: 0,4 mM HNO3 
Éluant B: 50 mM HNO3 

3,4 
1,3 

1,0 As(III) (1,5); DMA (3,7); As(V) (5,8); AB (6,8); TMAO (7,8) Plantes Daus et al. (2005) 

Ionpac AS74 
Éluant A: 2,5 mM NH4H2PO4 
Éluant B: 50 mM NH4H2PO4 

2,6 
1,3 

1,0 AB (1,5); DMA (1,8); As(III) (3,0); MA (8,8); As(V) (14,8) Eaux Ronkart et al. (2007) 

Ionpac AS 
144 

Éluant A: 2 mM NH4H2CO3 + 2,2 mM C4H6O6 
Éluant B: 2 mM NH4H2CO3 + 45 mM C4H6O6 

8,2 1,0 AB (2,3); As(III) (2,6); DMA (3,3); MA (4,5); As(V) (9,8) Eaux, SRM 2670nd, DORM 2a 
Lindemann  

et al. (1999,2000) 

Ionpac AS 
144 

Éluant A: 1,5 mM (NH4)2CO3 
Éluant B: 12 mM (NH4)2CO3 

Éluant C: 20 mM (NH4)2CO3 

8,7 1,5 AB (2,0); As(III) (3,5); DMA (5,8); MA (16,7); As(V) (22) Eaux Duarte et al. (2007) 

  1 Hamilton, 2 Int. Chromato., 3 Benson, 4 Dionex, a aiguillat, b hépatopancreas de homard, c thon, d urine, e trèfle blanc, f algues, g moules 
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II. 2. 1. a. Séparation en mode isocratique 

 

Généralement, les colonnes échangeuses d’anions (PRP-X100 ou LC SAX), associées à une 

phase mobile phosphatée ou carbonatée, sont utilisées pour la séparation des espèces 

inorganiques (As(III) et As(V)) et des espèces méthylées (MA et DMA) alors que la 

séparation par échanges cationiques (PRP-X 200, LC SCX, Zorbax 300 SCX ou IC-CS-10), 

avec un éluant constitué de pyridine (C5H5N) ou d’acide formique (CH2O2), est utilisée pour 

les espèces organiques (AB, AC, TMAO, TMA+, etc.). (Guérin et al., 1999 ; 

Gong et al., 2002 ; Francesconi et Kuenelt, 2004 ; B’Hymer et Caruso, 2004) Une 

combinaison de ces deux méthodes est couramment utilisée pour séparer l’ensemble des 

espèces concernées mais engendre fatalement une augmentation significative du temps 

d’analyse (temps de séparation et temps de stabilisation des colonnes). 

 

L’utilisation unique d’une colonne à échange d’anions en mode isocratique apparaît délicate 

dans la mesure où la résolution des pics AB et As(III) est généralement faible.  

(Ackley et al., 1999 ; Van den Broeck et al., 1998 ; Vela et al., 2001 ; Xie et al., 2002 ; 

Sanz et al., 2005a) Toutefois, les travaux de Zheng et al. (1999) et Chen et al. (2002) ont 

démontré que l’acide tartrique (C4H6O6), utilisé comme éluant, forme un complexe anionique 

avec l’arsénite, permettant une séparation de 5 composés (As(III), As(V), MA, DMA et AB) 

en moins de 15 minutes. Une autre étude réalisée par Saverwyn et al. (1997) montre qu’il est 

possible de séparer ces 5 composés en optant pour une colonne LC SAX avec un éluant 

phosphaté. Néanmoins, ces travaux se sont limités à des matrices relativement peu complexes 

(eaux et urines). De même, Heitkemper et al. (2001) rapporte la séparation des 5 composés 

avec une colonne Pak Anion HR associée à une phase mobile carbonatée. D’autre part, la 

colonne ES 502N7C (Asahipak), associée à une phase mobile constituée d’acide citrique 

(C6H8O7), permettrait aussi une séparation satisfaisante des composés considérés en moins de 

10 minutes. De plus, cette colonne offre la possibilité de distinguer les formes trivalentes 

MA(III) et DMA(III) des formes pentavalentes MA(V) et DMA(V). Cependant, ce type de 

colonne a exclusivement été utilisé pour l’analyse de fluides biologiques.  

(Mandal et al., 2001, 2003 et 2004 ; Suzuki et al., 2001 et 2002) Quelques travaux rapportent 

l’utilisation d’autres colonnes alternatives en mode isocratique telle que la colonne RSpak 

NN-14 (Shodex) (Suzuki et al., 2001 et 2002) associée à une phase mobile spécifique. 

Néanmoins, ces travaux restent également limités à des matrices liquides (eaux ou fluides 

corporels). 
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En conclusion, la séparation simultanée des composés arséniés organiques et inorganiques, 

hormis quelques exemples, paraît délicate en mode isocratique. 

 

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

 

Quelques travaux ont décrit la séparation en mode gradient des 5 composés considérés 

(As(III), As(V), MA, DMA, AB) avec une colonne à échange d’ions du type PRP-X100 

(McKiernan et al., 1999 ; B’Hymer et Caruso, 2002 ; Brisbin et al., 2002 ; Falk et Emons, 

2000 ; Wang et al., 2007 ; Cao et al., 2008), ION 120 (Ritsema et al., 1998 ; Wei et al., 

2001 ; Falk et Emons, 2000), AX10 (Fitzpatrick et al., 2002). 

 

Depuis une dizaine d’années, un nombre croissant de travaux rapportent l’utilisation des 

colonnes échangeuses d’anions du type Ionpac (Dionex) en mode gradient. Les travaux de 

Mattusch et Wennrich (1998) et Londesborough et al. (1999) ont été les premiers à rapporter 

l’utilisation de la colonne Ionpac AS 7 pour la séparation simultanée d’espèces As en mode 

gradient. Celle-ci, associée à un éluant composé d’acide nitrique (ou chlorhydrique) en 

présence (ou non) d’agents d’appariement d’ions (acide benzène 1,2-disulfonique, (BDSA)), 

permet la séparation satisfaisante de nombreux composés arséniés. Ainsi, une étude réalisée 

par Kolhmeyer et al. (2002) décrit la séparation de jusqu’à 17 espèces arséniées (incluant les 

espèces inorganiques, méthylées, organiques et organosucres) dans un échantillon d’huîtres, 

en moins de 20 minutes. D’autre part, notons que l’utilisation d’autres colonnes du type 

Ionpac a été rapportée telles que la colonne Ionpac AS4A (Karthikeyan et Iyer, 2004 ; 

Karthikeyan, 2004), AS9-HC (Koellensperger et al., 2002), AS11 (Bissen et Frimmel, 2000 ; 

Vassileva et al., 2001) ou AS14 (Lindemann et al., 1999 et 2000 ; Duarte et al., 2007). Les 

travaux de Jackson et Bertsch (2001) et Jackson et al. (2003) montrent que les espèces ROX 

et p-ASA peuvent aussi être séparées dans les volailles avec l’utilisation d’une colonne AS16 

avec des temps de rétention inférieurs à 10 minutes. Certaines colonnes (AS11 ou AS14) ont 

été testées pour la séparation simultanée d’espèces arséniées et séléniées. (Vassileva et al., 

2001 ; Lindemann et al., 1999 et 2000) L’avantage considérable de ce type de colonne réside 

dans l’utilisation unique de l’acide nitrique comme éluant, permettant de se soustraire des 

problèmes d’encrassement de l’ICP-MS susceptibles d’être rencontrés avec l’utilisation de 

solvants phosphatés ou carbonatés. D’autre part, cette colonne a fait l’objet d’études sur 

diverses matrices telles que des eaux (Mattusch et Wennrich, 1998 ; Lindemann et al., 1999 

et 2000 ; Duarte et al., 2007 ; Ronkart et al., 2007), des sols (Mattusch et al., 2000; 
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Daus et al., 2005 ; Koellensperger et al., 2002 ; Vassileva et al., 2001 ; Lindemann et al., 

1999 et 2000 ; Bissen et al., 2000), des végétaux (Schmidt et al., 2000 ; Mattusch et al., 

2000 ; Daus et al., 2005 ; Londesborough et al., 1999), du riz (Kohlmeyer et al., 2003), des 

volailles (Jackson et Bertsch, 2001 ; Jackson et al., 2003) et des produits de la pêche.  

(Simon et al., 2004 ; Karthikeyan, 2004 ; Karthikeyan et Iyer, 2004 ; Mattusch et Wennrich, 

1998 ; Londesborough et al., 1999 ; Kohlmeyer et al., 2002, 2003 et 2005 ; Jackson et al., 

2002 ; Lindemann et al., 2000) 

 

II. 2. 2. Méthode de détection : ICP-MS 

 

II. 2. 2. a. Historique 

 

Le premier couplage entre un plasma de gaz rares induits par haute fréquence (Inductively 

Coupled Plasma ou ICP), utilisé pour dissocier les molécules et ioniser les atomes et un 

spectromètre de masse, a été élaboré en 1980 et commercialisé pour la première fois en 1984. 

Ces systèmes ont commencé à se démocratiser dans les années 90 jusqu’à nos jours. Plusieurs 

revues récentes ont répertorié les études fondamentales et développements pour ce type 

d’appareils (Bacon et al., 2007 et 2008 ; Beauchemin, 2008), ainsi que les travaux réalisés 

pour la détermination d’éléments d’intérêt et de leur spéciation dans diverses matrices 

biologiques ou alimentaires.(Lobinski et al., 2006 ; Taylor et al., 2006 et 2007 ; 

 Capar et al., 2007) 

 

II. 2. 2. b. Principe 

 

Le plasma est obtenu en générant un champ magnétique par passage d’un courant électrique 

de haute fréquence à travers une bobine refroidie entourant la torche. Une étincelle est 

produite dans l’argon au sein de la torche, entraînant l’arrachement de certains électrons aux 

atomes de ce gaz rare. Ces électrons sont accélérés dans le champ magnétique où ils 

provoquent de nombreuses collisions avec de nouveaux atomes d’argon, engendrant de 

nouvelles ionisations. Par ces collisions en chaîne, l’argon est transformé en plasma 

(constitué d’atomes d’argon, d’électrons et d’ions d’argon), appelé plasma à couplage inductif 

(ICP).  
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L’ionisation de la plupart des éléments de l’échantillon dans le plasma peut se résumer par les 

équations chimiques suivantes : 

Ar + X → Ar + X+* + e- ou e- + X → X+ + e- + e- ou Ar+ + X → Ar + X+* 

(avec : Ar : atome d’argon, X :atome d’analyte, * : état excité, + :état ionisé, e- : électron) 

Les ions sont extrêmement réactifs et peuvent se combiner avec d’autres ions pour former des 

espèces poly-atomiques, essentiellement à l’extrémité du plasma, générant ainsi un 

phénomène d’interférences. C’est le cas, par exemple, à la masse sur charge m/z = 75 pour la 

quantification de l’arsenic en présence de chlore dans le milieu. En effet, les molécules de 

chlore s’associent à l’argon (Ar, gaz vecteur) pour former des ions poly-atomiques 40Ar35Cl 

qui interfèrent la quantification de l’As. Considérant que l’arsenic est monoisotopique, il 

existe diverses techniques pour minimiser ces interférences : corrections mathématiques, 

technique dite du « plasma froid » ou chambre de collisions / réactions. Ce système, utilisé 

pour la première fois dans les travaux de Rowan et Houk (1989), offre une nouvelle approche 

pour réduire ces interférences poly-atomiques. Il consiste en une enceinte dans laquelle 

circule un gaz ou un mélange de gaz et d’un multi-pôle. L’élimination des interférents se 

produit par collision ou réaction avec le ou les gaz présents dans la chambre. L’ensemble des 

aspects concernant l’utilisation de la chambre de collision (Collision cell technology, CCT) 

pour la détermination de l’As total, a fait l’objet d’un article présenté en annexe 2.  

 

II. 2. 2. c. Principaux sous-systèmes constitutifs de l’ICP-MS 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Schéma simplifié des différents éléments constitutifs d’un ICP-MS 
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II. 2. 2. c. i. La torche à plasma 
 

La torche à plasma sert à créer et à confiner la décharge à l’intérieur de l’inducteur (tout en 

isolant électriquement le plasma de l’inducteur) et doit assurer le transport et la pénétration de 

l’échantillon dans le plasma. Elle est généralement constituée de trois tubes concentriques en 

quartz. 

 

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

L’interface est constituée de deux cônes successifs, percés d’un orifice en leur centre, afin de 

permettre le passage d’une portion du plasma. Un premier cône, appelé échantillonneur (ou 

« sampler ») pénètre dans la décharge et permet d’extraire une portion du plasma. Derrière 

cette première ouverture, un vide de l’ordre de 10-2 Pa est établi par une pompe primaire, 

produisant un jet supersonique qui refroidit rapidement le gaz suite à sa grande expansion. Un 

second cône, dit écorceur (ou « skimmer »), ayant un orifice de diamètre inférieur au 

précèdent, prélève la partie centrale du jet supersonique.  

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

re-focaliser le jet et de le rendre concentrique à l’axe du filtre quadripolaire.  

 

II. 2. 2. c. iii. Le spectromètre de masse 
 

Le spectromètre de masse est un système séquentiel qui permet le passage des ions en 

fonction de leur rapport masse sur charge (m/z), déterminé en fonction de la fréquence 

appliquée au quadripôle. Chaque m/z sélectionné est séquentiellement envoyé vers le système 

de détection. Ce passage des masses les unes après les autres est tellement rapide que l’on 

parle de détection quasi simultanée des éléments étudiés. 

 

II. 2. 2. c. iv. Le système de détection 
 

Lorsque les ions sont sélectionnés, ils doivent être détectés. Dans les systèmes multipolaires, 

des multiplicateurs d’électrons, qui consistent en un ensemble de plaques, sont utilisés. 

Lorsqu'un ion frappe la plaque d'entrée du détecteur, des électrons secondaires sont générés. 

Ces électrons frappent ensuite une autre plaque qui libèrera également des électrons, 

entraînant une réaction en cascade. L’intensité mesurée (en coups/seconde (cps)) correspond 

au plus au nombre d’ions frappant le détecteur, car chaque ion n'engendre pas nécessairement 

des électrons secondaires. 
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II. 2. 3. Bilan de l’état de l’art 

 

Cet état de l’art de la séparation des espèces arséniées a conduit à plusieurs observations : 

- L’application de la méthode sur des matrices alimentaires réelles nécessite une séparation 

simple et rapide des espèces et l’utilisation d’un détecteur sensible et robuste. Le couplage 

entre la séparation par chromatographie liquide et la détection par ICP-MS semble répondre 

de la façon la plus pertinente à ces critères. 

- Parmi le large choix de colonnes à échange d’ions (types de colonnes les plus utilisées pour 

la séparation des composés arséniés) testées dans la littérature, il apparaît que la colonne 

Ionpac AS7 (Dionex) semble potentiellement être le choix le plus adapté pour une séparation 

simple, rapide et simultanée des composés inorganiques et organiques contenus dans des 

matrices réelles. De plus, cette colonne nécessite un éluant (acide nitrique) qui s’avère être le 

plus compatible avec la détection par ICP-MS. 

 

II. 3. Conditions expérimentales 

 

Les réactifs et matériels utilisés dans cette étude sont décrits dans l’article I. 

 

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

 

L’ICP-MS utilisé pour cette partie de l’étude est un PQ ExCell, (Thermo Scientific). Les 

solutions sont drainées par une pompe péristaltique à partir des tubes disposés sur un 

échantillonneur automatique ASX 520 (CETAC). Le système chromatographique utilisé dans 

cette partie de l’étude consiste en une pompe binaire LC 200 (Perkin Elmer), une valve 

d’injection (Rheodyne) équipée d’une boucle d’injection de 100 µL et d’un four à colonnes 

CTO-10AS (Shimadzu).  

Ce système analytique est relié au nébuliseur de l’ICP-MS par un simple capillaire en PEEK 

de 50 cm de long et de 0,17 mm de diamètre interne. Ce capillaire doit être le plus court 

possible pour limiter le temps mort et l’élargissement des pics. Le système 

chromatographique et l’ICP-MS sont également reliés électroniquement par une carte dite 

« Trigger » permettant de synchroniser le temps mort avec l’injection de l’échantillon dans la 

colonne. L’acquisition des données a été réalisée en mode « temps résolu » (Time-Resolved-

Analysis ou TRA) à la masse sur charge m/z = 75. Le logiciel chromatographique de l’ICP-

MS (Plasmalab) a été utilisé pour la quantification par intégration des aires de pics. 
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II. 3. 2. Séparation chromatographique par échange d’ions 

 

Une colonne de garde Ionpac AG7 (4 x 50 mm, Dionex) a été insérée en amont de la colonne 

Ionpac AS 7 (4 x 250 mm, Dionex) sélectionnée. La phase stationnaire de ces colonnes est 

constituée de polymère sur lequel des groupements d’ammonium quaternaire d’alkyle sont 

greffés. Le diamètre des particules du support de la phase stationnaire est de  

10 µm. Ce support est compatible avec une phase mobile dont le pH est compris entre 0 et 14. 

À noter que la colonne et la pré-colonne ont dû être régulièrement régénérées selon la 

procédure préconisée par le constructeur : rinçage de la colonne et de la pré-colonne pendant 

5 minutes à l’eau milliQ, puis, au minimum 1 heure avec un mélange de 500 mM HNO3 et 10 

% MeOH, et enfin, 5 minutes à l’eau milliQ. 

 

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

 

II. 4. 1. Principe 

 

À l’inverse d’une acquisition classique des données, paramètre par paramètre, sans aucune 

planification des essais, la méthode des plans d’expériences permet d’organiser de manière 

optimale les essais en évaluant l’influence de variables (ou facteurs (X)) et de leurs 

interactions éventuelles sur une ou plusieurs grandeurs d’intérêt (ou réponses (Y)), en 

fournissant un maximum d’informations de qualité tout en diminuant considérablement le 

nombre d’essais. (Goupy, 1988 ; Sado et Sado, 1991) Une fois les essais réalisés, un modèle 

mathématique peut être déterminé et vérifié. Celui-ci décrit le comportement de la ou les 

réponse(s) en fonction des différents paramètres sélectionnés dans le domaine d’étude défini, 

et sera utilisé pour l’optimisation des conditions expérimentales. 

 

II. 4. 2. Étude préliminaire 

 

Les conditions de séparation chromatographiques initiales, présentées dans le tableau VII, 

sont basées sur celles rapportées précédemment par Kolhmeyer et al. (2002) qui s’intéressait 

à la séparation silmultanée de 17 espèces arséniées (inorganiques, organiques et organo-

sucres) dans des produits de la pêche avec la colonne Ionpac AS7 (Dionex). 
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Tableau VII :  Conditions chromatographiques initiales (d’après Kolhmeyer et al. (2002)) 
 

HPLC LC 200 (Perkin Elmer) 
  Colonne chromatographique Ionpac AG7 + Ionpac AS7 (Dionex) 
  Débit de la phase mobile 1 mL min-1 
  Température de la colonne 20 °C 
  Phase mobile A 0,5 mM HNO3 + 0,05 mM BDSA + 0,5 % MeOH 

Phase mobile B 50 mM HNO3 + 0,05 mM BDSA + 0,5 % MeOH 
  Programme du gradient 100 % PMA (2,5min) 

                ⇓ (linéaire) 

 50 % PMA (1 min) 

 ⇓ 
 50 % PMA (9 min) 

                ⇓ (linéaire) 

 100 % PMA (1 min) 

 ⇓ 
 100 % PMA (3 min) 

 

La figure 2 présente le chromatogramme obtenu pour une solution étalon des 7 espèces As 

(As(III), MA, DMA, As(V), AB, TMAO et AC) à 20 µg As L-1 dans ces conditions initiales 

avec l’appareillage décrit en II.3.. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Chromatogramme pour une solution étalon des 7 espèces As à 20 As µg L-1 dans 

les conditions chromatographiques initiales 

 

Comme décrit par Kohlmeyer et al. (2002), les 7 composés (As(III), MA, DMA, As(V), AB, 

TMAO et AC) sont séparés de façon satisfaisante en 16 minutes. Il peut être noté que le 

temps d’analyse observé avec notre appareillage est légèrement supérieur à celui rapporté par 

Kohlmeyer et al. (2002) (13 minutes). 
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Le premier objectif de cette étude a été de déterminer les conditions optimales de séparation 

pour réduire le temps de séparation tout en conservant des résolutions satisfaisantes (ou en les 

améliorant) et en améliorant la sensibilité des pics, notamment des espèces inorganiques 

(As(III) et As(V)). D’autre part, l’utilisation des plans d’expériences permettra d’évaluer, en 

un minimum d’essais, l’influence des paramètres sélectionnés et de leurs interactions 

éventuelles sur la séparation chromatographique des 7 espèces As. 

 

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

 

II. 4. 3. a. Sélection des facteurs et des réponses à étudier 

 

La première étape de la construction d’un plan d’expériences consiste à sélectionner les 

différents paramètres et leur domaine de variation (niveaux notés +1 et –1, respectivement) 

afin de définir la nature et le nombre des essais. Une étude préliminaire est alors menée pour 

s’assurer que les intervalles choisis génèrent une variation significative de la ou des réponses 

et ainsi obtenir un modèle statistique pertinent. L’ensemble des domaines de variation des 

paramètres définit le «domaine d'étude expérimentale».  

 

Après la série d’essais préliminaires, 7 paramètres ont été identifiés comme pertinents à 

étudier par la méthode des plans d’expériences : (1) la concentration en HNO3 dans l’éluant, 

(2) la durée de chaque étape du programme gradient, (3) et (4) les concentrations en BDSA et 

en MeOH dans les phases mobiles A et B, (5) le débit des phases mobiles, (6) la température 

de la colonne et (7) la puissance du plasma de l’ICP-MS.  

 

D’autre part, les résolutions chromatographiques entre 2 pics voisins (R1 à R6), le temps de 

séparation total (T) et la hauteur des pics des 2 espèces inorganiques les plus toxiques As(III) 

et As(V), (S1 et S2, respectivement),ont été sélectionnés comme réponses à optimiser et telles 

que : 

 

Rab = 2 × (tra – trb) / (ωa + ωb) avec tra et trb : temps de rétention des pics a et b 

      ωa et ωb : largeurs des pics a et b 

T = temps correspondant au retour à la ligne de base du dernier pic (AC) 

Sa = valeur de la sensibilité au sommet du pic a 
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Un facteur ou une interaction sera considéré comme significatif si son effet (en valeur 

absolue) sur une réponse est supérieur à 20 % de la moyenne des réponses du plan 

d’expériences. 

 

La série d’essais préliminaires a également permis de définir, pour chaque paramètre étudié, 

les niveaux haut (+1), moyen (0) et bas (-1), utilisés pour élaborer le plan d’expériences. 

(Tableau VIII) 

 

Tableau VIII :  Niveaux des facteurs du plan d’expériences 
 

Niveau Étapes (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) 
         -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 1,5 40 1450 
 2 20 4 0,1 1 1,5 40 1450 
 3 80 8 0,1 1 1,5 40 1450 

(1) Pourcentage de PMA (%), (2) Durée des étapes du programme gradient (min), 
(3) Concentration en BDSA (mM), (4) Concentration en MeOH (%),
(5) Débit des phases mobiles (mL min-1), (6) Température de la colonne (°C), 
(7) Puissance du plasma (W) 

 

II. 4. 3. b. Notion de plan factoriel, d’aliases et de contrastes 

 

En se basant sur ces valeurs, une matrice expérimentale (notée « X ») peut être générée. 

Ensuite, une ou plusieurs réponse(s) sont choisie(s) comme représentative(s) du phénomène 

étudié. Les valeurs observées pour chaque essai et chaque réponse sont rassemblées dans une 

matrice (notée « Y »). Les coefficients (ou « effets ») des facteurs et de leurs interactions sont 

représentés dans une nouvelle matrice (notée « A ») calculée comme ci-dessous : 

 

A = (Xt.Y) / Nf  avec Xt : la transposée de la matrice « X » 

     Nf : le nombre d’essais 

 

Le nombre d’essais du plan correspond à 2k, avec k le nombre de paramètres étudiés. Ainsi, le 

nombre d’essais augmente très rapidement avec le nombre de facteurs. Afin de limiter ce 

nombre d’essais tout en conservant un nombre élevé de paramètres, il est possible de 

considérer uniquement une partie représentative du plan complet initial, appelée plan factoriel 

(et noté « 2k-k’ » avec k’ : nombre de facteurs « supplémentaires ».  
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Ce plan consiste à associer (ou « aliaser ») chaque effet de facteurs à une ou des interactions. 

Cette association de coefficients est appelée « contraste ». Néanmoins, cette approche peut 

aussi induire des incertitudes sur l’origine de certains effets. Il est alors nécessaire de 

« désaliaser » ces facteurs en réalisant un plan factoriel complémentaire qui permet de 

distinguer l’influence des facteurs par rapport à celles de leurs interactions associées.  

L’exploitation commune des réponses du plan initial A et du plan complémentaire A’ permet 

de distinguer le principal effet de facteur « désaliasé » (Ei) et les interactions correspondantes 

(Ii) comme suit : 

Ei = (ai + a’i) / 2 

Ii = (ai – a’i) /2 

 

II. 4. 3. c. Plan factoriel 27-4 

 

En considérant les 7 paramètres à étudier (Nf = 7), un plan factoriel 27-4 a été sélectionné afin 

de minimiser le nombre d’essais à 8. D’autre part, un plan complémentaire (correspondant à 8 

essais supplémentaires) a été ajouté afin de pouvoir désassocier les facteurs et les interactions 

aliasés. (Tableau IX) 

 

Tableau IX : Plan fractionnel et complémentaire 27-4 (séparation 7 espèces) 
 

Plan fractionnel 27-4 
 (1) (2) (3) (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 27-4 
 (1) (2) (3) (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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II. 4. 3. d. Détermination et vérification du modèle mathématique 

 

Une série d’hypothèses est fixée afin d’exploiter les résultats du plan d’expériences et de 

distinguer les facteurs et interactions prépondérantes. 

Hypothèse 1 : les interactions d'ordre 3 (interaction entre 3 facteurs) ou d'ordre plus élevé 

sont considérées comme négligeables. Un grand nombre d'inconnues est ainsi éliminé. Mais 

cette hypothèse peut parfois être mise en défaut.  

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

- que les effets et les interactions aliasés sont tous nuls. C’est l’hypothèse la plus probable et 

et qui sera retenue sous le nom d’hypothèse 2.  

- que les effets et les interactions aliasés se compensent. Cette hypothèse est peu probable et 

n’est donc pas retenue.  

Hypothèse 3 : si deux contrastes sont faibles, leur interaction l'est probablement aussi. Si un 

contraste est faible et l'autre fort, leur interaction sera supposée faible.  

Hypothèse 4 : si deux contrastes sont forts, leur interaction pourrait l'être également.  

 

Par la suite, un modèle de régression linéaire est considéré tel que : 

 
Y = a0 + aiX i +aijX iX j avec   Y : la réponse considérée 

     Xi et Xj : les facteurs influents i et j 

     a0 : moyenne des réponses 

     ai : coefficient du facteur i 

     aij : coefficient de l’interaction ij 

 

Le modèle est considéré comme représentatif des variations de la (ou des) réponse(s) 

étudiée(s) si les valeurs expérimentales obtenues au niveau 0 (appelé « point au centre ») sont 

comparables à la moyenne des réponses a0. Lorsque le modèle du premier degré ne peut être 

validé, il est nécessaire d’envisager un modèle mathématique du second degré qui demande 

une série d’essais supplémentaires. Un nouveau plan est donc envisagé incluant le centre du 

domaine d’étude (noté « 0 ») et des bornes élargies (notées « +α » et « -α ») tel que : α = 

Nf1/4. Dans le cas où ce modèle ne serait pas non plus validé, il est nécessaire de considérer 

des modèles mathématiques plus complexes (degré > 2, log, exp, etc.) nécessitant de 

nouveaux essais. Un organigramme des différentes étapes d’une modélisation est présenté en 

annexe 3. 
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II. 5. Résultats expérimentaux 

 

Les résultats de cette étude sont présentés sous la forme d’un article soumis dans « Journal of 

Analytical and Atomic Spectrometry » (Article I).  
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Les tableaux ESI S1, S2 et S3 sont des données supplémentaires de l’Article I uniquement 

disponibles sur le site de l’éditeur du journal « Journal of Analytical and Atomic 

Spectrometry ». http://www.rsc.org/suppdata/JA/b7/b705798a/index.sht 
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II. 6. Résultats complémentaires et discussion 

 
II. 6. 1. Estimation de l’influence des paramètres sur la séparation des 7 espèces As 

 
Comme indiqué dans l’article I, les effets de chacun des facteurs et de leurs interactions sur 

les 9 réponses étudiées ont été calculés comme décrit par Goupy (1989) et Sado et Sado 

(1991). Les figures 3 à 11 présentent l’ensemble des résultats de ce plan d’expériences. Les 

facteurs et leurs interactions considérés comme ayant un effet significatif sur la réponse 

étudiée sont représentés par un histogramme rouge.  

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

 

Les figures 3 à 8 présentent l’ensemble des résultats du plan d’expériences pour les 

résolutions. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4 : Résultats du plan d’expériences pour la résolution MA/DMA (R 2) 
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Figure 5 : Résultats du plan d’expériences pour la résolution DMA/As(V) (R3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 : Résultats du plan d’expériences pour la résolution As(V)/AB (R4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7 : Résultats du plan d’expériences pour la résolution AB/TMAO (R5) 
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Figure 8 : Résultats du plan d’expériences pour la résolution TMAO/AC (R6) 

 

Tout d’abord, la concentration en HNO3 dans les phases mobiles représente généralement le 

paramètre le plus influent sur la résolution des pics des 7 espèces étudiées (Figures 3-5, 7 et 

8), confirmant ainsi les travaux précédents. (Londesborough et al., 1999 ;  

Kolhmeyer et al., 2002) Seule la résolution As(V) / AB (R4) ne semble pas influencée 

significativement par chacun des facteurs étudiés. (Figure 6) 

 

D’après le tableau II, dans la gamme de pH des phases mobiles utilisées (1,3 - 3,3), As(III) est 

neutre alors que As(V) peut être présent sous une forme neutre ou anionique. De même, MA 

peut être neutre (Me-AsO(OH)2) ou anionique (Me-AsO2(OH)-) et DMA et TMAO peuvent 

être cationiques ou neutres. AB peut être à la fois cationique ou zwitterionique.  

Enfin, AC reste uniquement cationique. Ainsi, la modification de la forme des espèces selon 

le pH conduit à des temps de rétention différents. Ceci explique la prépondérance du pH des 

phases mobiles sur les résolutions des espèces As considérées.  

 

D’autres paramètres montrent un effet significatif comme le débit de la phase mobile (5) sur 

R6 (Figure 8), la durée de chaque étape du mode gradient (2) et la température de la colonne 

(6) sur R3 et R6 (Figures 5 et 8). Pour ce dernier paramètre, cet effet semblait prévisible dans 

la mesure où il résulte d’une augmentation de la température de la colonne, une diminution de 

la viscosité de la phase mobile et une augmentation de sa capacité de diffusion, impliquant 

finalement une réduction des temps de rétention des espèces au sein de la colonne. 

(Londesborough et al., 1999) À l’inverse, la concentration en MeOH (4) ne semble pas avoir 

d’influence sur la résolution.  
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D’autre part, la concentration en BDSA, qui était censée favoriser la séparation des espèces, 

(Londesborough et al., 1999) ne montre aucune influence significative sur les résolutions, 

comme observé précédemment par Simon et al. (2004). 

 

Une interaction significative sur R3 a également été constatée, qui pourrait correspondre à 

l’interaction entre les facteurs 12, 34 ou 67 (coefficient 12 + 34 + 67 = 0,31) (Figure 5). Pour 

déterminer à quelle interaction de facteurs ce coefficient correspond, les hypothèses 3 et 4 du 

plan d’expériences doivent être considérées. D’après ces hypothèses, ce coefficient ne peut 

être attribué ni à l’interaction (34) entre la concentration en BDSA et MeOH, ni à l’interaction 

(67) entre la température de la colonne et la puissance du plasma, dans la mesure où aucun 

des facteurs n’a une influence significative. À l’inverse, ce coefficient peut être attribué à 

l’interaction (12) entre la concentration en HNO3 et la durée du gradient, car ces deux 

paramètres ont une influence significative sur la réponse R3.  

 

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

 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9 : Résultats du plan d’expériences pour le temps d’analyse (T) 

 

Le temps d’analyse (T) semble être influencé principalement par la concentration en acide 

nitrique (1) et le débit de la phase mobile (5) (Figure 9). Ainsi, plus la phase mobile sera 

concentrée en acide et/ou plus son débit sera important, plus les temps de rétention (et donc le 

temps d’analyse) seront faibles.  
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II. 6. 1. c. Influence sur les sensibilités des espèces inorganiques 

 
Les figures 10 et 11 présentent les résultats du plan d’expériences pour les sensibilités des 

espèces inorganiques (S1 et S2). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : Résultats du plan d’expériences pour la sensibilité de l’espèce As(III) (S1) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 11 : Résultats du plan d’expériences pour la sensibilité de l’espèce As(V) (S2) 

 

Les sensibilités des espèces inorganiques (S1 et S2) sont clairement influencées par la 

concentration en MeOH (4) et la puissance du plasma (7) (Figures 10 et 11). En effet, 

l’augmentation de ces deux paramètres améliore l’ionisation de l’As dans le plasma. 

(Beauchemin et al., 1989) Néanmoins, les concentrations en acide nitrique et en BDSA ont 

aussi une influence sur la sensibilité de As(V) (S2) (Figure 11).  
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Ces résultats semblent montrer que l’ajout de MeOH combiné à une puissance du plasma 

élevée engendre une augmentation du signal alors que la présence de BDSA dans la phase 

mobile entraîne une interaction négative entre MeOH et BDSA. Enfin, le débit de la phase 

mobile ne semble pas avoir d’influence sur la sensibilité, même si celui-ci est plus important 

que le débit d’argon du nébuliseur de l’ICP-MS (0,9 mL min-1). 

 

Le récapitulatif des facteurs et interactions considérés comme significativement influents est 

présenté dans le tableau X. 

 

Tableau X : Récapitulatif des facteurs et interactions influents (7 espèces) 

 
II. 6. 2. Vérification des modèles mathématiques pour la séparation des 7 espèces 

 

De manière générale, la comparaison des valeurs expérimentales mesurées « au point au 

centre » avec les moyennes des réponses, montre que le modèle linéaire peut être appliqué à la 

variation des réponses sur l’ensemble du domaine d’étude comme présenté dans le  

tableau ESI S2-Article I. Seuls la résolution entre DMA et As(V) (R3) et le temps d’analyse 

ont nécessité d’établir des plans supplémentaires 23 et 22 afin de tester un modèle du second 

ordre. (Tableau ESI S3-Article I). 

Réponses Facteurs influents Interactions influentes 
   

(R1) Résolution As(III)/MA  (1) Concentration HNO3  
   

(R2) Résolution MA/DMA (1) Concentration HNO3  
   

(R3) Résolution DMA/As(V) (1) Concentration HNO3 (12) Concentration HNO3 / Durée gradient 
 (2) Durée gradient  
 (6) Température de la colonne  
   

(R4) Résolution As(V)/AB   
   

(R5) Résolution AB/TMAO (1) Concentration HNO3  
   

(R6) Résolution TMAO/AC (1) Concentration HNO3 
 (2) Durée gradient 
 (5) Débit de PM 
 (6) Température de la colonne 

 

   
(T) Temp d’analyse (1) Concentration HNO3 

 (5) Débit de PM 
 

   
(S1) Sensibilité As(III) (4) Concentration MeOH 

 (7) Puissance plasma 
 

   
(S2) Sensibilité As(V) (1) Concentration HNO3 (47) Concentration MeOH / Puissance plasma 

 (3) Concentration BDSA (34) Concentrations BDSA / MeOH 

 (4) Concentration MeOH  

 (7) Puissance plasma  
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Notons qu’une interaction négative significative a pu être observée entre la concentration 

HNO3 (1), la durée de gradient (2) et la température de la colonne (6) sur la résolution entre 

DMA et As(V) (R3). Les temps de rétention de ces deux composés correspondent à la fin de la 

première étape et au début de la deuxième étape du programme gradient. Ces trois paramètres 

et leur interaction semble donc être particulièrement important lors du changement de phase 

mobile. De plus, une interaction positive entre la concentration en HNO3 (1) et le débit de la 

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

 

II. 6. 3. Détermination des conditions chromatographiques optimales (7 espèces) 

 

Par la suite, ces modèles mathématiques ont été utilisés pour établir les conditions analytiques 

optimales de l’ensemble des paramètres afin de maximiser les sensibilités des espèces As(III) 

et As(V), minimiser le temps d’analyse, tout en conservant des résolutions satisfaisantes. Ces 

conditions de séparation optimales sont présentées dans le tableau XI.  

 

Tableau XI : Conditions chromatographiques optimales (7 espèces) 
 

Colonne chromatographique Ionpac AG7 + Ionpac AS7 (Dionex) 
  Débit de la phase mobile 1,35 mL min-1 
  Puissance du plasma 1450 W 
  Température de la colonne 20 °C 
  Phase mobile A 0,5 mM HNO3 + 1 % MeOH 

Phase mobile B 50 mM HNO3 + 1 % MeOH 
  Programme du gradient Stabilisation avant injection : 100 % PMA (4 min) 

 100 % PMA (2,5min) 

 ⇓  
 10 % PMA (3 min) 

 ⇓ 
 80 % PMA (5 min) 

 

Dans ces conditions, les 7 espèces arséniées (Figure 12) sont séparées, de façon satisfaisante 

(résolutions comprises entre 1,1 et 2,5), avec des sensibilités améliorées par rapport aux 

conditions initiales, et ce en moins de 15 minutes (incluant 4 minutes de stabilisation de la 

colonne entre deux analyses), c’est-à-dire, plus rapidement que les travaux rapportés 

précédemment utilisant la même colonne chromatographique. (Londesborough et al., 1999 ; 

Mattusch et Wennrich, 1998 ; Kohlmeyer et al., 2002, 2003 et 2005 ; Schmidt et al., 2000 ; 

Simon et al., 2004 ; Daus et al., 2005)  
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Ces conditions optimisées par les plans d’expériences ont donc permis une nette amélioration 

des résolutions et des sensibilités des 7 espèces As tout en réduisant le temps d’analyse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Chromatogrammes observés dans les conditions initiales et optimales pour une 

solution étalon des 7 espèces As à 20 µg As L-1 

 

II. 6. 4. Influence de l’interférence 40Ar35Cl sur la séparation 

 

Comme décrit en II. 2. 2. b, le rapport masse sur charge m/z = 75 peut être interférée par les 

ions poly-atomiques 40Ar35Cl en présence de chlore (Cl) dans le milieu. Il est donc important 

de s’assurer que les molécules de chlore éventuellement présentes dans les matrices à analyser 

(produits de la pêche) ne perturbent pas la séparation des différentes espèces As dans les 

conditions optimales. La figure 13 présente les chromatogrammes observés à m/z = 75 pour 

des solutions à 0; 0,1; 0,5; 1 et 5 % HCl (Suprapur, 30 %, Merck) dans les conditions 

optimales de séparation.  
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Figure 13 : Chromatogramme observé dans les conditions optimales pour les solutions  

à 0; 0,1; 0,5; 1; 5 % HCl à m/z = 75 

 
Dès 0,1 % de Cl dans le milieu, un léger pic apparaît au niveau du temps de rétention de AB 

dû à l’interférence 40Ar35Cl. D’autre part, ce pic est proportionnel à la quantité de HCl présent 

dans la solution. Pour 5 % de HCl, l’aspect du chromatogramme est modifié avec l’apparition 

d’un nouveau pic au temps mort et la déformation de la ligne de base après le deuxième pic. 

Ces phénomènes peuvent s’expliquer par le pH de la solution (très faible à cette 

concentration) qui doit perturber fortement le comportement de la colonne 

chromatographique.  
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Compte tenu que AB est l’espèce majoritairement présente dans les matrices susceptibles 

d’être analysées dans cette étude (produits de la pêche), le pic correspondant à l’interférence 
40Ar35Cl ne semble pas perturber de manière significative sa quantification (hauteur du pic 

inférieure à 1500 cps pour 1 % de HCl). Néanmoins, il pourrait s’avérer intéressant à l’avenir 

d’optimiser les conditions du mode CCT (cf. II. 2. 2. b.) de l’ICP-MS afin de réduire l’effet de 

l’interférence 40Ar35Cl sur la ligne de base des chromatogrammes dans certaines matrices 

chargées en Cl. 

 

II. 6. 5. Optimisation des conditions pour la séparation de 9 composés arséniés 

 

L’optimisation des conditions de séparation de 9 composés arséniés (i.e. les 7 composés 

étudiés précédemment et 2 anti-coccidiens susceptibles d’être retrouvés dans les volailles 

d’importation : ROX et p-ASA) a également été réalisée à l’aide d’un autre plan 

d’expériences basé sur celui décrit en II. 4. 3. (plan factoriel 27-4). Les influences des 7 mêmes 

paramètres ont été étudiés sur les 11 réponses sélectionnées suivantes : les résolution 

chromatographiques entre chaque pic voisin (R’1 à R’8), le temps de séparation total (T) et la 

hauteur des pics des 2 espèces inorganiques les plus toxiques, As(III) et As(V), (S’1 et S’2). 

L’ensemble des résultats est présenté en annexe 1. Le récapitulatif des facteurs et interactions 

considérés comme significativement influents sont présentés dans le tableau XII. 

 

Tableau XII :  Récapitulatif des facteurs et interactions influentes (9 espèces) 
 

Réponses Facteurs influents Interactions influentes 
   (R’ 1) Résolution As(III)/MA (1) Pourcentage PMA  
   (R’ 2) 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 colonne 

 

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

   
(R’ 7) Résolution p-ASA/TMAO  Impossible d’attribuer les contrastes à une 

interaction spécifique 
   (R’ 8) 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’1) Sensibilité As(III) (4) Concentration MeOH (47) Concentration MeOH / Puissance 
 (7) Puissance plasma  
   (S’2) Sensibilité As(V) (4) Concentration MeOH (47) Concentration MeOH / Puissance 

 (7) Puissance plasma  
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Comme rapporté en II. 6. 1. a, la concentration en acide nitrique dans les phases mobiles est le 

paramètre le plus influent sur les résolutions (R’1, R’2, R’3, R’5 et R’8). La température de la 

colonne (6) a aussi une influence sur les résolutions R’5 et R’6. Les 2 composés anti-

coccidiens semblent donc être plus sensibles aux variations de température que les autres 

composés. Notons que la concentration en BDSA (3) a une influence sur R’8. Plusieurs 

contrastes apparaissent comme significatifs pour R’7 mais les hypothèses initiales ne 

permettent pas d’attribuer à chacun une interaction spécifique.  

 

Trois facteurs (la concentration en HNO3 (1), la durée du programme gradient (2) et le débit 

de la phase mobile (3)) et l’interaction entre la concentration en HNO3 et la durée du 

programme gradient (12) ont une influence significative sur le temps d’analyse (T’). Enfin, 

comme précédemment (cf. II. 6. 1. c), les sensibilités des espèces inorganiques (S’1 et S’2) 

dépendent principalement de la concentration en MeOH (4), de la puissance du plasma (7) et 

de l’interaction entre ces deux paramètres (47). Par la suite, ces données ont été utilisées pour 

établir les conditions analytiques optimales comme décrit en II. 6. 3.. Ces conditions 

optimales sont présentées dans le Tableau XIII.  

 

Tableau XIII :  Conditions chromatographiques optimales (9 espèces) 
 

Colonne chromatographique Ionpac AG7 + Ionpac AS7 (Dionex) 
  Débit de la phase mobile 1,35 mL min-1 
  Puissance du plasma 1450 W 
  Température de la colonne 20 °C 
  Phase mobile A 0,5 mM HNO3 + 1 % MeOH 

Phase mobile B 50 mM HNO3 + 1 % MeOH 
  Programme du gradient Stabilisation avant injection : 100 % PMA (4 min) 

 100 % PMA (2 min) 

 ⇓  
 85 % PMA (7 min) 

 ⇓ 
 0 % PMA (1 min) 

 ⇓ 
 80 % PMA (6 min) 
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Dans ces conditions, les 9 espèces arséniées (Figure 14) sont séparées, de façon satisfaisante 

(résolutions comprises entre 0,63 et 1,36), en moins de 16 minutes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Chromatogramme observé dans les conditions optimales pour une solution 

étalon des 9 espèces As à 20 µg As L-1 
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CCOONNCCLL UUSSII OONNSS  DDEE  LL AA  PPAARRTTII EE  II II   
 

Suite à la synthèse bibliographique, le couplage entre la séparation par chromatographie à 

échange d’ions (IEC) et la détection par ICP-MS est apparu comme le plus pertinent pour la 

séparation et la quantification des espèces As dans les produits de la pêche. 

 

Le choix de la colonne chromatographique s’est porté sur une colonne à échange d’anions 

(Ionpac AS7) en raison de ses capacités de séparation simultanée des espèces inorganiques et 

organiques, en un temps relativement court. De plus, la phase mobile couramment utilisée 

avec cette colonne (HNO3) apparaît comme l’une des plus compatibles avec l’utilisation d’un 

système ICP-MS. 

 

Enfin, l’optimisation des conditions de séparation chromatographique par la méthode des 

plans d’expériences a permis en un minimum d’essais planifiés : 

- L’évaluation de l’influence de différents facteurs et de leurs interactions sur la 

séparation de 7 (ou 9) composés arséniés. 

- La détermination des conditions analytiques optimales pour la séparation de 7 (ou 9) 

espèces As tout en diminuant de manière significative le temps d’analyse, en 

conservant des résolutions satisfaisantes et en améliorant les sensibilités pour 

l’ensemble des espèces. 

 



  Partie III  

- 78 - 

PARTIE III. 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

MISE AU POINT D’UNE MÉTHODE DE DIGESTION DOUCE : 

MINÉRALISATION ASSISTÉE PAR MICRO-ONDES
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III. 1.  Introduction 

 
Cette partie est consacrée au développement d’une méthode pour la mise en solution des 

différentes espèces arséniées dans les produits de la pêche par extraction assistée par micro-

ondes (MAE) à partir d’un article soumis en novembre 2008 à « Analytica Chimica Acta »  

(Article III, Annexe 4). Après avoir justifié le choix de la méthode d’extraction retenue en 

détaillant les différentes méthodes rapportées dans la littérature, nous présenterons l’optimisation 

des paramètres analytiques pour la mise en solution douce des composés arséniés d’intérêt dans 

les produits de la pêche. Puis, nous exposerons l’évaluation des différents critères analytiques 

lors de la validation de la méthode. Enfin, nous découvrirons les premières applications de cette 

méthode réalisées sur des eaux minérales et sur un matériau de foie d’aiguillat analysé lors d’une 

participation à une certification organisé par le NRC (Canada). 

 
III. 2.  Extraction des composés arséniés : état de l’art 

 
En amont de la séparation et de la détection des espèces arséniées examinées dans la partie II, 

une étape d’extraction pour la spéciation de matrices biologiques est cruciale. En effet, il est 

primordial de mettre au point une méthode de digestion douce n’impliquant pas de modifications 

ou de pertes des espèces initialement présentes dans l’échantillon. (Gong et al., 2002)  

 

Différentes méthodes d’extraction ont été envisagées dans la littérature pour la mise en solution 

des espèces arséniées provenant de matrices biologiques. Le tableau XIV présente l’ensemble de 

ces études publiées depuis 1998 en distinguant principalement 4 méthodes (extraction solide-

liquide (Liq/Sol) avec ou sans sonification (ou Ultra-sonification), extraction enzymatique, 

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

réactifs utilisés et les matrices étudiées. 
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Tableau XIV :  Récapitulatif des méthodes d’extraction dans la littérature 
 

Technique Solvant 
(Composition, volume) 

Prise d’essai 
(mg) 

Matrices étudiées Références 

Liq/Sol 20 mL MeOH/H2O (9/1) 100 DORM 1a, DORM 2a Goessler et al. (1998) 

Liq/Sol 10 mL H2O 200 DORM 2a Mattusch et Wennrich (1998) 

Liq/Sol MeOH/H2O (1/1) 500-5000 Fucus, SRM 1566ab Lai et al. (1998) 

Liq/Sol 5 mL H2O 200-500 DORM 2a, Champignons Londesborough et al. (1999) 

Liq/Sol CHCl3/MeOH/H2O (2/1/4) 500 Requins Hanaoka et al. (1999) 

Liq/Sol 10 mL H2O 3000 Haricots Van den Broeck et al. (1999) 

Liq/Sol 
H20 ou MeOH/H20  

ou MeOH/H20/CH3Cl ou HCl/HCl/CH3Cl 
500 

DORM 1a, DORM 2a CRM 278e, SRM 166ab, 
TORT 2d 

Munoz et al. (1999) 

Liq/Sol 3,5 mL MeOH/H2O (1/1) 1000 DORM 2a Lindemann et al. (2000) 

Liq/Sol H2O/MeOH 500 Algues Wangkarn et al. (2000) 

Liq/Sol 30 mL H2O ou 30 mL MeOH/ H2O (1/1) 1000-5000 Plantes Schmidt et al. (2000) 

Liq/Sol H2O - Plantes Mattusch et al. (2000) 

Liq/Sol 
150 mL MeOH  

ou 150 mL MeOH/H2O (1/1) 
1000-5000 

Huître; coques, Moules, algue, BCR 627c, 
TORT-1d 

Gomez-Ariza et al. (2000) 

Liq/Sol 20 mL MeOH/H2O (9/1) 200 DORM 2a Falk et Emons (2000) 

Liq/Sol H2O/CHCl3 - Méduses Hanaoka et al. (2001b) 

Liq/Sol 
10 mL H3PO4 (1,5 M) ou 10 mL H2O 

ou 10 mL MeOH/H2O (9/1) 
100-500 DORM 2a, Algues Kuehnelt et al. (2001) 

Liq/Sol 4 mL MeOH 2100 Algues Madsen et al. (2000) 

Liq/Sol 6 mL H2O/MeOH (1/1) 100-200 Algues Van Hulle et al. (2002) 

Liq/Sol 
20 mL MeOH/H2O (3/1)  

+ 10 mL MeOH/H2O (1/1) 
200 DORM 2a, BCR 477e, huître, algues Kohlmeyer et al. (2002) 

Liq/Sol 20 mL MeOH/ CHCl3 (1/1) 500 
DORM 1a, DORM 2a, saumon, poissons, 

requins 
Wrobel et al. (2002) 

Liq/Sol MeOH/H2O (9/1) 100 phoques Ebisuda et al. (2002) 

Liq/Sol MeOH/H2O (1/1) 300 Algues Lai et al. (2002) 

Liq/Sol  10 mL (CH3)2O  200-250 
AGAL-2 f, DOLT-1g, DORM-2a, TORT-2d, 

CRM 278 Re, SRM 1566ab 
Kirby et Maher (2002) 

Liq/Sol MeOH/H2O (9/1) 100 Foies d'animaux marins, DORM 2a Kubota et al. (2002) 

Liq/Sol 20 mL MeOH/H2O (8/2) 100-500 Plantes Tlustos et al. (2002) 

Liq/Sol 1 mL MeOH/H2O (1/1)  Vers de terre Langdon et al. (2002) 

Liq/Sol 10 mL (CH3)2O 200-300 Poissons Kirby et al. (2002) 

Liq/Sol CHCl3/MeOH (2/1) 200-300 Poissons Hanaoka et al. (2001c) 

Liq/Sol 25 mL MeOH/H2O (9/1) 500 Plantes Zheng et al. (2003) 

Liq/Sol 10 mL MeOH/H2O (1/1) 1000 Poulet, riz, poisson, NIST 1568ah, DORM 2a  Pizarro et al. (2003 a,b) 

Liq/Sol 20 mL MeOH/H2O (1/1) 250 DORM 2a, BCR 627c Sloth et al. (2003) 

Liq/Sol MeOH/H2O (3/1) 500 Produits de la pêche Kohlmeyer et al. (2003) 

Liq/Sol 10 mL MeOH 200 Moules, DOLT 2g Soeroes et al. (2005) 

Liq/Sol 10 mL H2O 1000 Volaille Jackson et al. (2003) 

Liq/Sol 10 mL MeOH 500 Produits de la pêche, DORM 2a Simon et al. (2004) 

Liq/Sol 5 mL H2O 100 Algues Schmeisser et al. (2005) 

Liq/Sol 10 ml H2O 500 Plantes Daus et al. (2005) 

Liq/Sol 10 mL H2O ou MeOH/H2O (1/9) ou (1/1) 100 Plantes Ruiz-Chancho et al. (2008) 

Sonification 10 mL MeOH/H2O (1/1) 10000 Thon, moules Le et al. (1998) 

Sonification 10 mL MeOH/H2O (1/1) 500 Poissons, DORM 2a McKiernan et al. (1999) 

Sonification 10 mL MeOH/H2O (1/1) 1000 Algues Feldmann et al. (2000) 

Sonification 
20 mL MeOH/H2O (1/1)  

+ 10 mL MeOH/H2O (9/1) 
1000 Algues McSheehy et Szpunar (2000) 

Sonification 1 mL H2O/MeOH (1/1) 100 Algues Raber et al. (2000) 

  a aiguillat, b huître, c thon, d hépatopancreas de homard, e moule, f requin, g foie d’aiguillat, h riz 
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Tableau XIV (suite) 

Technique Solvant 
(Composition, volume) 

Prise d’essai 
(mg) 

Matrices étudiées Références 

Sonification 5 mL MeOH/H2O (1/1) 250-500 Mollusques Lai et al. (2001) 

Sonification 5 ou 15 mL MeOH/H2O (1/1)  200-250 Algues, Huîtres McSheehy et al. (2001 a,b) 

Sonification  5 mL MeOH/H2O (1/1) 50-100 Éponge marine Yamaoka et al. (2001) 

Sonification 10 mL MeOH/H2O (1/1) 500 Riz, SRM 1568ah Heitkemper et al. (2001) 

Sonification 10-20 mL MeOH/H2O (1/1) 500-1000 Pommes Caruso et al. (2001) 

Sonification 20 mL MeOH/H2O (1/1) 1000 DORM 2a, TORT 2d, CRM 627c Suner et al. (2001) 

Sonification 20 mL MeOH/H2O (1/1) 1000 Algues McSheehy et al. (2002) 

Sonification 5-10 mL MeOH/H2O (1/1) 500-1000 NIST 1566ab, poissons Devesa et al. (2002) 

Sonification 20 mL MeOH/H2O (1/1) 1000 Pommes B’Hymer et Caruso (2002) 

Sonification 10 mL MeOH/H2O (1/1) 500-5000 Produits de la pêche Li et al. (2003) 

Sonification 10 mL MeOH/H2O (1/1) 2000 Nourriture Milstein et al. (2003) 

Sonification 
12 mL CHCl3/MeOH (2/1) + 8 mL H2O  

+ 1 mL H3PO4 (25 mM) 
2000 Noix, algues Kannamkumarath et al. (2004) 

Sonification MeOH/H2O (1/10 w/v) Poissons d’eau douce Zheng et al. (2004) 

Sonification 10 mL MeOH/ H2O (1/1) 100 Algues, DORM 2a Karthikeyan (2004) 

Sonification 10 mL H2O ou 10 mL MeOH/H2O (1/1) 100 Algues Karthikeyan et al. (2003) 

Sonification 10 mL H2O 100 Algues Hirata et Toshimitsu (2005) 

Sonification 5 mL H2O 200-2000 TORT 2d Kahn et al. (2005) 

Sonification 7 mL H2O 200 
algues, plantes, éponge, moules, grenouilles, 

poissons 
Schaeffer et al. (2006) 

Sonification 5 ml H2O 100 Poissons, CRM 627c Sanz et al. (2005a) 

Sonification 4 mL CHCl3 200 Produits de la pêche, TORT 2d Cao et al. (2008) 

Enzymatique 
+ Sonification 

Enz : 30 mg α-amylase + 10 mL 
(NH4)2CO3  

Son : 20 mL C2H3N/H2O (2/3) 
500-1000 Pommes Caruso et al. (2001) 

Enzymatique 100 mg trypsine + 5 mL NaHCO3 (0,1 M) 500 nourritures pour bébé Pardo-Martinez et al. (2001) 

Enzymatique 0,1 g α-amylase + 10 mL NH4HCO3  
 + 10 mL MeOH 

500 Riz, SRM 1568ah Heitkemper et al. (2001) 

Enzymatique 0,1 g trypsine + 10 mL NH4HCO3  250 Huîtres, TORT-2d Fitzpatrick et al. (2002) 

Enzymatique 
+ Sonification 

Enz : 30 mg α-amylase + 10 mL 
(NH4)2CO3 

Son : 8 mL C2H3N + 2 mL H2O 
500 Pommes B’Hymer et Caruso (2002) 

Enzymatique 20 mL H2O + 60-80 mg α-amylase 500 Riz Kohlmeyer et al. (2003) 

Enzymatique 0,1 trypsine + 10 mL NH4HCO3 250 DORM 1a, TORT 1d, Crustacées Rattanachongkiat et al. (2004) 

Enzymatique 0,1 g trypsine + 10 mL NH4HCO3  10000 Pieuvres Seixas et al. (2005) 

Enzymatique 
3 ml H2O + 10 mg α-amylase  

+ 30 mg protéase ou 3 mL H2O  
+ 15 mg protéase 

150-300 Riz, SRM 1568ah, Poulet Sanz et al. (2005 a,b) 

TFA 
extraction 

3 mL TFA (2 M) 250-120 Riz, SRM 1568ah Heitkemper et al. (2001) 

TFA 
extraction 

2 mL TFA (2 M) 250 Riz Williams et al. (2005) 

ASE 10 mL MeOH/H2O (1/1) 500 Poissons, DORM 2a McKiernan et al. (1999) 

ASE MeOH/H2O (3/1; 1/1; 0/1) 500-2000 Riz, SRM 1568ah Heitkemper et al. (2001) 

ASE - 1000 Carottes Vela et al. (2001) 

ASE MeOH/H2O (3/7) 500 Algue, DORM 2a Gallagher et al. (2001 et 2002) 

ASE MeOH/acide acétique (1/1) 250-270 DORM 2a, DOLT-2g, TORT-2d Wahlen et al. (2004) 

ASE H2O ou MeOH/ H2O (1/1) 100 Plantes, BCR 402i, BCR 279j Schmidt et al. (2000) 

ASE MeOH/ H2O (3/1) 100 GBW-08751e, BCR-278Re, DORM 2a Mato Fernandez (2007) 

  a aiguillat, b huître, c thon, d hépatopancreas de homard, e moule, f requin, g foie d’aiguillat, h riz, i trèfle blanc, j algues 
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Tableau XIV (suite) 

Technique Solvant 
(Composition, volume) 

Prise d’essai 
(mg) 

Matrices étudiées Références 

MAE 5 mL MeOH/H2O (1/9) 100 Champignons Larsen et al. (1998) 

MAE 20 mL MeOH/H2O (1/4-4/1) 500 Moules Dagnac et al. (1998) 

MAE 9,84 g H2O 655 BCR 627c Nakazato et al. (2000) 

MAE MeOH or MeOH/H2O (1/1) 1000-5000 
Huître; coques, Moules, algue, BCR 627c, 

TORT 1d 
Gomez-Ariza et al. (2000) 

MAE 10 mL MeOH/H2O (8/2) 150 TORT 2d Brisbin et Caruso (2002) 

MAE 10 mL MeOH/H2O (8/2) 150 TORT 2d Brisbin et al (2002) 

MAE 10 mL MeOH/H2O (1/1) 100-150 
AGAL-2k, DOLT-1g, DORM-2a, TORT-2d, 

CRM 278 Re, SRM 1566ab 
Kirby et Maher (2002) 

MAE 10 mL MeOH/ H2O (1/1) 70-100 Algues Tukai et al. (2002) 

MAE 
10 mL TMAH ou 10 mL MeOH/H2O 

(1/1) ou (8/2) 
100-130 DORM 2a, poissons Ackley et al. (1999) 

MAE TMAH ou  protéines modifiées 150 Plantes Quaghebeur et al. (2003) 

MAE 10 mL H2O 100 
TORT 2d, DORM 2a, crevettes, huître, 

poissons 
Karthikeyan et Iyer (2004) 

MAE 10 mL MeOH/ H2O (1/1) 100 DORM 2a, crevettes, huître, poissons Karthikeyan (2004) 

MAE 10 mL H2O ou 10 mL MeOH/H2O (1/1)  Crevettes Karthikeyan et al. (2003) 

MAE 10 mL H2O 100 
DORM 2a, Huîtres, poissons, crevettes, 

coquillages 
Hirata et al. (2005,2006) 

MAE 10 mL alcool alcalin 1000 Poissons, TORT 2a Larsen et al. (2005) 

MAE 10 mL alcool alcalin 1000 Poissons, TORT 2a, DORM 2a Sloth et al. (2005) 

MAE 
5 mL HNO3 (2%) ou 10 mL H2O/MeOH 

(1/1) 
100 DORM 2a, TORT 2a, CRM 279j Foster et al. (2007) 

MAE 5 mL H2O/MeOH (2/8) 200 DORM 2a, poissons Wang et al. (2007) 

MAE Protéines modifiées 150 Plantes Chen et al. (2007) 

MAE 10 mL H2O 1000 Riz, SRM 1568ah Narukawa et al. (2008) 

  a aiguillat, b huître, c thon, d hépatopancreas de homard, e moule, f requin, g foie d’aiguillat, h riz, i trèfle blanc, j algues, k requin 

 

III. 2. 1. Méthode par extraction liquide-solide « classique » avec ou sans sonification 

 

Un grand nombre des travaux effectués depuis 1998 utilisent la méthode d’extraction 

« classique » liquide-solide (Liq-Sol) assistée d’une agitation physique ou par ultra-sons 

(sonification). Toutefois, les taux de récupération en As total pour différentes compositions de 

solvants (H2O, MeOH, mélange H2O/MeOH) observés après sonification dans le TORT 2 

semblent similaires à ceux obtenus après une agitation physique. (Brisbin et al., 2002) 

La majorité de ces travaux opte pour un solvant composé d’un mélange H2O/MeOH ou H2O 

seul pour extraire les différents composés arséniés. L’utilisation de MeOH seul,  

(Gomez-Ariza et al., 2000 ; Madsen et al., 2000 ; Soeroes et al., 2005) d’acétone ((CH3)2O), 

(Kirby et Maher, 2002 ; Kirby et al., 2002) d’acide phosphorique (H3PO4)  

(Kuehnelt et al., 2001 ; Kannamkumarath et al., 2004) ou de mélanges H2O/MeOH/CH3Cl 

(Hanaoka et al., 1999 et 2001b,c ; Wrobel et al., 2002 ; Kannamkumarath et al., 2004) a aussi 

été rapportée occasionnellement.  
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Même si ce type de méthodes a montré sa relative efficacité pour l’extraction d’espèces 

arséniées de matrices biologiques, elles restent longues à mettre en œuvre et peuvent 

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

De plus, Amran et al. (1997) a montré que ces méthodes pouvaient être moins efficaces pour 

certaines matrices telles que les bivalves. Enfin, Munoz et al. (1999) explique que les faibles 

taux de récupération obtenus dans son étude après extraction avec différents solvants (H2O, 

MeOH, CH3Cl) sans chauffage pour As (III) dans des produits de la pêche sont dus à 

l’incapacité des solvants utilisés à casser les liaisons entre cette espèce et les groupes thiols au 

sein des protéines. 

 

III. 2. 2. L’extraction enzymatique 

 

L’utilisation de l’extraction enzymatique a parfois été évoquée dans la littérature comme une 

alternative à l’extraction Liq-Sol. Celle-ci consiste à traiter les échantillons biologiques avec 

une enzyme afin de favoriser la mise en solution des espèces arséniées. Ainsi, plusieurs 

travaux, notamment sur des échantillons de pommes ou de riz traités avec l’enzyme α-

amylase, ont permis une amélioration des taux de récupération obtenus par extraction Liq-Sol. 

(Caruso et al., 2001 ; Heitkemper et al., 2001 ; B’Hymer et Caruso, 2002 ; Kohlmeyer et al., 

2003 ; Sanz et al., 2005ab) Néanmoins, l’utilisation de l’enzyme α-amylase est spécifique aux 

matrices végétales (fruits, riz) et n’a donc pas été testée dans les produits de la pêche.  

En revanche, quelques études rapportent l’utilisation de la trypsine pour l’extraction 

enzymatique de l’As dans les produits de la pêche. (Pardo-Martinez et al., 2001 ;  

Fitzpatrick et al., 2002 ; Rattanachongkiat et al., 2004) Les travaux de Pardo-Martinez et al. 

(2001) et Fitzpatrick et al. (2002) ont rapporté des taux de récupération en As total 

satisfaisants après un traitement à la trypsine de DORM 2 (106 %) et TORT 2 (105 %), 

respectivement. Pardo-Martinez et al. (2001) a aussi observé des extractions d’As total 

satisfaisantes (88-122 %) pour plusieurs aliments pour bébé (produits de la pêche). 

Cependant, ces études se sont focalisées sur la détermination de AB et DMA et n’ont pas 

conclu quant à l’efficacité de la méthode d’extraction sur les autres espèces arséniées. Des 

taux de récupération acceptables après traitement avec de la trypsine, dans DORM 1 (96 %), 

TORT 1 (108 %) et divers autres produits de la pêche (82-102 %) ont aussi été observés par 

Rattamachangkiat et al. (2004).  
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Néanmoins, même si le traitement avec de la trypsine des produits de la pêche semble 

améliorer l’extraction de l’As, le temps d’extraction très élevé nécessaire à cette méthode (de 

8 à 12 heures) reste un inconvénient majeur dans l’optique d’une méthode de spéciation de 

routine. 

 

III. 2. 3. Techniques d’extraction alternatives 

 
III. 2. 3. a. Extraction accelérée par solvant (ASE) 

 

D’autres techniques d’extraction des composés arséniés, bien que moins répandues, ont été 

rapportées dans la littérature. L’extraction accelérée par solvant (« Accelerated solvent 

extraction » ou ASE), appelée aussi parfois extraction liquide pressurisée (« Pressurized 

liquid extraction » ou PLE) a été testée à plusieurs reprises pour l’extraction de l’As dans les 

produits de la pêche. (Mc Kiernan et al., 1999 ; Wahlen et al., 2004 ; Mato-Fernandez et al., 

2007) Les travaux de McKiernan et al. (1999) ont rapporté des taux de récupération de l’As 

total satisfaisants par la procédure ASE dans le DORM 2 et un échantillon de poisson  

(92 et 99 % respectivement) alors que les résultats dans des échantillons de requin, saumon et 

thon (82, 77 et 74 %, respectivement) étaient inférieurs à ceux obtenus par une extraction 

Liq/Sol classique (90, 91 et 86 % respectivement). L’étude réalisée par Walhen et al. (2004)  

a montré que l’utilisation de l’ASE permettait d’obtenir un taux de récupération de l’As total 

satisfaisant pour DORM 2 (96 %) mais faible pour DOLT 2 et TORT 2 (41 et 75 %, 

respectivement). De plus, cette étude n’a pas permis de conclure sur l’efficacité d’extraction 

par la méthode ASE de l’ensemble des espèces As présentes dans la mesure où seules les 

teneurs en DMA et AB ont été quantifiées. Récemment, les travaux de  

Mato-Fernandez et al. (2007) ont permis d’obtenir des taux de récupération d’As total 

satisfaisants sur 3 MRC : GBW-08751, BCR-278R et DORM-2 (93, 96 et 95 %, 

respectivement). Cependant, les formes arséniées As(III), As(V), MA et DMA seraient 

retenues (de 10 à 90 % dans certains cas) par certains réactifs utilisés comme milieux de 

dispersion nécessaires à cette méthode. (Gallagher et al., 2002) Enfin, d’après  

Francesconi et al. (2004), la méthode ASE présente peu d’avantages par rapport aux 

extractions classiques et nécessite un appareillage spécifique et ne semble donc pas adaptée à 

une méthode de spéciation de routine. 
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III. 2. 3. b. Traitement par l’acide trifluoroacétique (TFA) 

 

Le traitement par l’acide trifluoroacétique (TFA) consiste à chauffer (avec un bloc chauffant) 

pendant 6 heures à environ 100 °C l’échantillon dans une solution de TFA. Cette technique a 

été testée pour l’extraction de l’As dans le riz. (Heitkemper et al., 2001 ; Williams et al., 

2005) Heitkemper et al. (2001) a rapporté une comparaison entre les méthodes d’extraction 

enzymatique, ASE et de traitement par TFA pour l’extraction des espèces As dans le riz. 

D’après cette étude, la méthode de traitement par TFA permettrait d’obtenir les meilleurs 

rendements d’extraction en As total. Néanmoins, un des principaux inconvénients de cette 

méthode reste son temps d’extraction très important (environ 6 h). D’autre part, ce type de 

méthode n’a jamais été testé dans les produits de la pêche.  

 

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

 

Depuis quelques années, l’utilisation de l’extraction assistée par micro-ondes (« microwave-

assisted extraction » ou MAE) ne cesse de s’amplifier pour la spéciation de l’arsenic dans des 

matrices biologiques telles que les produits de la pêche, les plantes, le riz ou les champignons.  

La méthode MAE consiste à utiliser les propriétés de certains composés (solvants caractérisés 

par une constante diélectrique plus faible que la matrice considérée et relativement transparent 

aux micro-ondes) capables de transformer l’énergie électromagnétique (captée sous forme de 

radiation de longueur d’onde entre 1 cm et 1 m) en chaleur. En effet, les molécules dipolaires 

et les ions vont aligner leur moment dipolaire avec le champ électrique des micro-ondes. Ce 

champ étant en perpétuel mouvement, les molécules tournent dans tous les sens et provoquent 

ainsi des collisions avec les molécules voisines. Ces agitations créent un dégagement 

d’énergie, donc une augmentation de la température et de la pression dans les récipients de 

digestion. Les composés d’intérêt vont alors être dissous dans le solvant en un minimum de 

temps. (Paré et Bélanger, 1994 ; Bélanger et Paré, 2006) 

Généralement, un solvant composé d’un mélange eau/méthanol ou uniquement d’eau est 

utilisé. Dans de rares cas, d’autres solvants ont été testés tels que l’hydroxyde de 

tétraméthylammonium TMAH, (Ackley et al., 2002 ; Quaghebeur et al., 2003) l’alcool alcalin 

pour l’extraction des espèces inorganiques, (Sloth et al., 2005 ; Larsen et al., 2005) l’acide 

nitrique (Brisbin et Caruso, 2002 ; Foster et al., 2007) ou des protéines modifiées 

(Quaghebeur et al., 2003 ; Chen et al., 2007).  
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Une température modérée (30-90 °C) et un temps de chauffage limité (2-10 min) sont 

généralement sélectionnés afin de conserver les liaisons carbone-arsenic des espèces intactes. 

(B’Hymer et Caruso, 2004) Les travaux de Kirby et al. (2002) ont ainsi montré que les taux 

de récupération pouvaient être améliorés si la température de chauffage était proche de la 

température d’ébullition du solvant.  

Une étude comparative sur plusieurs méthodes d’extraction réalisée sur un matériau de 

référence certifié d’hépatopancréas de homard (TORT-2), a confirmé que la méthode MAE 

apparaissait comme la méthode d’extraction la plus simple, rapide et reproductible parmi les 

méthodes étudiées tout en obtenant des taux de recupération en As total sensiblement 

identiques, voire meilleurs, aux autres méthodes d’extraction. (Brisbin et Caruso, 2002) Dans 

le cas de la méthode MAE, plusieurs solvants (eau, mélange eau-méthanol, acide nitrique) et 

temps d’extraction (2 à 6 minutes) avaient été testés. Une étude complémentaire est venue 

confirmer que ces conditions étaient également adaptées à la spéciation des différentes 

espèces arséniées (Brisbin et al., 2002).  

Les travaux de Foster et al. (2007) ont démontré que l’utilisation de 2 % de HNO3 comme 

solvant (ou un mélange MeOH/H2O suivi de 2 % de HNO3) permettait une amélioration de 

l’extraction dans les matrices où l’arsenic est difficile à extraire (plantes et organes digestifs 

d’organismes marins). Cependant, les taux de récupération observés avec HNO3 dans les 

DORM 2 et TORT 2 (102 % pour les 2 MRC) sont similaires à ceux obtenus avec un mélange 

H2O/MeOH (1/1 v/v) (98 et 88 %, respectivement). De plus, le pH faible dû à l’utilisation 

d’HNO3 risque de perturber la séparation chromatographique des composés arséniés 

(optimisée dans la partie II) dans les échantillons extraits.  

Ackley et al. (1999) a montré que l’utilisation de TMAH semble permettre une extraction 

satisfaisante de l’As total (95 %) dans le DORM 2. Cependant, les travaux de  

Quaghebeur et al. (2003) ont démontré que ce réactif provoquait l’oxydation d’As(III) en 

As(V) durant le processus d’extraction par MAE. Ces mêmes travaux et ceux de Chen et al. 

(2007) ont rapporté des taux de récupération satisfaisants (sans que les formes inorganiques 

soient modifiées) dans des végétaux en utilisant un mélange de protéines modifiées comme 

solvant (contenant 0,33 M de sucrose, 50 mM de MES (acide 2-(N-morpho- lino)éthane 

sulfonique), 5mM d’acide éthylène-diamine-tétraacétique (EDTA) et 5mM de L-ascorbate). 

Mais, à notre connaissance, ce réactif n’a pas été utilisé pour l’extraction des formes arséniées 

dans les produits de la pêche. 
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Les études réalisées par Sloth et al. (2005) et Larsen et al. (2005) rapportent une procédure 

MAE utilisant un solvant composé d’hydroxyde de sodium dans de l’éthanol pour une 

extraction spécifique des formes inorganiques dans les produits de la pêche. Cependant, cette 

méthode ne permet pas une quantification individuelle de chaque forme inorganique dans la 

mesure où le solvant provoque l’oxydation de l’As(III) en As(V). 

La méthode MAE a été aussi testée avec succès (taux de récupération supérieurs à 85 %) pour 

l’extraction d’espèces d’arsenic d’intérêt dans des échantillons de poissons en utilisant une 

puissance de 50 à 75 W pendant 5 à 10 minutes avec un mélange eau-méthanol (1/1, v/v). 

(Ackley et al., 1999) L’étude réalisée par Kirby et al. (2002) a permis d’obtenir une extraction 

d’As total satisfaisante avec le même mélange eau-méthanol (1/1, v/v) pour le DORM-2 (103 

%) et le TORT-2 (92 %), mais des taux plus faibles ont été observés pour d’autres 

échantillons de produits de la pêche (58-80 %). Nakazato et al. (2000) rapporte un taux de 

récupération de 88 % dans un échantillon de thon (CRM-627) en utilisant seulement un 

solvant aqueux. Les taux de récupération observés par Hirata et al (2006) et  

Karthikeyan et Iyer (2004) dans des produits de la pêche après extraction avec 100 % d’eau 

sont compris entre 53-112 et 85-105 % respectivement. Tandis que les valeurs publiées par  

Karthikeyan (2004) obtenues après extraction dans un mélange MeOH/H2O (1/1 v/v) sont de 

48-105 %.  

 
III. 2. 5. Bilan de l’état de l’art 

 

L’étape de mise en solution des espèces As est fondamentale. La méthode utilisée, tout en 

étant rapide, pratique et robuste, ne doit pas engendrer de modifications des espèces 

initialement présentes pour permettre une spéciation quantitative satisfaisante.  

 

L’étude bibliographique des principales techniques d’extraction des espèces arséniées dans les 

matrices biologiques utilisées au cours de cette décennie laisse envisager que la méthode 

d’extraction assistée par micro-ondes (MAE) apparaît comme une alternative pertinente en 

raison de : 

- sa rapidité et sa simplicité de mise en œuvre ; 

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

atmosphériques (système fermé) ; 

- l’utilisation de volumes de solvant plus faibles impliquant moins de déchets et de 

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

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

 

Un solvant composé soit d’un mélange H2O/MeOH soit d’H2O uniquement est le plus utilisé 

dans la littérature et semble le plus adapté à la mise en solution des formes arséniées par MAE 

dans les produits de la pêche. D’autres paramètres tels que la quantité d’échantillons extraits, 

le volume de solvant, la température et le temps de chauffage par micro-ondes sont également 

susceptibles de jouer un rôle dans le processus d’extraction. La suite de cette étude s’est donc 

interessée à déterminer l’influence de ces différents paramètres de la méthode MAE sur les 

taux de récupération en arsenic total et en spéciation sur différents échantillons de produits de 

la pêche.  

 

III. 3.  Conditions expérimentales 

 
Les réactifs et matériels utilisés dans cette étude sont décrits en annexe 4.  

 
III. 3. 1. Extraction assistée par micro-ondes 

 
III. 3. 1. a. Instrumentations 

 

Le système micro-onde fermé utilisé dans cette étude est le système Multiwave fabriqué et 

commercialisé par la société Anton Paar (Courtaboeuf, France). Ce système est équipé d’un 

rotor à six récipients de digestion en quartz de 50 mL.  

Une centrifugeuse Universal 320 fabriquée et commercialisée par la société Hettich 

(Tuttlingen, Germany) a été utilisée pour la séparation du surnageant du résidu après 

extraction. 

 

III. 3. 1. b. Échantillons et matériaux de référence certifiés 

 

Les Matériaux de Référence Certifiés (MRC) utilisés dans cette étude, TORT 2 

(Hépatopancréas de homard), DORM 2 (muscle d’aiguillat), DOLT 3 (foie d’aiguillat), 

DORM 3 (protéine de poisson) et CRM 627 (Thon), sont commercialisés par la société 

Promochem (Molsheim, France). Divers produits de la pêche lyophilisés (moules, dorade, 

bigorneau, maquereau frais et en conserve) ont également été analysés pour l’étude de la 

répétabilité de la méthode. 
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III. 3. 1. c. Préparation des échantillons avant analyse 

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

 

Pendant toutes les étapes de préparation des échantillons pour analyse, les consignes 

pour éviter une éventuelle contamination ont été respectées. Le matériel utilisé a été nettoyé 

suivant la procédure de nettoyage de la vaisselle de laboratoire en vigueur dans l’unité 

CIME : rinçage à l’eau MilliQ, décontamination dans un bac d’acide HNO3 à 10 % pendant  

6 h minimum, rinçage à l’eau MilliQ et séchage en étuve à 50 °C.  

 

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

Les conditions d’extraction initiales utilisées pour l’optimisation sont basées sur les travaux 

de Brisbin et Caruso (2002). Une prise d’essai de 0,15 g est introduite dans les récipients en 

quartz. Un volume (10 mL) d’eau, de méthanol ou d’un mélange H2O/MeOH y est ajouté. Le 

rotor peut contenir au maximum 6 matras. En pratique, chaque série comprend 5 échantillons 

et un blanc d’extraction (pour lequel seul le volume de solvant est présent).  

Un programme de chauffage déterminant la puissance du micro-onde en fonction du temps a 

été défini (Tableau XV). Il est constitué de trois étapes : une montée progressive en 

température et en pression afin de limiter les risques d’emballement thermique pouvant 

entraîner des surpressions, une étape de chauffage à température constante suivie d’une étape 

de refroidissement. Le système est muni d’un détecteur mesurant la température et la pression 

de chacun des matras afin de contrôler ces deux paramètres pendant le chauffage. 

 

Tableau XV : Programme d’extraction MAE 
 

Étapes 
Température initiale 

(°C) 
Durée 
(min) 

Température finale 
(°C) 

Puissance 
(W) 

Vitesse  
de refroidissement* 

      
1 20 2,6 80 800 1 
2 80 2 ; 4 ou 6 80 800 1 
3 80 20 20 - 3 

* Unité arbitraire 
 

À la suite du programme d’extraction, les échantillons sont refroidis à la température 

ambiante puis repris à l’eau Milli-Q (MilliPore SA., St Quentin en Yvelines, France) dans des 

tubes de polyéthylène de 50 mL. Ils sont ensuite centrifugés à 3500 tours par minute et à 

température ambiante pendant 5 min. Enfin, la partie surnageant les échantillons est filtrée sur 

des filtres nylon 0,45 µm (Fisher Scientific Bioblock, France) avant d’être analysée.  
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La figure 15 présente le schéma général de la procédure d’extraction assistée par micro-onde. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15 : Schéma général de la procédure MAE 

 

III. 3. 2. Quantification des espèces arséniées 

 

L’ICP-MS utilisé pour cette partie de l’étude est un X-Series II (Thermo Scientific). Le 

système chromatographique utilisé dans cette partie de l’étude consiste en une chaîne 

chromatographique Ultimate 3000 (Dionex), une valve d’injection (Rheodyne) équipée d’une 

boucle d’injection de 100 µL. Les connexions entre l’ICP-MS et le système 

chromatographique ainsi que le mode d’acquisition sont identiques à celles décrites dans le 

paragraphe II. 3. 1. 

 

La colonne chromatographique utilisée est identique à celle décrite en II. 3. 2. Les conditions 

chromatographiques déterminées dans la partie II ont légèrement été modifiées  : 99 % PMA 

(3min) � 10 % PMA (2 min) � 80 % PMA (6,5 min) en raison d’une adaptation nécessaire 

liée au changement de système chromatographique. 

 

Pour l’étalonnage de l’instrument, cinq solutions d’étalonnage de 0, 2, 5, 10 et 20 µg As L-1 

des 8 espèces arséniées considérées (As(III), MA, DMA, As(V), AB, TMAO, AC et TMA+) 

sont préparées dans les mêmes conditions que les échantillons extraits.  

3000 (Anton 
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Le composé TMA+, qui ne faisait pas partie des espèces étudiées dans la partie II, élue juste 

après AC (tR = 12 minutes). Les résultats pour TMAO sont présentés comme la somme de 

teneurs en TMAO et AB2. En effet, l’analyse d’une solution étalon de AB2 a montré que le 

pic de cette espèce co-éluait avec celui de TMAO dans les conditions de séparation utilisées.  

 

Entre chaque solution analysée, un rinçage de la seringue et de la boucle d’injection est 

effectué avec de l’eau MilliQ . La colonne et la colonne de garde sont régulièrement 

régénérées en injectant un mélange préconisé par le constructeur (500 mM HNO3 + 10 % 

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

après la colonne, pour éviter la pollution de cette dernière).  

 

La réduction de As(V) en As(III) au cours du temps est observée dans les vials en PTFE 

(Dionex, 10 mL) utilisés pour l’autosampleur de la chaîne chromatographique alors que ce 

phénomène n’est pas observé dans les tubes en PTFE utilisés pour la dilution des échantillons 

extraits. La composition de ces vials semblent donc entraîner une réaction d’oxydo-réduction 

impliquant les formes arséniées inorganiques. Les échantillons sont donc introduits le plus 

tard possible dans ces vials afin d’éviter cette réduction de As(V) en As(III). Cependant, 

l’utilisation de vials en quartz ou une diminution de la température dans l’autosampleur 

pourront être envisagées afin de réduire ce phénomène. 

 

Un phénomène, à la fois de dédoublement du pic MA et de résolution faible entre ce dernier 

et le pic As(III), a parfois été rencontré dans certaines matrices complexes, comme observé 

précédemment par Londesborough et al. (1999) et Simon et al. (2004). Une solution tampon 

d’acétate (0,5 mmol L-1, pKa = 4,8), utilisée en début de séparation dans les travaux de Simon 

et al. (2004), semble permettre de se soustraire au problème de dédoublement du pic MA. 

Néanmoins, l’utilisation de ce tampon entraîne nécessairement des modifications des 

conditions optimales de séparation. Dans ces travaux de thèse, l’addition des deux pics MA 

permettant une quantification satisfaisante de cette espèce, l’utilisation d’une solution tampon 

n’a pas été testée. Ce phénomène sera exposé plus précisément dans la partie IV. 

 

III. 3. 3. Quantification de l’As total 

 

La quantification de l’As total est basée sur la méthode interne accréditée COFRAC de l’unité 

CIME d’«analyse multi-élémentaire (As, Cd, Hg et Pb) dans les denrées alimentaires 
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d’origine animale par ICP-MS après minéralisation par micro-ondes en système fermé».  

(Noël et al., 2005) Le même ICP-MS que décrit en III. 3. 1. est utilisé (X-Series II, Thermo 

Fisher). Les solutions sont drainées par une pompe péristaltique à partir des tubes disposés 

sur un échantillonneur automatique ASX 520 fabriqué et commercialisé par la société CETAC 

(Nebraska, USA). 

 

Le rapport m/z = 75 étant susceptible d’être interféré par l’ion poly-atomique 40Ar35Cl, le 

signal de l’As mesuré est corrigé selon l’équation suivante : 

I(75 As) = I(75mass) - 3,127 × [I(77mass) – 0,826 × I (82 Se)] 

Avec 3,127 = Abondance 75 ArCl / Abondance 77 ArCl et 0,826 = Abondance 77 Se / 

Abondance 82 Se 

L’acquisition des données a donc été réalisée en mode continu aux masses sur charges  

m/z = 75(As), 77(ArCl), 82(Se). 

L’utilisation du mode standard et d’une correction mathématique pour palier l’interférence 
40Ar35Cl se justifie pour deux raisons. D’une part, nos travaux sur l’utilisation du mode CCT 

(sur un ICP-MS PQ ExCell, Thermo Scientific) pour la détermination de l’As total dans les 

denrées d’origine animale ont montré que même si l’interférence 40Ar35Cl était sensiblement 

diminuée par cette technique, de nouvelles interférences pouvaient être générées au sein de la 

cellule de collision / réaction. (Dufailly et al., 2008, Annexe 2) D’autre part, la méthode de 

détermination de l’As total dans les denrées alimentaires par ICP-MS sans CCT (avec 

application de la correction mathématique) a été validée en mode standard (Noël et al., 2005) 

et fait l’objet de nombreux essais interlaboratoires (EIL) dont les résultats sont satisfaisants. 

Le dernier résultat en As total (Z-score et zeta score tous deux égaux à -0,1) est reporté dans 

le rapport du quatrième EIL (pour les métaux lourds dans les denrées alimentaires) organisé 

par le laboratoire de référence de la communauté européenne (Community Reference 

Laboratory for Heavy Metals in Feed and Food ou CRL-HM, IRMM, Geel, Belgique). (De la 

Calle et al., 2008) Néanmoins, une autre étude en cours (Gherbi L., Master 2 recherche) teste 

et optimise le mode CCT sur une cellule de collision de 3ème génération sur un ICPMS 

Thermo X SeriesII, afin d’estimer si ce système récent permettra d’obtenir cette fois une 

meilleure justesse pour la détermination en As total dans des matrices de produits de la pêche 

chargées en chlorures. (Gherbi, 2008) 
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Pour l’étalonnage de l’instrument, 6 solutions d’étalonnage de 0, 2, 5, 10, 20 et 50 µg L-1 d’As 

total sont préparées dans les mêmes conditions que les échantillons extraits. Entre chaque 

solution analysée, un rinçage est effectué avec une solution diluée d’HNO3 à 2 %. 

 

 

III. 4.  Résultats et discussions 

 
III. 4. 1. Optimisation des conditions d’extraction de la procédure MAE 

 

III. 4. 1. a. Étude préliminaire 

 

L’objectif de cette étude préliminaire a été de déterminer les facteurs susceptibles d’avoir une 

influence sur les taux de récupération en As total dans deux matériaux de référence certifiés 

(MRC) : DORM 2 et CRM 627 (18,0 et 4,8 mg As kg-1, respectivement).  

 

 

Cinq paramètres ont été sélectionnés : (1) la prise d’essai (0,05-0,20 g par pas de 0,05 g), (2) 

le temps de chauffage (2, 4 et 6 min), (3) la concentration en MeOH dans le solvant 

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

température de chauffage (80, 100 et 120 °C). Lorsqu’un paramètre était étudié, les autres 

étaient fixés selon les conditions de Brisbin et Caruso (2002).  

 

 

Les taux de récupération de l’As total dans les DORM-2 et CRM 627 ont été calculés tels 

que : R = 100×








c

f

X
X

, (avec Xf et Xc définis comme les valeurs en As total observée et 

certifiée, respectivement).  

 

 

Les résultats de cette étude préliminaire sont présentés dans le tableau XVI. 
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Tableau XVI :  Résultats de l’étude préliminaire 
 

Taux de récupération (%) 
Paramètres  

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 (%) 0 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 (°C) 80 99 93 

 100 96 95 

 120 88 85 

 

Les résultats indiquent que la concentration en MeOH dans le solvant semble être le 

paramètre ayant le plus d’influence sur l’extraction de l’As total dans les 2 échantillons 

considérés. En effet, les taux de récupération de l’As total dans un solvant composé de 80 % 

de MeOH s’élèvent à 98 et 90 % alors que ceux dans 20 % 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 pour les extractions dans 100 % H2O (95-88 

%) et dans un mélange MeOH/H2O (4/1 v/v) (98-90 %). Ces observations sont en accord avec 

les résultats de Brisbin et Caruso (2002) et Ackley et al. (1999) qui ont rapporté les meilleurs 

taux de récupération en l’As total avec un mélange MeOH/H2O (4/1 v/v) dans le TORT 2 (95-

106 %) et le DORM 2 (104-114 %), respectivement. De plus, les taux de récupération obtenus 

après une extraction 100 % H2O dans le TORT 2 par Brisbin et Caruso (2002) (89-93 %) 

s’avèrent aussi satisfaisants, tout comme ceux obtenus par Narukawa et al. (2008) dans des 

échantillons de riz (97-106 %). Enfin, même si Hirata et al. (2006) a rapporté des taux de 

récupération en As total légèrement meilleurs dans le DORM 2 après une extraction dans 50 

% de MeOH, les autres matrices ont été extraites uniquement avec un solvant aqueux. Dans 

une moindre mesure, la prise d’essai semble avoir un effet significatif sur les taux de 

récupération en As total. Les meilleurs taux ont été obtenus pour une prise d’essai de 0,15 g 

(103-89 %) correspondant à la prise d’essai utilisée par Brisbin et Caruso (2002). Cette valeur 
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a donc été sélectionnée pour la suite de l’étude. Les variations des résultats pour le temps de 

chauffage, le volume de solvant et la température de chauffage sont inférieures à 6 %. Ces 3 

paramètres ne semblent donc pas influents. Pour la suite de l’étude, nous avons décidé de 

fixer ces paramètres non influents aux valeurs rapportées dans les travaux de Brisbin et 

Caruso (2002) (temps de chauffage de 4 minutes, volume de solvant de 10 mL et température 

de chauffage de 80 °C) afin de comparer uniquement les deux modes d’extraction les plus 

prometteurs (100 % H2O et H2O / MeOH (1/4 v/v)). Plusieurs MRC de produits de la pêche 

différents ont été sélectionnés pour lesquels à la fois l’As total et les différents composés 

arséniés ont été analysés. 

 
III. 4. 1. b. Comparaison des conditions d’extraction 100 % H2O et 80 % MeOH 

 

Le tableau XVII présente, pour les 2 conditions d’extraction testées, les taux de récupération 

(%) observés en As total dans 5 MRC ainsi que ceux obtenus sur des espèces certifiées dans 

le DORM 2 (16,4 et 0,250 mg As kg-1, pour AB et TMA+, respectivement) et dans le MRC 

627 (0,150 et 3,9 mg As kg-1, pour DMA et AB, respectivement) (n = 5). 

 

Tableau XVII :  Taux de récupération (%) d’As total et des espèces As certifiés pour 5 
MRC 
 

MRC As total AB DMA TMA + 

      
TORT 2 A 95 ± 3* - - - 

 B 103 ± 6 - - - 

      
DORM 2 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% H2O, B : extraction MeOH/H2O (4/1 v/v),
Valeur moyenne ± écart-type (n = 5) 

 

En considérant un intervalle de confiance de 10 % (k = 2), toutes les valeurs en As total et en 

espèces As sont en accord avec les valeurs de référence et sont comparables pour les 2 

conditions d’extraction testées, sauf le taux pour AB dans le CRM 627 après extraction 100 % 

H2O qui semble légèrement surestimé (125 %). Les taux de récupération en As total observés 

dans le TORT 2 (95-103 %) sont proches de ceux rapportés par Brisbin et Caruso (2002) (90-
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99 %) et Karthikeyan (2004) (92 %). D’autre part, le taux de récupération en As total pour le 

DORM 2 après une extraction H2O / MeOH (1/4 v/v) (109 %) est similaire aux résultats de 

Ackley et al. (1999) (108 %) et Wang et al. (2004) (99 %) alors que celui après une extraction 

100 % H2O (99 %) est similaire à celui de Karthikeyan (2004) (101 %) et légèrement 

supérieur à ceux obtenus par Ackley et al. (1999) (77 %) et Hirata et al. (2006) (86 %). 

 

Le tableau XVIII présente les teneurs (mg kg-1) de l’ensemble des espèces As dans les 5 MRC 

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

 

Tableau XVIII :  Teneurs  des espèces As pour les 2 conditions d’extraction dans 5 
MRC(mg kg-1) 
 

MRC As(III)  MA DMA As(V) AB 
TMAO  
+AB2 AC TMA + Σ*** 

Teneur 
As total 
Certifiée 

          
TORT 2 A 0,408 

± 0,095* 
0,460 

± 0,060 
1,27 

± 0,14 
0,725 

± 0,017 
13,0 
± 1,8 

1,41 
± 0,11 

< 0,070** < 0,070 17,3 
± 2,2 

21,6  
±±±± 1,8 

 B 0,588 
± 0,113 

0,364 
± 0,150 

0,711  
± 0,150 

0,645 
± 0,099 

12,2 
± 0,6 

1,25 
± 0,18 

< 0,070 < 0,070 15,8 
± 1,3 

 

 
DORM 2 A 0,031 

± 0,014 
0,061 

± 0,008 
0,359  

± 0,032 
0,029 

± 0,018 
16,7 
± 0,6 

0,201 
± 0,016 

< 0,070 0,265 
± 0,005 

17,6 
± 0,7 

18,0  
±±±± 1,1 

 B 0,064 
± 0,011 

0,033 
± 0,024 

0,314  
± 0,029 

0,026 
± 0,002 

18,3 
± 0,7 

0,200 
± 0,041 

< 0,070 0,251 
± 0,016 

19,2 
± 0,8 

 

 
DOLT 3 A 0,074 

± 0,011 
0,047 

± 0,008 
0,480  

± 0,032 
0,073 

± 0,007 
8,11 

± 0,65 
0,357 

± 0,093 
< 0,070 < 0,070 9,1 

± 0,8 
10,2  
±±±± 0,5 

 B 0,136 
± 0,004 

< 0,015 0,417 
± 0,024 

< 0,015 7,56 
± 0,20 

0,452 
± 0,048 

0,081 
± 0,022 

< 0,070 8,6 
± 0,3 

 

 
DORM 3 A 0,085 

± 0,014 
0,091 

± 0,028 
0,459 

± 0,007 
0,243 

± 0,023 
4,69 

± 0,16 
0,221 

± 0,028 
< 0,070 < 0,070 5,8 

± 0,3 
6,9  

±±±± 0,3 

 B 0,129 
± 0,018 

0,066 
± 0,024 

0,495 
± 0,054 

0,276 
± 0,036 

5,24 
± 0,26 

0,188 
± 0,064 

< 0,070 < 0,070 6,4 
± 0,5 

 

 
CRM 627 A 0,054 

± 0,014 
0,063 

± 0,010 
0,154 

± 0,011 
< 0,015 4,86 

± 0,3 
0,051 

± 0,010 
< 0,070 < 0,07 5,2 

± 0,3 
4,8  

±±±± 0,3 

 B 0,172 
± 0,071 

< 0,015 0,158 
± 0,019 

< 0,015 3,82 
± 0,4 

0,099 
± 0,044 

< 0,070 < 0,070 4,2 
± 0,5 

 

A : extraction 100% H2O, B : extraction MeOH/H2O, * Valeur moyenne ± écart-type (n = 5), 
** LQ (cf. Tableau XXII), *** somme des espèces As 

 

La somme des teneurs des espèces As est généralement en accord avec la teneur certifiée en 

As total pour les deux conditions d’extraction (sauf pour TORT 2) et est légèrement meilleure 

pour une extraction 100 % H2O. Les différences observées pour TORT 2 pourraient 

s’expliquer par plusieurs pics inconnus (identifiés comme des organosucres par Foster et al. 

(2007)) qui n’ont pas été quantifiés dans cette étude.  

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

TMA+ après extraction 100 % H2O sont généralement similaires à celles observées après 
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extraction H2O / MeOH (1/4 v/v) dans l’ensemble des MRC considérés. À l’inverse, les 

teneurs observées pour As(III) sont systématiquement plus importantes en utilisant un solvant 

composé de MeOH.  

 

La figure 16 présente les chromatogrammes observés à m/z = 75 pour des solutions à 4, 8, 16, 

32 et 64 % de MeOH.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Chromatogramme à m/z = 75 pour des solutions de 4, 8, 16, 32 et 64 % de 

MeOH  

 

Comme rapporté par Kohlmeyer et al. (2002), le méthanol a tendance à éluer au niveau du 

temps mort du chromatogramme en même temps que le pic As(III), avec le système 

chromatographique utilisé. Ce phénomène conduit à une augmentation du signal de l’espèce 

inorganique expliquant la surestimation observée, qui est difficilement contrôlable et sujette à 

variations. Même si les résultats obtenus dans les 5 MRC étudiés tendent à montrer que les 2 

conditions d’extraction testées (100 % H2O et 80 % MeOH) donnent généralement des 

teneurs en As total et spéciation similaires et en accord avec les valeurs de référence 

existantes, la présence de MeOH peut induire une surestimation des teneurs en As(III). En 

conséquence, les conditions d’extraction dans 100 % H2O ont été préférées pour la suite de 

l’étude afin de se soustraire à l’éventuelle surestimation de As(III), mais aussi dans un souci 

de simplification de la procédure d’extraction. De plus, ces conditions s’avèrent les plus 

compatibles avec l’utilisation et la stabilité à long terme du système ICP-MS qui a tendance à 

s’encrasser en présence de fortes quantités de carbone. 
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III. 4. 1. c. Comparaison des résultats avec la littérature 

 

Le tableau XIX compare les teneurs des espèces As et de l’As total obtenus au cours de ces 
travaux pour les MRC DORM 2, TORT 2 et CRM 627 avec celles rapportées dans la 
littérature depuis 1998. À notre connaissance, aucun résultat en spéciation n’a été rapporté sur 
les DORM 3 et DOLT 3.  
 
Tableau XIX :  Teneurs observées dans la littérature sur 3 CRM  (mg kg-1) 
 

MRC As(III)  MA DMA As(V) AB 
TMAO  
+AB2 

AC TMA + 
As 

Total  
Référence 

          DORM 2 0,031 0,061 0,359 0,029 16,7 0,201 < 0,070* 0,265 17,9 Cette étudea 
     16,4   0,250 18,0 Certifiée 
 0,075 nd 0,281 0,024 18,3 0,152 nd  18,8 Article Ia 
     24,6    19,4 Ackley et al. (1999)a 
 nd nd 0,280 nd 16,8 0,170 0,023 0,240 18,5 Kirby et Maher (2002)a 
   0,250 0,360 16,0     Karthikeyan et Iyer (2004)a 
 0,110 0,310 0,160 nd 16,9 0,340 nd 0,360 18,2 Karthikeyan (2004)a 
 nd 0,160 1,90 16,5 nd nd 0,360 18,9 Hirata et al. (2005)a 
 0,200 0,410 0,650 13,2 0,010 nd 0,430 15,0 Hirata et al. (2006)a 
 nd 0,070 0,320 0,020 17,1 0,160 nd 0,270 18,4 Foster et al. (2007)a 
 nd 0,050 0,340 0,020 16,2 0,160 0,010 0,250 17,4 Foster et al. (2007)a 
 nd 0,019 0,320 0,004 17,5    17,8 Wang et al. (2007)a 
 0,080 nd 0,280 0,480 16,5 0,400 0,080 nd 17,4 Mattusch et al. (1998)b 
 < 0,030 < 0,030 0,280 < 0,030 16,0 < 0,030 0,024 0,230 17,7 Goessler et al. (1998)b 
 0,100 nd 0,300 0,400 13,5 0,400 0,020 0,100 14,8 Londesborough et al. (1999)b 
    0,145**     17,9 Munoz et al. (1999)b 
   0,420  17,2   0,260  Falk et al. (2000)b 
   nd  16,4 0,240 < 0,050 0,250 16,9 Kuehnelt et al. (2001)b 
  < 0,003 0,300  15,9 < 0,001 0,110 0,110 18,0 Suner et al. (2001)b 
 0,050 0,140 0,490 0,050 16,1 0,300 nd 0,300 17,4 Kohlmeyer et al. (2002)b 
 nd nd 0,29 0,05 16,1     Wrobel et al. (2002)b 
   0,25  16,0  < 0,04 0,28  Kubota et al. (2002)b 
   0,300  16,9 0,181 0,010 0,260 17,8 Sloth et al. (2003)b 
   0,660  15,8     Pizarro et al. (2003a)b 
 nd nd 0,260 nd 15,9 0,270 nd nd 17,4 Simon et al. (2004)b 
  0,018 0,28 0,28 17,0***      McKiernan et al. (1999)c 
 nd 0,015 0,230 0,006 17,6 0,154 0,024 0,266 19,6 Wahlen et al. (2004)c 
   0,204 nd 15,6    17,2 Mato-Fernandez et al. (2007)c 

 TORT 2 0,408 0,460 1,27 0,725 13,0 1,41 < 0,070 < 0,070 20,6 Cette étudea 
         21,6 Certifiée 
 nd 0,200 1,03 0,410 13,1 1,20 nd 0,055 19,9 Kirby et Maher (2002)a 
  0,147 1,33 0,684 13,6  0,299  16,2 Brisbin et al. (2002)a 
   1,06 0,470 12,8     Karthikeyan et Iyer (2004)a 
    0,190**      Sloth et al. (2005)a 
 0,500 1,10 0,500 12,2 0,80 nd nd 15,1 Hirata et al. (2006)a 
 nd nd 1,04 0,320 13,9 1,20 0,040 0,050 19,0 Foster et al. (2007)a 
 nd nd 1,70 0,780 14,4 1,40 0,060 0,050 22,0 Foster et al. (2007)a 
    0,581     22,3 Munoz et al. (1999)b 
  0,030 0,97  13,8 0,150****  < 0,003 < 0,003 23,0 Suner et al. (2001)b 
   1,39  13,0 1,08 0,024 0,055  Sloth et al. (2003)b 
 nd 0,093 0,84 0,093 14,3 0,84 0,043 0,044 19,7 Wahlen et al. (2004)c 
   0,95  17,5    22,6 Fitzpatrick et al. (2002)d 
 0,093 0,093 0,84 0,093 14,2  0,024  21,6 Cao et al. (2008)e 

 CRM 627 0,054 0,063 0,154 < 0,015 4,9 0,051 < 0,070 < 0,070 5,2 Cette étudea 
     3,9    4,8 Certifiée 
 0,076 < 0,016 0,157 < 0,024 4,1 0,037 < 0,042  4,4 Article Ia 
 0,002 0,010 0,154 0,005 4,1 < 0,002   4,2 Nakazato et al. (2000)a 
 nd nd 0,139 nd 3,8    4,1 Gomez-Ariza et al. (2000)a 
    0,015**      Sloth et al. (2005)a 
   0,140  3,7 0,043 0,012 0,037 4,1 Sloth et al. (2003)b 
  < 0,003 0,163  4,1 < 0,001 < 0,003 < 0,003 4,9 Suner et al. (2001)b 
   nd nd 5,3  nd  5,8 Mato-Fernandez et al. (2007)c 
 nd nd 0,140 0,010 3,6    3,8 Sanz et al. (2005a)e 

nd : non détecté, * LQ (cf. Tableau XXII), ** somme des teneurs de As(III) et As(V), *** AB+AC, **** teneur en TMAO uniquement 
a : MAE, b : Liq/Sol, c : ASE, d : Enzymatique, e : Sonification 
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Les teneurs observées pour DMA, As(V), AB, TMAO+AB2, AC et TMA+ sont généralement 

comparables à celles rapportées dans la littérature. La comparaison des teneurs en As (III) et 

MA est plus délicate, en raison du faible nombre de valeurs observées dans la littérature, 

notamment concernant le TORT 2 et le CRM 627. Dans le DORM 2, ces teneurs sont 

comparables ou légérement inférieures à celles de la littérature alors que celles dans le TORT 

2 sont largement supérieures. En réalité, il apparaît délicat d’établir un consensus sur les 

teneurs des espèces arséniées non certifiées dans les MRC étudiés dans la mesure où des 

différences importantes peuvent être observées parmi les valeurs rapportées dans la littérature. 

(Sloth et al., 2003) C’est d’autant plus évident dans le cas des teneurs en As(V) observées 

dans le DORM 2 pour lequel 5 teneurs sont supérieures à 0,36 mg As kg-1 (dont une 

supérieure à 1 mg As kg-1) alors que 8 autres sont inférieures à 0,05 mg As kg-1. 

 

III. 4. 2. Validation interne de la méthode 

 

Suite aux résultats précédents, les conditions optimisées d’extraction et de séparation 

semblaient adaptées à la spéciation de l’As dans les produits de la pêche et ont pu être 

utilisées pour la validation de la méthode analytique. Pour cette validation interne, nous avons 

utilisé comme support les normes NFV 03-110 (AFNOR, 1998), XPT 90-210  

(AFNOR, 1999), FD V 03-115 (AFNOR, 1996). Les critères d’évaluation définis dans cette 

norme concernent la linéarité, les limites de détection et de quantification, la spécificité, la 

fidélité (en terme de répétabilité intra-laboratoire et justesse) et la reproductibilité intra. 

 

III. 4. 2. a. Linéarité 

 

La linéarité est la capacité d’une méthode d’analyse, à l’intérieur d’un certain intervalle, 

à fournir des résultats proportionnels à la quantité en analyte à doser dans l’échantillon. Il 

s’agit donc de vérifier le domaine de linéarité et d’en déduire les caractéristiques de 

l’étalonnage. Il faut choisir p (p ≥ 5) niveaux de concentrations situés dans le domaine de 

linéarité supposé. Pour chaque niveau de concentration, il faut préparer n (n ≥ 5) solutions 

étalons à partir d’un étalon de pureté définie et mesurer la réponse instrumentale.  

(AFNOR, 1998) 
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La linéarité de la méthode a été testée pour une gamme de concentration allant de  

2 à 60 µg L-1 (gamme d’étalonnage de 0, 6, 15, 30, 60 µg As L-1 pour AB et 0, 2, 5, 10 et  

20 µg As L-1 pour les autres espèces) (n = 10). (Tableau XX)  

 
Tableau XX : Résultats linéarité et stabilité 
 

  As(III) MA DMA As(V) AB TMAO 
+AB2 

AC 

         
Linéarité Pente 18711 22114 20496 20422 19738 14297 14972 

(n = 10) Ordonnée à l’origine 1177 437 902 -3157 -8617 1250 -3895 

 r² 0,999 1,000 1,000 0,998 0,999 1,000 0,998 

         

Stabilité Temps de rétention (min) 
1,13 

± 0,02 
2,19 

± 0,05 
3,22 

± 0,11 
4,79 

± 0,09 
6,18 

± 0,10 
8,37 

± 0,58 
10,1 
± 0,7 

(n= 10, ± SD) Aire (106) 
2,91 

± 0,29 
3,34 

± 0,22 
3,25 

± 0,30 
3,26 

± 0,37 
8,27 

± 0,51 
2,11 

± 0,32 
1,91 

± 0,25 

 

Pour toutes les espèces As considérées, l’analyse des aires de pics en fonction des 

concentrations a démontré une linéarité acceptable, avec des coefficients de corrélation r2 

supérieurs à 0,995.  

 

D’autre part, la stabilité à long terme des temps de rétention et des aires de pics des 

différentes espèces a été évaluée en analysant une solution multi-espèce à 20 µg As L-1 à des 

jours différents (n = 10). Les résultats montrent que les temps de rétention et les aires de pics 

des différentes espèces varient de moins de 7 et 15 %, respectivement.  

 

III. 4. 2. b. Limites de détection et de quantification 

 

La limite de détection (LD) est la plus petite concentration d’un analyte pouvant être détectée 

dans les conditions expérimentales décrites de la méthode. La limite de quantification (LQ) 

est la plus petite concentration de l’analyte pouvant être quantifiée avec une incertitude 

acceptable, dans les conditions expérimentales décrites de la méthode. 

 

Conformément à la norme NF EN 13804 (AFNOR, 2000), la LQ est égale à 6 fois l’écart-type 

de la moyenne de 21 blancs. Dans notre étude, les limites de détection et de quantification ont 

été estimées comme, respectivement, 3 et 6 fois l’écart-type des teneurs de 10 solutions de 

blanc exprimées en mg kg-1 pour une prise d’essai de 0,15 g et un volume de reprise de 50 
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mL. Par cette méthode, les LQ estimées sont comprises entre 0,01 et 0,07 mg kg-1 selon les 

espèces (valeurs cibles dans le Tableau XXI). 

Afin de s’assurer de leur pertinence, l’acceptabilité des LQ calculées a été vérifiée par un test 

d’exactitude préconisé dans le projet de révision de la norme XP T 90-210. (AFNOR, 1999) 

Pour ce faire, une solution dopée avec une quantité d’analyte correspondant à la LQ calculée 

pour chaque espèces a été analysée 5 fois.  

 

Tableau XXI :  Évaluation des limites de quantification initiales 
 

 As(III) MA DMA As(V) AB TMAO 
+AB2 

AC 

        
Moyenne 

0,020 
± 0,003 

0,031 
± 0,003 

0,031 
± 0,003 

0,036 
± 0,003 

0,051 
± 0,002 

0,036 
± 0,002 

0,068 
± 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 0,021-0,039 0,021-0,039 0,028-0,052 0,039-0,072 0,014-0,026 0,049-0,091 

 

Les premiers résultats ont montré que les valeurs observées pour As(III) et TMAO étaient 

supérieures aux valeurs cibles choisies (intervalle de confiance = ± 30 % de la valeur cible). 

Ces LOQ semblent donc sous estimées et ne peuvent pas être considérées comme acceptables. 

D’autre part, le chromatogramme observé indique clairement une surestimation de valeurs 

pour MA, As(V) et AB. (Figure 17) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Chromatogramme observé pour une solution dopée avec une quantité des 

espèces As correspondante aux LQ initiales 
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Par itérations successives, de nouvelles LQ ont été déterminées et l’évaluation de leur 

acceptabilité est présentée dans le tableau XXII. 

 

Tableau XXII :  Évaluation et vérification des limites et de détection de quantification 
 
  As(III) MA DMA As(V) AB TMAO 

+AB2 
AC 

         
(mg kg-1) LD 0,010 0,007 0,015 0,007 0,007 0,025 0,035 

         
Vérification 
acceptabilité 

Moyenne 
0,021 

± 0,003 
0,017 

± 0,002 
0,027 

± 0,003 
0,017 

± 0,003 
0,018 

± 0,005 
0,059 

± 0,011 
0,076 

± 0,007 

 Valeur cible 0,020 0,015 0,030 0,015 0,015 0,050 0,070 

 IC (10%, k = 3) 0,014-0,026 0,010-0,020 0,021-0,039 0,010-0,020 0,010-0,020 0,035-0,065 0,049-0,091 

 

Les valeurs moyennes observées pour toutes les espèces considérées sont en accord avec la 

valeur cible choisie. Les LQ calculées ont donc été considérées comme acceptables.  

La figure 18 présente le chromatogramme observé pour une solution dopée avec une quantité 

des espèces As correspondante à la LQ vérifiée par le test d’exactitude. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Chromatogramme d’une solution dopée au niveau des LQ (cf. Tableau XXII). 
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travaux de Mattusch et al. (1998), Londesborough et al. (1999), Fitzpatrick et al (2002) et 

Karthakeyan (2004).  

Quelques études ont estimé des LD inférieures à celles de ces études. (Sloth et al., 2003 ; 

Sanz et al., 2005b ; Wang et al., 2007). Cependant, les méthodes d’estimation des LD peuvent 

s’avérer très différentes selon les travaux considérés rendant la comparaison des données 

délicates. 

 

III. 4. 2. c. Spécificité 

 

La spécificité est la propriété d’une méthode d’analyse de convenir exclusivement à la 

détermination de la grandeur de l’analyte considéré, avec la garantie que le signal mesuré 

provient seulement de l’analyte. Cette étude permet de mettre en évidence les éventuels effets 

de matrice de la méthode interne. Très souvent, la spécificité se fonde sur une absence 

d’interférences. 

 

Pour tester la spécificité, il faut effectuer p (p ≥ 10) ajouts dosés sur des échantillons choisis 

de façon à couvrir le domaine d’application de la méthode. (AFNOR, 1998) Le principe de la 

mesure de la spécificité consiste à vérifier que la pente est égale à 1 et que l’ordonnée à 

l’origine (intersection) est égale à 0. À partir des résultats obtenus (Figure 19), on compare les 

tests de signification de la pente et de l’intersection des valeurs observées à celles calculées 

statistiquement (loi de Student), la valeur observée devant être inférieure à la valeur critique 

pour que le test soit validé. (Tableau XXIII) 
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Figure 19 : Étude de la spécificité pour 7 espèces arséniées 
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Tableau XXIII :  Évaluation de la spécificité 
 

 As(III) MA DMA As(V) AB TMAO 
+AB2 

AC 

       
Tvaleur critique 3,012 3,012 3,012 3,012 3,012 3,012 3,012 

Tobservée (pente ≠ 1) 2,213 1,205 0,739 2,658 0,488 0,724 1,849 

Tobservée (ordonnée à l’origine ≠ 0) 0,954 1,100 1,013 0,413 0,866 0,588 1,275 

 

Dans toutes les matrices étudiées, les tests de signification de la pente et de l’intersection ont 

été inférieurs aux valeurs critiques lues dans la table de Student, concluant à une absence 

d’interférences matricielles pour tous les éléments d’intérêt. La spécificité de la méthode est 

donc estimée acceptable, confirmant, notamment, les conclusions précédentes (cf. II. 6. 4.) sur 

l’influence peu significative de l’interférence 40Ar35Cl sur la quantification de AB.  

 

III. 4. 2. d. Justesse 

 

La justesse correspond à l’étroitesse de l’accord entre la valeur moyenne obtenue à partir 

d’une large série de résultats d’essais et une valeur de référence acceptée. (AFNOR, 1998) 

Les critères de justesse ont été établis à l’aide de matériaux de référence certifiés (MRC) dont 

l’utilisation est décrite dans la norme FD V 03-115. (AFNOR, 1996) 

 

Les tests de justesse ont donc été établis en réalisant 5 essais différents de plusieurs MRC. En 

l’absence de teneurs certifiées en certaines espèces, la justesse a été évaluée par la 

récupération d’ajouts de quantités connues (6, 15, 30 µg As L-1 pour AB et 2, 5 et 10 µg As L-

1 pour les autres espèces) réalisés sur des échantillons avant la procédure d’extraction. 

L’objectif est de s’assurer que les teneurs mesurées par ICP-MS ne sont pas significativement 

différentes des valeurs définies dans le MRC ou l’échantillon dopé. Pour cela, un intervalle de 

confiance (IC) a été défini à partir d’une estimation arbitraire du CVR (cf. III. 4. 2. f). 

L’intervalle de confiance autour de la valeur de référence est calculé alors selon l’expression 

suivante : 








×
××±=

n

MCV
kMIC

R

100
 (avec IC : intervalle de confiance, M : valeur de référence 

de la teneur en élément contenu dans le matériau de référence, k : facteur d’élargissement 

choisi égal à 3 pour un niveau de confiance de 99 %, CVR : coefficient de variation de 

reproductibilité intra-laboratoire estimé arbitrairement à 10 %, n : nombre de répétitions de 

l’analyse du matériau de référence. Les résultats sont présentés dans le tableau XXIV.  
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Tableau XXIV :  Évaluation de la justesse 
 

 As(III) MA DMA As(V) AB* TMAO  
+AB2 

AC As total 

       
Récupération 

teneurs certifiées (%)** 
  103  102-125   84-108 

         
Récupération 

ajouts dosés (%) 
        

2 µg As L-1 (n = 9) 100 109 102 106 100 98 99  

5 µg As L-1 (n = 5) 91 110 102 114 109 83 101  

10 µg As L-1 (n = 1) 82 102 98 109 105 104 105  

Moyenne 93 107 101 109 104 96 101  
  * Ajouts de 6, 15 et 30 µg As L-1, ** (cf. Tableau XVII) 

 

Les résultats des différentes études ont montré que les écarts entre les teneurs obtenues et les 

valeurs de référence des MRC ou des ajouts sont compris dans les IC définis. La justesse de la 

méthode analytique a donc été estimée acceptable. 

 

III. 4. 2. e. Répétabilité 

 

La répétabilité est définie comme l'étroitesse de l'accord entre les résultats obtenus sur des 

essais indépendants entre eux, dans des conditions aussi stables que possible, à de courts 

intervalles de temps, effectués dans un même laboratoire, par un même opérateur utilisant le 

même équipement et la même méthode, sur un matériau identique. Pour tester la répétabilité 

de la méthode, il faut analyser plusieurs échantillons au moins en double. Les résultats 

obtenus permettent de définir le coefficient de variation de répétabilité moyen (CVr), 

représentant l’écart entre des deux essais sur un même échantillon. La vérification de la 

stabilité de la répétabilité s’effectue au moyen du test de Cochran. (AFNOR, 1998) 

L’ensemble des résultats est présenté dans le tableau XXV. Le nombre de teneurs 

quantifiables pour AC et TMA+ étant très limité, le CVr de ces 2 espèces n’a pu être estimé. 

Pour les autres espèces, le coefficient de répétabilité moyen a été estimé en analysant 

différents produits de la pêche à différentes teneurs comprises dans le domaine de linéarité (p 

= 8; n = 5), tel que :  

CVr  = 100 × Xf
s r

2
  

(avec Xf : moyenne des valeurs observées et s2
r : variance de répétabilité). 
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Tableau XXV : Évaluation de la répétabilité et test de Cochran 
 

  As(III) MA DMA As(V) AB TMAO 
+AB2 

        
Répétabilité CVr 7,5 6,6 5,9 6,3 3,5 5,0 

        

Test de Cochran 
Max (s) 

ou Log max(s)² 
0,4468 0,3583 0,3113 0,4114 0,3466 0,3913 

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

 

Les CVr estimés sont compris entre 3,5 et 7,5 % pour l’ensemble des espèces. Pour les 

espèces As considérées, le test de Cochran a montré que les variances pour l’ensemble des 

matrices étudiées étaient homogènes avec max (s)2 ou log max (s)2 inférieur à la valeur 

critique. La répétabilité des mesures a donc été considérée comme acceptable pour l’ensemble 

des espèces As considérées. 

 

III. 4. 2. f. Reproductibilité interne 

 

La reproductibilité est l'étroitesse de l'accord entre les résultats obtenus sur des essais 

indépendants entre eux pour une même méthode d'analyse, dans des conditions fortement 

variables (contrairement à la répétabilité) à des jours différents, dans différents laboratoires, 

par différents opérateurs utilisant un équipement différent. (AFNOR, 1998) La répétabilité et 

la reproductibilité sont donc deux critères extrêmes, le premier mesurant la variabilité 

minimale des résultats et le second, la maximale. Le calcul de la reproductibilité est identique 

à celui de la répétabilité, mais la moyenne est calculée sur un plus grand nombre d'essais 

répartis sur un intervalle de temps plus grand. 

 

Dans notre étude, tous les tests ont été réalisés au laboratoire par la même personne sur 

le même appareil, et n’ont pu être poursuivis que sur un intervalle de 2 mois. La 

reproductibilité n’a donc pas pu être établie selon les exigences définies ci-dessus.  

 

Néanmoins, le coefficient de reproductibilité moyen (CVR) a été estimé partiellement, 

en analysant 10 échantillons différents sur 3 jours différents, selon l’expression suivante :  

CVR = 100 x Xf
ss rL

22 +   

Avec Xf moyennes des valeurs observées, 

s2
L est la variance qui mesure les variations dues à l’échantillon 

s2
r est la variance de répétabilité 
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Au cours de cette étude préliminaire, les CVR ont été estimés à 16, 13, 8, 14, 8 et 13 % pour 

As(III), MA, DMA, As(V), AB et TMAO, respectivement. (Article III, Annexe 4) Une fois de 

plus, le nombre de teneurs quantifiables pour AC et TMA+ étant très limité, le CVR de ces 2 

espèces n’a pu être estimé. À noter que les CVR obtenus sont comparables au CVR fixé à 10 

% pour évaluer la justesse et les taux de récupération. 

Une fois l’étude finalisée sur le long terme et les CVR correctement estimés, ils pourront être 

utilisés à la fois pour estimer les intervalles de confiance pour l’évaluation des contrôles 

qualité interne (CQI) et pour le calcul des incertitudes autour d’un résultat selon l’expression 

suivante : 

 

Incertitudes = ( ) ( )nCVXk Rf ××× 100   

Par exemple, pour un CVR de 10% et pour une probabilité p = 0,95 (k = 2), l’incertitude sera 

de 20 % autour du résultat affiché pour une mesure (n = 1) et de 14% si les mesures sont 

faites en double (n = 2). 

 

III. 5.  Applications de la méthode de spéciation 

 

III. 5. 1. Échantillons de produits de la pêche non dégraissés 

 

Afin de s’assurer que la méthode de spéciation est applicable à l’analyse d’échantillons réels, 

5 échantillons de produits de la pêche, provenant de l’étude CALIPSO (Leblanc et al., 2006), 

lyophilisés mais non dégraissés (contrairement aux MRC étudiés (cf. III.3.1.b)), ont été testés. 

Le tableau XXVI présente la somme des teneurs des composés arséniés d’intérêt, la somme 

des teneurs estimées pour les composés inconnus, la teneur en As total quantifiée directement 

par ICP-MS après MAE, la teneur en As total obtenue après minéralisation par la méthode 

interne accréditée COFRAC (Noël et al., 2005) ainsi que les taux de récupération (%) 

observés pour ces 5 produits de la pêche après MAE.  
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Tableau XXVI :  Résultats dans des produits de la pêche (n = 5) 
 

Échantillons 
Σ 

composés Asa 
Composés 
inconnusb 

As total 
(après MAE)c 

As total 
(après minéralisation)d 

Taux de récupération (%)e 

      
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 ± 1,1 5,03 ± 0,45 19,7 ± 1,8 21,5 ± 1,9 92 
Maquereau 8,78 ± 0,78 - 9,16 ± 0,82 9,67 ± 0,86 95 
Maquereau 
en conserve 

1,25 ± 0,11 0,19 ± 0,02 1,91 ± 0,17 2,21 ± 0,20 87 

a Somme des teneurs des composés As d’intérêt, b Somme des teneurs des composés inconnus, 
c Teneur en As total après MAE, d Teneur As total après minéralisation selon la méthode interne accréditée 
 (Noël et al., 2005), e Taux de récupération en As total = c/d × 100; * ± incertitude (k = 2, CVR = 10 %)  

 

Tout d’abord, la somme des teneurs des composés As extraits, séparés et quantifiés par la 

méthode de spéciation est généralement similaire à la quantité d’As total extraite, sauf celle 

pour l’échantillon de bigorneau. Mais cette différence peut s’expliquer par la présence d’un 

pic inconnu entre les pics As(V) et AB, dont la teneur a été estimée (en utilisant le standard 

AB) à environ 5 mg kg-1. Enfin, il apparaît que le taux de récupération, compris entre 87 et  

95 %, est satisfaisant pour chacun des 5 échantillons testés. La méthode semble donc adaptée 

à l’analyse d’échantillons réels non dégraissés. Néanmoins, d’autres échantillons, notamment 

des poissons gras, devront être testés, afin de s’assurer que les taux de récupération restent 

toujours satisfaisants. 

 

III. 5. 2. Échantillons aqueux 

 

Bien que cette méthode n’ait pas été développée pour des applications sur des matrices 

aqueuses, nous l’avons testée sur des échantillons fournis par le laboratoire d’étude et de 

recherches en hydrologie de l’AFSSA-Nancy (AFSSA-LERH). Ces eaux minérales 

proviennent de plusieurs sources en France et leur prélèvement date de 2 à 7 ans. Par la suite, 

les échantillons ont été acidifiés pour leur conservation (sauf l’eau Font-Claude). Le tableau 

XXVII présente les résultats en As total (par le LERH en SAAGH et par la méthode 

accréditée par ICP-MS (Noël et al., 2005) et en As inorganique (As(III) et As(V)) obtenus par 

notre méthode validée en III. 4.. Les autres formes As n’ont pas été détectées. Les 

échantillons ont été dilués au dixième avant analyse pour diminuer l’effet des sels. 
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Tableau XXVII :  Teneurs en As dans les échantillons aqueux (µg L-1) 
 

Origine Identification  PH As (III) As(V) As (III + V)  As total As total* 

      
Puy de Dôme 

(St Sylvestre Pragoulin) 
Agnès 1 266 294 560 550 ± 110 815 

        
Puy de Dôme 

(chatel-Guyon) 
Aubignat 

Ouest 
1 45 33 78 98 ± 20 125 

        
Isere 

(Uriage les Bains) 
Sulfureuse 1 464 2 466 411 ± 82 570 

        
Bas-Rhin 

(Morsbronn les Bains) 
Les cuirassiers 1 606 297 903 980 ± 200 1400 

        
Aveyron 

(Sylvanes) 
Font-Claude 6,5 6 29 35 41 ± 8 70 

 * teneurs obtenues par le LERH par SAAGH 

 

Les résultats indiquent que les espèces As inorganiques présentent une répartition différente 

selon l’échantillon considéré. Toutefois, les échantillons étant conservés depuis une longue 

période, la spéciation observée dans cette étude ne correspond probablement pas à celle 

initiale. D’autre part, la somme des espèces As inorganiques est généralement proche de la 

teneur en As total estimée par ICP-MS, confirmant que ces formes sont majoritaires dans ces 

échantillons. À noter qu’il n’apparaît pas de différence significative entre les teneurs en As 

inorganiques dans les échantillons dilués et celles dans les échantillons non dilués. En 

revanche, les phénomènes de dédoublement de pic, décrits dans le chapitre IV, apparaissent 

lorsque les échantillons non dilués sont dopés avec une solution standard de MA. 

Les teneurs en As total obtenues dans cette étude présente une légère sous-estimation avec 

celles observées par le LERH. Cette sous-estimation pourrait s’expliquer par les différences 

entre les méthodes utilisées et par la durée de conservation assez longue entre ces 2 analyses. 

Afin d’affiner l’interprétation, il faudrait prendre en compte les incertitudes associées à ces 

résultats (non fournis par le LERH). 

En conclusion, le résultat de cette étude indique une bonne corrélation entre la méthode de 

spéciation et la méthode par ICP-MS pour la mesure de l’As total qui est accréditée par le 

COFRAC depuis 2007. Il pourrait s’avèrer intéressant de faire une étude comparative plus 

exhaustive avec les méthodes utilisées par le LERH sur des échantillons fraichement prélevés. 
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III. 5. 3. Participation à la certification d’un MRC sur un produit de la pêche 

 

Une fois la méthode de spéciation optimisée et validée, nous avons eu l’opportunité de 

pouvoir participer à un exercice de certification d’un échantillon de foie d’aiguillat (DOLT 4) 

organisée par le National Concil Research (NRC) canadien pour effectuer la spéciation de 

certaines formes arséniées. Le tableau XXVIII présente les teneurs observées (mg kg-1) pour 

As(III), 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 (mg kg-1) 
 

 As(III) MA DMA As(V) AB TMAO  
+AB2 

AC TMA + As total 

          
Moyenne (n = 5) 0,161 0,113 0,323 0,070 5,77 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 tolérancea 0,158-0,272 0,013-0,107 0,201-0,527 0,028-0,074 4,32-5,30 - 0,012-0,014 0,002-0,004 7,86-9,50 

Nombre de participants 2 3 10 2 15 - 1 1 10 

  * LQ (voir tableau XXII), ** (k = 2, CVR = 10 %), a moyenne (NRC) ± écart-type (NRC) 

 

La figure 20 présente le chromatogramme observé à m/z = 75 de DOLT 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Chromatogramme observé à m/z = 75 de DOLT 4 
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Les teneurs observées pour As(III), DMA et As(V) sont incluses dans les intervalles de 

tolérance calculés par le NRC. La teneur observée pour TMAO+AB2 ne peut pas être 

comparée dans la mesure où aucun des participants n’a rapporté de valeurs à la fois pour 

TMAO et AB2. Les teneurs observées par les participants pour AC et TMA+ (0,013 et  

0,003 mg kg-1, respectivement) sont inférieures aux LQ estimées dans nos travaux. Enfin, la 

teneur observée en As total apparaît légèrement inférieure à l’intervalle de tolérance alors que 

les teneurs pour As(III) et AB sont supérieures à cet intervalle. Toutefois, ces valeurs sont en 

accord avec l’intervalle de tolérance si les incertitudes de mesure sont considérées (k = 2, 

CVR = 10%). 

En ce qui concerne AB, plusieurs hypothèses ont été émises pour expliquer la surestimation 

observée. Tout d’abord, les valeurs obtenues dans ces travaux tiennent compte du facteur 

d’humidité de l’échantillon DOLT 4. Toutefois, les résultats envoyés par le NRC ne précisent 

pas si les autres participants ont aussi tenu compte de ce facteur dans leurs résultats. Sans 

cette correction de l’humidité, la teneur obtenue pour AB (5,45 ± 0,49 mg kg-1) est plus 

proche de l’intervalle de tolérance des résultats de la certification. D’autre part, le MRC 

d’aiguillat DORM 2 a été utilisé comme contrôle qualité interne lors de cette certification. Il 

s’est avéré que les valeurs en AB les plus proches de la valeur certifiée étaient observées 

après une dilution au 10ème de cet échantillon. Le tableau XXIX présente les résultats obtenus 

pour AB dans le DORM 2 et le DOLT 4 avec ou sans une dilution au 10ème des échantillons 

extraits. 

 

Tableau XXIX :  Teneurs en AB obtenues dans le DORM 2 et le DOLT 4 avec ou sans 
dilution. 
 

 DORM 2 DOLT 4 

     
 Dilution  

au 10ème 
Sans dilution Dilution  

au 10ème 
Sans dilution 

     
Moyenne (n = 5) 18,1 16,4 5,77 5,48 

Incertitude* 1,6 1,5 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 tolérancea 14,5-17,3 14,5-17,3 4,32-5,30 4,32-5,30 

Nombre de participants 15 15 15 15 

  * (k = 2, CVR = 10 %), a moyenne (NRC) ± écart-type (NRC) 
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Une diminution relative des teneurs en AB dans les 2 échantillons peut être observée après 

dilution au 10ème. La teneur dans le DOLT 4 après dilution s’avère plus proche de l’intervalle 

de tolérance des résultats de la certification. Néanmoins, ce phénomène ne peut pas être 

attribué à la présence de chlore (entraînant l’apparition de l’interférence 40Ar35Cl) dans la 

mesure où aucun signal significatif n’a été observé à m/z = 77 (40Ar37Cl). D’autre part, l’AB 

utilisé pour la préparation des solutions standard pourrait aussi être remis en cause. En effet, 

Narukawa et al. (2006) a montré qu’une différence de concentration en AB de près de 15 % 

pouvait être observée entre deux fournisseurs différents. Une comparaison de l’AB utilisé 

dans ces travaux de thèse, avec la solution de AB BCR CRM 626 préconisée par Narukawa et 

al. (2006), sera envisagée dès réception de ce standard. La surestimation de la teneur en AB 

observée pourrait aussi être due à une dérive de la pente de la courbe d’étalonnage. En effet, 

même si un point de milieu de la gamme est contrôlé tous les 5 échantillons durant la 

séquence analytique, il serait souhaitable de réaliser un contrôle supplémentaire d’un point 

haut de la gamme susceptible de mieux détecter une éventuelle dérive de la pente. Enfin, de 

fortes quantités de sels dans les échantillons non dilués pourraient engendrer une interférence 

non-spectroscopique entraînant une exaltation du signal de l’As. L’ajout d’un étalon interne à 

l’effluent de la colonne pourrait compenser cet effet. 

En conclusion, cet exercice d’inter-comparaison a montré que la méthode de spéciation 

permet généralement d’obtenir des résultats comparables à ceux rapportés par les autres 

participants. Néanmoins, cette étude permet aussi de mieux cibler les éventuelles limites de la 

méthode de spéciation et d’engager les actions correctives pour l’améliorer. 
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CCOONNCCLL UUSSII OONNSS  DDEE  LL AA  PPAARRTTII EE  II II II   
 

La mise en solution des espèces As dans les matrices biologiques est primordiale. Après étude 

bibliographique, nous avons choisi de tester la méthode d’extraction assistée par micro-ondes 

(MAE) décrite, depuis quelques années, comme une méthode permettant de parvenir à des 

taux satisfaisants de récupération de l’As total et des espèces As sans modification des 

composés initialement présents dans les matrices. De plus, cette approche est apparue comme 

relativement simple, robuste et particulièrement rapide en comparaison des autres méthodes 

d’extraction décrites dans la littérature.  

 

Dans un premier temps, nous avons étudié les effets de plusieurs paramètres susceptibles 

d’avoir une influence sur les taux de récupération de l’As total dans des produits de la pêche. 

Ces travaux ont montré, dans le domaine d’étude considéré, que la composition du solvant 

était le paramètre prépondérant sur l’efficacité de l’extraction.  

 

Par la suite, les résultats pour les 2 compositions de solvant présentant les meilleurs taux de 

récupération (100% H2O et 80 % MeOH) ont été comparés pour plusieurs MRC produits de la 

pêche. Nous en avons conclu qu’une extraction assistée par micro-ondes associée à un solvant 

uniquement aqueux permettait une extraction satisfaisante de l’As total mais aussi des 

différentes espèces As dans les produits de la pêche testés, tout en étant la plus adaptée à une 

détection par ICP-MS. En effet, ces conditions permettent d’éviter d’introduire une 

importante quantité de carbone susceptible de se déposer sur les cônes et de perturber la 

stabilité et la sensibilité du détecteur. (Beauchemin, 1989) 

 

Enfin, l’évaluation des performances analytiques de la méthode a permis de démontrer que les 

conditions d’extraction et de séparation optimales déterminées étaient satisfaisantes et 

applicables à la spéciation de l’arsenic dans les produits de la pêche mais également à des 

matrices aqueuses. Cette évaluation pourra être confirmée par les résultats de la certification 

d’un échantillon de foie d’aiguillat organisée par le NRC canadien à laquelle nous avons 

participé. 

 

L’ensemble de ces travaux a fait l’objet d’une publication soumise en novembre 2008 au 

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

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

ÉTUDE DE LA BIOACCESSIBILITE DE L’ARSENIC :  

MÉTHODE DE LIXIVIATION EN CONTINU ET  

SPÉCIATION PAR COUPLAGE HPLC/ICP-MS
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IV. 1. Introduction 

 

La quatrième partie de cette étude a consisté en la mise au point d’une méthode pour 

l’évaluation de la bioaccessibilité maximale (c’est-à-dire le pire scénario possible) de l’As 

total et des différentes formes arséniées dans les produits de la pêche, en combinant une 

technique de lixiviation en ligne et la méthode de spéciation par couplage IEC/ICP-MS 

décrite dans les parties précédentes de ces travaux.  

L’optimisation de la méthode a été réalisée au cours d’un séjour de 6 mois au sein de l’équipe 

du Professeur Diane Beauchemin, dans le département de chimie de la Queen’s University de 

Kingston, Ontario, Canada. Les données, présentées dans l’article II correspondent aux 

résultats obtenus avec l’instrumentation canadienne alors que ceux obtenus ultérieurement en 

France, dans le laboratoire de l’unité CIME de l’AFSSA-LERQAP, Maisons Alfort, France, 

ont été rapportés dans l’article III (Annexe 4). 

Nous commencerons par définir les notions de biodisponibilité et de bioaccessibilité de l’As 

et nous exposerons l’état de l’art des méthodes in vivo et in vitro utilisées pour les évaluer. Par 

la suite, les résultats obtenus avec cette méthode en As total sur des produits de la pêche 

seront comparés à ceux obtenus par une méthode de lixiviation classique. Après une étude de 

l’influence des réactifs de digestion sur la séparation, nous détaillerons les teneurs des espèces 

As libérées dans les lixiviats des produits de la pêche. Enfin, celles-ci seront discutées et 

comparées à celles rapportées dans la partie III après extraction assistée par micro-onde 

(MAE). 

 

IV. 2. Bioaccessibilité et biodisponibilité de l’arsenic : état de l’art 

 

Les études sur la toxicité des contaminants dans les aliments ont montré que les risques 

sanitaires ne correspondaient pas de manière systématique aux doses d’exposition mesurées. 

(Caussy, 2003) En effet, ces mesures, focalisées sur les teneurs totales des contaminants 

présents dans les échantillons, ne fournissent pas d’informations sur leur biodisponibilité qui 

permet une meilleure évaluation des risques liés à la consommation de ces produits. Certains 

aliments contenant de fortes teneurs en As peuvent donc être déclarés impropres à la 

consommation alors que l’As présent initialement n’est peut être pas libéré de manière 

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

 

La biodisponibilité est définie comme la fraction d’un analyte susceptible d’être absorbée du 

système gastro-intestinal vers la circulation systémique pour être redistribuée dans 

l’organisme. (Ruby et al., 1996 ; Rodriguez et al., 1999) L’évaluation de la biodisponibilité 

implique l’étude de modèles animaux vivants (ou in vivo). Généralement, la biodisponibilité 

est déterminée en dosant la fraction d’analyte absorbée par l’organisme de l’animal après lui 

en avoir préalablement administré une quantité connue. Deux revues récentes détaillent 

l’ensemble des travaux in vivo pour l’évaluation de la biodisponibilité de divers composés 

(Caussy et al., 2003) et pour l’arsenic spécifiquement (Caussy, 2003). Des essais in vivo sur 

des lapins, (Davis et al., 1992) des singes, (Freeman et al., 1995) des rats (Ng et al., 1998) et 

des porcs (Lorenza et al., 1996 ; Casteel et al., 1998 ; Juhasz et al., 2007a et 2008a) ont été 

rapportés pour évaluer la biodisponibilité de l’As dans les sols. Le porcelet est un modèle de 

choix pour ces études dans la mesure où son métabolisme se rapproche le plus de celui de 

l’homme. D’autre part, son rapport taille/poids est comparable à celui d’un « enfant » 

(catégorie d’âge le plus susceptible d’ingérer accidentellement des sols contaminés en As).  

Néanmoins, l’utilisation de l’expérimentation animale s’avère très coûteuse, nécessite de 

plusieurs mois à plusieurs années d’études et demeure complexe à mettre en œuvre. D’autre 

part, certains modèles animaux, comme le rat ou la souris, ne permettent pas une 

représentation assez proche du métabolisme humain.  

Enfin, il semble que la biodisponibilité de l’As total et des espèces inorganiques dans les 

aliments ait été très rarement évaluée. (Caussy, 2003) Un rapport ancien de l’agence 

américaine pour la protection de l’environnement (EPA) a montré que la part des espèces 

inorganiques bioaccessibles contenue dans les aliments serait fortement biodisponible. 

(USEPA, 1984) Plus récemment, la biodisponibilité de l’As estimée dans les légumes serait 

comprise entre 50 et 100 %, selon les matrices. (Juhasz et al, 2008b) Alors que la 

biodisponibilité de l’arsenic (89 %) dans un riz contenant de fortes teneurs en espèces As 

inorganiques serait plus importante que celle estimée dans un riz contenant principalement du 

DMA (33 %). (Juhasz et al., 2006) 
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IV. 2. 2. Bioaccessibilité et méthodes in vitro 

 

Pour se soustraire à ces difficultés associées aux essais in vivo utilisés pour évaluer la 

biodisponibilité, le concept de bioaccessibilité a été introduit. (Ruby et al., 1996 ; Rodriguez 

et al., 1999) Celle-ci représente la quantité d‘un composé, dans une matrice ingérée, qui est 

libérée sous forme liquide au sein de l’appareil gastro-intestinal, et donc, qui se rend 

disponible pour le processus d’absorption de la muqueuse intestinale vers le réseau sanguin. 

(Koch et al., 2007a ; Intavongse et Dean, 2006) Cette définition ne prend en compte qu’une 

ingestion directe de la matrice considérée et néglige les interactions éventuelles avec la peau 

ou les poumons. La notion de bioaccessibilité se réfère spécifiquement aux méthodes in vitro 

tentant de simuler la température, l’agitation, le pH et/ou les conditions chimiques et 

enzymatiques existantes dans l’organisme humain durant la digestion gastro-intestinale. 

(Koch et al., 2007a ; Juhasz et al., 2007b) Les processus de deux (ou trois) zones distinctes de 

l’appareil digestif humain (Figure 21) sont généralement simulés : il s’agit de la bouche, de 

l’estomac et de l’intestin. La majorité des études considère que la salive a une influence 

négligeable sur le bioaccessibilité des contaminants, et donc, se limitent généralement à la 

simulation des sucs gastro-intestinaux sans inclure d’interactions avec la salive. 

 (Intavongse et Dean, 2006)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Schéma de l’appareil digestif humain 
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Une telle méthode a été testée initialement par Miller et al. (1981) pour évaluer la 

bioaccessibilité, et donc indirectement la biodisponibilité, du fer dans les aliments pour des 

études nutritionnelles. Bien plus tard, une méthode similaire fut utilisée par Ruby et al. (1996) 

pour l’évaluation de la bioaccessibilité du plomb et de l’As dans les sols. Depuis une 

quinzaine d’années, de nombreuses méthodes in vitro ont été développées pour l’évaluation 

de la bioaccessibilité de plusieurs éléments dans diverses matrices environnementales ou 

alimentaires contaminées. (Intawongse et Dean, 2006) 

La revue de Intawongse et Dean (2006) a exposé ces différentes approches disponibles et a 

rencensé les facteurs importants susceptibles d’avoir une influence sur les résultats tels que : 

- la température : généralement maintenue à la température normale de l’organisme 

humain (37 °C) ; 

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

- le temps d’incubation et d’agitation ; 

- l’ajout de composés alimentaires supplémentaires (pour une simulation de la digestion 

plus représentative de la réalité) ; 

- la composition des fluides gastro-intestinaux : pH (le pH de l’estomac varie selon le 

régime alimentaire de la personne (végétarienne ou consommatrice de viande) et selon 

la période de digestion (à jeun ou non)), sels, présence d’enzymes ; 

- la méthode de récupération de chaque phase de la digestion (salive, suc gastrique et 

intestinal) ; 

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

Et nous pourrions ajouter à cette liste un autre facteur influent à nos yeux, à savoir que la 

méthode utilisée soit bien maîtrisée, validée et encadrée par des contrôles qualité interne 

(CQI) pertinents. 

L’étude comparative de Juhasz et al. (2007a) a montré que les résultats des méthodes in vivo 

et in vitro étaient corrélés pour l’évaluation de la biodisponibilité de l’As dans des sols 

contaminés. D’autre part, ces méthodes in vitro, infiniment moins coûteuses et plus rapides, 

offrent aussi l’avantage d’une bonne reproductibilité dans la mesure où il est possible de 

mieux contrôler les conditions opératoires que pour les tests in vivo. (Laparra et al., 2003) 

Néanmoins, la diversité des procédures rapportées dans la littérature peut engendrer un 

ensemble de résultats très variables. (Chu et al., 2004) 

L’ensemble des études in vitro évaluant la bioaccessibilité de l’As dans des matrices 

environnementales est présenté dans le tableau XXX.  
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Tableau XXX : Études in vitro ayant évalué la bioaccessibilité de l’As dans des 
matrices environnementales 
 

Réactifs utilisés Technique de 
détection 

Matrices 
étudiées 

Références 

Suc gastrique : 1,25 g de pepsine, 0,5 g de citrate de sodium, 0,5 g de malate,  
420 µL d’acide lactique, 500 µL d’acide acétique dans 1 L (pH = 1,3 ; 2,5 et 4,0) 

Suc intestinal : 0,070 g de sels de bile et 0,020 g de pancréatine 

ICP-AES Sols Ruby et al. (1996) 

Suc gastrique : 1,25 g de pepsine, 0,5 g de citrate de sodium, 0,5 g de malate, 
420 µL d’acide lactique, 500 µL d’acide acétique dans 1 L à pH 2,5 

Suc intestinal : 0,175 g de sels de bile et 0,050 g de pancréatine 

ICP-AES Sols Williams et al. (1998) 

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

Suc intestinal : 2,10 g d’extrait de bile et 0,21 g de pancréatine 
HG-ICP-AES 

Sols 
contaminés et 

déchets 
Rodriguez et al. (1999) 

Suc gastrique : 1 % de pepsine, 0,15 M de NaCl dans HCl (pH = 1,8) 

Suc intestinal : 0,525 g d’extrait de bile et 52,5 g de pancréatine dans NaHCO3 (pH = 7) 
GFSAA Sols Sarkar et Datta (2003) 

Suc gastrique : 1,25 g de pepsine, 0,5 g de citrate de sodium, 0,5 g de malate,  
420 µL d’acide lactique, 500 µL d’acide acétique dans 1 L (pH = 1,3 ; 2,5 et 4,0) 

Suc intestinal : 0,070 g de sels de bile et 0,020 g de pancréatine 

ICP-MS Poussières Rieuwerts et al. (2006) 

Suc gastrique : 1 % de pepsine, 0,15 M de NaCl dans HCl (pH = 1,8) 

Suc intestinal : 0,525 g d’extrait de bile et 52,5 g de pancréatine dans NaHCO3 (pH = 7) 
GFSAA Sols Datta et al. (2006) 

Suc gastrique : 1 % de pepsine, 0,15 M de NaCl dans HCl (pH = 1,5) 

Suc intestinal : 0,525 g d’extrait de bile et 52,5 g de pancréatine dans NaHCO3 (pH = 7) 

ICP-MS 
ICP-AES 

Sols Tang et al. (2007) 

Suc gastrique : 30,03 g L-1 de glycine dans HCl concentré (pH 1,5) ICP-MS Sols Juhasz et al. (2007ab) 

Suc gastrique : 1,25 g L-1 de pepsine et 8,77 g L-1  de NaCl dans HCl (pH = 1,8) HPLC/ICP-MS Plantes Mir et al. (2007) 

Suc gastrique : 30,03 g L-1 de glycine dans HCl concentré (pH 1,5) ICP-MS Sols Smith et al. (2008) 

Suc gastrique : 1 g de pepsine dans 10 mL de HCl (0,1 M) pH = 2 

Suc intestinal : 0,2 g de pancréatine et 1,25 g d’extrait de bile dans 50 mL de NaHCO3 (0,1 M) 
SAA Algues Laparra et al. (2003) 

Suc gastrique : 1 g de pepsine dans 10 mL de HCl (0,1 M) pH = 2 

Suc intestinal : 0,2 g de pancréatine et 1,25 g d’extrait de bile dans 50 mL de NaHCO3 (0,1 M) 

HPLC-HG-AFS 
et SAA 

Algues Almela et al. (2005) 

Suc gastrique : 1 g de pepsine dans 10 mL de HCl (0,1 M) pH = 2 

Suc intestinal : 0,2 g de pancréatine et 1,25 g d’extrait de bile dans 50 mL de NaHCO3 (0,1 M) 

HG-SAA et 
HPLC/ HG-SAA 

Riz Laparra et al. (2005) 

Suc gastrique : 30,03 g L-1 de glycine dans HCl concentré (pH 1,5) HPLC-HG-AAS 
Palourdes et 

algues 
Koch et al. (2007a) 

Suc gastrique : 1,25 g L-1 de pepsine, 0,25 g L-1 de citrate de sodium, 0,5 g L-1 d’acide malique, 
1 mL L-1 d’acide acétique et 0,15 M NaCl dans HCl (pH = 1,65) 

Suc intestinal : 17,5 mg mL-1 de sels de bile et 5 g mL-1 de pancréatine dans Na2CO3 (pH = 7) 

HG-SAA et 
HPLC/ICP-MS 

Médicaments Koch et al. (2007b) 

Suc gastrique : 1,25 g L-1 de pepsine et 0,15 M NaCl dans HCl (pH = 1,8) 
ICP-MS et 

HPLC/ICP-MS 
Médicaments Koch et al. (2007b) 

Suc gastrique : 0,4 M de glycine dans HCl (pH = 1,4) 
ICP-MS et 

HPLC/ICP-MS 
Médicaments Koch et al. (2007b) 
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La majorité des recherches se sont focalisées sur l’évaluation de la bioaccessibilité de l’As 

dans les sols contaminés (Ruby et al., 1996 ; Williams et al., 1998 ; Rodriguez et al., 1999 ; 

Sarkar et Datta, 2003 ; Rieuwerts et al., 2006 ; Datta et al., 2006 ; Tang et al., 2007 ;  

Juhasz et al., 2007a et b ; Mir et al., 2007 ; Smith et al., 2008). À l’opposé, la bioaccessibilité 

de l’As dans les produits de la pêche, et plus généralement dans les matrices alimentaires, a 

très peu été évaluée, à l’exception de trois études dans les algues, (Laparra et al., 2003 ; 

Almela et al,. 2005 ; Koch et al., 2007a) d’une dans les palourdes (Koch et al., 2007a) et 

d’une dans le riz (Laparra et al., 2005). Enfin, il est important de signaler qu’aucune étude 

recensée dans le tableau XXX ne s’est interessée aux effets de la salive. 

 

D’autre part, beaucoup de modèles in-vitro qui évaluent la bioaccessibilité de l’As impliquent 

une approche statique qui ne permet pas d’acquérir des données en temps réel sur la quantité 

d’arsenic libérée puisque toutes les mesures sont réalisées après l’extraction avec les fluides 

gastro-intestinaux. Ce n’est que récemment qu’une méthode de détermination en ligne et en 

continu par ICP-MS de la bioaccessibilité du plomb et du zinc dans un échantillon de son de 

maïs a été développée. (Chu et Beauchemin, 2004) Dans un premier temps, un dispositif par 

injection en flux continu (FI) de réactifs (salive, suc gastrique et suc intestinal artificiels) 

pompés à travers une mini-colonne d’échantillon d’aliments a été employé.  

(Chu et Beauchemin, 2004) Dans un second temps, ce dispositif a été remplacé par un 

pompage en continu des réactifs à travers la mini-colonne pour obtenir des profils plus lisses. 

(Chu et Beauchemin, 2005) Cette approche permet une mesure en temps réel par ICP-MS des 

éléments libérés par chaque réactif, mais aussi l’acquisition d’informations sur les interactions 

entre les éléments et la matrice considérés. Ainsi, un pic étroit indiquera que l’élément a été 

aisément libéré et présentait donc des liaisons faibles avec la matrice alors qu’un profil plus 

large indiquera, au contraire, un interaction forte entre l’élément et la matrice.  

(Chu et Beauchemin, 2005) Enfin, la méthode de lixiviation en continu par ICP-MS, en plus 

d’être simple et rapide à mettre en œuvre, permet de minimiser les éventuelles contaminations 

durant la préparation de l’échantillon dans la mesure où les étapes de préparation sont 

restreintes et en système fermé. Cette approche fournit donc une réponse simple et 

pragmatique à l’évaluation de la bioaccessibilité maximale d’un élément dans une matrice 

environnementale ou alimentaire donnée pour le pire des scénarii pouvant se produire au 

cours de la digestion. 
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IV. 2. 3. Bilan de l’état de l’art 

 

Cet état de l’art des méthodes d’évaluation de la biodisponibilité et bioaccessibilité de l’As a 

fourni plusieurs informations : 

- La bioaccessibilité de l’As est généralement déterminée par des méthodes in vivo qui 

s’avèrent souvent coûteuses et complexes à mettre en œuvre. 

- Les méthodes in vitro, en simulant les processus de digestion dans l’organisme, 

permettent la détermination de la quantité d’As libérée dans l’appareil gastro-intestinal 

correspondant à sa bioaccessibilité. Néanmoins, la grande majorité des études se sont 

focalisées sur la bioaccessibilité de l’As dans les sols et très peu de travaux se sont 

intéressés aux produits de la pêche. 

- La méthode de lixiviation en continu mise au point précédemment (Chu et 

Beauchemin, 2005) apparaît comme une approche pragmatique permettant la mesure 

par ICP-MS en temps réel de la quantité maximale d’un élément donné libérée par 

chacun des réactifs simulant les fluides gastro-intestinaux. 

L’objectif de la suite de l’étude est donc double :  

- D’une part, la mise au point d’une méthode simple, rapide et peu coûteuse de 

lixiviation en continu pour mesurer, en temps réel par ICP-MS, la bioaccessibilité 

maximale de l’As total dans les produits de la pêche. Cette méthode sera comparée à 

une méthode statique plus couramment utilisée. 

- D’autre part, la combinaison de cette méthode avec la méthode de spéciation 

développée dans les parties précédentes de ces travaux pour la détermination des 

espèces arséniées dans les lixiviats recueillis. 

 

IV. 3. Conditions expérimentales 

 

Les réactifs et matériels utilisés dans les travaux réalisés au Canada et en France sont détaillés 

dans l’article II et l’article III (Annexe 4), respectivement.  
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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 l’étude est un UltraMass 700, fabriqué et commercialisé 

par la société Varian (Mulgrave, Victoria, Australia). Le système chromatographique utilisé 

consiste en une chaîne chromatographique DX600/BioLC avec une pompe gradient GS50 

(fabriquée et commercialisée par la société Dionex) équipée d’une boucle d’injection de  

100 µL. Les connexions entre l’ICP-MS et le système chromatographique sont identiques à 

celle décrites dans le paragraphe II. 3. 1.. La colonne chromatographique utilisée est identique 

à celle décrite en II. 3. 2.. 

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

 

Les appareils utilisés dans cette étude sont les mêmes que ceux décrits dans la partie III. 

 

IV. 3. 2. Acquisition des données 

 
IV. 3. 2. a. Acquisition des données pour les travaux réalisés au Canada 

 

L’acquisition des données pour la lixiviation en continu et la spéciation des lixiviats a été 

réalisée en mode « temps résolu », 3 points par pic avec un temps de mesure de 10 ms et un 

espacement de 0,025 amu, aux masses sur charges m/z = 75(As), 77(ArCl), 82(Se). Les 

données brutes obtenues furent ensuite traitées avec des logiciels internes écrits en QBASIC 

pour le lissage (polynôme de Savitzky et Golay appliqué à chaque fenêtre de 7 points, qui se 

déplace point par point) et la détermination des aires de pics. D’autre part, le mode continu, 

aux masses sur charges m/z = 75(As), 77(ArCl), 82(Se) avec un temps d’intégration de 10 s, a 

été utilisé pour la méthode statique et la vérification du bilan en masse. 

 

IV. 3. 2. b. Acquisition des données pour les travaux réalisés en France 

 
L’acquisition des données pour la lixiviation en continu et la spéciation des lixiviats est 

identique à celle décrite en II. 3. 2. alors que celle pour la méthode statique et la vérification 

du bilan en masse est basée sur celle rapportée en II. 3. 4.. 

 

 



  Partie IV 

- 124 - 

IV. 3. 3. Échantillons et matériaux de référence certifiés 

 
Les MRC utilisés pour les études canadiennes et françaises, TORT 2 (Hépatopancréas de 

homard), DORM 2 (muscle d’aiguillat), DOLT 3 (foie d’aiguillat), DORM 3 (protéine de 

poisson) et CRM 627 (Thon), sont commercialisés par la société Promochem (Molsheim, 

France).  

 
IV. 3. 4. Procédure de lixiviation en ligne 

 

Pour les deux études, la procédure de lixiviation en ligne est basée sur les travaux de  

Chu et Beauchemin (2005). La préparation de la mini-colonne consiste à enrouler environ 200 

mg d’échantillons lyophilisés dans un filtre Isopore (0,4 mm, ∅ 47 mm) commercialisé par la 

société Millipore, et à introduire le tout dans un tube en PTFE (8 cm de long, 3/16 de diamètre 

externe et 1/8 de diamètre interne) entre deux morceaux de laine de quartz (sans les tasser 

pour éviter les phénomènes de surpressions à l’intérieur de la mini-colonne). (Figure 22)  

La mini-colonne est connectée au nébuliseur de l’ICP-MS par un tuyau en PTFE (0,8 mm de 

diamètre interne).  

Chaque réactif (salive, suc gastrique et intestinal) est préparé selon les recommandations de 

l’USP XXIII (1995) puis injecté successivement dans la mini-colonne à l’aide d’une pompe 

péristaltique. Les réactifs et la mini-colonne sont maintenus à 37 °C dans un bain thermostaté. 

Les temps de lixiviation ont été sélectionnés selon la physiologie humaine  

(Johnson et al., 1985) : 5 minutes pour la salive et 1 heure (réduit à 20 minutes au final) pour 

les sucs gastrique et intestinal. En effet, une étude précédente a montré que la quantité 

d’analyte libérée n’augmentait plus après 20 minutes.(Rodriguez et al., 1999) L’As total 

libéré est détecté par l’ICP-MS.  

Dans un premier temps, le lixiviat est dirigé vers le nébuliseur du système ICP-MS pour être 

analysé en temps réel en mode temps résolu (TRA) à la masse m/z = 75 (As total). La 

quantification a été réalisée par calibration externe, par injection répétée de solutions étalons, 

préparées dans les mêmes conditions que les échantillons, à travers une boucle d’injection de 

100 µL. Un blanc, consistant en une mini-colonne contenant uniquement le filtre et les 

morceaux de laine de quartz, a également été analysé. 

Dans un second temps, le lixiviat d’un doublon de l’échantillon est recueilli pour la 

quantification des espèces 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 aussi été testée. 200 mg d’échantillon sont placés 

dans des tubes avec 6 mL de salive ou 24 mL de suc gastrique ou intestinal. Ensuite, les tubes 

sont agités pendant la même durée que pour la lixiviation en continu à 37 °C et centrifugés. 

Le surnageant est alors quantifié en mode continu en utilisant des solutions étalons préparées 

dans les mêmes conditions que les matrices correspondantes. 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 lixiviation continue), les résidus sont recueillis et digérés, 

dans un mélange de 5 mL HNO3 et 1 mL H2O2 (peroxyde d’hydrogène) pendant 4 heures à 50 

°C au bain-marie. Ils sont ensuite analysés par ICP-MS à m/z = 75 (As total). Les solutions 

étalons, préparées dans les mêmes conditions que la matrice, sont utilisées pour la 

quantification des échantillons digérés en mode continu. 
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IV. 3. 6. b. Procédure pour les travaux réalisés en France 

 

La procédure de digestion des résidus, obtenus après les deux procédures (lixiviation en ligne 

et statique), est identique à celle décrite dans la partie III. 

 

IV. 3. 7. Quantification des espèces arséniées dans les lixiviats 

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

 

Les lixiviats de salive sont collectés, dilués au cinquième, et analysés en se basant sur la 

méthode de spéciation décrite dans la partie II. Néanmoins, les conditions 

chromatographiques ont dû être modifiées comme décrites dans l’article II afin de pallier les 

modifications dans la séparation des espèces arséniées dues à la salive. 

 

Pour l’étalonnage de l’instrument, quatre solutions étalons de 0, 2, 5, 10 µg As L-1 des  

7 espèces arséniées considérées (As(III), MA, DMA, As(V), AB, TMAO, AC) sont préparées 

dans les mêmes conditions que les lixiviats. Les résultats pour TMAO sont présentés comme 

la somme de teneurs en TMAO et AB2. En effet, l’injection d’une solution étalon de AB2 a 

montré que le pic de cette espèce pouvait co-éluer avec 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 même que celle décrite dans la partie III. Néanmoins, une dilution 

au moins au dixième a été nécessaire pour maintenir une séparation satisfaisante des 

composés arséniés. 

 
IV. 4. Résultats expérimentaux 

 

Les résultats de cette étude sont présentés sous la forme de 2 articles, l’un publié dans 

« Journal of Analytical and Atomic Spectrometry » (Article II) et l’autre soumis dans 

« Analytica Chimica Acta » (Article III) (Annexe 4). 
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IV. 5. Discussion 

 

Les principaux résultats de l’évaluation de la bioaccessibilité de l’As dans les produits de la 

pêche sont résumés dans ce chapitre. Ces données sont complétées par l’étude de l’influence 

de la salive sur la séparation des composés arséniés qui n’avait pas pu être développée dans 

l’article II et l’article III (Annexe 4). 

 

IV. 5. 1. Évaluation de la bioaccessibilité de l’As total dans les produits de la pêche 

 
IV. 5. 1. a. Résultat de la lixiviation en continu 

 

Comme détaillé dans l’article II, pour tous les MRC testés, la totalité de l’As total 

bioaccessible (environ 50 % de l’As total) semble libérée par la salive artificielle en moins de 

5 minutes, et plus rien n’est ensuite libéré par les sucs gastro-intestinaux. Les résultats des 

travaux réalisés au laboratoire en France sont venus confirmer ces observations (Article III). 

L’As présent dans ces échantillons semble donc avoir des liaisons relativement faibles avec 

les matrices, et être aisément et rapidement soluble en milieu aqueux. Ainsi, l’approche de 

lixiviation en continu, en plus de quantifier l’As total libéré par les fluides gastro-intestinaux, 

permet aussi d’évaluer la force des liaisons entre l’analyte considéré et l’échantillon. Cette 

solubilité élevée de l’As dans ces échantillons vient confirmer les taux de récupération 

satisfaisants obtenus par la procédure MAE avec un solvant composé uniquement d’H2O 

chauffée (Cf. Partie III). 

 

Afin de pouvoir comparer ces résultats à minima avec la littérature, des essais 

complémentaires ont été réalisés en injectant directement le suc gastrique artificiel dans les 

mini-colonnes d’échantillons. Les résultats obtenus sont similaires à ceux observés avec 

l’injection de salive (i. e. la totalité de l’As total bioaccessible est libérée très rapidement). À 

notre connaissance, cette étude est la première à évaluer la bioaccessibilité de l’As dans les 

produits de la pêche par une méthode de lixiviation continue en incluant une première étape 

de digestion par de la salive artificielle. En effet, les études in vitro dans leur grande majorité 

ont eu tendance à négliger l’interaction entre la salive et les échantillons dans les processus de 

digestion simulés et se limitent à la digestion par les sucs gastro-intestinaux.  

(Intavongse et Dean, 2006) Néanmoins, cette étude semble montrer clairement que le rôle de 

la salive ne devrait pas être négligé dans les travaux d’évaluation de la bioaccessibilité de l’As 

dans les produits de la pêche. 
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IV. 5. 1. b. Comparaison des méthodes statique et de lixiviation en continu 

 
Le figure 23 présente les teneurs (%) moyennes d’As total libéré et restant dans le résidu 

après les 2 procédures de lixiviation (en continu et statique) pour les 4 MRC considérés. Les 

résultats des travaux réalisés aux laboratoires au Canada et en France sont présentés. Les 

pourcentages bioaccessibles (%BA) et des résidus (%r) présentés ont été calculés selon les 

expressions suivantes : 

 

%BA = (XBA/Xc) x 100 et %r = (Xr/Xc) x 100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 :  Teneurs en As total (en %) de la lixiviation sur les 4 MRC (n = 5, ± SD) 
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Tout d’abord, les résultats obtenus pour les travaux réalisés aux laboratoires au Canada et en 

France sont relativement similaires malgré la différence d’appareillage. D’autre part, le bilan 

en masse (c’est-à-dire la somme des quantités d’As libérée et restante dans le résidu) est dans 

tous les cas en accord avec la valeur de référence (10 %, k = 2) pour tous les MRC et les deux 

méthodes, sauf pour le TORT 2 avec la méthode statique dans les travaux réalisés en France 

(83 ± 6 %).  

 

Selon l’échantillon considéré et l’origine des travaux, 42 à 59 % de l’As total est libéré par la 

salive lorsque la méthode de lixiviation en continu est utilisée. Pour la méthode statique, une 

fraction très importante de l’As est libérée par la salive même si une partie peut ensuite être 

libérée par le suc gastrique. Cependant, cette partie est très variable selon l’échantillon et ne 

dépasse pas 10 % dans tous les cas. La somme globale d’As total libéré avec la méthode 

statique est comprise entre 48 et 69 %.  

 

Les quantités d’As libérées avec les deux méthodes sont généralement comparables compte 

tenu des « incertitudes » associées (± écart-type (SD)). La tendance générale se dégageant 

après cette étude est donc qu’approximativement 50 % de l’As total présent dans les 

échantillons considérés est libéré (et est donc considéré comme bioaccessible) avec les 2 

méthodes in vitro utilisées. Ces résultats sont difficilement comparables avec les études 

précédentes sur la bioaccessibilité de l’As dans la mesure où elles se sont intéressées à des 

matrices légèrement différentes et n’ont pas pris en compte le rôle de la salive dans la 

digestion. Néanmoins, les teneurs d’As total bioaccessible obtenues dans notre étude sont 

proches de celles rapportées par Koch et al. (2007a) dans les palourdes (34-46 %) avec une 

méthode statique simulant uniquement les sucs gastro-intestinaux. 

 

IV. 5. 2. Influence de la salive sur la séparation des espèces As 

 

L’étape suivante a consisté à tester les conditions chromatographiques de séparation des 

espèces As optimisées dans la partie I dans une solution de salive artificielle. Comme rapporté 

dans l’article II, une dégradation des résolutions est observée pour une solution étalon des 7 

espèces As préparée dans de la salive. Une étude réalisée au laboratoire en France, qui n’a pas 

été présentée dans l’article II, a permis de déterminer les causes exactes de cette détérioration 

de la séparation.  
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Un pH égal à 6,8 et une forte quantité de sels KH2PO4 étant les deux grandes caractéristiques 

de la solution de salive, il a été supposé qu’un de ces deux paramètres était à l’origine des 

modifications observées. Ils ont donc été étudiés individuellement en préparant d’une part des 

solutions étalons des 7 espèces à différents pH (0-10) sans rajouter de sels KH2PO4, et d’autre 

part des solutions avec différentes teneurs en sels KH2PO4 (0,007-7 g L-1) en fixant cette fois 

le pH comme étant égal à celui de l’eau MilliQ (pH = 4,5). 

 

IV. 5. 2. a. Influence du pH sur la séparation des espèces As 

 

La figure 24 présente les chromatogrammes obtenus pour des solutions étalons à  

10 µg As L-1 des 7 espèces As à différents pH (pH de la salive (6,8) et entre 0 et 10 par pas  

de 1) dans les conditions chromatographiques optimisées dans la partie III.  
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Figure 24 : Chromatogramme des solutions étalons à 10 µg As L-1 des 7 espèces As 

 

Dans un souci de synthèse, seuls ces cinq chromatogrammes sont présentés. En effet, les 

autres essais intermédiaires donnent les mêmes résultats que le chromatogramme observé 

pour pH = 6,8. Les temps de rétention de DMA, As(V), AB, TMAO et AC ne semblent pas 

être influencés de manière significative quelque soit le pH de la solution. Néanmoins, pour un 

pH inférieur ou égal à 2, la résolution entre As(III) et MA diminue jusqu’à ce que ces deux 

composés co-éluent pour un pH = 0. Ce comportement est dû au fait qu’à partir de ce pH, la 

forme neutre de MA devient majoritaire, impliquant une diminution du temps de rétention de 

ce composé. D’autre part, à pH = 10, il apparaît un pic inconnu entre les pics As(III) et MA 

qui n’a pas pu être clairement identifié (mais ce pic ne correspond ni à As(III) ni à MA).  
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À l’inverse, le profil des pics As(III) et MA pour un pH compris entre 2 et 10 est strictement 

identique à celui observé pour une solution étalon préparée dans de l’eau (Partie II). Le pH de 

la solution à analyser ne semble donc pas avoir une influence significative sur la séparation 

des composés arséniés, excepté pour As(III) et MA à un pH inférieur à 2 ou excédant 10. 

 
IV. 5. 2. b. Influence de la quantité de sels sur la séparation des espèces As 

 
La figure 25 présente les chromatogrammes obtenus pour des solutions étalons des 7 espèces 

As à pH = 4,5 et préparées avec différentes quantités de KH2PO4 (0,07-7 g L-1). À noter que la 

teneur en sels dans la salive est de 6,8 g L-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Chromatogramme des solutions étalons à 10 µg As L-1 des 7 espèces As dans 

différentes quantités de KH2PO4 (0,07-7 g L-1)  
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Tout d’abord, les résultats montrent que dans des conditions proches de celles de la salive (7 g 

L-1 de KH2PO4), le profil du chromatogramme est identique à celui observé pour une solution 

de salive (6,8 g L-1) et donc, avec des résolutions fortement dégradées. Si cette solution est 

diluée au demi (3,5 g L-1 de KH2PO4), la résolution des pics AB, TMAO et AC est améliorée. 

Mais le pic MA est dédoublé et un de ces pics co-élue avec le pic As(III), comme observé 

précédemment dans certaines matrices complexes. (Simon et al., 2004 ; Londesborough et al., 

1999) 

 

Simon et al. (2004) rapporte que ce dédoublement de pic pourrait être lié au pKa de MA (pKa 

= 3,6). Le pH de la phase mobile lors de la séparation étant proche de ce pKa (pH = 3,3), deux 

formes de MA coexistent : une forme neutre qui n’est pas retenue par la colonne (MA1) et 

une forme anionique qui rentre en interaction avec la phase stationnaire de la colonne (MA2). 

Un pH trop faible (cf. IV.5.2.a) ou la présence de sels dans les matrices complexes (la salive 

pour cette étude) semblent donc déplacer cet équilibre vers la formation de MA1 qui co-élue 

avec As(III) au détriment de la forme anionique MA2 correspondant au deuxième petit pic 

observé. À partir de 0,07 mg L-1 de KH2PO4, les deux pics MA ont tendance à se rejoindre au 

temps de rétention observé pour MA dans une solution étalon ne contenant pas de sels. Une 

dilution au centième de la matrice salivaire serait donc nécessaire pour maintenir une 

séparation chromatographique des espèces arséniées correspondant aux conditions de 

séparation optimisées (cf. Partie 2). 

 

IV. 5. 2. c. Conclusions 

 

Ces résultats ont donc démontré que la présence de sels dans la salive semblait être à l’origine 

de la détérioration de la séparation des composés As. D’autre part, les phénomènes de  

co-élution des espèces As(III) et MA rencontrés lors de l’analyse de certaines matrices 

complexes seraient aussi liés à la présence de sels dans ces matrices déstabilisant le fragile 

équilibre des formes MA lors de la séparation. 
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Dans un premier temps, pour les travaux réalisés au laboratoire au Canada, des conditions 

chromatographiques spécifiques et une dilution au cinquième des échantillons ont dû être 

mises en place pour la spéciation de l’As dans les lixiviats de salive. Néanmoins, les faibles 

sensibilités de l’appareillage utilisé pour ces travaux n’ont pas permis de déceler que le 

phénomène de dédoublement du pic MA et la co-élution de MA1 et As(III) restaient 

persistants pour certains lixiviats d’échantillons réels.  

 

Dans un deuxième temps, avec l’appareillage utilisé lors des travaux réalisés au laboratoire en 

France, seule une dilution au dixième (au minimum) a été nécessaire pour réduire les effets 

des sels sur la séparation et pour obtenir un compromis acceptable entre la résolution et la 

sensibilité des pics observés pour la spéciation des lixiviats de salive.(Figure 26) Dans ces 

conditions, il est toutefois nécessaire d’additionner les 2 pics MA pour quantifier avec 

justesse ce composé. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 26 : Chromatogramme observé pour une solution étalon à 10 µg As L-1 des 7 espèces 

As préparée dans de la salive diluée au dixième. 

 

IV. 5. 3. Spéciation des lixiviats de salive 

 
Les teneurs obtenues dans les lixiviats de salive pour les travaux réalisés aux laboratoires au 

Canada et en France sont présentées dans les articles II et III (Annexe 4), respectivement. 

Ayant été obtenus sur des appareillages différents avec des conditions chromatographiques 

spécifiques, ces résultats ne peuvent pas faire l’objet de comparaisons et nous nous sommes 

donc focalisés sur les derniers résultats des travaux réalisés au laboratoire en France avec un 

appareillage plus performant.  
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Le tableau XXXI présente les teneurs des 7 espèces As observées dans les lixiviats de salive 

de 3 MRC (TORT 2, DORM 3 et CRM 627) (Article III, Annexe 3). Les teneurs en As total 

des résidus et des bilans en masse sont aussi rapportées dans ce tableau. Les limites de 

quantification présentées ont été estimées comme 6 fois l’écart type de solution de blancs 

(salive diluée au dixième n = 10). Elles sont comparables à celles estimées dans la partie III. 

 

Tableau XXXI :  Teneurs des espèces As dans les lixiviats de salive de 3 MRC (mg kg-1) 
 

 As(III)  MA DMA As(V) AB 
TMAO  
+AB2 

AC Résidu Σ** 
Teneur 
certifiée 

As total 
BA 

             
TORT 2 0,169 

± 0,072* 
0,239 

± 0,089 
0,368 

± 0,124 
0,319 

± 0,163 
8,88 

± 1,73 
0,832 

± 0,237 
< LOQ 9,4 

± 2,8 
20,2 
± 1,9 

21,6 
± 1,8 

10,0 
± 2,6 

            
DORM 3 0,013 

± 0,002 
0,030 

± 0,014 
0,309 

± 0,020 
0,043 

± 0,105 
3,42 

± 0,18 
0,132 

± 0,013 
< LOQ 3,1 

± 0,9 
7,1 

± 0,5 
6,9 

± 0,3 
4,0 

± 0,4 
            

CRM 627 0,019 
± 0,003 

0,034 
± 0,013 

0,083 
± 0,007 

< LOQ 2,35 
± 0,24 

0,033 
± 0,010 

< LOQ 2,3 
± 0,4 

4,7 
± 0,5 

4,8 
± 0,3 

2,5 
± 0,4 

            
LOQ*** 0,010 0,030 0,020 0,030 0,040 0,030 0,050     

* ± SD (n = 5), ** Somme des résidus et teneurs BA des espèces As, *** Prise d’essai de 0,2 g et volume de reprise de 7 mL et 
dilution au dixième 

 
Les résultats indiquent que le bilan en masse est en accord avec les teneurs de référence en As 

total pour les 3 MRC confirmant les résultats rapportés en IV.5.1.b.. Comme attendu, l’espèce 

AB, généralement prépondérante dans les produits de la pêche, est l’espèce la plus représentée 

dans les lixiviats de salive (environ 87 % de l’As total bioaccessible en moyenne). 

 

Le tableau XXXII présente les pourcentages bioaccessibles des espèces arséniées (%BA) dans 

les 3 MRC déterminés selon l’expression : %BA = (XBA/XMAE) x 100 (avec XBA : la teneur 

bioaccessible de l’espèce As considérée, XMAE : la teneur de l’espèce As considérée observée 

après la procédure MAE décrit dans la partie III). Les teneurs bioaccessibles de AC étant 

inférieures à la LQ, les pourcentages pour cette espèce n’ont pas pu être calculés.  

 

Tableau XXXII :  Pourcentages bioaccessibles des espèces As dans les 3 MRC (%) 
 

  As(III) MA DMA As(V) AB 
TMAO  
+AB2 

 
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 III, les pourcentages bioaccessibles peuvent être très différents 

selon la matrice étudiée. Les deux formes inorganiques As(III) et As(V), notamment, 

présentent des pourcentages bioaccessibles faibles pour DORM 3 (12 et 17 %, 

respectivement) alors que ceux pour TORT 2 sont plus élevés (41 et 44 %, respectivement). À 

l’inverse, les valeurs bioaccessibles pour l’As total restent similaires dans les 3 MRC (environ 

50 %). À noter que deux études précédentes utilisant une méthode statique ont montré que la 

bioaccessibilité des organo-sucres (entre 80 et 100 %) (Almela et al., 2005) ou des espèces 

inorganiques (entre 50 et 80 %) (Laparra et al., 2003) est également spécifique à chaque type 

d’algue étudié.  

 

La figure 27 présente, sous forme de diagrammes, la proportion bioaccessible moyenne (%), 

ainsi que la portion non libérée des 3 MRC pour chaque espèce ainsi que pour l’As total. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figure 27 : Proportion bioaccessible moyenne (%) des 3 MRC pour chaque espèce et pour 

l’As total.  
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Il apparaît que les proportions bioaccessibles moyennes pour les deux formes méthylées MA 

et DMA (46 et 50 %, respectivement) sont très proches de celle de l’As total (52 %). D’autre 

part, les proportions pour AB et TMAO+AB2 (63 et 61 % respectivement) sont légèrement 

supérieures aux résultats des autres espèces et de l’As total. Enfin, les formes inorganiques 

As(III) et As(V) pour les 3 MRC considérés ont tendance à apparaître comme les formes 

arséniées les moins libérées par la salive (proportion bioaccessible d’arsenic inorganiques 

d’environ 30 %).  

 

La bioaccessibilité de l’As dans les produits de la pêche a fait l’objet de très peu d’études 

répertoriées, la majorité des travaux s’étant focalisés sur les sols. (Caussy, 2003 ;  

Intawongse et Dean, 2006) À notre connaissance, cette étude est la première à comparer de 

manière directe les bioaccessibilités de différentes espèces As qu’elles soient inorganiques ou 

organiques dans des produits de la pêche. Néanmoins, ces résultats viennent confirmer les 

travaux de Koch et al. (2007a) qui ont montré que des bioaccessibilités différentes étaient 

observées pour l’As total dans des palourdes selon la quantité d’arsenic inorganique dans les 

échantillons. Ainsi, l’As total dans des palourdes contenant une forte concentration en espèces 

As inorganiques apparaissait moins bioaccessible (36-44 %) que celui dans des palourdes 

contenant majoritairement des composés As organiques (83-88 %). De même, plusieurs 

études ont montré que la quantité d’arsenic inorganique était faible dans les algues alors que, 

dans le même temps, la bioaccessibilité de l’arsenic total dans ces mêmes échantillons était 

importante ((32-67 % pour Laparra et al. (2003), 38-87 % pour Almela et al. (2005), 62-79 % 

pour Koch et al. (2007a)). En conclusion, il semblerait que les espèces inorganiques auraient 

tendance à être moins bioaccessibles que les espèces organiques dans les produits de la pêche 

et dans les algues. 
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CCOONNCCLL UUSSII OONNSS  DDEE  LL AA  PPAARRTTII EE  II VV  
 

Les méthodes in vivo d’évaluation de la biodisponibilité de l’As étant longues, coûteuses et 

complexes à réaliser, des méthodes alternatives in vitro ont été developpées pour l’évaluation 

de la bioaccessibilité de cet élément. Nous avons choisi de tester une méthode simple, rapide 

et pragmatique de lixiviation en continu (Chu et Beauchemin, 2005) permettant une mesure 

en temps réel de la bioaccessibilité maximale de l’As total dans les produits de la pêche. Cette 

méthode a ensuite été combinée à la méthode de spéciation décrite dans les parties II et III 

pour évaluer les proportions bioaccessibles des espèces As dans ces échantillons. Les essais 

ont été réalisés dans deux laboratoires différents : dans un premier temps, au sein du 

département de chimie de la Queen’s university de Kingston au Canada, et par la suite, dans 

le laboratoire de l’unité CIME de l’AFSSA-LERQAP.  

 

Les résultats des ces essais réalisés dans 4 MRC produits de la pêche ont montré que la 

totalité de l’As total bioaccessible (environ 50 % de l’As total présent dans les échantillons),, 

était libérée par la salive artificielle en moins de 5 minutes et rien de plus n’était libéré par les 

sucs gastro-intestinaux. Ces résultats ont souligné l’importance de considérer la salive, 

généralement négligée, dans la simulation du processus de digestion au sein de l’organisme.  

 

Au préalable à la spéciation des lixiviats de salive, une étude a été réalisée pour déterminer 

l’influence de ce réactif sur la séparation chromatographique des espèces arséniées. La 

présence de sels dans la salive semblerait être la principale cause de la détérioration des 

résolutions des pics. Ces mêmes phénomènes avaient été observés pour la spéciation de 

l’arsenic dans certaines matrices complexes (partie III). Une dilution des lixiviats a permis 

d’obtenir un compromis satisfaisant entre la résolution et la sensibilité des pics 

chromatographiques. 

 

La spéciation des lixiviats de salive sur des MRC produits de la pêche semble indiquer que les 

espèces inorganiques (As(III) et As(V)) présenteraient une bioaccessibilité plus faible que les 

espèces arséniées organiques. Notre étude est la première à mettre en évidence cette tendance 

dans les produits de la pêche de manière directe en comparant les teneurs bioaccessibles avec 

les teneurs totales présentes dans les échantillons pour chaque espèce As. Néanmoins, cette 

tendance devra être confirmée par l’analyse d’un nombre plus important d’échantillons. 
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Enfin, pour une évaluation des risques encore plus précise, il serait nécessaire d’étudier 

l’influence de la cuisson et de la préparation culinaire des aliments sur la bioaccessibilité de 

l’As total et des espèces As. En effet, les travaux de Laparra et al. (2003 et 2005) ont 

démontré une augmentation significative de la bioaccessibilité de l’As après cuisson 

d’échantillons d’algues et de riz. D’autre part, il serait intéressant de comparer cette méthode 

de lixiviation en continu avec la méthode européenne « BioAvailability Research Group 

Europe » (ou BARGE), dont l’objectif est d’établir une méthodologie harmonisée pour une 

évaluation plus réaliste de la biodisponibilité orale des éléments traces. 
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CCOONNCCLL UUSSII OONNSS  GGEENNEERRAALL EESS  
 

Le principal objectif de cette étude a été de développer et de valider une méthode analytique 

de spéciation de l’arsenic et d’évaluation de sa bioaccessibilité dans les produits de la pêche, 

permettant de mieux apprécier les risques encourus par le consommateur et, en conséquence, 

de proposer à nos autorités de tutelle et à tous les acteurs soucieux de l’amélioration de la 

sécurité sanitaire des aliments destinés à l’homme, une évaluation des risques plus fine et 

pertinente, à l’avenir. 

 

La première partie de ce travail a porté sur la mise au point d’une méthode de séparation des 

principales espèces arséniées couramment retrouvées dans les produits de la pêche par 

couplage entre la chromatographie d’échanges d’ions (IEC) et la détection par ICP-MS. La 

colonne échangeuse d’anions Ionpac AS7 (Dionex), retenue dans cette étude, garantit une 

séparation simple, rapide et simultanée des principaux composés, et présente également la 

particularité d’être associée à un éluant composé principalement d’acide nitrique, considéré 

comme le plus compatible avec une détection par ICP-MS. La méthodologie des plans 

d’expériences utilisée dans ces travaux, a permis, en un minimum d’essais, d’une part 

d’évaluer l’influence des différents facteurs et de leurs interactions éventuelles sur la 

séparation de 7 espèces arséniées et d’autre part, de déterminer les conditions analytiques 

optimales tout en minimisant le temps d’analyse par rapport aux études précédentes, en 

conservant des résolutions satisfaisantes et en améliorant les sensibilités pour l’ensemble des 

composés considérés (Article I).  

Le même processus a été réalisé pour déterminer les conditions chromatographiques 

optimales de séparation de 9 composés arséniés (2 composés anticoccidiens (additifs 

alimentaires) susceptibles d’être retrouvés dans les volailles d’importation, en plus des 7 

espèces précédentes). Ces conditions pourront être utilisées pour la spéciation de l’arsenic 

dans les volailles traitées avec ces additifs alimentaires à base d’arsenic. 

La deuxième partie de ces travaux a concerné la mise au point de l’étape cruciale de mise en 

solution des espèces arséniées dans les produits de la pêche par extraction assistée par micro-

ondes (MAE). Cette technique simple, robuste et rapide permet d’obtenir des taux de 

récupération satisfaisants de l’arsenic total et des formes arséniées sans modifications des 

espèces initialement présentes. Ce procédé offre également le double avantage de consommer 

de faibles volumes de solvant (réduisant ainsi la quantité de déchets et les risques de 

contamination) et d’être utilisée en système fermé ce qui évite les pertes d’éléments volatils et 
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les contaminations par les particules atmosphériques. Les résultats d’une étude préliminaire, 

portant sur l’influence de plusieurs paramètres sur les taux de récupération de l’As total dans 

des produits de la pêche, ont permis de conclure que la composition du solvant apparaissait 

comme le paramètre prépondérant sur l’efficacité de l’extraction. Ainsi, notre étude a montré 

clairement qu’un solvant uniquement composé d’eau était suffisant pour obtenir par MAE des 

taux de récupération satisfaisants en As total et en spéciation dans les produits de la pêche. Au 

demeurant, ces conditions permettent également de réduire le risque de dépôts de carbone au 

sein de l’ICP-MS perturbant sa stabilité et sa sensibilité.  

Par la suite, les critères analytiques (linéarité, limites de détection et de quantification, 

justesse, spécificité, fidélité et reproductibilité interne) de la méthode de spéciation optimisée 

ont été évalués selon les normes en vigueur. La linéarité, les LQ (0,02-0,07 mg kg-1), la 

spécificité et la justesse ont été considérées acceptables pour toutes les espèces, et les CVR 

estimés sont compris entre 8 et 16 % selon les espèces. Les résultats ont donc démontré que la 

méthode était pratiquement validée pour la spéciation de l’arsenic dans les produits de la 

pêche, même si la reproductibilité interne estimée dans cette étude devra nécessairement être 

affinée en l’évaluant à plus long terme. L’ensemble des résultats de cette deuxième partie a 

fait l’objet d’un article soumis en novembre 2008 au journal « Analytica Chimica Acta » 

(Article III, Annexe 4).  

Suite à cette étude, la méthode validée a pu être appliquée, d’une part, à la spéciation de l’As 

dans des échantillons aqueux pour la tester sur d’autres matrices chargées en sels, et d’autre 

part, à la certification d’un échantillon de foie d’aiguillat organisée par le NRC canadien dont 

les résultats pourront venir confirmer l’évaluation de la justesse de la méthode.  

 

La troisième partie de ces travaux s’est intéressé à la mise au point d’une méthode in vitro 

d’évaluation de la bioaccessibilité maximale (correspondant à la part maximale libérée dans 

l’organisme) de l’arsenic et des formes arséniées dans les produits de la pêche, en combinant 

une méthode de lixiviation en continu avec la méthode de spéciation.  

L’objectif de cette technique de lixiviation en continu est de mesurer, en temps réel par ICP-

MS, la part d’As libérée par des réactifs simulant les liquides gastro-intestinaux de l’appareil 

digestif, et de proposer une alternative simple et pragmatique aux méthodes in vivo longues, 

coûteuses et complexes à mettre en œuvre. (Article II)  
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Alors que la salive est généralement négligée dans la simulation des fluides gastro-

intestinaux, nos résultats montrent que la totalité de l’As bioaccessible, qui représente environ 

50 % de l’As total présent dans les produits de la pêche étudiés, est libérée très rapidement (en 

moins de 5 min) par la salive sans que rien d’autre ne soit ensuite libéré par les sucs gastro-

intestinaux. 

En raison de la présence de sels dans ces échantillons, la spéciation de l’arsenic bioaccessible 

a nécessité une dilution au minimum au dixième des lixiviats de salive afin d’obtenir un 

compromis satisfaisant entre résolution et sensibilité. Malgré cette étape préalable, les LQ 

(0,010-0,050 mg kg-1) sont proches de celles estimées pour la méthode de spéciation. En 

comparant directement les teneurs bioaccessibles avec les teneurs totales présentes dans les 

échantillons pour chaque espèce As, nos travaux sont les premiers à mettre en évidence que la 

bioaccessibilité des espèces arséniées inorganiques apparaît moins importante que celle des 

espèces organiques dans les produits de la pêche. Néanmoins cette tendance reste à confirmer 

par l’analyse d’un nombre plus important d’échantillons différents.  

 

En perspectives, même si l’ensemble de ces résultats apparaît très prometteur, il serait 

intéressant d’étudier d’éventuelles modifications des espèces As dans les sucs gastrique et 

intestinal. L’évaluation de la bioaccessibilité sur de nouvelles matrices, ainsi que pour 

d’autres éléments d’intérêt pourra également être envisagée. De même, il conviendrait 

d’étudier l’influence de la cuisson et de la préparation culinaire des aliments sur la 

bioaccessibilité de l’As pour affiner l’évaluation des risques, mais aussi de comparer notre 

méthode de lixiviation avec la méthode européenne BARGE qui tente d’harmoniser les 

méthodologies d’évaluation de la biodisponibilité orale des éléments traces. Une comparaison 

des résultats de l’évaluation de la bioaccessibilité avec ceux de l’estimation de 

biodisponibilité par des études in vivo, pourra aussi être envisagée afin de s’assurer de leur 

cohérence.  

L’utilisation d’une solution tampon en début de séparation, comme rapportée par Simon et al. 

(2004), sera testée afin de tenter de se soustraire totalement au problème de dédoublement du 

pic MA susceptible d’être rencontré dans les matrices réelles. Enfin, de nouveaux échantillons 

frais et plus gras devront être testés afin de s’assurer que les taux de récupération obtenus sont 

toujours satisfaisants. D’autre part, les échantillons de l’étude alimentaire totale (EAT 2) en 

cours de réalisation par l’AFSSA, ainsi que des échantillons d’abats et de volailles 

d’importation susceptibles d’être traitées avec des composés anticoccidiens chargés en 

arsenic, seront analysés afin d’affiner la reproductibilité et la robustesse de la méthode de 



  Conclusions générales 

- 149 - 

spéciation et aussi d’élargir son domaine d’application. Une fois les produits de la pêche de 

l’étude EAT 2 analysés en spéciation, les données de contamination des différentes formes 

arséniées présentes seront croisées avec les données de consommation, permettant alors 

d’affiner l’évaluation de l’exposition de la population française. L’étude de la bioaccessibilité 

sur les produits de l’EAT 2 les plus contributeurs à l’exposition permettra également de 

contribuer à une évaluation des risques plus précise et d’aider nos gestionnaires à prendre les 

décisions plus appropriées en terme de gestion des risques. 
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Plan fractionnel et complémentaire 27-4 (séparation 9 espèces) 
 

Plan fractionnel 27-4 
 (1) (2) (3) (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 27-4 

 (1) (2) (3) (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 

 

Niveau Étapes (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) 

         -1 1 95 1,5 0 0 0,9 20 1250 

 2 80 6 0 0 0,9 20 1250 

 3 0 1 0 0 0,9 20 1250 

 4 60 7 0 0 0,9 20 1250 
         0 1 97,5 2 0,05 0,5 1,2 30 1350 

 2 85 7 0,05 0,5 1,2 30 1350 

 3 5 2 0,05 0,5 1,2 30 1350 

 4 75 8 0,05 0,5 1,2 30 1350 
         +1 1 100 2,5 0,1 1 1,5 40 1450 

 2 90 8 0,1 1 1,5 40 1450 

 3 10 3 0,1 1 1,5 40 1450 

 4 90 9 0,1 1 1,5 40 1450 
(1) Pourcentage de PMA (%), (2) Durée des étapes du programme gradient (min), 
(3) Concentration en BDSA (mM L-1), (4) Concentrations en MeOH (%),
(5) Débit des phases mobiles (mL min-1), (6) Température de la colonne (°C), 
(7) Puissance du plasma (W) 
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Résultats plan d’expériences pour la séparation de 9 composés arséniés 
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(R’4) Résolution As(V)/ROX 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(R’5) Résolution ROX/AB 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(R’6) Résolution AB/p-ASA 
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(R’7) Résolution p-ASA/TMAO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(R’8) Résolution TMAO/AC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(T) Temps d’analyse 
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(S1) Sensibilité As(III) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(S2) Sensibilité As(V) 
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Organigramme d’une modélisation par la méthode des plans d’expériences 
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Speciation of arsenic in seafood samples  
by HPLC-ICP-MS coupling after microwaves assisted extraction (MAE). 

Contribution to the evaluation of risks by assessment of its bioaccessibility. 
 

Discipline : Analytical chemistry 
 

Vincent Dufailly 
 

Abstract : 
 

The government agencies generally evaluate the food risks related to the presence of 
arsenic in seafood samples by analyzing only total arsenic, without considering the various 
involved forms nor their bioavailability. The main objective of this study was to develop and 
validate a method allowing the French Food Safety Agency (AFSSA) to propose with its 
supervisions a better evaluation of the risks incurred by the consumer by determining the 
speciation and the bioaccessibility of the various arsenic forms in the seafood samples. 

The first part of this work was to develop a method of separation of the principal 
arsenic species usually found in the seafood samples by coupling separation by ions exchange 
chromatography (IEC) and detection by ICP-MS. The experimental designs methodology 
used in this work, allowed, in a minimum of experiments, on the one hand to evaluate the 
influence of the various factors and their possible interactions on the separation from 7 to 9 
arsenic species and on the other hand, to determine the optimal analytical conditions while 
minimizing the time of analysis (less than 15 minutes), preserving satisfactory resolutions and 
improving the sensitivities of the compounds considered. 

The second part of this work related to the development of the method to extract the 
arsenic species in seafood samples by microwaves assisted extraction (MAE). The 
optimisation of the conditions of extraction in various certified reference materials showed 
clearly that a solvent only composed of water was sufficient to obtain satisfactory total arsenic 
and arsenic species recoveries. The evaluation of the analytical criteria showed that the 
method was practically validated for arsenic speciation in seafood samples, even if internal 
reproducibility will have to necessarily be refined by evaluating it later on. Then, the 
validated method could be applied to the speciation of arsenic in aqueous samples, and also to 
the certification of a dogfish liver samples organized by the Canadian NRC. 

The last part of this work related to the development of a fast and pragmatic in vitro 
method of evaluation of the maximum total arsenic and arsenic species bioaccessibility in 
seafood samples, by combining a continuous leaching method (for measurement in real-time 
by ICP-MS of the arsenic portion released by artificial gastrointestinal fluids) and the 
validated speciation method. The results show that the bioaccessible arsenic (approximately 
50% of the total arsenic in the samples) is released very quickly (in less than 5 min) by saliva 
with nothing else is then released by gastrointestinal juices. In addition, this work highlighted 
that the inorganic arsenic species bioaccessibility appears less important than that of the 
organic species in seafood samples. 
 
 
Key words : Arsenic ; bioaccessibility ; microwaves assisted extraction; ICP-MS ; IEC ; 
leaching method ; experimental designs seafood samples ; speciation ; validation. 
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Spéciation de l’arsenic dans les produits de la pêche 
par couplage HPLC-ICP-MS après extraction assistée par micro-ondes (MAE). 

Contribution à l’évaluation des risques par l’estimation de sa bioaccessibilité 
 

Discipline : Physico-chimie analytique 
 

Vincent Dufailly 
 

Résumé : 
 

Les agences gouvernementales évaluent généralement les risques alimentaires liés à la 
présence d’arsenic dans les produits de la pêche en analysant uniquement l’arsenic 
élémentaire, sans prendre en compte les différentes formes en présence ni leur 
biodisponibilité. Le principal objectif de cette étude a été de développer et de valider une 
méthode permettant à l’Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA) de 
proposer à ses tutelles une meilleure évaluation des risques encourus par le consommateur en 
déterminant la spéciation et la bioaccessibilité des différentes formes arséniées présentes dans 
les produits de la pêche. 

La première partie de ce travail a porté sur la mise au point d’une méthode de 
séparation des principales espèces arséniées couramment retrouvées dans les produits de la 
pêche par couplage entre la chromatographie d’échanges d’ions (IEC) et la détection par ICP-
MS. La méthodologie des plans d’expériences utilisée dans ces travaux, a permis, en un 
minimum d’essais, d’une part d’évaluer l’influence des différents facteurs et de leurs 
interactions éventuelles sur la séparation de 7 à 9 espèces arséniées et d’autre part, de 
déterminer les conditions analytiques optimales tout en minimisant le temps d’analyse (moins 
de 15 minutes), en conservant des résolutions satisfaisantes et en améliorant les sensibilités 
des composés considérés. 

La deuxième partie de ces travaux a concerné le développement de la mise en solution 
des espèces arséniées dans les produits de la pêche par extraction assistée par micro-ondes 
(MAE). L’optimisation des conditions d’extraction sur différents matériaux de référence 
certifiés a montré clairement qu’un solvant uniquement composé d’eau était suffisant pour 
obtenir des taux de récupération satisfaisants en As total et en spéciation. L’évaluation des 
critères analytiques a démontré que la méthode était pratiquement validée pour la spéciation 
de l’arsenic dans les produits de la pêche, même si la reproductibilité interne devra 
nécessairement être affinée en l’évaluant à plus long terme. La méthode validée a pu ensuite 
être appliquée à la spéciation de l’As dans des échantillons aqueux, ainsi qu’à la certification 
d’un échantillon de foie d’aiguillat organisée par le NRC canadien. 

La dernière partie de ces travaux a concerné le développement d’une méthode in vitro 
rapide et pragmatique d’évaluation de la bioaccessibilité maximale de l’arsenic et des formes 
arséniées dans les produits de la pêche, en combinant une méthode de lixiviation en continu 
(pour la mesure en temps réel par ICP-MS de la part d’As libérée par des fluides 
gastrointestinaux artificiels) et la méthode de spéciation validée. Les résultats montrent que la 
totalité de l’As bioaccessible (environ 50 % de l’As total présent dans les échantillons) est 
libérée très rapidement (en moins de 5 min) par la salive sans que rien d’autre ne soit ensuite 
libéré par les sucs gastrointestinaux. D’autre part, ces travaux ont mis en évidence que la 
bioaccessibilité des espèces arséniées inorganiques apparaît moins importante que celle des 
espèces organiques dans les produits de la pêche. 
 
 
Mots clefs : Arsenic ; bioaccessibilité ; extraction assistée par micro-ondes ; ICP-MS ; IEC ; 
lixiviation ; plans d’expériences ; produits de la pêche ; spéciation ; validation. 


