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Résumé / Abstract




Résumeé :

Au cours de leur élevage, les animaux sont expagdisers contaminants chimiques, qui peuvent
s’accumuler au niveau des tissus animaux et éfreuraesin fine dans les produits carnés consommes par
'Homme, représentant alors un risque pour la sdeconsommateurk’évaluation de ce risque repose
classiqguement sur la mesure de teneur en contatsigignla viande fraiche alors que plusieurs travaux
suggerent que seule une fraction de ces contarsimshteffectivement assimilée par le consommateur d
fait des transformations technologiqgues comme isson et physiologiques comme la digestioobjectif
de cette thése est d'étudier ces effets modulatdeir cuisson et de la digestion sur les contamn
chimiques de la viande et leur bioaccessibilité.

En s’appuyant sur le développement d’'une méthodérgsidus GCxGC-TOF/MS pour le suivi
206 polluants environnementaux et sur des colldlomsavec des Laboratoires Nationaux de Référdace,
premier objectif de ce travail était d’étudier lfpact de la cuisson sur un large spectre de consantsi
chimiques d’une viande intentionnellement contaminies résultats montrent que la cuisson n’'a pas
d'impact significatif sur la teneur en PCDD/F et srtaux lourds de la viande alors que des pertes
significatives (d’autant plus importantes que Binsité de cuisson est élevée) en PCB, antibiotigies
pesticides ont pu étre détectées. Ces pertes omtgoigine soit une libération dans le jus de cuisdes
contaminants thermorésistants, soit une dégradasouns l'effet de la cuisson des contaminants
thermosensibles, comme cela a été observé poumtilmictique, le sulfaméthoxazole, pour lequel
schéma de dégradation thermique est propose.

Le second objectif de ce travail était d’évaluebieaccessibilité des contaminants chimiques d
viande en s’appuyant sur un protocole standardesdigestionin vitro statique. Dans le cas des PCB, |es
résultats obtenus indiquent que la bioaccessildités la viande est relativement faible (26%). é@etir
initiale de la viande en matiére grasse et lesatiaris physiologiques liees a I'age du consommateur
influencent significativement ces valeurs de bieaswilité alors que la cuisson de la viande a moin
d’influence sur la bioaccessibilité.

A terme, les résultats obtenus durant ce travailadlent conduire a proposer de nouvelles procédures
d’évaluation des risques liés aux contaminants ichues de la viande, prenant en compte les moduakatio
induites par la cuisson et la digestion.

Mots clés : Contaminants chimiques, Cuisson, BioaccessibiMi@nde, Evaluation du risque, Sécurité
sanitaire des aliments.

Abstract:

Livestock animals are exposed to various chemicahtaominants during breeding. These
contaminants are rapidly transferred from the emwirent to animal edible tissues, thus represerding
public health risk. This risk is classically assgsbased on the level of contaminants in raw nkéawever,
due to technological processes such as cookindhygsiglogical transformations such as digestiony anl
fraction of meat contaminants can be absorbed éytay. The purpose of this PhD thesis is to ingatt
the modulating effect of cooking and digestion ohernical contaminants in meat and on their
bioaccessibility.

Thanks to a GCxGC-TOF/MS multiresidue method dey&doin this study for the analysis of 206
environmental pollutants and to collaborations wtench National Reference Laboratories, the &inst of
this work was to assess the effects of pan cookim@ broad range of chemical contaminants in spiked
meat. Cooking did not impact the level of PCDD/Irsl aeavy metals in meat whereas significant losses
(more important as cooking conditions were more ngg¢ of PCBs, antibiotics and pesticides were
observedThese losses may originate from juice expellingpedt-resistant compounds or from degradation
by breakdown of thermolabile compounds such asulfamethoxazole antibiotic.

The second aim was to assess the bioaccessibilichemical contaminants in meat based on a
standardizedn vitro static digestion. For PCBs, results showed thair thioaccessibility was low (26%).
Both the meat fat content and the age of consuigseifisantly affect this bioaccessibility valum contrast,
meat cooking was shown to have less influence oB BiGaccessibility. The ultimate goal of the pradjec
will be to improve chemical risk assessment prooesitaking into account the changes induced byingo
and digestion on micropollutants in meat.

>~

Keywords: Chemical contaminants, Pan cooking, BioaccesBipiMeat, Risk assessment, Food safety.
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La présence de contaminants chimiques dans I'atettien et leur impact sur la santé
de 'Homme représentent une préoccupation sociétajeure. Méme si les teneurs détectées
sont la plupart du temps inférieures aux limiteximales résiduelles fixées par les autorités,
les plans de surveillance nationaux montrent quee qggésence est avérée dans la quasi-
totalité des denrées alimentaires que nous consosinune augmentation de l'incidence de
certaines pathologies (cancers, diabéte, obésuadms métaboliques...) est observée dans
les pays développés et des études épidémiologiopettent en évidence des corrélations
entre exposition aux contaminants chimiques eteswe de pathologies. Par ailleurs, de
nombreuses études scientifiques ont montré lesseffféfastes de ces contaminants sur la
santé. Face a ces observations et suite aux difésrzandales alimentaires survenus ces
dernieres années, les consommateurs ont pris emescdu lien entre alimentation et santé.
Afin de pouvoir disposer de produits sains et sdes,nombreux consommateurs se sont
tournés vers les aliments issus de la filiere «hidinsi, 95% des consommateurs francais
citent le bénéfice santé comme premier motif d'ades aliments issus de cette filiere.
Cependant, aucune étude scientifique n'a démont&ement le bien-fondé de cette
allégation. Face a ce constat, le projet SOMEAT€(f$a0f Organic MEAT, http://www.so-
meat.fr/) dans lequel s’inscrit ce travail de thesgyour ambition de fournir des données
scientifiques objectives pour évaluer les bénéfieegisques éventuels des systemes de
production de viandes conventionnelles ou « bia regard de leurs teneurs en contaminants.
L’ambition plus large de ce projet est de pouvainlger précisément le risque lié a la
présence des contaminants chimiques dans la viandda santé des consommateurs.
Cependant, deux aspects majeurs limitent actuefiegeite évaluation du risque chimique.
D’une part, le risque sur la santé humaine essitjasment estimé a partir de produits crus et
non a partir de produits préts a consommer, c’esteaapres cuisson pour la viande. D’autre
part, I'évaluation du risque ne prend actuellempas en compte la bioaccessibilité des
contaminants au cours de la digestion alors qudoxicité dépend de la quantité de
contaminants mobilisés de la matrice alimentairesda tractus gastrointestinal puisque seuls
ces contaminants sont alors disponibles pour I'gdtigm. Afin de pouvoirin fine améliorer
les modeles d’évaluation des risques chimiquegaisces travaux de thése ont consisté a
caractériser et expliquer Iimpact de la cuissondetla digestion sur les contaminants
chimiques susceptibles d'étre retrouvés dans ladeagWP2 et WP3 du projet SOMEAT,
Figure 1).
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Figure 2 : Démarche adoptée dans cette étude



Le premier chapitre de ce manuscrit a pour vocatien présenter le contexte
scientifique de ce travail (Figure 2). Apres avoappelé les principales familles de
contaminants chimiques susceptibles d'étre retresivélans la viande, un état des
connaissances actuelles sur leur devenir au cauta duisson et de la digestion est dresse.
Les chapitres suivants présentent les résultatériementaux de cette these sous forme de
publications introduites dans le manuscrit et catdas par des commentaires. Le Chapitre 2
a pour objectif de lever les deux principaux vesraméthodologiques de cette étude.
Premierement, il était nécessaire de pouvoir dmpodune viande surchargée en
contaminants de maniere homogene, qui puisse #lis2@ tout au long de cette étude. Une
méthode reproductible de contamination intentiolen&ldes concentrations connues a donc
été développée. Deuxiémement, en ciblant les paBu@nvironnementaux pertinents a
étudier en raison de leur fréquence de détectios taviande, il était nécessaire de pouvoir
disposer d'une méthode d’analyse « multirésidugmmpttant le suivi simultané d'un large
spectre de ces contaminants. Une méthode analyfgumettant finalement un suivi
simultané de 206 micropolluants environnementawsda viande a donc été mise au point.
En s’appuyant sur ces développements ainsi qudesucollaborations avec des Laboratoires
Nationaux de Référence (Anses Maisons-Alfort, AnBesgeres, ONIRIS-LABERCA), le
Chapitre 3 concerne I'étude du devenir des contantgnchimiques au cours de la cuisson de
la viande. Divers contaminants aux propriétés moyshimiques variées ont alors été ciblés :
polychlorobiphenyles (PCB), polychlorodibenzodieesn et polychlorodibenzofuranes
(PCDD/F), antibiotiques, métaux lourds et pestigidéette etude a ainsi permis d’examiner
les devenirs des contaminants et de distingueca®posés thermorésistants et des composés
thermosensibles subissant une dégradation au deuascuisson. Afin d’affiner les approches
d’évaluation du risque, une étude spécifique angéée sur un antibiotique thermosensible
pour pouvoir identifier, apres cuisson, ses pradude dégradation, composeés ultimes
auxquels le consommateur est réellement exposte &ux travaux entrepris dans le chapitre
3 sur l'effet modulateur de la cuisson, le chapireconcerne I'étude du devenir des
contaminants chimiques au cours de la digestioladgande en s’appuyant sur l'utilisation
d'un protocole standardisé de digestion statiquevitro, développé afin de mimer les
conditions physiologiques humaines. La bioaccd#gilides contaminants chimiques a alors
été déterminée, la fraction bioaccessible corredman a la quantité maximale de
contaminants disponibles pour I'absorption inted@nL'impact de la teneur en lipides de la
viande, des conditions de cuisson et des variatiphgsiologiques liees a l'age du

consommateur sur la bioaccessibilité des contartsreagté évalué. Les résultats de certaines
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expérimentations de cuisson ou de digestion r@&aisar des échantillons contaminés par des
doses trés faibles ont été obtenus en collaborati@t le LABERCA. Enfin, le dernier
chapitre « conclusion générale » présente lesipafles conclusions et perspectives de cette

these.



Chapitre I : Contexte Scientifique




Chapitre | : Contexte Scientifique

Cette synthése bibliographique a pour ambition desskr un état des lieux des
connaissances actuelles sur I'impact de la cuissate la digestion sur les micropolluants a
risque susceptibles de contaminer les produitsésardolontairement concise, celle-ci est
focalisée sur les aspects et considérations etioreldirecte avec les objectifs que nous nous
sommes fixés et sur le travail expérimental réglisdr les atteindre.

Comme nous I'avons mentionné dans l'introductionégéle, nos recherches doivent
cibler les contaminants les plus pertinents a étudans la viande de fagcon a produire des
résultats en prise avec la réalité des contamimati@sant I'objet des préoccupations les plus
importantes. Dans une premiére partie, les diftésefiamilles de contaminants chimiques
susceptibles d’étre retrouvées dans les produitgsaseront donc présentées. Des données
concernant leur toxicité ainsi que la contributémla viande a I'exposition du consommateur
a ces contaminants seront également discutées.

Il s’agit ensuite d’identifier les verrous a leyaour I'étude de I'impact de la cuisson
sur les contaminants chimiques des aliments afwbtdhir des conclusions pertinentes
utilisables en analyse de risque. Pour cela, uaéysa critique des données de la littérature
qui traitent des conséquences des traitements itpges1sur les contaminants chimiques des
aliments a été réalisée.

Enfin, concernant I'étude de I'impact de la digestsur les contaminants chimiques
de la viande, cette étude de la littérature a tbabord visé a déterminer le modéle de
digestionin vitro le plus pertinent a utiliser dans ce travail desth Pour cela, un bref rappel
des difféerents phénomeénes se produisant au coues digestion est effectue, permettant de
discuter la pertinence des différents modéles gestionin vitro retrouvés dans la littérature.
Dans un second temps, afin de déterminer les fectewdulateurs de la bioaccessibilité
intéressants a étudier dans notre travail, les éemmrde la littérature qui traitent de la

bioaccessibilité des contaminants chimiques deseaiis sont également discutées.



1/ Les contaminants chimiques de la viande

Les animaux d'élevage sont potentiellement expasédes sources diverses de
contamination (environnement, paturage, alimentatip lls peuvent également étre soumis
a des traitements meédicamenteux utilisés a tit@pipractique ou encore en tant que
promoteurs de croissance. De ce fait, différemqiegyde contaminants chimiques peuvent étre
détectés dans la viande. Ces contaminants peuvewerpr comme indiqué précédemment
d’'une exposition des animaux a des substances gqi®iau cours de leur élevage, mais
également d’'une contamination de la viande au cderson stockage ou encore d'une
néoformation au cours de la cuisson de la viandeg#, 2013 ; Enget al, 2015). Nous nous
intéresserons ici uniguement aux contaminants algdes animaux peuvent étre exposés au
cours de leur élevage et qui peuvent potentiellerserretrouver dans la viande consommée

par ’'Homme.

1.1/ Les métaux lourds

La famille des métaux lourds regroupe différentgsstances parmi lesquelles les plus
toxiques sont l'arsenic (As), le mercure (Hg), lenpb (Pb) et le cadmium (Cd), dont le
risque actuel pour les consommateurs ne peut pes détarté d’aprés I'Etude de
l'Alimentation Totale francaise n°2 (EAT2) publigear I'agence nationale de sécurité
sanitaire de l'alimentation, de I'environnement dat travail en 2011 (ANSES, EATZ2,
Tomel). Ces substances, bien que naturellemenémessdans I'environnement, peuvent
également provenir d’apports anthropiques (acsvitédustrielles, minieres et agricoles)
(Marqueset al, 2011). Une exposition aux métaux lourds peuta@mér chez I'Homme des
Iésions cutanées, des développements de cancereetdeds de développement, une atteinte
du systéme nerveux central, des maladies cardiolzaszs et rénales ou encore une
perturbation du métabolisme du glucose entrainantisque de diabete (ANSES, EAT2,
Tomel). Les Valeurs Toxicologiques de Référence pes substances sont de 0,3 a 8 ug/kg
pc/j pour l'arsenic, 0,5 a 1,5 pug/kg pc/jour paeiplomb, 0,36 pg/kg pc/jour pour le cadmium
et 0,23 pg/kg pc/jour pour le mercure tandis quxgdobsition moyenne de la population
francaise adulte a ces substances a pu étre estsgectivement a 0,28 pg/kg pc/jour, 0,20
pno/kg pcl/jour, 0,16 pg/kg pcl/jour et 0,18 pg/kg jgo. Toujours selon I'EATZ2, la

consommation de viande contribue chez les adul8®s de I'exposition a I'arsenic, 4% de



Figure 3. Structure chimiques des polychlorinated ibenzo-p-dioxins (PCDD),

polychlorinated dibenzofurans (PCDF) et polychloroliphényles (PCB)

Isomére ou groupe homologue TEF (OMS 1998) TEF (OMS 2005)
(numéro IUPAC pour les isomeéres de PCB)
PCDD 2,3,7,8-tétraCDD 1 1
1,2,3,7,8-pentaCDD 1 1
1,2,3,4,7,8-hexaCDD 0,1 0,1
1,2,3,6,7,8-hexaCDD 0,1 0,1
1,2,3,7,8,9-hexaCDD 0,1 0,1
1,2,3,4,6,7,8-heptaCDD 0,01 0,01
0ocCbD 0,0001 0,0003
PCDF 2,3,7,8-TCDF 0,1 0,1
1,2,3,7,8-pentaCDF 0,05 0,03
2,3,4,7,8-pentaCDF 0,5 03
1,2,3,4,7,8-hexaCDF 0,1 0,1
1,2,3,6,7,8-hexaCDF 0,1 0,1
1,2,3,7,8,9-hexaCDF 0,1 0,1
2,3,4,6,7,8-hexaCDF 0,1 0,1
1,2,3,4,6,7,8-heptaCDF 0,01 0,01
1,2,3,4,7,8,9-heptaCDF 0,01 0,01
OCDF 0,0001 0,0003
PCB 3,3,4,4'-TCB(77) 0,0001 0,0001
non ortho 3,3',4'5-TCB (81) 0,0001 0,0003
3,3',4,4'5-PeCB (126) 0,1 0,1
3,3'4,4'5,5"-HxCB (169) 0,01 0,03
PCB 2,3,3',4,4’-PeCB (105) 0,0001 0,00003
mono-ortho 2,3,44'5-PeCB (114) 0,0005 0,00003
2,3',4,4'5-PeCB (118) 0,0001 0,00003
2'3,44'5-PeCB (123) 0,0001 0,00003
2,3,3',4,4',5-HxCB (156) 0,0005 0,00003
2,3,3',4,4',5-HxCB (157) 0,0005 0,00003
2,3'4,4'5,5-HxCB (167) 0,00001 0,00003
2,3,3'4,4'5,5'-HpCB (189) 0,0001 0,00003

Tableau 1 : Facteurs d’équivalence toxique définipar I'OMS pour les PCB et PCDD/F



'exposition au plomb, moins de 1% de I'expositian cadmium et 3% de I'exposition au

mercure.

1.2/ Les micropolluants environnementaux

La famille des micropolluants environnementaux eege différents contaminants
dont les polychlorinated dibenzo-p-dioxins (PCDD@s polychlorinated dibenzofurans
(PCDF) et les polychlorobiphényles (PCB) qui soes composés aromatiques comptant
respectivement 75, 135 et 209 congénéres se distmgoar le nombre et la position des
atomes de chlore sur les cycles aromatiques (Figur€es contaminants sont trés stables
chimiquement, insolubles dans I'eau mais tres detutlans les lipides et peu biodégradables
(Joneset al, 1999). Alors que les dioxines et furanes (PCDDgBht formeés lors de
combustions incompletes ou de réactions chimigiessPCB sont des mélanges industriels
fabriqués et utilisés jusqu’en 1987 pour leurs pgai@s isolantes et leur stabilité. D’'un point
de vue toxicologique, seuls 17 congéneres de PCOD/Eongénéres de PCDD et 10
congénéres de PCDF) ont été considérés toxiquesoigéneres de PCB se comportent
comme les PCDD/F en se liant au récepteur celulair (Aryl hydrocarbon), et sont dits «
dioxin-like » (PCB-DL), par opposition aux autreSHE « non dioxin-like » (PCB-NDL). Ces
12 PCB-DL sont classiquement traités avec les PEDpdur I'évaluation des risques
(ANSES, EAT2, Tomel). Le risque lié a I'expositianx PCDD/F et PCB-DL est évalué a
I'aide d’une grandeur appelée facteur d’équivalaogeue (TEF ou toxicological equivalent
factor), qui représente en fait un coefficient degération permettant d’exprimer la toxicité
de I'ensemble des congéneres de méme activitédlogicue dans une méme unité, les
équivalents toxiques (TEQ) (Tableau 1). Avec un TdeF1, le 2,3,7,8-TCDD (congénere
majeur de I'accident de Seveso de juillet 1976)lesteul des 17 congéneres de PCDD/F a
étre classé cancérigene (groupe 1) pour I'hommel'p@RC (International Agency for
Research on Cancer) (Puss$al, 2013). Une exposition aux PCB et PCDD/F peutargeht
entrainer chez I'Homme des effets thyroidiens, to#pgiques ou encore un
dysfonctionnement du systéme immunitaire et deolaction de reproduction. Une dose
journaliére tolérable a été fixée a 2,33 pg TEQ Okipc/jour pour les PCDD/F+PCB-DL
tandis que I'exposition moyenne journaliere de dgation adulte francaise est estimée a
0,47 pg TEQ OMS /kg pc/jour. L'alimentation consétla principale voie de contamination
de la population générale aux PCB et PCDD/F (pri9d % de I'exposition). La viande

représente I'un des vecteurs alimentaires imp@tdatces composes, en contribuant a 13,1%
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Figure 4. Structure chimiques des familles d’antibotiques tétracyclines et sulfamides



de I'exposition aux PCDD, 10,9% de I'exposition &&B-DL et 11,3% de I'exposition aux
PCB-NDL (ANSES, EAT2, Tomel). Il est important deter que, parmi les 209 congéneres
de PCB, six sont plus fréqguemment retrouvés damsniatrices alimentaires (PCB-28, 52,
101, 138, 153 et 180), représentant jusqu’a 50 ¥edeemble des congénéres présents. Ces
six congéeneres de PCB ajoutés aux 12 PCB-DL caestitles 18 PCB classiquement
recherchés dans la viande (Siebtl, 2012).

Les retardateurs de flamme bromés (RFB) sont égalendes micropolluants
environnementaux. Ces substances sont incorpoegesles matiéres plastiques d’appareils
électrigues et de circuits électroniques, maisedgaht dans des mousses et des matériaux de
capitonnage, les intérieurs de voitures et d’aviainsi que dans certains textiles en vue de
leur conférer des propriétés ignifuges. Une exmositaux RFB peut entrainer des
dysfonctionnements des fonctions hépatiques, hoareen reproductives, nerveuses et
immunologiques. Les polybromodiphenyl ethers (PBIdit partie de la famille des RFB
mais I'EAT2 a conclu que leur risque pour la sadés consommateurs peut étre écarté
(ANSES, EAT2, Tomel). A linverse, il n’est a I'neuactuelle pas possible de conclure
guant au risque lié a I'hnexabromocyclododécane (BEBQn autre RFB pour lequel les
données toxicologiques restent parcellaires et peguel il n'existe actuellement pas de
valeur toxicologique de référence pertinente. L@sifjon moyenne journaliere & 'HBCD

s’éleve chez les adultes a 0,211 ng/kg pc/j etdade contribue a 24,7% de cette exposition.

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HA®)t fégalement partie de la
famille des micropolluants environnementaux maisritgjue lié a la présence de ces
contaminants dans les aliments sur la santé deogonateurs est actuellement écarté par les
autorités (ANSES, EAT2, Tomel).

1.3/ Les antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre administrés aux ankma des fins thérapeutiques ou
prophylactiques. lls peuvent se retrouver dangteduits carnés consommeés par I'Homme
en cas de non-respect des doses d’administratiadeswlélais d'attente (Reéj al, 2008).
Les sulfamides et les tétracyclines (Figure 4) demtdeux familles d’antibiotiques les plus
frequemment détectées dans les derniers plansrdeilince et plans de contrdle réalisés en

France en 2010, 2012 et 2014 (http://agricultunevdd). Une exposition a ces deux familles
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Figure 5. Structure chimiques du diméthoate
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Figure 6. Structure chimiques des mycotoxines aflakines, ochratoxines et fumonisines



d’antibiotiques peut entrainer chez 'Homme destiéas allergiques et le développement de
résistance aux antibiotiques (Kishida, 2002)est pourquoi des Limites Maximales de
Résidu (LMR) ont été fixées a 100ug/kg de viander mes deux familles de contaminants.

Les antibiotiques n’ont pas fait partie des contants ciblés dans le cadre de 'EAT2.

1.4/ Les pesticides

Les pesticides comprennent en particulier les amiosts phytosanitaires utilisées pour
des raisons agronomiques, et regroupent de nomioruposeés de structure et de propriétés
physico-chimiques différentes. Les substances las fréquemment retrouvées dans les
aliments sont le pyrimiphos-méthyl, le chlorpyrighméthyl, le chlorpyriphos-éthyl,
liprodione, le carbendazime et I'imazalil (ANSEEAT2, Tome2). Une exposition aux
pesticides peut entrainer un risque de cancerdgifenctionnements du systeme nerveux et
du systeme de reproduction ou encore une pertarbatdocrinienne (Pussd al, 2013),
méme si les modes d’action et les effets sont bkesad’'une famille de pesticides a I'autre.
L’EAT2 a mis en évidence qu'il était impossible danclure quant au risque sur la santé des
consommateurs pour certains pesticides (dithiocaabes, éthoprophos, carbofuran, diazinon,
méthamidophos, disulfoton, dieldrine, endrine githehlore). Par ailleurs, un pesticide de la
famille des organophosphorés, le diméthoate (Figi)représente des dépassements de la
valeur toxicologique de référence chez certaineg®gosies de la population. Pour ce
pesticide, une dose journaliere admissible de 0j0@lkg pc/j a été établie tandis que
I'exposition moyenne de la population adulte esie&e entre 0,02 pg/kg pcl/j et 1,24 ug/ kg
pc/j. Bien que peu fréguemment détectés, des residipesticides peuvent se retrouver dans
la viande si, au cours de leur élevage, les anincamsomment une alimentation elle-méme
contaminée en pesticides. La viande n’est cependastun contributeur significatif de

I'exposition a ce contaminant.

1.5/ Les mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondairexlujgs par les souches
toxinogénes de moisissures (Aspergillus, Peniaillitrusarium, Byssochlamys...) pouvant se
développer en particulier sur les céréales et lerdge dans des conditions de stockage
favorables (température, humidité). A ce jour, piegs250 mycotoxines ont été identifiees,

parmi lesquelles les aflatoxines, les ochratoxmesncore les fumonisines (Figure 6). La
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Food Matrix Contaminant Cooking mode Cooking lossg Référence
Environmental micropollutants
Fish products PCBs Frying (10-15min) 12% Raatial, 2013
Deep-frying (1min) 47%
Fish PCBs Pan-frying (2min) No significant loss Moyaet al, 1998
Broiling (2min) No significant loss
Beef PCDD/Fs Stewing (15min) No significant loss sBRet al, 2001
Hamburger patties PCDD/Fs Pan-frying (210°C, 20min) 40-50% Petrosket al, 1998

Beef PCDD/F and PCB-DL

Boiling (100°C, 5min)
Broiling (approximately 5min)

31% (PCDD), 54% (PCDF), 29¢t-PCB)
41% (PCDD), 49% (PCQDB1% (dI-PCB)

Hori et al, 2005

PCDD/Fs and

Ground beef coplanar PCBs

Broiling (approximately 30min)

47% (PCDDs), 46% ([P¥X), 52% (coplnar PCBS)

Schecttral, 1998

Salmon PCBs and PBDES

Pan-frying (180°C, 5min)
Microwaving (500W, 5min)
Boiling (100°C, 5min)
Baking (180°C, 30min)

36% (PCBs), 42% (PBDES)
23% (PCBs), 25% (PBDES)
28% (PCBs), 32% (PBDES)
28% (PCBs), 44% (PBDES)

Bayenet al, 2005

Antibiotics

Boiling (100°C, 12min)

45-61%

Chicken thigh muscle Sulfonamide Roasting (170°C, 12min) 38-40% except for sulfaidi@Zno significant loss) Furusaweet al, 2002
Microwaving (500W, 1min) 35-41%
Microwaving (20min) 46-99%
Chicken thigh muscle  Tetracyclines Boiling (100°C, 40min) 44-835% Abou-Rayeet al, 2013
Roasting (180°C, 80min) 42-95%
Pesticides
Grilling (85°C at core) 33%

Ovine meat Lindane Roasting (100°C at core) No significant loss Conchelloet al,, 1993
Pressure cooking (130°C, 30min) No significant loss
Pan-frying (180°C, 5min) 31%
Salmon DDT Microwaving (S00W, Smin) 21% Bayenet al, 2005
Boiling (100°C, 5min) 25% '
Baking (180°C, 30min) 19%

Tableau 2 : Pertes en contaminants chimiques obsef®s dans la littérature lors de la cuisson de prods animaux




toxicité des mycotoxines chez I'homme et I'animsil eariable selon la nature de la toxine et
selon l'espece. Des atteintes rénales, des anandliesysteme nerveux ou du systéme
immunitaire et des développements de cancers dathmoent été décrits dans la littérature
suite a une exposition aux mycotoxines (ANSES, EAT@8mel ; PlUssat al, 2013).
L’exposition moyenne de la population adulte s’élév0,89 ng/kg pc/j. Cette exposition peut
étre liée directement a la consommation d’alimecdstaminés (céréales, fruits....) ou
indirectement ala consommation de produits carnés suite a uneagonation de
lalimentation animale (Marquest al, 2011). D’aprés les résultats de I'EAT2, la seule
mycotoxine dont le risque ne peut pas étre écané ks consommateurs et pour laquelle la
viande est un contributeur de son exposition eshfatoxine B. L'exposition moyenne de la
population adulte est de 1,579 ng/ kg pc/j maig’éiiste pas de valeur toxicologique de
référence. La consommation de viande contribue al&%exposition a cette toxine chez les

adultes.

2/ Devenir des contaminants au cours de la cuissdes aliments

Au cours de la cuisson de la viande, des pertesoataminants chimiques peuvent
étre induites par une libération de ces composés ldgus de cuisson, une thermodégradation
des composés thermosensibles ou encore par uneratirap des contaminants volatils et de
faibles poids moléculaires (Abou-Arab, 1999; Bageal., 2005; Sallanet al, 2008; Rawret
al.,, 2013; Muresanet al, 2015). La cuisson est donc un phénomene a preedre
considération dans la perspective d’'une évaluationisque chimique des aliments parce que
d'une part, seule une fraction des contaminantg@iement présents dans la viande crue se
retrouverain fine dans la viande cuite et d’autre part, certaingdpits de dégradation des

composeés thermosensibles peuvent eux aussi étgeiésx

2.1/ Origine de I'hétérogénéité des données dédadture

Le Tableau 2 recense les principales données titélature traitant des pertes en
contaminants chimiques lors de la cuisson des atsnen ciblant plus particulierement les
produits animaux (viandes et poissons). Ce tablgeunet d’observer que les résultats
obtenus sont tres variables d’une étude a I'aRoseet al. (2001) n’ont par exemple observé
aucune perte en PCDD/F au cours de la cuissoratideide boeuf alors que Hetial. (2005)

ont décrit des pertes allant jusqu’a 41% pour [EBDP et 54% pour les PCDF. La variabilité
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des modes de cuisson étudiés dans la littératuwregipen partie expliquer ces différences.
Ainsi, dans une méme étude, Magtaal. (1998) ont observé que les pertes moyennes en PCB
dans des échantillons de poisson pouvaient vanie & et 47% en fonction du mode de
cuisson.

Au-dela du mode de cuisson en lui-méme, les ceuglmps/température de cuisson
utilisés varient également significativement erlge études. Il est cependant important de
noter que les conditions de cuisson ne sont pasuisuprécisées dans la littérature, limitant
alors la comparaison des études entre elles. Cgurad'information empéche également
I'utilisation de ces données pour les analysessdgie. En effet, si 'on prend I'exemple de la
viande, au moins deux criteres doivent étre pris@npte lors de I'évaluation du risque : le
mode de cuisson, qui doit se rapprocher de celui eptt le plus répandu chez les
consommateurs (la cuisson a la poéle pour les comsteurs francais), mais également la
température a cceur de la viande, qui doit se rapprodes recommandations de 'OMS
(70°C). Or, le manque d’informations concernantteapératures a cceur obtenues dans les
différentes études ne permet pas d'identifier eselti se rapprochent le plus des
recommandations de I'OMS. La comparaison des m@@sulbbtenus dans les études de la
littérature est aussi limitée par le fait que degauteurs ne se sont pas intéressés aux pertes
en contaminants au cours de la cuisson, commeeselgecensé dans le tableau 2, mais aux
concentrations en contaminants dans les alimeatst & aprés cuisson (Peredibal, 2008 ;
Perelléet al, 2009 ; Perell@t al, 2010 ; Nachmast al, 2013).

2.2/ Devenir a la cuisson des composés thermostable

Les principaux contaminants thermostables des @sdanimaux sont des
micropolluants environnementaux tels que les PEBACDD/F ou les métaux lourds. Etant
donné que ces composés ne peuvent pas s'évaparmmapératures de cuisson des aliments,
les pertes observées sont attribuables uniqguemienir &xpulsion dans le jus de cuisson. La
montée en température de la matrice va induirggdésomenes de dénaturation des protéines
et de thermocontraction du collagene induisantlio@éeation de jus, mélange principalement
composeé d’eau et de lipides (Kondjoyatral, 2013).

La libération des contaminants dans le jus de oniss été tout particulierement
étudiée par Bayeat al. (2005) lors de I'étude du devenir des PCB au cderta cuisson de
poisson. Dans cette étude, quatre modes de cudiBérents ont été étudiés : cuisson a la

poéle (5min a 180°C), cuisson aux micro-ondes (5amba®0W), cuisson par €bullition (5min
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a 100°C) et cuisson au four (30min a 180°C). Selmauteurs, les PCB étant des composeés
particulierement lipophiles, leur perte au courslaleuisson est positivement corrélée aux
pertes en lipides dans le jus de cuisson (Figur®at) conséquent, comme le précisent Bayen
et al, la concentration en PCB de la viande, si cellestirapportée a la quantité de matiere
grasse de la matrice, n'est pas significativeméifiérdnte entre la viande crue et la viande
cuite. Plusieurs travaux montrent que les perteBP@B sont positivement corrélées avec la
teneur en matiére grasse de I'échantillon étugiés la teneur de la viande en matiére grasse
est élevée, plus la quantité de lipides expulsés tajus est importante, et plus les pertes en
PCB sont importantes (Baye al, 2005 ; Oroszvaret al, 2006). En revanche, Bayenal.
(2005) n’ont pas observé de corrélation entre &xtep en PCB et la température a cceur de la
viande cuite contrairement a ce que I'on pournaitp®ser au regard des résultats obtenus par
Aaslyng et al (2003) indiquant que plus la température a coms produits animaux

augmente et plus la perte en lipides est importante

2.3/ Devenir a la cuisson des composés thermodessib

Un autre phénomene pouvant expliquer les pertesoataminants au cours de la
cuisson des produits animaux est la dégradatiocedecomposés sous l'effet de la chaleur.
Différentes études ont décrit ce phénomeéene pourcdegposés thermosensibles tels que des

antibiotiques, des pesticides et certains polluanigronnementaux.

2.3.1/ Antibiotiques

Concernant les antibiotiques, les deux principtdeslles qui seraient susceptibles de
subir des phénoménes de dégradation au cours deidaon sont les sulfamides et les
tétracyclines.

Parmi les molécules de la famille des tétracycliteesloxycycline serait la substance
la plus thermorésistante alors que l'oxytetracylserait la plus sensible aux traitements
thermiques (Hassaei al., 2008, Abou-Rayat al, 2013). Concernant la tétracycline et la 4-
epi-tétracycline, Gratacés-Cubaseti al. (2007) ont observé qu’une cuisson par ébullition
(14min a 100°C) ou aux micro-ondes (6min a 440W)videde contaminée par ces deux
substances pouvait entrainer leur dégradation drydamtétracycline (ATC) et 4-épi-
anhydrotetracycline (4eATC). Ces produits de dégfiad pourraient étre impliqgués dans le

développement du syndrome de Fanconi caractéris@éupdrouble de la fonction rénale
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(Kahne et al, 2001). Cette observation renforce la justificatibe la prise en compte de
I'effet cuisson dans les évaluations toxicologiques

Concernant les sulfamides, bien gu’a notre conaa@Es aucune étude ne se soit
intéressée a leur dégradation au cours de la cudes® aliments, les pertes entre 45% et 61%
apres 12min a 100°C observées par Furussved (2002) (Tableau 2) laissent supposer que

ce phénomeéne ne doit pas étre exclu pour cettdléaaiantibiotiques.

2.3.2/ Pesticides

Une isomérisation du lindane lors de la cuissoriadeiande a été décrite dans la
littérature. Le lindane (gamma-hexachlorocyclohejgpourrait en effet étre converti en ses
isomeres alpha (Jaat al, 1982) ou béta (Conchelket al, 1993) sous l'effet de traitements
thermiques, I'isomere béta étant le plus toxiquerpélomme. La cuisson pourrait également
induire la formation de produits de dégradatiorliddane lors de la cuisson de la viande de
bceuf (2h a 115°C) (Jaet al, 1982). Le dichlorobenzene et le trichlorobenzene été
identifiés comme les produits de dégradation prédants du lindane. D’'un point de vue
toxicologique, ces composés ont une toxicité édenta au lindane. De plus faibles quantités
de tetrachlorobenzene, pentachlorobenzene, hexabklwzene, gamma-
pentachlorocyclohexene et hexachlorocyclohexene éagdlement été identifiés comme
produits de dégradation du lindane. D’aprés leswastde cette étude, une viande riche en
lipides limiterait la dégradation du lindane.

Sous l'effet de traitements thermiques, le DDT rpaiti se transformer en DDD et
DDE (Sibandeet al, 2011 ; Abou-Aratet al, 1997 ; Skibniewskat al, 2003 ; Bayarret al,
1994). La conversion du DDT en DDE a notammentodtgerveée lors de cuisson de poulet
(2h30 a 93°C) (Morgast al, 1972). Ce phénomene est important a prendremsidgration
en raison de la toxicité du DDE. En effet, des ésudnt montré que le DDE est neurotoxique
et qu’'une exposition a ce contaminant peut entratmee perturbation du systéme de
reproduction chez 'Homme mais également peut antgnde risque de développement du
cancer du sein chez la femme (Snedekexd, 2001 ; Quaret al, 2014 ; Wnulet al,, 2016).

Les pesticides organophosphorés, tres sensibkeatements thermiques, tels que le
famphur (Coulibalyet al, 1993), le fenthion (Coulibalgt al, 1994) ou encore le parathion
(Coulibalyet al, 1993) pourraient également subir une dégradatos I'effet de la cuisson.
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2.3.3/ Polluants environnementaux

Les polluants environnementaux, et notamment [|'BeamoCycloDodecane
(HBCD) et les PolyBromoDiphenylEthers (PBDE), paient également subir des
phénomenes de dégradation au cours de la cuisson.

Bien qu’aucune étude n’ait validé cette hypothdaas des matrices alimentaires,
'HBCD subirait des phénomenes d’isomérisation @oite thermodégradation lors de
cuissons tres intenses. En effet, au-dela de 16@°Gamma-HBCD (isomeére prédominant
dans les formules commerciales) subit des phénmndiomeérisation principalement en
alpha-HBCD (Barontiniet al, 2001). Au-dela de 230°C, 'HBCD peut se décompose
notamment en tribromocyclododecatriene. Des réastiadle débromation secondaires
conduisent alors a la formation de composeés tétrgenta-bromés (Figure 8). Compte tenu
des températures élevees auxquelles ont été obsereé dégradations, ces phénomenes ne
pourraient cependant se produire qu'a des conditid® cuissons trés intenses, de type
cuisson au grill ou au barbecue.

Pour les PBDE, une étude réalisée sur le BDE 2Q#ranis d’observer que ce
composé pouvait subir des phénomenes de débronaatioaurs de la cuisson (Bendigal,
2012). En effet, la cuisson (15min a 200°C) de smiscontaminé en BDE 209 a entrainé la

formation de composés nona- et octa-bromés.

La libération des contaminants chimiques thermetaésts dans le jus de cuisson et la
thermodégradation des contaminants thermosensibted donc les deux principales
explications des pertes en contaminants chimiquesergées au cours de la cuisson des
produits animaux. Le phénoméne de thermodégradatooependant que peu été étudié dans
la littérature. Ceci laisse supposer que certaingtaminants présentant des pertes
significatives au cours de la cuisson, tels que de#famides, pourraient subir une
thermodégradation, bien que ce phénomeéne n’'aiepesre été décrit dans la littérature pour
ces molécules. Pour finir, bien que [I'évaporatioas dcontaminants de faible poids
moléculaire, tels que certains pesticides, ait agiiservée lors de la cuisson de produits
végétaux (Abou-Arab, 1999), a notre connaissare@hénomene n’a pas été décrit lors de la

cuisson de produits animaux.
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Figure 9 : Principaux organes impliqués dans la digestiofGuerra et al., 2012)




3/ Devenir des contaminants chimiques au cours da tligestion des aliments

3.1/ Le processus de digestion

La digestion est un procédé séquentiel complesarfintervenir des transformations
mécaniques et enzymatiques et lors duquel les algringérés sont dégradés en nutriments
qui seront utilisés pour les besoins de I'organigfigure 9). La digestion débute au niveau
de la bouche ou la mastication combinée a l'adtieta salive et de ses enzymes permettent
une premiere dégradation des aliments et la foomatu bol alimentaire (Dean & Ma, 2007).
Aprés un passage par l'cesophage, la digestion sesyb dans l'estomac ou le bol
alimentaire entre en contact avec la solution gpstrqui contient en particulier de I'acide
chlorhydrique (HCI) permettant une chute progressiv pH gastrique (d’approximativement
6,5 a 1,5), qui va permettre I'hydrolyse protéiqi@uerraet al, 2012). La dégradation
protéigue est amplifiée par la solution gastrigc@nposée d’enzymes comme la pepsine,
alors que la dégradation mécanique des particlie®r#aires par les ondes péristaltiques
intervient au niveau distal de I'estomac et perladéormation du chyme (Guergt al, 2012).

La digestion du chyme acide résultant des dégm@muatastriques se poursuit au niveau des
différentes parties de l'intestin gréle : le duogkdnqui recoit les sécrétions digestives du foie
et du pancréas, le jéjunum puis l'iléon (Dean & N®07). Le bicarbonate de sodium
(NaHCQ) présent au niveau du duodénum permet tout d’aberdeutraliser I'acidité du
chyme afin de rétablir un pH adapté aux activités dnzymes actives au niveau intestinal.
Les enzymes pancréatiques (lipases, amylasesapestéet les enzymes digestives produites
par la paroi interne de l'intestin gréle agissemduite ensemble pour permettre la dégradation
des constituants alimentaires. La bile produiteni@eau du foie joue un réle spécifique dans
la digestion des lipidesia leur émulsification en fines gouttelettes permdtiandébut de
l'activité de la lipase pancréatique. Les résidas absorbés au niveau de l'intestin gréle se
retrouvent au niveau du colon ou a lieu I'absorptibeau et d’électrolytes, la fermentation
des polysaccharides et des protéines par le maimha réabsorption des sels biliaires et la
formation, le stockage et I'élimination des fec@si¢rraetal., 2012).

Lors de la digestion d’aliments contaminés, seulke fuaction des contaminants pourra
étre libérée de la matrice alimentaire avant devpiolétre absorbée par I'organisme et se
retrouver au niveau de la circulation sanguinel@mipourra exercer des effets toxiques @fu
al.,, 2008 ; Yuet al, 2011). Cette fraction est appelée la fractionaboessible. La

bioaccessibilité d’'un contaminant est alors calkewg déterminant le rapport entre la quantité
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de contaminants présents dans cette fraction leesaitile et la quantité totale de

contaminants initialement présents dans la maaliogentaire (Figure 10). Xingt al. (2008)

ont par exemple montré que seuls 3% des PCB cantlans des échantillons de poisson sont
bioaccessibles. Ce faible pourcentage indique dpne pour évaluer de maniére fiable

'exposition humaine aux contaminants alimentairkésgst nécessaire de connaitre cette
fraction bioaccessible mobilisée de la matrice, cuirespond a la fraction maximale de

contaminants effectivement disponibles pour I'apson intestinale (Yiet al, 2009).

3.2/ Les modéelem vitro d’étude de la bioaccessibilité digestive

L’étude in vivo du procédé complexe de la digestion est technigaéerdifficile,
colteux et limité par des contraintes éthiquesqloesl’étude porte sur des substances
potentiellement dangereuses telles que des cordaisiralimentaires. Afin d’étudier le
devenir et la bioaccessibilité des contaminantsigeau du systeme digestif humain, il est
donc nécessaire de développer des approahegtro qui reproduisent les conditions
physiologiques de la digestion (Gueetaal, 2012).

Parmi les digesteurm vitro développés pour évaluer la bioaccessibilité ddupnts
alimentaires, les modeles statiques représentagiss conditions stomacales et intestinales
avec un nombre limité de parameétres simulés santplas répandus et se sont révélés
pertinents (Guerrat al, 2012). La simulation de la phase gastrique abdastion (pH=1-4 ;
37°C) s’appuie notamment sur |'utilisation d’'uneaqtité déterminée de pepsine (Dearml.,
2007). Cette étape peut étre suivie par la modiisal’'une phase intestinale (pH=4-7,5 ;
37°C) avec l'utilisation d’enzymes pancréatiquedetels biliaires.

Cependant, ces systémes statiques ne reprodpaeies processus dynamiques de la
digestion tels que la vidange gastrique, les graslide pH ou les flux de sécrétion. C’est
pourquoi des modéles dynamiques ont été dévelogii@sie se rapprocher des conditions
réelles de la digestion chez I'Homme. Parmi eus, diggesteurs dynamiques a un seul
compartiment permettent de modéliser la phaseigastde la digestion avec notamment une
acidification progressive du contenu gastriqua l'addition d’acide chlorhydrique. Les
modeles dynamiques a deux compartiments mimenttguaox les conditions retrouvées au
niveau de I'estomac et de I'intestin gréle proxir@aldis que les modéles dynamiques multi-
compartiments comme les systemes de type TIM-1 (Td#3tro-Intestinal Model 1)
représentent les conditions stomacales puis ledittmms retrouvées au niveau du duodénum,

du jéjunum et de l'iléon (Guerret al, 2012). Ces systemes integrent donc les variatiens
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vitesse de vidange gastrique, de température,ihgtiques de pH ou encore les temps de
transit retrouvés lors de la digestion, parametyes peuvent grandement influencer les
valeurs de bioaccessibilité obtenues (Guetral, 2012; Torres-Escribaret al, 2011). Tous
ces modeles, bien que pertinents, ne peuvent @asnwns rendre compte des mécanismes
de rétrocontrdle, des contrbles hormonaux et netvale lintervention du systeme
immunitaire ou encore de la complexité du micrabiet des mouvements péristaltiques
retrouvés chez I'Homme lors de la digestion (Guetral, 2012). Leur validation par des

donnéesn vivoreste donc nécessaire.

3.3/ Les facteurs de variation de la bioaccesgbili

Il existe une grande variabilit¢ des données dedgiessibilité disponibles dans la
littérature. Plusieurs facteurs de variation pademé expliquer ces différences: citons
notamment la nature du contaminant étudié et sgwiptés physicochimiques, la variation de
composition et de structure des matrices étudiésgrocédés de transformation des aliments
avant ingestion (notamment la cuisson) ou enc@edeiations concernant les protocoles de

digestionin vitro qui different entre les différentes études.

3.3.1/ Nature du contaminant

Les valeurs de bioaccessibilité dépendent toutaitthlole la famille de contaminants
étudiés et, au sein d’'une méme famille, de la nuddéciblée. Lors d’'une étude sur les métaux
lourds contenus dans des fruits de mer, Amérdl. (2008) ont par exemple observé que la
bioaccessibilité moyenne de ces contaminants \d®i&3% pour le plomb a 54% pour le
cadmium. Xinget al. (2008) ont, quant a eux, remarqué que la bioaixskies des PCB
contenus dans des échantillons de poissons owgdmés variait selon le congénére étudié,
les congénéres les moins chlorés étant les plusctéssibles. Ces différences pourraient
s’expliquer par les propriétés physico-chimiques dentaminants et notamment par leur
caractére lipophile. Wangt al. (2010) ont ainsi suggéré que les HAP les plusplies
étaient les moins bioaccessibles. Cette hypothesgagit confirmer les résultats de Ximeg
al. (2008) précédemment discutés pour les PCB : |d3 IB€ moins chlorés étant les moins
lipophiles.
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3.3.2/ Nature de la matrice alimentaire

Au-dela de la nature du contaminant chimique, lmmasition et la structure de la
matrice étudiée semblent impacter la bioaccessibilles variations de la bioaccessibilité en
fonction de la teneur en matiére grasse des matguaadiées ont notamment été mises en
évidence. Xinget al. (2008) ont par exemple évalué a 3% la bioaccé#éilmhoyenne des
PCB dans des échantillons de poisson contenai8w@de matiére grasse alors que dans des
échantillons d’aliments beaucoup moins gras teks des épinards et des salades (0.1% de
matiere grasse en moyenne), la bioaccessibilite s¢mificativement plus élevée (25%). En
revanche, Yuet al. ont mis en évidence que la teneur en lipides spmedait au facteur
préedominant affectant la bioaccessibilité des auoiriants au-dela d’'un seuil de 1.8% du
poids frais (Yuet al, 2011). A partir de ce seull, ils ont observé woerélation entre la
bioaccessibilité des PBDE et le taux de lipidesplesluits animaux analysés (Figure 11). En
ce qui concerne la structure de la matrice, Katl@l. (2003) ont notamment observé qu’un
broyage fin de la matrice alimentaire étudiée avantéalisation des digestions vitro
pouvait augmenter les valeurs de bioaccessibik® amines hétérocycliques (Kudp al,
2003).

3.3.3/ Influence des procédés de transformati@ncuisson

Les traitements préalables subis par les alimewasitaleur consommation et leur
digestion ont également une influence sur les valdea bioaccessibilité. La cuisson aurait par
exemple un effet non négligeable, avec des vanstiobservées selon les méthodes
employées, l'intensité de la cuisson et la cinéigles traitements thermiques réalisés
(Marqueset al, 2011; Maulvaulet al, 2011; Paget al, 2012). Sheret al. (2016) ont par
exemple observé que la bioaccessibilité des PCBadeande était significativement plus
faible (p<0.05) aprés cuisson par ébullition (5min a 100§Capres friture dans de I'huile de
cuisson (5min a 200-300°C). Différentes étudesgéas sur des éléments métalliques traces
(Cu, Cd, Zn...) ont également montré que la cuissenpdissons et produits de la mer
entrainait généralement une diminution de la biessibilité de ces aliments, quel que soit le
mode de cuisson utilisé (cuisson a la poéle, dl) gar ébullition ou a la vapeur) (Amiaet
al., 2008 ; Metiaret al, 2009 ; Heet al, 2010). Une explication potentielle de la dimiouti
de la bioaccessibilité lors d’une cuisson intenmgcernerait la dénaturation des protéines qui

se produit lors de la cuisson, rendant la matriae pompacte et limitant alors I'acces et donc
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I'activité des enzymes digestives (Kudp al, 2003 ; Heet al, 2010). Ainsi, I'activité de la
pepsine peut par exemple étre réduite au coura digéstion de viande cuite par rapport a de
la viande crue comme cela a été démontré par Sbatdtellieret al. (2008).

3.3.4/Différences inter-laboratoires : les protocolesldgstion

Un autre facteur d’explication de la dispersion dedeurs retrouvées dans la
littérature réside dans les différences entre tesopoles de digestion utilisés, que ce soit en
termes de composition des solutions gastriquasettinales, de pH ou de durée de digestion,
alors que ces criteres influencent significativetiarpioaccessibilité (Maulvaudt al, 2011).

La grande variabilité entre les protocoles en decqacerne les concentrations en enzymes et
les activités enzymatiques est un premier fact&xptication de la dispersion des valeurs de
bioaccessibilité¢ de la littérature (Minekwt al, 2014). De plus, l'utilisation d’extraits
biliaires d’espéces animales différentes et donccdeposition et d’activité différentes
peuvent influencer les mesures de bioaccessibiitasi, Oomenet al. (2004) ont par
exemple observé que l'utilisation dans leur prol®@o vitro de digestion de bile provenant
de volaille entrainait des valeurs de bioacces$sibd a 5,5 fois plus élevées que lors de
I'utilisation de bile d'origine porcine ou bovin®ar ailleurs, le temps d’incubation de la
matrice alimentaire avec les solutions gastro-tirtekes, est lui aussi variable selon les
protocoles et induit des difféerences de bioaccésgsibmesurée . une libération temps-
dépendante des polluants alimentaires dans la@olutestinale a par exemple été observée
lors de l'analyse d’échantillons de poisson (¥ual, 2009). Deux phases de libération
successives ont été mises en évidence au coursodaspus de digestion : une phase plus
rapide durant les 2 premiéres heures ou la bioaitxi® augmente rapidement, puis une
phase plus lente d’augmentation avant d’atteindies valeur d’équilibre au bout de 6 heures
(Yu et al, 2009). Les valeurs de pH utilisées lors d'uneestigpn artificielle influencent
également fortement le résultat final. Un faible @dtiniveau de I'estomac induit par exemple
des valeurs de bioaccessibilité plus élevées (Oanah 2002).

Afin de pouvoir in fine comparer objectivement les résultats obtenus elese
différents laboratoires, un réseau de scientifiguegaillant dans le domaine de la digestion a
récemment proposé un protocole international staisiade digestiom vitro permettant de
mimer au mieux les conditions physiologiques deeslign (Minekuset al, 2014). Ce
protocole statique comprend les trois étapes dassi de digestion : orale, gastrique et

intestinale (Figure 12). Ce protocole a été devmtopour simuler une digestion modele chez
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'adulte mais il est important de garder a I'espyile des variations des conditions de
digestion, notamment en termes de concentratioreneymes digestives et en sels biliaires,
existent physiologiqguement chez 'Homme en fonctien’age (Leviet al, 2014 ; Dupongt

al., 2010 ; Poquett al, 2016 ; Rémonet al, 2015).

Pour conclure, I'état des lieux des données digpesidans la littérature concernant la
bioaccessibilité des contaminants montre que lebi#ité des protocoles de digestion utilisés
empéche de comparer objectivement les données elre et de tirer des conclusions
générales. L'utilisation d’'un protocole « consensustandardisé semble donc un prérequis
indispensable a la poursuite des travaux dans oeaide. L'analyse des données de la
littérature a par ailleurs permis de mettre en @wie les principaux facteurs de variation
pertinents a étudier dans les études de la bicsibdéé. Il s’agit de la composition de la
matrice étudiée, de l'intensité de cuisson de ceitdrice ou encore des concentrations et
activités des enzymes digestives et des selsrbsigui peuvent varier physiologiquement en

fonction de I'age du consommateur.

4/ Conclusion

Cette synthese bibliographique montre que la coissb la digestion sont des
phénomenes qui peuvent moduler significativemeexplosition des consommateurs aux
contaminants chimiques des aliments. Cependantjat@bilité importante des données
disponibles dans la littérature ne permet actuatgnpas de prendre en considération ces
phénomenes dans les évaluations du risque.

La dispersion des données de la littérature s’quplien partie par la variabilité de la
composition des matrices et des niveaux de conttinimétudiés. Afin de pallier ce verrou,
un des prérequis de ce travail de thése est deopadigposer tout au long de I'étude d’'une
matrice de référence intentionnellement contaminéde maniére homogene avec une méme
dose de micropolluants. Cette synthese soulignéedgat que les études s’intéressant au
devenir des contaminants au cours de la cuissateda digestion ne ciblent le plus souvent
gu’un faible nombre de contaminants alors qu’ib#entéressant de pouvoir élargir le spectre
des micropolluants étudiés en analysant des matidentionnellement multi-contaminées
avec desmeéthodes multi-résidus. Ces développements méthodologiquesconstituent

I'objectif des recherches décrites dansHapitre 2 de ce manuscrit.
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Ensuite, les travaux de la littérature qui concetiienpact de la cuisson sur la teneur
de la viande en micropolluants s’appuient sur dedas et des intensités de cuisson souvent
peu décrits, peu controlés et parfois peu réaligtess qu'il serait nécessaire d’obtenir des
données fiables, reproductibles et realistes eocaisant sur le principal mode de cuisson
domestique utilisé en France, a savoirclasson a la poélel’incidence de ce mode de
cuisson sur les trois principales familles de contants de la viande, lewicropolluants
organiques environnementaux, lemétaux lourds et les antibiotiques est le sujet des
recherches présentées danshapitre 3.

Enfin, en ce qui concerne les protocoles de digesin vitro utilisés pour déterminer
la bioaccessibilité des contaminants, ceux-ci sgalement trés variables, limitant alors la
comparaison des données entre elles et ainsi l@epates conclusions. L'utilisation du
protocole standardisé développé par Mine&usil. (2014) pourrait cependant apporter une
réponse pertinente a cette problématique. Danscaeditions dedigestion standardisége
I'étude des principaux facteurs de variation dbeiteccessibilitéque sont la teneur dipides
de la matrice, l'intensité deuisson et les variations physiologiques liéesl'age du
consommateurpermettrait également d’apporter des informatiomsplémentaires a celles

de la littérature. Ces travaux constituent le cdegrrecherches décrites dansHapitre 4.
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Chapitre Il : Mise au point d'une
méthode d’analyse multirésidus des
polluants environnementaux dans une

viande surchargée
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Figure 13 : Schéma d’'un systeme de chromatograph@n phase gazeuse
bidimensionnelle systématique couplé a un spectrorné de masse a temps de vol
(GCxGC-TOF/MS).



Chapitre 1l : Mise au point d'une méthode d’analysemultirésidus des

polluants environnementaux dans une viande surchagg

La premiere partie de ce travail de recherche aistina mettre en place une méthode
analytique « multirésidus » pour suivre dans ur@de intentionnellement contaminée deux
familles de contaminants pertinentes en raisoredeftéquence de détection dans les produits
carnés : les PCB et les PCDD/F.

209 congéneres de PCB et 17 congéneéres toxiqueED®/F peuvent étre retrouvés
dans I'environnement. Les méthodes multirésidus, pgumettent le suivi simultané d’un
large spectre de molécules, sont donc particulienrénmtéressantes pour l'analyse de ces
deux familles de contaminants (Tamegal, 2013). L'utilisation de la chromatographie en
phase gazeuse bidimensionnelle (GCxGC) est aladaamnique de choix. Comme l'illustre
la Figure 13, cette technique s’appuie sur la coaibon en série de deux colonnes de
chromatographie en phase gazeuse, une premiemneodie dimensions « classiques » et une
deuxieme colonne beaucoup plus courte dimensiopaéedes séparations dite « rapides ».
Ces deux colonnes ont une sélectivité différenteoat séparées par une interface appelée
modulateur dont le fonctionnement nécessite Isdtion de liquide cryogénique, le plus
souvent de l'azote liquide. Cet outil permet lasgétion des analytes sur deux dimensions
indépendantes et orthogonales avec un pouvoir gera#on élevé (Focaet al, 2004a). Le
spectrométre de masse a temps de vol (TOF/MS)redétecteur de choix lors de I'analyse
d’'un mélange complexe de composeés puisqu’il est datne frequence d’'acquisition élevée
requise notamment par la chromatographie rapidesjuiéalisée a chaque modulation sur la
seconde dimension (Focast al, 2004a). La combinaison GCxGC-TOF/MS s’avére donc
particulierement indiquée pour I'analyse de mélande contaminants avec des structures
chimiques trés proches (Focantal, 2004a, Engett al, 2013).

Plusieurs auteurs se sont déja intéresseés a Ismalynultanée par GCxGC-TOF/MS
de tous les congénéeres de PCB ou des congénérgsasxie PCDD/F (Megsaat al, 2013 ;
Focantet al, 2004a ; Focardt al, 2004b ; Focangt al, 2005 ; Hohet al, 2007 ; Zapadl@t
al., 2011). Cependant, aucune étude ne s’est end@ressee a I'analyse simultanée des 209
congéneéres de PCB et des 17 congénéres toxiqueSmB/F. C’est donc un des objectifs de
cette premiere partie. Le temps d’analyse maximuici até fixé a 75min afin de pouvoir

utiliser, par la suite, cette méthode en routinee fbis la méthode analytique développée en
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solvant pur, cette derniere a été éprouvée encgratamplexe en prenant comme modele de
la viande intentionnellement contaminée en PCBGRB/F.

De la viande hachée a été choisie comme modélecddiesétude. La viande de bceuf
a 15% de matiere grasse étant la viande hachdadagnsommeée en France, cette matrice a
éteé choisie comme référence. 40kg de steak hashé un méme lot nous ont alors été
fournis par un fabricant de steaks hachés surgdlasde pouvoir travailler sur le méme
produit tout au long de ce travail de these etidimster la variabilité entre échantillons. La
viande hachée présente I'avantage de pouvoir @meobeneiseée facilement apres avoir été
intentionnellement contaminée.

De nombreuses études de la littérature s’appuient I'stilisation de matrices
alimentaires intentionnellement contaminées. Eate# I'inverse des aliments naturellement
contaminés, l'utilisation de ces matrices permetihéter la variabilité des échantillons en
termes de structure ou encore de composition eneean lipides qui sont des facteurs
confondants pour les études que nous envisageamgmker sur la cuisson ou la digestion. La
surcharge intentionnelle en micropolluants permgdlément de contréler le niveau de
contamination des aliments et d’éviter d’étre confé a des problémes de sensibilité des
méthodes analytiques ou a des biais éventuelsaliéges difféerences de rendement de
récupération a l'extraction en fonction de la conaion en contaminants. Bien que de
nombreuses études de la littérature reposent stilishtion de matrices intentionnellement
contaminées, trés peu de données sont disponibfeeimant les méthodes employées pour
réaliser la surcharge en contaminants. Afin d'oibtetme viande intentionnellement
contaminée de maniére homogene et reproductihisjguirs techniques de contamination de
la viande ont donc été testées et comparées. Cksidaes couplent toutes une étape de
surcharge dans la viande des PCB et PCDD/F préatanit dilués dans du solvant et une
étape d’homogéneéisation de la viande.

L’extraction des PCB et PCDD/F de la viande estémpe lourde et délicate a mettre
en ceuvre au cours de laquelle des composés prdij@éesmpour une analyse ultérieure par
GC, tels que les lipides, peuvent étre co-exteitx les composés d’'intérét. Au cours des dix
dernieres années, le développement de I'extraetoglérée par solvant (ASE) qui permet de
réaliser des extractions au solvant, sous pressioad une température élevée, a permis
d’améliorer la vitesse et les rendements d’extwactSunet al, 2012). Cette technique a donc
été utilisée et optimisée dans cette étude. Cepénela raison de la teneur en matiére grasse
élevée de la matrice ciblée, une délipidation ddsaiis a été nécessaire. Deux étapes de

délipidation ont donc été mises en plaga I'ajout d’alumine dans la cellule d’extraction
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ASE, selon Bjorkluncet al. (2000), permettant ainsi de limiter la co-extractides lipides
avec les PCB et PCDD/F gta une chromatographie par perméation de gel (GPG&¥} po
extraction selon Saitet al. (2004).
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ABSTRACT

This paper evaluates different multiresidue methods based on comprehensive two-dimensional gas chro-
matography coupled to time-of-flight mass spectrometry (GC x GC-TOF/MS) to analyze dioxin-related
micropollutants in complex food matrices. In a first step, the column sets Rtx-PCB/BPX-50 and Rtx-
Dioxin2/BPX-50 were compared in terms of peak shape (width and symmetry) and resolution for the
separation of polychlorinated biphenyls (PCBs) and polychlorinated dibenzo-p-dioxins/dibenzofurans
(PCDD/Fs) in solvent. A satisfactory separation of 206 dioxin-related micropollutants including the 17
toxic PCDD/Fs was achieved in 75 min with the column set Rtx-Dioxin2/BPX-50. In a second time, the
GC x GC-TOF/MS method was spread to the analysis of dioxin-related micropollutants in complex food
matrices. An extraction procedure including accelerated solvent extraction (ASE), centrifugal evapora-
tion and gel permeation chromatography (GPC) was optimized. Starting with meat as a model matrix,
a micropollutant spiking method was then set up by comparing seven methods in terms of recoveries
and reproducibility. The method combining immersion of the meat in a large volume of solvent contain-
ing micropollutants followed by homogenization by blender induced recoveries in the acceptable range
of 70-130% and satisfactory standard deviations (<10%) for most of the compounds studied. Limits of
detection of the GC x GC-TOF/MS method ranged between 50 and 100 pg/g of spiked fresh meat for PCBs

and between 65 and 227 pg/g for PCDD/Fs. Potential applications of this method are discussed.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The principal source of human exposure to persistent organic
pollutants (POPs) is food, and most particularly, the consumption
of animal products [1,2]. With the safety of health in mind, it is
therefore important to accurately assess the risk the presence of
these substances in food has on human health. This risk is currently
assessed by determining the micropollutant content in raw food,
yet knowing solely the content in the raw material is not enough
to assess the amount actually assimilated by consumers. In actual
fact, the transformations undergone by the food whether they be

* Presented at 38th International Symposium on Capillary Chromatography and
11th GCxGC Symposium, 18-23 May 2014, Riva del Garda, Italy.
* Corresponding author. Tel.: +33 4 73624589.
E-mail address: erwan.engel@clermont.inra.fr (E. Engel).

http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2015.02.054
0021-9673/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

technological such as cooking [3,4] or physiological such as diges-
tion [5,6] should also be taken into consideration. To assess the
impact of these transformations on the contaminants contained in
food, multiresidue methods (MRM) are particularly valuable as they
allow for simultaneous monitoring of a large number of molecules
in a single analysis. Of the toxic contaminants potentially present
in food and remaining a current concern [7], polychlorinated
biphenyls (PCBs), polychlorinated dibenzo-p-dioxins (PCDDs) and
polychlorinated dibenzofurans (PCDFs) are interesting candidates
to monitor as these families of molecules have a wide variety of
congeners whose structure is not affected by the different stages
of the analytical protocol due to their thermoresistance. PCBs, used
on a massive scale as insulating materials in industry up until the
1980s and PCDD/Fs, whose release is related to human and indus-
trial activities and particularly combustion phenomena, are also
persistent in the environment [8,9]. In addition, these molecules
are carcinogenic, mutagenic and reprotoxic, mainly via their action
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on the aryl hydrocarbon receptor (AhR) [10,11]. Thus, the World
Health Organization has defined toxic equivalency factors (WHO-
TEF) to assess the toxicity of dioxin-like PCBs and PCDD/Fs [9]. The
European Regulations laying down methods of sampling and anal-
ysis for the EU official control of levels of PCDD/Fs and PCBs in
food and feed have been recently amended by EU Regulations No.
589/2014 and 709/2014.

To analyze PCBs and PCDD/Fs, several studies have shown the
relevance of using two-dimensional gas chromatography (GC x GC)
coupled with time-of-flight mass spectrometry (TOF-MS) [12,13].
This method is particularly useful on complex matrices because
the high resolution provided by GC x GC enables to reduce any
overlap between target analytes and matrix interferences, and to
get lower LODs than with GC-TOF/MS [14,15]. Additionally, even if
sensitivity and linearity range of GC x GC-TOF/MS are lower than
that of GC-HRMS [13] which is used by reference laboratories, it
could be a relevant alternative to study the impact of technologi-
cal or physiological transformation on the level of contaminants in
food. Although, to our knowledge, no study to date has explored
the simultaneous analysis of all the congener profiles of PCBs and
PCDD/Fs, several authors have worked on optimising the separa-
tion of 209 PCB congeners or 17 toxic dioxin congeners in solvent.
For the PCBs, 188, 192 and 196 of the 209 congeners were respec-
tively able to be separated with the Rtx-PCB/Rxi-17, HT8/BPX-50,
and SPB-Octyl/SLB-IL59 columns sets [16-18]. For the dioxins, the
17 toxic congeners were able to be separated by GC x GC-TOF/MS
coupled with an Rtx-Dioxin2/Rtx-PCB column set [19]. The Rtx-
Dioxin2 column was also used coupled to a Rtx-500 column to
analyze 17 toxic PCDD/F congeners and 4 dioxin-like PCB con-
geners [12]. In view of this research, the Rtx-PCB, HT8, SPB-Octyl
and Rtx-Dioxin2 columns in first dimension seem to be the most
promising to simultaneously analyze the existing 209 PCB con-
geners and the 17 toxic dioxin congeners by GC x GC-TOF/MS. For
coupling with these different columns, the use of a BPX-50 type col-
umn in second dimension appears to be the preferred and classic
choice [17,20].

To be able to study the health risk associated to the presence
of PCBs and PCDD/Fs in food, the analytical methods assessed in
pure solvent should then be validated on real and complex matrices
the contaminants of which should be extracted with good recovery
rates [21]. To do this, homogeneous and reproducible multicontam-
inated products are required [22]. Several studies have explored
spiking with contaminants in environmental matrices such as soils
[23], even if the spiking methods used were highly varied and the
descriptions often incomplete. The literature relating to spiking
food matrices with contaminants is virtually nil. Efficient methods
for food spiking must therefore be found.

In order to ultimately improve the assessment of the risk related
to chemical contaminants of food, this study is aimed at proposing
an analysis method to monitor toxic dioxin-like PCB and PCDD/F
congeners in complex food matrices such as meat products with a
high water, protein and fat content. A first study will be conducted
to assess the relevance of GC x GC-TOF/MS to simultaneously mon-
itor the PCBs and PCDD/Fs. In order to obtain the best possible
chromatographic separation of these contaminants, the perfor-
mance of different column combinations will initially be compared
in pure solvent on the most toxic compounds [24] and most fre-
quently found in meat [25] based on peak shape [14] and peak
resolution [18]. When the pure solvent analytical method is set
up, it will then be proven in complex matrices taking high fat
content ground meat as a model. To do this an extraction, concen-
tration and clean-up method will be proposed working on a matrix
destructured by freeze-drying. Different spiking scenarios will then
be compared to a structured matrix based on the standard devia-
tions and recovery rates obtained on the different contaminants
studied. The performance of the analytical method will then be

assessed in terms of linearity (R?) and sensitivity (LOD) on a spiked
matrix.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and standards

Hexane, dichloromethane and toluene were organic trace analy-
sis grade solvents (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).
Activated aluminum oxide (acidic, Brockmann I) and diatomaceous
earth used for the preparation of ASE cells were obtained from
Sigma-Aldrich. Micropollutant reference standards were obtained
from AccuStandard Europe (Niederbipp, Switzerland) and LGC
Standards (Molsheim, France) for the 209 PCBs and the 17 PCDD/Fs,
respectively. The 209 PCBs were divided into nine stock solu-
tions concentrated to 10 ng/p.L. For the PCDD/Fs, the concentration
of the stock solution was different according to the congeners:
tetra’s 2.5 ng/uL, penta’s, hexa’s and hepta’s 6.25 ng/uL and octa’s
12.5 ng/pL. Internal standards were used for the accurate quan-
tification of target compounds: 3’-F-PCB-28 (Chiron, Trondheim,
Norway), 3’-F-PCB-81 (Chiron), 13C-labelled PCB-101 (Welling-
ton laboratories, Guelph, ON, Canada) and 13C-labelled PCB-194
(Wellington).

2.2. Sample spiking

Ground beef samples (15% fat) were purchased from a French
supplier. Matrix blanks consisting in spiking meat with pure
dichloromethane without micropollutant were made on five dif-
ferent unspiked meat samples to determine the level of PCBs or
PCDD/Fs in fresh meat. Seven methods for ground beef spiking
were compared with a concentration of 2 ng/g of fresh meat cho-
sen to give concentration in ready-to-run samples within the range
of linearity of GC x GC-TOF/MS for these compounds. These meth-
ods combined micropollutant addition to 120 g of ground meat and
matrix homogenization. Two approaches for micropollutant addi-
tion were tested: (i) addition of a micro-volume of dichloromethane
(1 mL) containing micropollutants to ground beef, (ii) immersion
of ground beef in a large volume of dichloromethane (20 mL)
containing micropollutants followed by evaporation under hood.
Dichloromethane (DCM) was used as solvent in the spiking method
because of the high solubility of PCBs and PCDD/Fs in DCM and
because of the high volatility of this solvent. After micropollutant
addition, four homogenization methods were tested: 2 min with a
stand mixer, 2 min with a blender, 2 min with an Ultra-turrax and
3 min with a liquid nitrogen grinder.

2.3. Extraction, clean-up and concentration

Extraction and clean-up were performed according to Saito
et al. with slight modifications [26]. Briefly, all samples were
extracted by Accelerated Solvent Extraction (ASE) using a Dionex
ASE 350 extractor (Sunnyvale, CA, USA). 34mL stainless-steel
extraction cells were filled from bottom to top with 15g of acidic
alumina and 5g of ground beef dispersed with diatomaceous
earth according to Bjorklund et al. [27]. Paper filters were placed
at the bottom of the cell and between the layers. ASE extraction
included heating (5min), static time (5min) and purging (90s)
with two extractions per sample. Hexane was used as extraction
solvent at a temperature of 100°C and pressure of 1500 psi. After
filtration through a 0.2 wm filter (Phenomenex, Torrance, CA), the
extract (approximately 40 mL) was evaporated (Rocket, Genevac
Ltd.) using toluene as keeper in order to minimize loss of analytes
during the evaporation step, then 4 mL of dichloromethane were
added. Gel Permeation Chromatography (GPC) (Gilson, Middleton,
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WI, USA) purification was carried out on a S-X3 Bio-Beads column
using dichloromethane as eluting solvent at a flow rate of 5 mL/min.
The fraction obtained was evaporated to dryness (Rocket, Genevac
Ltd.) and redissolved in 100 wL of hexane prior to analysis. All
samples were spiked with internal standards at 100ng/mL at
different steps (ASE, evaporation and GC x GC analysis).

2.4. GC x GC-TOF/MS analysis

Samples were analyzed on a time-of-flight mass spec-
trometer (Pegasus 4D, Leco, St Joseph, MI) coupled to a
two-dimensional gas chromatograph (6890, Agilent Technolo-
gies) equipped with a dual stage jet cryogenic modulator
(licensed from Zoex). Four 1D columns were tested in the
study: SPB-Octyl (60m x 0.25mm x 0.25um) (Sigma-Aldrich),
HT8 (50 m x 0.25 mm x 0.25 wm) (SGE, Austin, TX, USA), Rtx-PCB
(60m x 0.18 mm x 0.18 wm) (Restek, Bellefonte, PA, USA) and Rtx-
Dioxin2 (60 m x 0.25 mm x 0.25 wm) (Restek). The 1D column was
connected by a deactivated ultimate union (Agilent Technolo-
gies, Santa Clara, CA) to a BPX-50 (2m x 0.1 mm x 0.1 wm) (SGE)
2D column. A splitless injection of 1 wL of sample extract was
performed through a CTC CombiPal autosampler (CTC Analytics,
Zwingen, Switzerland) with an inlet temperature set at 280°C. A
split/splitless inert liner (Restek, sky® 4.0 mm ID liner) was used.
Ultra-pure grade helium (purity 99.9995%) was used as carrier gas
with a constant flow rate of 1.5mLmin~!. Purge time was set to
60s with a flow rate of 50 mLmin~!. The primary oven tempera-
ture was initially set at 90°C for 1 min, then increased to 200°C at
20°Cmin~1, thento308°Cat2°Cmin~! and at 5°Cmin~! to 330°C
for 10 min. The secondary oven temperature was set at 5 °C higher
than the primary oven temperature. The modulator temperature
was set at 15 °C higher than the primary oven temperature and the
modulation period was 5 s with 1.20 and 1.305s for the hot and cold
pulses, respectively. The transfer line temperature was set at 280 °C.
The mass spectrometer was operated with an ionization energy of
70eV, a detector voltage of 1800V and a data acquisition rate of
100 spectras~!. The run time for each sample was 75 min. Analyt-
ical blank samples of pure solvent were run to check the absence
of targeted analytes. GC x GC data were processed using the LECO
ChromaTOF software (version 4.50.8.0).

2.5. Peak shape, resolution factor, and limit of detection

The peak shape of targeted compounds was studied through the
peak width at half height and the tailing factor. The mass fragments
used for identification and quantification of PCBs and PCDD/Fs
are given in supporting information (Table SI). Peak width at half
height is defined as the width of a peak (in time units) at half peak
height. Tailing factor (T) provides a peak symmetry metric defined
by the formula T=wyg5/2f, where w5 is the peak width defined
at 5% of peak height and f'is the distance from the peak maximum
to the leading edge of the peak, the distance being measured at
a point 5% of the peak height from the baseline [14]. Resolution
factor (Rs) was calculated according to Zapadlo et al. [18]. Briefly,
Rs = Atg/wyp, where tg is the retention time and wy, is the mean
peak width at the base. Neighboring peaks were considered as
resolved for a resolution factor Rg1p > 0.6 in the 1D or Rs,p > 0.4
in the 2D. Calibration curves were generated for 19 PCBs and 7
PCDD/Fs from seven concentration levels: 10, 25, 50, 100, 250, 500
and 1000ngmL-! prepared both in solvent and in matrix. Each
concentration level was injected in triplicate. Calibration curves
were constructed by plotting the analyte/internal standard peak
area ratio against the concentration. The linearity of the calibration
curves was assessed for each compound by calculating the coeffi-
cients of determination (R2). The limit of detection (LOD), using the
definition 3s/m (where s is the standard deviation of the intercept,

and m is the slope of the linear calibration curve), was determined
from the calibration curves for each individual compound studied
[14]. The “Im” (linear model) function of R (release 2.14.0) [28]
was used on the calibration curve data for the determination of R?
as well as s and m requested for LOD calculation.

3. Results and discussion
3.1. Comparison of column sets in pure solvent

Preliminary analyses with the SPB-Octyl and HT8 columns
revealed for the first, significant bleeding as well as a maximum
operating temperature (280 °C) limited for the study of the PCDD/Fs
and for the second, a low separation capacity (data not shown).
Rtx-PCB and Rtx-Dioxin2 were therefore used as a first dimension
with a run time determined to get the best separation of dioxin-like
micropollutants without wrap-around.

3.1.1. Peak shape

In order to compare the two column sets selected for this study,
Rtx-Dioxin2/BPX-50 and Rtx-PCB/BPX-50, the width at half height
and the tailing factor of the peaks obtained on analysis of the 209
PCBs and 17 toxic PCDD/Fs in pure solution were determined [14].

Table 1 shows the widths at half height obtained for the 17
PCDD/Fs and 18 PCBs considered as the most relevant due to the
frequency of their presence in meat (12 dioxin-like and 6 PCB
congeners which represent up to 50% of the PCBs found in food
matrices) [25]. Mean width at half height of the peaks obtained on
analysis of the 209 PCBs is 0.119+0.021 s for the column set Rtx-
PCB/BPX-50 and 0.087 +0.014 s with the Rtx-Dioxin2/BPX-50 set.
Width at half height of the peaks obtained for the 17 PCDD/Fs is
greater than that obtained for the PCBs as it is 0.126 +0.005 and
0.099+0.008 s, respectively, for the column sets Rtx-PCB/BPX-50
and Rtx-Dioxin2/BPX-50. The results show that the width at half
height of the peaks obtained with the column set Rtx-Dioxin2/BPX-
50 is less than that obtained with the column set Rtx-PCB/BPX-50
both for the 209 PCBs and the 17 PCDD/Fs. Despite optimizations
of hot/cold pulses, modulation period and temperature offset (data
not shown), peaks are wider than 0.06 s of peak width at half height
obtained for PCBs and PCDD/Fs by Focant et al. [13].

Two or three modulations per peak could be observed for the
17 PCDD/Fs and 18 PCBs most relevant in meat showing no signif-
icant tailing in the first dimension. The tailing factors obtained for
these compounds on the second dimension are shown in Table 1.
The mean tailing factor of the peaks of the 209 PCBs is 1.08 +0.18
for the column set Rtx-PCB/BPX-50 and 1.21+0.23 with the col-
umn set Rtx-Dioxin2/BPX-50. Concerning the 17 PCDD/Fs, the mean
tailing factor obtained is 1.11+0.17 and 1.32 £+ 0.15, respectively,
for the column sets Rtx-PCB/BPX-50 and Rtx-Dioxin2/BPX-50. The
tailing factor obtained is therefore higher with the column set Rtx-
Dioxin2/BPX-50 regardless of the family of compounds.

The column set Rtx-Dioxin2/BPX-50 allows for finer peaks to be
obtained but with a greater tailing factor than the Rtx-PCB/BPX-50
set. Itis therefore difficult to choose the column set on this criterion.

3.1.2. Peak resolution

In order to objectively compare the separation capacity of the
two column sets studied, resolution factors were calculated as per
Zapadlo et al. [ 18]. Out of the existing 209 PCB congeners, 189 were
thus resolved with the column set Rtx-Dioxin2/BPX-50 compared
to 194 with the column set Rtx-PCB/BPX-50. In both cases, PCBs
126 and 169 with the highest WHO-TEFs are not coeluted. These
results are similar to those obtained by Focant et al. [17] and Meg-
son et al. [16] who managed to respectively separate 192 PCBs with
the column set HT8/BPX-50 and 188 PCBs with the Rtx-PCB/Rxi-17
set. However, the analysis time was 146 and 153 min, respectively,
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Table 1

Comparison of the peak shape obtained by GC x GC-TOF/MS for 18 most relevant PCBs and 17 PCDD/Fs with Rtx-Dioxin2/BPX-50 and Rtx-PCB/BPX-50, respectively.

Compound Congener Rtx-Dioxin2/BPX50 Rtx-PCB/BPX50
Wy! T2 Wh I

244-TCB BZ-28 0.077 1214 0.100 1.000
2,2',5,5'-TCB BZ-52 0.125 0.947 0.121 1.100
2,2'4,5,5-PCB BZ-101 0.085 1.127 0.116 1.031
3,44',5-TCB BZ-81 0.092 1.250 0.120 0.833
3,3',4,4'-TCB BZ-77 0.088 1.417 0.124 0.752
2'3,4,4',5-PeCB BZ-123 0.097 1.143 0.145 0.562
2,3',4,4',5-PeCB BZ-118 0.089 1.106 0.116 1.027
2,3,4,4',5-PeCB BZ-114 0.117 1.261 0.128 0.875
2,2',4,4',55-HxCB BZ-153 0.088 1.563 0.128 0.875
2,3,3,4,4'-PeCB BZ-105 0.090 1.308 0.128 0.794
2,2',3,44',5'-HxCB BZ-138 0.148 0.994 0.130 1416
3,3',4,4',5-PeCB BZ-126 0.083 1.278 0.059 0.969
2,3',4,4',5,5-HxCB BZ-167 0.040 1.071 0.107 1.071
2,3,3',4,4',5-HxCB BZ-156 0.085 1.042 0.110 0.978
2,3,3',44'5'-HxCB BZ-157 0.092 1.091 0.110 1.161
2,2'344'5,5-HpCB BZ-180 0.091 1.500 0.135 1.079
3,3',4,4',5,5'-HxCB BZ-169 0.082 0.891 0.109 0.762
23,3,445,5-HpCB BZ-189 0.092 0.979 0.122 1.133
2,3,7,8-TCDF 0.092 1.409 0.118 0.974
2,3,7,8-TCDD 0.081 1318 0.119 1.067
1,2,3,7,8-PeCDF 0.095 1.219 0.125 1.068
2,3,4,7,8-PeCDF 0.100 1577 0.124 1.068
1,2,3,7,8-PeCDD 0.094 1.269 0.127 0.972
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0.100 1.367 0.127 0.947
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0.096 1417 0.131 0.865
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0.102 1.567 0.121 1.079
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0.106 1375 0.129 1.263
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0.098 1.115 0.131 1.000
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0.100 1.071 0.125 1357
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0.107 1.500 0.134 1.294
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0.091 1.292 0.128 1.025
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0.091 1.286 0.129 1.361
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0.097 1.333 0.121 1.071
0CDD 0.109 1.200 0.121 1.452
OCDF 0.118 1.139 0.126 1.056

1 Peak width at half height in 2D seconds, determined from the main peak modulation.

2 Tailing factor defined by the formula T=wygs/2f, where wqgs is the peak width defined at 5% of peak height and f is the distance from the peak maximum to the leading
edge of the peak, the distance being measured at a point 5% of the peak height from the baseline [14].

in these two studies compared to only 75 min in our study. Even
if the proposed analytical method led to wider peaks than former
studies, it enables a separation comparable to literature data while
reducing the analysis time significantly. With regard to the 18
most relevant PCBs for our meat model matrix, the two column
sets have an equivalent separation capacity with 15 PCBs resolved
out of the 18. Of these 18 PCBs, the coelution between PCBs 101
and 90 found with the two column sets were already reported
by Megson et al., who used a column set Rtx-PCB/Rxi-17 and by
Zapadlo et al. with a column set SPB-Octyl/SLB-IL59 [16,18]. In
addition, the coelutions found between PCBs 138 and 163 with
the column set Rtx-Dioxin2/BPX-50 and between PCBs 123 and
107 with the Rtx-PCB/BPX-50 set were already described in other
studies [17].

Out of the 17 toxic PCDD/Fs, the column set Rtx-Dioxin2/BPX-
50 allows for all the compounds to be separated. In fact, although
the calculation of the resolution factors shows coelution between
2,3,4,7,8-PeCDF and PCB 203, these two compounds were con-
sidered as resolved due to the presence of specific ions in their
respective mass spectra allowing for individual monitoring. These
results are consistent with those obtained by Focant et al. [12]
and Hoh et al. [19] who succeeded in correctly separating the
17 toxic PCDD/F congeners via GC x GC-MS with the column set
Rtx-Dioxin2 in the first dimension. With the column set Rtx-
PCB/BPX-50, 2 congeners out of the 17 PCDD/Fs are coeluted,
2,3,4,7,8-PeCDF and 1,2,3,7,8-PeCDD. With a TEF=1, 1,2,3,7,8-
PeCDD is however very relevant to analyze as it is part of the most
toxic PCDD/Fs and the most monitored in food. Fig. 1 shows the

coelution of this compound obtained with the Rtx-PCB/BPX-50 set
compared to the Rtx-Dioxin2/BPX-50 set allowing for it to be moni-
tored. Itis interesting to also point out that, out of the toxic PCDD/Fs,
TCDD which has already been found coeluting with PCB 126 [12],
is resolved here with the two column sets tested.

As the two column sets are the same to monitor the 18 most
relevant PCBs in meat, the column set Rtx-Dioxin2/BPX-50 which
allows for the 17 toxic PCDD/Fs to be separated was therefore cho-
sen for the rest of this study. Fig. 2 shows the contour plot obtained
with this column set which therefore allows for 189 PCBs and
17 PCDD/Fs to be separated, i.e. 206 dioxin-like micropollutants
(supporting information, Table SI). Further studies might enable to
compare BPX-50 separation capacity with other 2D columns com-
plementary from the Rtx-Dioxin2 in order to optimize the use of
the 2D space for PCBs while maintaining the separation obtained
for dioxins.

3.2. Assessment of an extraction, concentration and clean-up
protocol

In order to be able to use the GCx GC-TOF/MS method to
monitor toxic PCBs and PCDD/Fs in a high-fat complex matrix
such as ground beef, a protocol of extraction of contaminants
by ASE, defatting and concentration of the extract obtained was
proposed according to Saito et al. [26] with slight modifications
concerning the solvent used for extraction, the type of in-cell fat
retainer, the clean-up of the resulting extract and evaporation
time. Firstly, PCBs and PCDD/Fs were quantified in matrix blanks.
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A) Rix-PCB/BPX-50

1,2,3,7,8-
PeCDD

?D retention time (s)

'D retention time (s)

B) Rtx-Dioxin2/BPX-50

1,2,3,7,8-
PeCDD

’D retention time (s)

’D retention time (s)

Fig. 1. Separation of 1,2,3,7,8-PeCDD and 2,3,4,7,8-PeCDF by GC x GC-TOF/MS with Rtx-PCB/BPX-50 (A) and Rtx- Dioxin2/BPX-50 (B).

Then, considering the high fat matrix used in this study, differ-
ent clean-up procedures (cold extraction with acetonitrile, in-cell
clean-up, GPC, ASE followed by GPC) were tested. Only the com-
bination of in-cell clean-up with GPC enabled to concentrate the
final extract and thus to get satisfactory reliability and sensitiv-
ity (data not shown). To assess the relevance of the protocol in
concrete terms, a matrix contaminated at a known concentration
was required. In order to initially overcome recovery and homo-
geneity problems posed by impregnation of the structured meat
matrix, the extraction/concentration/clean-up protocol was from a
spiked freeze-dried matrix according to Reid et al. [29]. The con-
taminant recovery rates after the ASE, GPC and concentration steps
were measured on 5 PCBs spread over the chromatogram obtained
after analysis of 5 extracts by GC x GC-TOF/MS. These recovery rates
were within the 70-130% range generally considered as accept-
able [21], with 92+ 13% for BZ-1, 110+ 7% for BZ-19, 118 +10%
for BZ-172, 130+ 10% for BZ-206 and 130+ 8% for BZ-209. These
results are of the same proportions as those obtained by Wang
et al. who also explored the recoveries measured after extraction
by ASE then defatting by GPC on samples of soil freeze-dried then
spiked with PCBs [30]. The recoveries obtained therefore vary from
87% to 160% but only PCBs BZ-153 and BZ-180, not quantified in
our study, had very high recoveries, outside the 70-130% range.
In our study, the standard deviations were also measured for the
same previously stated 5 PCBs. The values obtained are between
7.2% and 13.1%, only 2-chlorobiphenyl (BZ-1) has a standard devia-
tion greater than 10%. This may be explained by its less repeatable
extraction due to being the most water soluble congener of the 209
PCBs [31].

?D retention time (s)

3.3. Comparison of different spiking methods and performance of
GC x GC-TOF/MS with the column set Rtx-Dioxin2/BPX-50

In order to be able to monitor the future of PCBs and PCDD/Fs
during the technological and physiological processes the food
matrices are subjected to, a homogeneous and reproducible multi-
contaminated, fixed concentration meat matrix is required. Based
on protocols found in the literature for spiking contaminants in a
real matrix via the addition of an organic solvent [23,32], seven dif-
ferent spiking methods were tested and compared. Each method
includes a step where the matrix is impregnated with a contam-
inant solution (injection of a small volume or immersion) and a
homogenizing step (ultra-turrax, blender or mixer). Although the
use of an organic solvent to spike can alter the properties of the
matrix, it was required due to the low water solubility of the
POPs studied [33]. For the seven different spiking methods, solvent
choice, volume of solvent used, evaporation time, homogeniza-
tion method and homogenization time were optimised in order
to have the best recoveries and standard deviations for targeted
analytes. Table 2 shows the recovery rates and standard deviations
of the areas corrected for 5 PCBs spread over the GC x GC-TOF/MS
chromatogram with the seven spiking methods tested. Only the
methods coupling the injection of a small volume of contami-
nant solution diluted in a solvent and homogenizing by blender or
mixer don't allow for recoveries within the traditionally accepted
limit of 70-130% to be obtained [21]. Among the other methods,
the one coupling the injection of a small volume of solvent and
mixing by ultra-turraxis the one inducing the least efficient homog-
enizing of the spike with standard deviations between 57% and

234,678

Q. 3428
XCD!

HPCOF 1234678
HpCDD

'D retention time (s)

Fig. 2. GC x GC-TOF/MS contour plot of the 209 PCBs and 17 PCDD/Fs with the Rtx-Dioxin2/BP-X50 column set.
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Comparison of 7 spiking methods on the basis of the recovery rates and the standard deviations of the extraction of 5 PCBs in meat. These methods differed in their ways to
add the micropollutants into the meat matrix and to homogenize the spiked matrix after micropollutant addition.

PCB Immersion Micro-volume addition

Blender LN, grinder Ultra-turrax None Blender Stand mixer Ultra-turrax

RR! SD? RR SD RR SD RR SD RR SD RR SD RR SD
BZ-1 83.6 85 87.9 11.7 93.6 7:1 97.0 21.2 37.7 51.0 213 125 93.1 59.3
BZ-19 90.0 7.3 93.2 10.2 91.9 4.1 104.4 18.1 35.2 484 195 10.7 94.1 58.8
BZ-172 117.2 7.6 119.1 123 109.3 73 1215 9.1 414 499 26.4 195 954 59.4
BZ-206 110.2 6.8 107.4 8.2 98.4 5.8 112.7 9.8 39.7 445 283 15.1 91.0 59.2
BZ-209 101 36 104.0 8.8 96.6 5.1 104.3 93 39.0 483 24.0 12.2 88.3 57.0

1 Recovery rates (%).

2 Standard deviations (%).

60%. The methods coupling an immersion step with homogeniz-
ing by blender or ultra-turrax are alternatively those allowing for
the lowest standard deviations to be obtained, therefore the best
homogeneity of the spike, which is essential for the statistical valid-
ity of future findings which could be conducted on this matrix
[22]. In order to further assess the reliability of these two spiking
methods, their reproducibility was then tested. Table 3 shows the
standard deviations and recovery rates which were then obtained
after extraction of the contaminants and analysis via GC x GC-
TOF/MS for 20 different PCBs, among which the 15 most relevant
PCBs in meat and not coeluted with the column set chosen in this
study. For the majority of the PCBs, the recovery rates are greater
when homogenizing with a blender is performed. Only BZ-28 has a
recovery rate outside the 70-130% limits with this spiking method.
Regarding the standard deviations obtained, they remain lower
than 10% for the majority of the PCBs quantified when homoge-
nizing with a blender is performed. Only PBZ-77 and BZ-114 have
greater standard deviations with this spiking method. In addition
to these two compounds, seven other PCBs and particularly the 4
PCBs quantified as the heaviest have standard deviations greater
than 10% with the method using the ultra-turrax. These results
may be compared to those of Suedel et al. who implemented, in
samples of sediments, a protocol coupling the injection, in 1g of
matrix, of a few microlitres of fluoranthene dissolved in a very
small volume of acetone, an evaporation step of the solvent for
two minutes then a manual mixing step for 60s [34]. A standard

Table 3

deviation of 10.3% of the fluoranthene was then reported which cor-
responds to the mean standard deviation obtained in our study with
homogenizing by ultra-turrax. Reid et al. compared eleven different
spiking protocols to contaminate soil samples with phenanthrene
and benzo[a]pyrene [29].In the eleven protocols, the standard devi-
ations recorded could go up to 43% which is much greater than
those obtained in our study. Alternatively, the best homogeneity
(2.4% of standard deviation) was obtained on dehydrated samples.
Among the protocols tested on non-dehydrated samples as is the
case inour study, the lowest standard deviation (4.1%) was obtained
using a small volume of ethanol (1 wL for 1g of sample) to per-
form the spike solution before manual mixing coupled to mixing
of the spiked matrix with a blender. This standard deviation is less
than the lowest mean standard deviation obtained in our study
on a structured matrix which was therefore 7.8% with homogeniz-
ing by blender. It is, however, to be pointed out that these results
were obtained with polycyclic aromatic hydrocarbons which can
explain for the differences found with our results relating to the
PCBs. For the rest of this study, the method coupling a step of
immersing the meat into a solvent solution containing the contam-
inants and a homogenizing step with a blender is the one retained
after the recoveries obtained with the PCBs were validated on some
dioxins (99.9 + 12% for 2,3,7,8-TeCDD, 84.1 + 9% for 2,3,7,8-TeCDF,
73.6 +11% for 2,3,4,7,8-PeCDF, 88.8 +12% for 1,2,3,7,8-PeCDD). In
order to validate the method for official control procedures, these
recovery results will have to be confirmed at a second spiking level.

Comparison of the recovery rates and reproducibility for the two best spiking methods selected for 20 PCBs (n =5 replicates).

Immersion +blender

Immersion + ultra-turrax

RR! SD? RR SD
BZ-1 87.0 4.7 81.2 9.7
BZ-19 92.0 8.6 823 8.7
BZ-28" 1334 6.1 120.0 76
BZ-52* 1122 94 1019 82
BZ-77* 116.2 20.8 1246 205
BZ-81* 102.5 8.0 92,0 10.7
BZ-105* 1146 31 106.4 32
BZ-114* 110.7 10.1 111.8 10.8
BZ-118* 1123 8.5 1013 13.0
BZ-123* 105.1 58 1004 7.8
BZ-126* 924 71 82.6 4.6
BZ-153* 1234 9.1 109.7 21.6
BZ-156* 107.9 5.0 112.6 103
BZ-157* 91.3 8.6 914 55
BZ-167* 106.5 38 1033 85
BZ-169* 96.1 6.1 87.2 6.1
BZ-172* 119.2 7.8 116.1 111
BZ-189* 943 6.1 93.0 15.7
BZ-206 120.7 9.7 116.3 104
BZ-209 1114 8.3 104.9 120
1 Recovery rates (%).

2 Standard deviation (%).
“Non-coeluted PCBs forming part of the 18 most relevant in meat.
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Table 4
Performance of GC x GC-TOF/MS used with a Rtx-Dioxin2/BPX50 column set for quantification of 19 PCBs and 7 PCDD/Fs.
Compound Ttg? (s) 2625 (s) Linearity (pg/g) Correlation coefficient R? LOD* (pg/g) LOQ? (pg/g)
BZ-1 970 242 50-5000 0.995 66 218
BZ-3 1085 2.57 50-5000 0.991 98 327
BZ-8 1260 2.89 50-5000 0.992 62 205
BZ-19 1315 3.10 50-5000 0.991 66 220
BZ-18 1385 3.08 50-5000 0.995 64 214
BZ-15 1440 3.04 50-5000 0.988 77 256
BZ-54 1510 345 50-5000 0.986 83 277
BZ-28 1580 317 50-5000 0.991 86 288
BZ-33 1615 3.34 50-5000 0.994 55 182
BZ-22 1655 339 50-5000 0.996 50 155
BZ-52 1705 3.35 50-5000 0.980 100 333
BZ-49 1725 334 50-5000 0.990 70 234
BZ-74 1970 3.61 50-5000 0.986 85 283
BZ-87 2220 3.79 50-5000 0.993 60 201
BZ-151 2300 3.73 50-5000 0.990 70 232
BZ-77 2320 3.76 50-5000 0.990 7 238
BZ-149 2350 3.85 50-5000 0.981 99 329
BZ-123 2390 3.72 50-5000 0.996 50 142
BZ-118 2415 3.70 50-5000 0.993 58 194
2,3,7,8-TCDF 2670 3.90 50-2500 0.989 75 251
2,3,7,8-TCDD 2725 3.77 50-2500 0.977 118 393
1,2,3,7,8-PeCDF 3030 4.08 50-5000 0.985 120 399
2,3,4,7,8-PeCDF 3145 4.11 50-5000 0.997 65 217
1,2,3,4,7,8-HxCDF 3460 4.20 50-2500 0.992 65 218
1,2,3,6,7,8-HxCDF 3475 421 50-2500 0.986 84 279
1,2,3,6,7,8-HxCDD 3575 4.16 50-5000 0.974 227 757

2 Retention time in first dimension(s).
b Retention time in second dimension(s).

¢ Limit of detection. LOD is defined by the formula 3s/m (s is the standard deviation of the intercept, and m is the slope of the linear calibration curve).

d Limit of quantification.

In order to determine method performance, the limits of detec-
tion (LOD) and quantification (LOQ) were measured in spiked meat
for 7 PCDD/F congeners and 19 PCB congeners spread over the
whole chromatogram (Table 4). The linearity of the calibration lines
allowing for these LODs and LOQs to be estimated was assessed
by calculating coefficients of determination. All these values are
greater than 0.980 except for one of the dioxin congeners (0.974).
As shown in Table 4, the range of linearity spans from 50 to
5000 pg/g for the majority of the constituents. The LODs obtained
vary from 50 to 100 pg/g for the PCBs and 65 to 227 pg/g for the
PCDD/Fs. Excluding sample preparation that includes a concentra-
tion by a factor of about 100, our results may be compared to those
obtained by Van der Lee et al. for several PCBs contained in dif-
ferent food matrices and analyzed on a GC x GC-TOF/MS with a
column set RTX-CL pesticides/BPX-50 [35]. Of the seven PCBs con-
sidered, five therefore had LODs less than those obtained in our
study (from 1.25 to 2.5 ng/g) whereas two PCBs had LODs compa-
rable to our results (10 ng/g). The results obtained for the PCBs are
therefore consistent with those obtained by Van der Lee et al. which
enables our method to be validated. With LOQs at pg level [36],
TOF/MS has a lower sensitivity for PCB and PCDD/F analysis [13]
than HRMS or MS/MS whose LOQs range between 30 and 80 fg for
tetra- to hexa-chlorinated compounds and between 80 and 320 fg
for hepta- to octa-chlorinated compounds [37]. However, GC x GC
and adapted sample preparation procedures may help to partially
compensate the lower sensitivity of TOF/MS detection in case of
trace contaminants in complex matrices [14,15].

4. Conclusion

The GC x GC-TOF/MS method assessed in this study allows for
simultaneous analysis of 206 dioxin-like micropolluants thanks to
the use of a column set Rtx-Dioxin2/BPX-50. To be able to study
these compounds present in trace form in a complex and high fat
matrix such as ground beef, this method was coupled to acceler-
ated solvent extraction, GPC clean-up and concentration protocols

allowing for good recovery rates to be obtained. This work has also
allowed for a sample preparation optimization to obtain a matrix
of ground beef homogeneously spiked with these contaminants.
Before reference laboratories use it, more extensive investigations
will be necessary to validate reproducibility and robustness of the
spiking method proposed by the present study. The aim is now to
use these methodological breakthroughs to monitor these contam-
inants during technological or physiological transformations which
the food may be subjected to. These data could be incorporated into
the analyses of risks relating to the presence of these contaminants
in food.
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Supplementary Data

Table 1. Elution order of PCB and PCDD/F congeners using Rix-Dioxin2/BPX-50
column set. Coeluting congeners determined fronrelkelution factor proposed by Zapadlo
et al [18] are enclosed in a box.

Compound Congener ID mass 'tz(s) s (S)
(m/z)

2-MoCB Bz-1 188* 970 2.42

3-MoCB BZ-2 188 1065 2.55
4-MoCB BZ-3 188* 1085 2.57

2,6-DiCB BZ-10 222 1120 2.75
2,2'-DiCB BZ-4 222 1125 2.75
2,4-DiCB BZ-7 222 1200 2.74
2,5-DiCB BZ-9 222 1205 2.74
2,3'-DiCB BZ-6 222 1230 2.85
2,3-DiCB BZ-5 222 1255 2.92

2,4'-DiCB BZ-8 222* 1260 2.89

3,5-DiCB BZ-14 222 1305 2.80
2,2',6-TrCB BZ-19 186* 1315 3.10
2,4,6-TrCB BZ-30 256 1340 2.88
3,3'-DiCB BZ-11 222 1380 2.98
2,2'5-TrCB BZ-18 256* 1385 3.08
2,2',4-TrCB BZ-17 256 1400 3.06
3,4-DiCB BZ-12 222 1405 3.02

3,4'-DiCB BZ-13 222 1410 3.01
2,3',6-TrCB BZ-27 256 1425 3.14
2,3,6-TrCB BZ-24 256 1435 3.15
4,4'-DiCB BZ-15 222* 1440 3.04

2,2',3-TrCB BZ-16 256 1460 3.27
2,4'.6-TrCB BZ-32 256 1465 3.17
2',3,5-TrCB BZ-34 256 1490 3.09
2,3,5-TrCB BZ-23 256 1500 3.08
2,2'6,6'-TeCB BZ-54 292* 1510 3.45
2,4,5-TrCB BZ-29 256 1515 3.10
2,3',5-TrCB BZ-26 256 1540 3.14
2,3,4-TrCB BZ-25 256 1550 3.16
2,2',4,6-TeCB BZ-50 292 1555 3.25
2,4,4-TrCB BZ-28 256* 1580 3.17

2,4'.5-TrCB BZ-31 256 1585 3.19
2,2'5,6'-TeCB BZ-53 292 1595 3.38
2,3,3-TrCB BZ-20 256 1610 3.34
2,3,4-TrCB BZ-21 256 1615 3.34
2,3,4'-TrCB BZ-33 256* 1615 3.34

2,2',4,6'-TeCB BZ-51 292 1620 3.39
2,3,4-TrCB BZ-22 256* 1655 3.39
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2,2',3,6-TeCB
3,3,5-TrCB
2,3'5',6-TeCB
2,2',3,6'-TeCB
2,3',4,6-TeCB
2,2',3,5-TeCB
2,2'5,5-TeCB
3,4',5-TrCB
2,2',4,5-TeCB
2,2',4,5-TeCB
2,2',4,4'-TeCB
2,4,4'6-TeCB
2,3,5,6-TeCB
2,2',4,6,6'-PeCB
3,4,5-TrCB
2,3,4,6-TeCB
2,2',3,5-TeCB
2,3,3',6-TeCB
2,2',3,4'-TeCB
3,3,4-TrCB
2,3'5,5-TeCB
2,3,4',6-TeCB
2,2',3,4-TeCB
2,3,4,5-TeCB
2,2',3,6,6'-PeCB

2,2',4,5',6-PeCB
3,4,4-TrCB

2,3,4',6-TeCB
2,2',3,3-TeCB
2,2',4,4'6-PeCB
2,3,3',5-TeCB
2,2',3,5,6'-PeCB
2,3,4,5-TeCB
2,3,3'5-TeCB
2,2',4,5,6'-PeCB
2,3,4',5-TeCB
2,3,4,5-TeCB
2,2',3',4,6-PeCB
2,3,4,5',6-PeCB

2,4,4'5-TeCB
2,2',3,5,6-PeCB

2'3,4,5-TeCB
2,2',3,5,6-PeCB
2,3,4'5-TeCB
2,2',3,4,6-PeCB
3,3',5,5-TeCB

BZ-45
BZ-36
BZ-73
BZ-46
BZ-69
BZ-43
BZ-52
BZ-39
BZ-49
BZ-48
BZ-47
BZ-75
BZ-65
BZ-104
BZ-38
BZ-62
BZ-44
BZ-59
BZ-42
BZ-35
BZ-72
BZ-71
BZ-41
BZ-68
BZ-96
BZ-103
BZ-37
BZ-64
BZ-40
BZ-100
BZ-57
BZ-94
BZ-67
BZ-58
BZ-102
BZ-63
BZ-61
BZ-98
BZ-121
BZ-74
BZ-93
BZ-76
BZ-95
BZ-70
BZ-88
BZ-80

292
256
292
292
292
292
292*
256
292*
292
292
292
292
326
256
292
292
292
292
256
292
292
292
292
326
326
256
292
292
326
292
326
292
292
326
292
292
326
326
292*
326
292
326
292
326
292

1655
1680
1680
1685
1690
1700
1705
1725
1725
1730
1740
1745
1750
1755
1760
1765
1795
1805
1810
1815
1835
1835
1850
1855
1855
1860
1860
1860
1885
1890
1900
1910
1920
1925
1950
1950
1960
1965
1970
1970
1970
1975
1975
1985
1990
2005

3.51
3.16
3.31
3.59
3.25
3.35
3.35
3.22
3.34
3.41
3.32
3.32
3.39
3.51
3.35
3.39
3.54
3.49
3.54
3.42
3.28
3.57
3.65
3.31
3.79
3.42
3.46
3.58
3.76
3.44
3.40
3.61
3.43
3.49
3.46
3.64
3.57
3.63
3.34
3.61
3.67
3.47
3.66
3.53
3.68
3.25
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2,34,4-TeCB
2,2',3,4',6-PeCB
2,2'4,4'6,6-HxCB
2,3,3,4-TeCB
2,2',3,5,5-PeCB
2,3,3,4-TeCB

2,2',3,3',6-PeCB
2,2',3,4,6'-PeCB

2,2',3,4',5-PeCB
2,2',4,5,5'-PeCB

2,3,3',5,6-PeCB
2,3,4,4'-TeCB
2,2',4,4'5-PeCB
2,2',3,4'6,6'-HxCB
2,3,4,4',6-PeCB
2,2',3,5,6,6'-HxCB
2,3,3,5,6-PeCB
2,2',3,3',5-PeCB
3,3,4,5'-TeCB
2,3,3',4,6-PeCB
2,3,3',5,5'-PeCB
2,2',3,4,5-PeCB
2,2',3,4,5-PeCB
2,2',3,4,6,6'-HxCB
2,2',3,4',5,6'-HxCB
3,3,4,5-TeCB
2',3,4,5,6'-PeCB

2,3,4,5,6-PeCB
2,3,4',5,6-PeCB

2,2',3,4,5-PeCB
2,3,4,4',6-PeCB
2,2',3,3',6,6'-HxCB
2,2',4,4'5,6'-HxCB
2,2',3,4,4'-PeCB
2,3,4,5,5'-PeCB
3,4,4'5-TeCB
2,3,3,4',6-PeCB
2,2',3,5,5',6-HxCB
2,2',3,3,5,6'-HxCB
3,3,4,4'-TeCB
2,2',3,3,4-PeCB
2,2',3,4,5',6-HxCB
2,2',3,4',5,6-HxCB
2,2',3,4'5',6-HxCB
2,2',3,4,4',6-HxCB
2'3,4,5,5'-PeCB

BZ-66
BZ-91
BZ-155
BZ-55
BZ-92
BZ-56
BZ-84
BZ-89
BZ-90
BZ-101
BZ-113
BZ-60
BZ-99
BZ-150
BZ-119
BZ-152
BZ-112
BZ-83
BZ-79
BZ-109
BZ-111
BZ-86
BZ-97
BZ-145
BZ-148
BZ-78
BZ-125
BZ-116
BZ-117
BZ-87
BZ-115
BZ-136
BZ-154
BZ-85
BZ-120
BZ-81
BZ-110
BZ-151
BZ-135
BZ-77
BZ-82
BZ-144
BZ-147
BZ-149
BZ-139
BZ-124

292
326
360
292
326
292
326
326
326
326*
326
292
326
360
326
360
326
326
292
326
326
326
326
360
360
292
326
326
326
326*
326
360
360
326
326
292*
326
360*
360
292*
326
360
360
360*
360
326

2005
2005
2010
2045
2055
2080
2080
2080
2085
2085
2090
2095
2110
2120
2140
2150
2155
2155
2160
2165
2170
2180
2185
2185
2190
2205
2215
2215
2215
2220
2230
2230
2235
2240
2245
2265
2265
2300
2310
2320
2320
2325
2340
2350
2360
2360

3.55
3.70
3.51
3.68
3.53
3.77
3.91
3.91
3.56
3.56
3.55
3.72
3.57
3.75
3.59
3.88
3.63
3.75
3.51
3.65
3.79
3.81
3.78
3.91
3.59
3.63
3.44
3.72
3.72
3.79
3.73
4.00
3.62
3.84
3.47
3.69
3.83
3.73
3.81
3.76
4.03
3.76
3.79
3.85
3.68
3.81
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2,2',3,4,4'6'-HxCB
2,3,3,4,5'-PeCB
2,2',3,4,5,6'-HxCB
2,3,3,4',5-PeCB
2'3,4,4'5-PeCB

2,3,3',4,5-PeCB
2,2',3,4',5,6,6'-HpCB

2,2'3,3',5,6-HxCB
2,3',4,4' 5-PeCB
2,2',3,3',5,5'-HXCB
2,2'3,3',4,6-HxCB
2,2',3,4,5,6-HXCB
2,3,3',5,5',6-HxCB
2,2'3,4,4',6,6-HpCB
2,2'3,4'5,5-HxCB
2,3,3,4' 5'-PeCB
2,3,3',4,5',6-HxCB
2,3,4,4'5-PeCB
2,3',4,4' 5 6-HXCB
2,2'4,4' 5,5 -HXCB
2,2'3,3',4,6'-HXCB
2,2',3,3',5,6,6-HpCB
2,3,3',4,4'-PeCB
3,34,5,5'-PeCB
2,2'3,4,5,5'-HxCB
2,2',3,3',4,6,6-HpCB
2,2'3,4,4' 5-HXCB
2,2',3,3',4,5'-HXCB
2,2'3,4,5,6,6'-HpCB
2,3,3,4' 5',6-HXCB
2,2'3,3',5,5',6-HpCB

2,2',3,4,4'5'-HxCB
2,3,3,4',5,6-HxCB

2,3,3',4,4',6-HxCB
2,3,3,4,5,6-HxCB
2,2',3,3',4,5-HxCB

2,2'3,3,4,5,6-HpCB
2,2'3,4,4'5,6'-HpCB

2,3,7,8-TCDF
2,2'3,4' 5,5 6-HpCB
2,2'3,4,4'5' 6-HpCB
2,3,4,4',5,6-HXCB
2,3,7,8-TCDD
3,3',4,4' 5-PeCB
2,3,3',4,5,5'-HXCB
2,3,3',4' 5,5 -HXCB

BZ-140
BZ-108
BZ-143
BZ-107
BZ-123
BZ-106
BZ-188
BZ-134
BZ-118
BZ-133
BZ-131
BZ-142
BZ-165
BZ-184
BZ-146
BZ-122
BZ-161
BZ-114
BZ-168
BZ-153
BZ-132
BZ-179
BZ-105
BzZ-127
BZ-141
BZ-176
BZ-137
BZ-130
BZ-186
BZ-164
BZ-178
BZ-138
BZ-163
BZ-158
BZ-160
BZ-129
BZ-175
BZ-182

BZ-187
BZ-183
BZ-166

BZ-126
BZ-159
BZ-162

360
326
360
326
326*
326
392
360
326*
360
360
360
360
392
360
326
360
326*
360
360*
360
392
326*
326
360
392
360
360
392
360
392
360*
360
360
360
360
392
392
306*
392
392
360
322*
326*
360
360

2375
2380
2380
2385
2390
2410
2410
2410
2415
2420
2430
2435
2445
2450
2455
2460
2465
2465
2485
2490

2500
2525
2545
2555
2555
2565
2580
2595
2600
2610
2630
2630

2630
2645
2650
2655
2665
2665

2670
2680
2710
2715
2725

2730
2735
2760

3.86
3.72
4.01
3.72
3.72
3.78
3.81
3.96
3.70
3.64
3.99
4.00
3.61
3.84
3.69
3.95
3.64
3.87
3.72
3.70
411
4.03
4.01
3.61
3.86
4.06
3.91
3.97
4.20
3.96
3.82
3.93
3.93
3.93
3.93
414
3.88
3.88
3.90
3.90
3.90
4.02
3.77
3.88
3.74
3.80
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2,2',3,4,5,5',6-HpCB
2,2'3,3',4,4"-HxCB
2,2',3,3',4,5,6-HpCB
2,3'4,4'5,5-HxCB
2,2'3,3',5,5',6,6-OcCB
2,2',3,4,4'5,6-HpCB
2,2',3,3',4,5',6'-HpCB
2,2'3,3'4,5',6,6-OcCB
2,2'3,3',4,4' 6-HpCB
2,2'3,4,4'5,6,6-OcCB
2,2',3,3',4,5,6-HpCB
2,2'3,3',4,4',6,6-OcCB
2,3,3',4,4'5-HXCB
2,2'3,3',4,5,5-HpCB
2,3,3',4,4' 5'-HXCB
2,3,3,4,5,5',6-HpCB

2,2'3,4,455-HpCB
2,3,3,4'5,5',6-HpCB

2,2'3,3,4,5,6,6-OcCB
2,3,3,4,4'5' 6-HpCB
1,2,3,7,8-PeCDF
2,2'3,3',4,5,5',6-OcCB
2,2'3,3'4'5,5,6-OcCB
2,2'3,3',4,4' 5-HpCB
3,3'4,4',5,5'-HxCB
2,3,3,4,4',5,6-HpCB
2,2'3,3',4,4',5',6-OcCB
2,2'3,4,4'5,5',6-OcCB
2,3,4,7,8-PeCDF
1,2,3,7,8-PeCDD

2,2',3,3,4,5,5',6,6-NoCB

2,3,3',4,4',5,5-HpCB

2,2',3,3,4,4',5,6,6-NoCB

2,2',3,3',4,4'5,6-OcCB
2,2',3,3,4,4'5,5-0OcCB
2,3,3',4,4',5,5',6-OcCB
1,2,3,4,7,8-HXCDF
1,2,3,6,7,8-HXCDF
2,3,4,6,7,8-HxCDF
1,2,3,4,7,8-HxCDD

2,2',3,3,4,4'5,5',6-NoCB

1,2,3,6,7,8-HxCDD
1,2,3,7,8,9-HxCDD
1,2,3,7,8,9-HXCDF

2,2',3,3,4,4'5,5',6,6'-DeCB

1,2,3,4,6,7,8-HpCDF

BZ-185
BZ-128
BZ-174
BZ-167
BZ-202
BZ-181
BZ-177
BZ-201
BZ-171
BZ-204
BZ-173
BZ-197
BZ-156
BZ-172
BZ-157
BZ-192
BZ-180
BZ-193
BZ-200
BZ-191

BZ-198
BZ-199
BZ-170
BZ-169
BZ-190
BZ-196
BZ-203

BZ-208
BZ-189
BZ-207
BZ-195
BZ-194
BZ-205

BZ-206

BZ-209

392
360
392
360*
426
392
392
426
392
426
392
426
360*
392*
360*
392
392*
392
426
392
340*
426
426
392
360*
392
426
426
340*
356*
460
392*
460
426
426
426
374*
374*
374*
390*
460*
390*
390*
374*
498*
408*

2770
2770
2790
2795
2805
2815
2830
2850
2855
2860
2885
2890
2915
2920
2930
2935
2960
2960
2975
2985
3030
3100
3105
3105
3125
3125
3140
3145
3145
3170
3245
3280
3290
3300
3415
3450
3460
3475
3555
3565
3565
3575
3615
3655
3670
3820

4.00
4.26
4.15
3.83
4.02
4.08
4.14
4.07
4.21
4.09
4.29
412
4.02
3.95
4.12
3.83
3.97
3.97
4.33
4.00
4.08
4.06
412
4.27
3.94
4.17
4.15
411
411
4.00
4.26
4.07
4.33
4.41
4.20
4.18
4.20
4.21
4.30
4.14
4.35
4.16
4.22
4.48
4.39
3.84
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1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 424* 3935 3.75

1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 408* 3990 412
OCDD 460* 4275 4.53
OCDF 444 4295 4.85

*Mass fragmenalso used for quantification in the study accordmfl3] for PCDD/Fs and [16] for PCBs
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Complément de discussion sur la mise au point d’'unméthode d’analyse multirésidus

des polluants environnementaux dans une viande surargée :

Les développements méthodologiques mis en ceuvre cktte premiere partie ont
tout d’abord permis la mise au point d’'une méthd@straction et d’analyse multirésidus des
PCB et PCDD/F. Cette méthode permet le suivi siaméltd’'un mélange de 189 PCB et des
17 PCDDI/F toxiques en 75min. Cette méthode pouorac cBtre utilisée dans la suite de
I'étude pour déterminer 'impact des transformasio@chnologiques et physiologiques sur les
PCB et PCDD/F de la viande. Les données de laditiee et I'expérience du laboratoire
(Engel et al, 2013 ; Giriet al, 2015) permettent cependant de penser que cetteod®d
pourrait étre élargie au suivi d'autres contamisartimiques dont les pesticides dans la suite
de cette étude.

La méthode de surcharge de la viande en contarsimaise au point dans ce chapitre
permet de travailler sur une matrice contaminéfagen similaire tout au long de cette étude,
permettant ainsi une comparaison objective de tessrésultats obtenus. Moyennant des
adaptations (modification du solvant de surchaegigptation de la durée d’évaporation du
solvant), ce protocole de contamination intentidienge la viande développé pour le cas des
PCB et PCDD/F peut également étre utilisé pour tdsu familles de contaminants
(pesticides, antibiotiques, métaux lourds), aprésfigation des taux de récupération et de
’lhomogénéité de la matrice. Cependant, il n’est ipapossible que I'utilisation de solvant et
’lhomogénéisation au blender induisent des modiboa de structure de la viande étudiée et
que l'imprégnation des contaminants dans la matdidfre par rapport a une viande
« naturellement » contaminée. Il est donc pertindmts’interroger sur I'impact que ces
phénomenes pourraient avoir sur le devenir desantinants au cours de la cuisson et de la
digestion. Pour élucider cette question, des édltarst naturellement contaminés préleves en
abattoir dans le cadre du projet SOMEAT seront yeé@sl en parallele des échantillons
surchargés dans la suite de cette étude afin dpar@mles résultats obtenus.
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Chapitre III : Impact de la cuisson sur
les contaminants chimiques de la
viande




Chapitre 11l : Impact de la cuisson sur les contammnants chimiques de la

viande

Comme nous I'avons indiqué dans le chapitre 1,i@lus auteurs se sont intéressés a
'étude de l'impact de la cuisson sur le devenis dentaminants chimiques des aliments.
Cependant, les résultats obtenus dans ces étudetré différents et ne permettent pas de
tirer de conclusion générale. Beaucoup d’auteutseaneffet travaillé sur des échantillons
naturellement contaminés avec une variabilité idtgrantillons importante, en termes par
exemple de concentration initiale en contaminantsde teneur en eau et en lipides. Ces
facteurs influencent le devenir des contaminantda acuisson, et doivent donc étre
impérativement pris en compte et controlés lorsédedes. Pour pallier ce biais potentiel, des
échantillons de viande intentionnellement contamiigélon la méthode développée dans le
chapitre précédent ont été utilisés dans cetteeétud

L’étude des données de la littérature a permis s#pker une grande variabilité en
termes de modes et d'intensités de cuisson aveesbpeu d’informations concernant les
temps et températures de cuisson utilisés. Dates €gide, une cuisson a la poéle a été ciblée,
ce mode de cuisson étant le plus répandu en Fpanoda cuisson de steaks hachés. A partir
de la viande surchargée en contaminants, des dbeakes ont été calibrés, préformés dans
un moule puis systématiquement pesés avant cuiafiond’étre le plus reproductible
possible. Une plaque a induction contrblée en teatpée et des poéles en inox permettant
une diffusion plus homogene de la chaleur ont éliéaes afin de limiter la variabilité de la
montée en température dans la viande. Un couplpsté@mpérature a été déterminé grace a
l'utilisation de thermocouples afin d’obtenir urerpérature a cceur de la viande de 70°C en
accord avec les recommandations faites par 'OMe@dant, les habitudes de cuisson étant
trés variables entre les consommateurs, l'influeteéintensité de cuisson sur le devenir des
contaminants a été étudiée en utilisant deux awoeslitions de cuisson : une cuisson
saignante (50°C a cceur) et une cuisson intens€ (8%teur).

Afin de pouvoir suivre le devenir des contaminagéss la viande cuite, la méthode
d’extraction et d’analyse multirésidus décrite dEnshapitre 2 a été étendue a I'analyse de 16
pesticides aprés que leurs taux de récupération é@é déterminés. L’analyse des pesticides
a pu étre réalisée car la combinaison des colocimesnatographiques utilisée pour I'analyse
des PCB et PCDD/F est également fréquemment wtilg#ur I'analyse multirésidus des
pesticides en GCxGC. Par ailleurs, les taux depération des PCB et PCDD/F déterminés
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dans le chapitre 2 dans la viande crue ont étérd&tés dans ce chapitre sur de la viande
cuite. De plus, afin d’élargir le spectre de contants étudiés, des collaborations ont été
établies avec des Laboratoires Nationaux de Ré&férdisposant de matériel de pointe et de
meéthodes validées pour l'analyse des contamindue partie des analyses a ainsi été
réalisée en collaboration avec d’'une part 'Ansesdeéres pour I'analyse des antibiotiques, et
d’autre part 'Anses Maisons-Alfort pour l'analyskes métaux lourds. En revanche, les
résultats préliminaires obtenus dans le cadre djetpSOMEAT ayant indiqué que I'étude
des mycotoxines s’avere peu pertinente dans ladeiaces molécules n’ont pas été ciblées
dans cette étude.

Le large spectre de contaminants ciblés a ainsnigede distinguer les contaminants
thermorésistants des contaminants thermosensitlledomc susceptibles de subir une
dégradation dans certaines conditions de cuissoa.dtude spécifique a été menée sur I'un
des composés qui s’est révélé fortement thermdsensil s’agit d’'un antibiotique, le
sulfaméthoxazole, pour lequel nous avons cheradértifier, apreés cuisson, les produits de
dégradation, composés ultimes auxquels le consoeumeast réellement exposé. La détection
spécifique des produits de dégradation et leur tification absolue ont été facilitées grace a
I'utilisation de I'antibiotique modéle sous sa femadiomarquée aldC, et leur identification
a été réalisée grace a des analyses par LC-HRN&reRMN. La difficulté d’obtention des
contaminants radiomarqués € n’a cependant pas permis d’étudier la thermodigian
d’autres contaminants thermosensibles tels quexdivmocyclododecane ou certains

pesticides.
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Abstract

This work presents the effects of pan cooking orygidorinated biphenyls (PCBS),
polychlorinated dibenzo-p-dioxins/dibenzofurans [BZFs), pesticides and heavy metals in
meat in a risk assessment perspective. Three differealistic cooking intensities were
studied. A GCxGC-TOF/MS method was set up for thiétinesidue analysis of 189 PCBs, 17
PCDD/Fs and 16 pesticides whereas Cd, As, Pb anddtg assayed by ICP-MS. In terms of
guantity, average PCB losses after cooking were %% for rare, 30 + 3% for medium, and
48 + 2% for well-done meat. In contrast, averagddBP losses were not significant. For
pesticides, no loss occurred for aldrin, lindanBEDor DDD whereas losses exceeding 80%
were found for dieldrin, sulfotep or phorate. Lasstse to the margin of error of the method
were observed for heavy metals. These resultsisacessed in light of the physico-chemical

properties of the micropollutants as well as ofevand fat losses into cooking juice.

Keywords

Meat; Pan cooking; Polychlorinated biphenyls (PCB#olychlorinated dibenzo-p-
dioxins/dibenzofurans (PCDD/Fs); Heavy metals; ieelss; Comprehensive two-
dimensional gas chromatography-time-of-flight massectrometry (GCxGC-TOF/MS);
Chemical risk assessment

1. Introduction

Food represents one of the main sources of humaosare to harmful pollutants, of
which meat in particular can form a non-negligibtairce (Engeét al, 2015). For example,
about 90-98% of the average exposure of human€BsRnd PCDD/Fs results from dietary
intake, with food of animal origin being the predoant source (Malischkt al.,2014). Most
micropollutants, whether environmental or phytosayi can accumulate in animal tissues
during stock raising and remain in meat end-praglémt human consumption (Takadd al,
2015). Among the toxic contaminants liable to beiognd in foods, and in particular meat
products, polychlorinated biphenyls (PCBs), polgcbtlibenzop-dioxins (PCDDs),
polychlorodibenzofurans (PCDFs), pesticides andvyaaetals are important to monitor
because these chemicals include many toxic congédhat are especially persistent in the
environment (Darkcet al, 2007 ; Zhenget al, 2013 ; Malischet al, 2014). PCBs were
massively used in industry as insulators until #880s. PCDD/Fs are released in the

environment by industrial and other human actisitiesticides used as crop-control agents
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persist in cereals and other plants consumed byaisj and levels of heavy metals naturally
present in the environment can be increased bystriduactivities or pollution.

Although these micropollutants are generally founttace amounts in animal tissues,
the human health risk they imply cannot be ignorgds therefore important to assess
precisely the risk incurred by consumers. To timd,ghe technological processes the food
undergoes before consumption, in particular cook{rtpri et al, 2005) have to be
considered. Indeed, levels of contaminants canfleetad by cooking, since contaminants
can be released in cooking juices, evaporate, dirbleen down by heat (Abou-Arab, 1999;
Bayenet al, 2005; Rawret al, 2013; Muresamet al, 2015). A wide examination of literature
data regarding the effects of cooking on food npottutants show major discrepancies
between laboratories (Stachet al, 1988; Zabiket al, 1995; Schectest al, 1998; Petroske
et al, 1998; Roseet al, 2001). For instance, Hoet al (2005) reported an approximately
40% cooking-induced decrease of PCBs and PCDD/Bsef (250g chunks) whereas Perello
et al. (2010) found that cooking enhanced PCB concentrain veal steak, loin of pork,
breast and thigh chicken or even steak and rilarobl At least two factors may explain these
inconsistencies. First, cooking conditions couldyva lot between studies but the extent of
these variations is difficult to assess becausekingoprotocols are generally poorly
documented, with no or very few information regagdtemperature monitoring and control.
Second, most of these studies deal with naturallytaominated food matrices. Thus, these
matrices differ significantly not only in micropatiant concentration but also in water and fat
content, that may explain the variability of theokimg effects observed on micropollutants.
Due to these discrepancie® clear conclusion can be drawn regarding thecetiecooking
on micropollutants. Thusthese former studies are not sufficient to fee’# assessment
models which require robust and reproducible data.address this challenging issue, a
realistic, standardized and reproducible cookinghwd must be set up. It is also necessary to
use a homogeneous matrix intentionally and unifgrodntaminated at a known and high
enough concentration to be detected, even aftdimg@¢Northcottet al, 2000). Finally, since
it is expected that micropollutants have differeahaviors during cooking depending on their
physicochemical properties, there is a need to nidiee range of micropollutants
investigated.

To enable a high-throughput assessment of thetefétdacooking on a wide variety of
harmful contaminants in food, multiresidue meth@d&Ms) are particularly suitable (Tang
et al, 2013). Several studies demonstrated the relevahcemprehensive two-dimensional

gas chromatography (GCxGC) in tandem with timelight mass spectrometry (TOF-MS) to
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assay PCBs, PCDD/Fs (Focattal, 2004a; Focaret al, 2005) and pesticides (Engal al,
2013). Some authors have focused on the combirsy @ PCBs and PCDD/Fs (Plancite
al., 2015) or PCBs and pesticides (Van der ke¢eal, 2008), but to our knowledge, no
GCxGC-TOF/MS method had yet been developed fosittelltaneous assay of PCBs, toxic
PCDD/Fs, and organochlorine and organophosphorstices. For heavy metals, a method
was validated by the French National Reference taboy (Chevallieret al, 2015) to
qguantify 31 essential and non-essential trace ei&snia food by inductively coupled plasma
mass spectrometry (ICP-MS).

With the ultimate aim of making a better assessnwntisks due to chemical
contamination of food, we have studied the effeaftscooking on the levels of PCBs,
PCDD/Fs, pesticides and heavy metals in meat. lisrpurpose the first part of this paper
was focused on the set up of a GCxGC-TOF/MS maltree method for the simultaneous
assay of PCBs, PCDD/Fs and pesticides in cookaghgrbeef. In a second part, this method,
together with the ICP-MS method, were used to asses effects of different realistic
cooking intensities on micropollutant levels in taminant-spiked meat. The validity of these
results obtained with spiked meat will be discussedhe light of contaminant levels

measured after cooking in naturally contaminatedtrsamples.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals and standards

Hexane, dichloromethane, acetone, methanol anértelwere organic trace analysis
grade solvents (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fa#avFrance). Activated aluminum oxide
(acidic, Brockmann 1) and diatomaceous earth usethk preparation of Accelerated Solvent
Extraction (ASE) cells were obtained from Sigma+idd. Micropollutant reference
standards were obtained from AccuStandard Europed@xbipp, Switzerland) for the 209
PCBs, the organochlorine and organophosphorus cmkesti and from LGC Stan