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Résumé

Les activités industrielles ont généré, une accumulation des éléments traces métalliques dans les sols
qui, pour certains d'entre eux, sont toxiques pour les organismes biologiques et I'Homme. La gestion
des sites et sols pollués repose sur I'évaluation des expositions a ces éléments. Le retour
d'expérience montre que les voies d'exposition directe et notamment l'ingestion de terre pour les
enfants engendrent les niveaux de risque les plus élevés. Toutefois, la pratique courante du calcul
d'exposition et du risque se fonde sur la concentration totale d'un polluant dans un sol. Il a cependant
été démontré que seule la fraction biodisponible de ce contaminant est susceptible d'induire un effet
toxique. Cette fraction correspond a la dose de contaminant ingérée qui traverse I'épithélium intestinal
et peut étre distribuée aux tissus et organes cibles (Kelley et al., 2002). Ainsi la pratique actuelle tend
a surestimer la dose a laquelle les cibles sont exposées. Divers protocoles in vitro permettant
d'évaluer la biodisponibilité ont été développés ces derniéres années. Ces derniers proposent une
estimation de la fraction de contaminant extraite par les fluides digestifs (fraction bioaccessible). Au vu
des nombreux protocoles publiés, le groupe BARGE (Bioaccessibility Research Group Europe)
fédération d'instituts et de laboratoires impliqués en évaluation de risque a proposé un protocole
unique (Cave et al., 2006). Toutefois, en vue d'une application large et en routine de ce protocole, il
est nécessaire de s'assurer de différents parametres :

- la pertinence des phénomenes simulés par rapport a la physiologie digestive humaine et de la
mesure proposée par un tel protocole ;

- larépétabilité du protocole ;

- la mise a disposition des données aux évaluateurs de risque et le mode d'intégration de telles
données en évaluation de risque ;

Ce travail s'intéresse au premier point mentionné ci-dessus. Une validation du protocole développé
par le groupe BARGE (Bioaccessibility Research Group Europe) est proposée par la mesure et la
corrélation de la bioaccessibilité et la biodisponibilité du plomb contenu dans des sols aux propriétés
physico-chimiques variés et contaminés par deux types d'activité anthropique : miniére et fonderie.

1. Matériels et Méthodes

15 sols en provenance de trois sites ont été échantillonnés. Sur deux sites, des apports anthropiques
de plomb, liés a des activités d’extraction et de traitement de minerais, se superposaient a une
anomalie géochimique. Sur ces sites, les concentrations totales en plomb variaient de 4482 mg.kg™ &
40124 mg.kg™. Les sols du troisiéme site ont été contaminés par des dépdts de particules en
provenance d’une fonderie. Sur ce site, les concentrations de plomb variaient entre 1462 mg.kg™" a
30155 mg.kg™. Pour chaque site, les sols ont été échantillonnés dans des zones représentatives de
divers usages résidentiels : aires de jeux pour enfants, jardins potagers. En outre, des matériaux trés
concentrés correspondant a des déchets de traitement et déposés en superficie de sentiers de
promenade ont également été échantillonnés. Pour chaque sol, un échantillon représentatif a été
obtenu par combinaison de trois points prélevés a la superficie du sol (profondeur d’échantillonnage O-
5 cm). La biodisponibilit¢ du plomb dans les sols a été évaluée sur des porcelets dont les
caractéristiques du systéme digestif sont proches de celui de 'Homme. Pour chaque sol, trois doses
de plomb ont été administrées aux porcelets, a jeun, quotidiennement, pendant 14 jours. Les doses



administrées variaient entre 70 a 8000 ugPb/kgPV/jour. Pour chagque modalité, trois porcelets ont été
utilisés. Ensuite, les porcelets ont été sacrifiés et les concentrations de plomb dans les urines, les
reins, le foie et 'os ont été mesurées par ICP-MS. En paralléle et selon le méme protocole, la
biodisponibilité du plomb issue d’'une forme de référence (totalement soluble), I'acétate de plomb, a
également été déterminée pour une gamme de concentration de 50 a 4000 pgPb/kgPV/jour.
Finalement, la biodisponibilité relative du plomb, pour chaque sol, est mesurée comme étant le ratio
des pentes des courbes dose-réponse obtenues, pour un sol donné et la forme de référence au sein
du méme compartiment. La bioaccessibilité relative du plomb dans les 15 sols a été déterminée en
utilisant le protocole unifi¢ BARGE. Ce test consiste en une extraction séquentielle utilisant des
solutions digestives synthétiques et simulant les processus physiques et chimiques se déroulant dans
la bouche, l'estomac et lintestin gréle. Le test BARGE unifié permet ainsi d'estimer une
bioaccessibilité gastrique et gastro-intestinale. Les mesures de bioaccessibilité ont été réalisées en
utilisant 5 réplicats. Pour valider I'hypothése que la bioaccessibilité relative peut estimer la
biodisponibilité relative une corrélation linéaire a été tracée ; et la pente obtenue devant étre non
significativement différente de 1, et I'ordonnée a I'origine non significativement différente de 0.

2. Résultats et discussions

Les résultats montrent que les quatre compartiments cibles employés dans cette étude peuvent étre
utilisés pour estimer la biodisponibilité relative du plomb, pour chaque sol contaminé. En effet, la
biodisponibilité relative du plomb, pour I'ensemble des sols au sein des quatre compartiments cibles,
varie seulement de 0,7% a 7%. Ainsi, en moyennant les valeurs obtenues dans chaque compartiment,
la biodisponibilité relative du plomb varie de 6% a 78%. Les mesures de bioaccessibilité varient de
10% a 82% pour la phase gastrique et de 9% a 90% pour la phase gastro-intestinale. Les
comparaisons entre les données in vivo et in vitro, ont démontré que la biodisponibilité relative et la
bioaccessibilité relative dans les deux phases du test étaient linéairement corrélées. Les modéles
linéaires suivants ont été obtenus pour chacune des phases :

Phase gastrique : Biodisponibilité relative (%) = 0,9*Bioaccessibilité relative (%) — 2,5 (R2:O,92)

thase gastro-intestinale : Biodisponibilité relative (%) = 0,8*Bioaccessibilité relative (%) — 7,4
(R°=0,84)

Les résultats montrent que les corrélations obtenues sont treés satisfaisantes. Cependant, en dépit de
la corrélation obtenue pour la phase gastro-intestinale et du fait que le plomb est particulierement
absorbé au sein de l'intestin gréle, la bioaccessibilité gastro-intestinale a tendance a moins bien
différencier les sols entre eux comparativement a la bioaccessibilité gastrique et donc a moins bien
estimer la biodisponibilité relative du plomb dans les sols.

3. Conclusions

Cette expérience démontre que la biodisponibilité du plomb dans les sols peut étre inférieure, voire
méme tres nettement inférieure, a la concentration totale du polluant dans le sol. Ceci met en
évidence la nécessité d'aller au-dela de la simple mesure de la concentration totale d’'un élément dans
les sols afin d’en appréhender sa toxicité. D’ou I'importance d’avoir une méthode validée, rapide et
facile pour estimer la biodisponibilité des polluants dans les sols. Ainsi, les résultats de I'étude mettent
en lumiére que la phase gastrique du test in vitro BARGE unifié peut fournir une alternative possible
aux investigations in vivo afin de déterminer la biodisponibilité relative du plomb dans l'optique
d’améliorer I'évaluation des risques.



1. CONTEXTE

Les activités industrielles ont généré, une accumulation des éléments traces métalliques dans
les sols qui, pour certains d'entre eux, sont toxiques pour les organismes biologiques et
'Homme. La gestion des sites et sols pollués repose sur I'évaluation des expositions a ces
éléments. Le retour d'expérience montre que les voies d'exposition directe et notamment
lingestion de terre pour les enfants engendrent les niveaux de risque les plus élevés
(Paustenbach, 2000). Toutefois, la pratique courante du calcul d'exposition et du risque se fonde
sur la concentration totale d'un polluant dans un sol. Il a cependant été démontré que seule la
fraction biodisponible de ce contaminant est susceptible d'induire un effet toxique (Dieter et al.,
1993 ; Casteel et al., 2006). Cette fraction correspond a la dose de contaminant ingérée qui
traverse |'épithélium intestinal et peut étre distribuée aux tissus et organes cibles (Kelley et al.,
2002). Ainsi la pratique actuelle tend a surestimer la dose a laguelle les cibles sont exposées. De
nombreux protocoles in vitro permettant d'évaluer de fagon simplifiée la biodisponibilité ont été
développés ces dernieres années. Ces derniers proposent une estimation de la fraction de
contaminant extraite par les fluides digestifs (fraction bioaccessible) et repose sur le postulat que
la fraction bioaccessible d'un contaminant est I'étape limitante dans le processus de
biodisponibilité. Au vu des nombreux protocoles publiés, le groupe BARGE (Bioaccessibility
Research Group Europe) fédération d'instituts et de laboratoires impliqués en évaluation de
risque a proposé un protocole unique (Cave et al., 2006). Toutefois, en vue d'une application
large et en routine de ce protocole, il est nécessaire de s'assurer de différents paramétres :

- la pertinence des phénomenes simulés par rapport a la physiologie digestive humaine et
de la mesure proposée par un tel protocole ;

- larépétabilité du protocole ;

- la mise a disposition des données aux évaluateurs de risque et le mode d'intégration de
telles données en évaluation de risque ;

Ce travail s'intéresse au premier point mentionné ci-dessus. Une validation du protocole UBM
(Unified BARGE Method) développé par le groupe BARGE est proposée par la mesure et la
corrélation de la bioaccessibilité et la biodisponibilité du plomb contenu dans des sols aux
propriétés physico-chimiques variés et contaminés par deux types d'activité anthropique :
miniere et fonderie.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1) Les sols

Les sites utilisés ont été sélectionnés dans l'optique d’avoir des historiques de contamination
différents et des sols aux propriétés physico-chimiques contrastées. 15 sols en provenance de
trois sites ont été échantillonnés. Sur deux sites, des apports anthropiques de plomb, liés a des
activités d’extraction et de traitement de minerais, se superposaient a une anomalie
géochimique. Sur ces sites, les concentrations totales en plomb variaient de 4482 mg.kg™ a
40124 mg.kg™. Les sols du troisiéme site ont été contaminés par des dépéts de particules en
provenance d’une fonderie. Sur ce site, les concentrations de plomb variaient entre 1462 mg.kg™
a 30155 mg.kg®. Pour chaque site, les sols ont été échantillonnés dans des zones
représentatives de divers usages résidentiels : aires de jeux pour enfants, jardins potagers. En
outre, des matériaux trés concentrés correspondant a des déchets de traitement et déposés en
superficie de sentiers de promenade ont également été échantillonnés. Pour chaque sol, un
échantillon représentatif a été obtenu par combinaison de trois points prélevés a la superficie du
sol (profondeur d’échantillonnage 0-5 cm). Apres réception des échantillons au laboratoire
chaque sol a été mis a sécher en couche mince pendant 72h a température ambiante, puis
homogénéisé par brassage manuel. Chaque sol a ensuite été tamisé sur un tamis de maille
inférieure a 2 mm puis broyé. Enfin, I'échantillon broyé est tamisé a 250 um qui est considérée
comme étant la fraction de sol adhérant aux mains des enfants (Paustenbach, 2000).



2.2) Estimation de la biodisponibilité relative
La biodisponibilité du plomb dans les sols a été évaluée sur des porcelets dont les
caractéristiques du systéme digestif sont proches de celui de 'Homme. Dans le cadre de
I'étude, la biodisponibilité relative a été déterminée. L'objectif de la biodisponibilité relative
est de comparer I'accumulation ou I'excrétion d’'un contaminant ingéré via la matrice sol et
via une forme de référence totalement soluble dans le tractus digestif.
Les porcelets ont été exposés pendant 14 jours a une dose unique de sol ou d'une forme de
référence administrée quotidiennement a 9h, aprés une nuit a jeun, soit 12 heures apres le
dernier repas. Pour exposer les porcelets aux contaminants du sol ou a la forme de
référence, la dose d’exposition est placée au centre d'une « boulette » de nourriture
humidifiée (moins de 4 g) puis donnée a chaque porcelet directement a la main. Pour
chaque sol, trois quantités d’'ingestion ont été utilisées : 0,5, 1 et 2g de sol séché. Les doses
administrées variaient entre 70 a 8000 ugPb/kgPV/jour en fonction de la concentration totale
en plomb dans les sols. Pour la forme de référence, I'acétate de plomb, 5 doses d’exposition
variant de 50 a 4000 pugPb/kgPV/jour on été utilisées. Pour chaque modalité, trois porcelets
ont été utilisés.
Ensuite, les porcelets ont été sacrifiés et les concentrations de plomb dans les urines, les
reins, le foie et I'os ont été mesurées par ICP-MS.
Finalement, la biodisponibilité relative du plomb, pour chaque sol, est mesurée comme étant
le ratio des pentes des courbes dose-réponse obtenues, pour un sol donné et la forme de
référence au sein du méme compartiment cible.

2.3) Estimation de la bioaccessibilité relative

La bioaccessibilité relative du plomb dans les 15 sols a été déterminée en utilisant le
protocole UBM développé par le groupe BARGE. Ce test consiste en une extraction
séquentielle utilisant des solutions digestives synthétiques et simulant les processus
physiques et chimiques se déroulant dans la bouche, I'estomac et lintestin gréle. Les
conditions de ce test sont détaillées sur la figure 1. Le test BARGE unifié permet ainsi
d’estimer une bioaccessibilité gastrique et une gastro-intestinale. Les mesures de
bioaccessibilité ont été réalisées en utilisant 5 réplicats.
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Figure 1 : Schéma récapitulatif du tesin vitro unifi¢ BARGE (UBM)



3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

Pour les 16 sols contaminés, les courbes doses-réponses du plomb dans chacun des
compartiments ont pu étre établies. La figure 2 présente un exemple de courbes dose-
réponse obtenues pour différents sols et la forme de référence dans I'os. Premierement, les
résultats présentés sur cette figure montrent que les courbes dose-réponse sont
significativement ajustées par un modeéle linéaire. Ensuite, les résultats montrent que la
courbe dose-réponse présentant la pente la plus importante est obtenue pour la forme de
référence ('acétate de plomb) alors que pour les sols des valeurs de pente significativement
différentes sont obtenues.

1600
[Pb] pg/g de cendre
d'os
1400
1200 b}l
+ Acetate de plomb
1000 # Soll
Sol4
800 Sol7
[ Sol 14
/'*' = S0l 16
600
SolA
SolG
400
SMR 2710
200 ——®
. Dose ugPb/kgPV/jour

0] 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000

Figure 2 : Exemple de courbes dose-réponse obtenues pour différents sols et pour I'acétate
de plomb dans I'os (moyenne * écart-type, n=3)

Les quatre compartiments cibles employés dans cette étude ont permis d'estimer la
biodisponibilité relative du plomb pour chaque sol contaminé. De plus, les valeurs de
biodisponibilité déterminées a partir de chaque compartiment cible ne sont pas
significativement différentes les unes des autres. Ainsi, en moyennant les valeurs obtenues
dans chaque compartiment, la biodisponibilité relative du plomb varie de 6% a 78%. Les
mesures de bioaccessibilité du plomb varient de 10% a 82% pour la phase gastrique et de
9% a 90% pour la phase gastro-intestinale.
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Figure 3: Corrélation entre la bioaccessibilité gastrique elative (Bioacc rel (%))
déterminée par le testin vitro UBM et la biodisponibilité relative (BR (%)) pour
le plomb. ** indique que r? est hautement significatif (p < 0,01).
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Figure 4: Corrélation entre la bioaccessibilité intestinalerelative (Bioacc rel (%))
déterminée par le testn vitro UBM et la biodisponibilité relative (BR (%)) pour le
plomb. ** indique que r? est hautement significatif (p < 0,01).



Les figures 3 et 4 présentent les résultats des corrélations entre la biodisponibilité relative et la
bioaccessibilité relative pour chacune des phases digestives du test UBM. Premiérement, les
résultats montrent globalement qu'une corrélation hautement significative est obtenue a la fois
pour la phase gastrique et la phase gastro-intestinale (r* = 0,93 et 0,89 ; p <0,01). De plus, la
sélection des sols utilisés pour I'étude, a permis d'obtenir une corrélation pour une gamme de
valeurs tres large et avec une tres bonne répartition des valeurs sur toute la gamme. Ces critéres
permettent d’affirmer qu’une corrélation robuste est obtenue entre bioaccessibilité relative et
biodisponibilité relative.

Ensuite, les résultats montrent que les modeles de prédiction obtenus pour les deux phases
digestives sont quasiment identiques. De plus, les pentes des modeles de prédiction ne sont
pas significativement différentes de 1 (p > 0,05) et les ordonnées a l'origine ne sont pas
significativement différentes de 0 (p > 0,05). Ainsi, en se basant sur ces résultats, les corrélations
obtenues permettent de valider le postulat de base des tests in vitro, c'est-a-dire que la
bioaccessibilité est le facteur limitant de la biodisponibilité.

En s’appuyant sur ces différents criteres d'acceptabilité, I'étude démontre que le test UBM
développé par le groupe BARGE est validé par des données in vivo et donc que les variations de
biodisponibilité du plomb dans les sols peuvent étre estimées par la notion de bioaccessibilité.

4. CONCLUSIONS

Cette expérience démontre que la biodisponibilité du plomb peut étre trés variable d’un sol & un
autre. Ceci met en évidence la nécessité d’aller au-dela de la simple mesure de la concentration
totale d’'un élément dans les sols afin d’en appréhender sa toxicité. D’ou I'importance d’avoir une
méthode validée, rapide et facile pour estimer la biodisponibilité des polluants dans les sols.
Ainsi, les résultats de I'étude mettent en lumiére que les phases gastrique et gastro-intestinale du
test in vitro UBM peuvent fournir une alternative possible aux investigations in vivo afin de
déterminer la biodisponibilité relative du plomb dans l'optigue d'améliorer I'évaluation des
risques.
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