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Introduction

L’environnement peut devenir une source dé danger par le biais de phénomenes naturels,
d’activités économiques (énergie, industrie, agriculture,.. ) et d’activités humaines (habrtations,
lieu de travail,...).

L’eau représente un vecteur important entre ’environnement et I’homme. Elle constitue
le principal véhicule des effluents d’origines diverses (fertilisants, métaux lourds, pesticides), des
microorganismes et des molécules biologiquement actives. Dans la quasi-totalité des pays, des
¢tudes identifient des problémes de la ;a%té liés 4 des contaminations de ’eau. Ces études ne
sont pas nouvelies. En 1855, John Snow avait publié des résultats de son étude novatrice des
causes du choléra a Londres, dans laquelle il Iattribuait 4 ’eau potable contaminée par des eaux
d’égout non traitées- marquant ainsi le début de ["épidémiologie (Emoto, 2002).

Aujourd’hui, la qualité de I’eau est au cceur de Pactualité sociale et médiatique et les
risques véhiculés par ’eau représentent une préoccupation planétaire qu’il s’agisse de risques
aigues ou de risques chroniques avec la probiématique difficile des conséquences pour la santé
humaine des faibles doses répétées de toxiques cumulatifs ou additifs. La situation actuelle est
deja inquiétante, dans I’ensemble du monde, il ya 2,3 millions d’habitants atteints de maladies
liées & I’eau (WHO, 1992). Les maladies hydriques également appelées matadies «de I’eau sale»
sont le résultat de la contamination de I’eau par des ciéchets humains, animaux et chimiques.

Les métaux lourds, sont naturellement présents dans I’eau a des concentrations tres
faibles. Le développement de Iactivité industrielle (exploitations miniéres, industries
métallurgiques et chimiques) et de l’acti;ité agricole (pesticides, engrais) depuis le siécle dernier
a entrainé des apports parfois intensifs de ces €léments qui deviennent des polluants
problématiques pour I'eau (Chatain, 2004). Les métaux peuvent constituer un sérieux probléme
de santé publique du fait de leur grande toxicité et de leur caractére bioaccumulatif En effet, si
certains métaux sont souvent indispensables au métabolisme des étres vivants (oligoéléments),
nombre d’entre eux sont toxiques lorsque leur concentration dépasse un certain seuil. C’est le cas
par exemple du fer, du manganése, du cuivre, du zinc ou du nickel. D’ autres comme le cadmium,
le mercure ou le plomb ne sont pas nécessaires a la vie et peuvent étre préjudiciables (Gardas,
2000).

Avec le cadmium, le plomb fait partie des trois métaux classés comme polluants
prioritaires de I’eau par la Communauté Economique Européenne (CEE) et 1'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS). Une attention toute particuliére est actuellement portée a la

contamination des sources d’eau par ces diux métaux. En cela, ces deux métaux représentent
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des excellents modéles pour I’étude de Pincidence des autres métaux sur la santé et
I’environnement, 1 |

De plus, il apparait aujourd’hui, que les a:nalyses physicochimiques sont insuffisantes

pour caractériser 1’état de cette contamination, car elles ne prennent geénéralement pas en compte

les notions de mélanges, des interactions possibles, de spéciation ou de biodisponibilité des
' métaux lourds dans un milieu complexe comme 1’éau (Sobhi, 1997). 11 est nécessaire donc, de
compléter ces mesures par des données biologiques;permettant d’évaluer I’effet potentiel global
des métaux lourds présents dans 1’eau. |

Cette nouvelle approche suscite 4 I’heure aétuelle bien des recherches qui utilisent des
biomarqueurs comme des outils biologiques performjants pour ¢valuer la toxicité du plomb et du
cadmium au niveau cellulaire et moléculaire notamment & des faibles concentrations. Parmi ces
biomarqueurs, nous allons nous focaliser, dans ce travail sur I"étude des biomarqueurs de stress
oxydant. L’exposition au plomb et au cadmium engendre une perturbation de la balance anti-
prooxydante, dont I'origine est la formation d’especes réactives d’oxygéne (ROS) (Frelon,
2001). L’aptitude de la cellule & gérer-lgs conséquences du stress métallique dépend de leur.
capacité 4 mobiliser ses systémes de défenses antioxydantes (Silvestre, 2005). Dans le ¢cas ot ces
systémes sont dépassés, les ROS s’attaquent aux macromolécules biologiques dans
Penvironnement direct de leur production, et provoquent des dommages lipidiques, une
oxydation des protéines et des atteintes de I’ ADN nucléaire et mitochondriale (Joris, 2005).

Dans ce mémoire, nous nous sommes donc attachés 4 eévaluer dans la premiére partie du
travail, les degrés et les origines éventuelles de la contamination des sources d’eaux de la ville de
Jijel par des métaux lourds ( piomb et cadmium) et & décrire dans la seconde partie les effets de
ces métaux sur les bio marqueurs enzymatiques (la catalase, la superoxyde dismutase) et non
enzymatiques (la péroxydation lipidique, le glutathion total) du stress oxydant mitochondrial et
cytosolique, en utilisant les concentrations environnementales détectées a partir des analyses

physicochimiques, mais aussi d’autres concentrations supérieures & la teneur environnementale

maximale trouvée.
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I —1. Généralités sur ’eau

L’eau, constitue I’une des ressources naturelles « critiques » de la planéte. Leur mise en
valeur et le soin apporté a leur gestion conscrvat('r:oire ont beaucoup contribuer 4 I’épanouissement
des civilisations successives. A contrario, leur dégradation, a pu étre dans le passé une cause de

déclin durable ; elle constitue toujours aujourd’imi une menace importante pour I’avenir de la
terre (Gogenet, 2007).

I-1-1 Les ressources en eau

Vu de I’espace, la terre est une planéte bleue, sa couleur lui vient de ’eau qui occupe deux
tiers de sa surface, seulement 2,5 7 de ces ressources sont constituées d’eaux douces. Sur ces
2,57 les réservoirs disponibles pour 1’étre humain sous forme de fleuves, lacs et réservoirs ne
représentent que 0,26 7 de la totalité de 1’eau douce, ce qui représente environ0, 007 7 de toute
I’eau de la planéte (Wilser, 2004). :

{
1-1-2 Cycle de I’eau
L’hydrosphére et I’atmosphére ont été créées grice au dégazage des métaux en fusion
dans le manteau de la terre. Ce phénoméne a enccf)re lieu aujourd’hui et s’effectue via les volcans
qui expulsent vapeur d’eau et gaz carbonique lors'des éruptions (Averlant et al, 2006). Presque la
méme quantité¢ d’eau que celle présente dans i*hydrosphére serait encore actueilement présente
dans le manteau de la terre. Elle circule entre les dcéans, les continents et I’atmosphére

(figure 1), ce mouvement perpétuel est entretenu par 1’énergie solaire.
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Figure 1 : le cycle de 1'eau (Chatain, 2004),
Au cours de son cycle, I’eau joue un réle prépondérant dans les transferts des matiéres entre les

différents réservoirs, elle peut se charger en comf)osants des sols et des roches méres, ¢lle peut
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également acquérir des sels minéraux en grandes quantités (calcium, magnésium, sulfates...)ou
d’autres composés(fer, manganése,..) ( Audry, 2003). D’autres éléments liés 3 P’activité de

I’homme peuvent étre entrainés (nitrates, nitrites, pesticides, métaux lourds,...) (figure2).

Figure 2 : Les flux des matiéres transitant par le sol (Wilser, 2004).

1-1-3 L’eau dans P’organisme humain |
D’un point de vue biologique, c’est dans I’eau que la vie est apparue et c’est gréce a elle
qu’elle se maintient (Kan et al, 2002). De tous les composants de I'organisme humain, ’eau est

quantitativement le plus important, elle représente 60 a 70/ du poids corporel chez les adultes, ce

qui correspond a quelques 40 litres d’eau (Moss, 1980). Une partie de cette eau se trouve dans le

sang, le reste entre dans la composition des organes (Ross, 1999).

L’eau assure le contact physique des molécules. Elle est aussi le mitieu ol se déroule toutes les
réactions et transmissions entre les cellules sur divers plans (physiologique, chimique,
. électrochimique...). Les cellules absorbent aussi les différents types de rayonnements (lumiére |
visible, ultraviolet, infrarouge,...) dont les résonances entretiennent 1’équilibre de la fonction
vitale des cellules a travers I’eau organique. Ainsi, I’eau, en mémorisant toutes ces données,

permet au cerveau de capter, traiter et transmettre les informations aux cellules pour développer

les programimes d’activités cellulaires (modification d’ADN,...). L’eau est donc un relais !

essentiel et en méme temps un vecteur d’information sur le milieu environnant (Emoto, 2002).
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I-1-4 L’eau et santé publique

La santé humaine est étroitement liée a la qualité d’eau consommée ; comme le disait le
biologiste Renne Kuintone «Notre organisme n’est autre qu’un gigantesque aquarium dans
lequel baignent des milliards de cellules» (Emoto, 2002).

La qualité d’eau de consommation est un facteur déterminant pour le bien étre humain et
son développement. Les agents pathogénes ou polluants transportés dans les eaux de
consommation ont déja provoqué des sérieuses catastrophes sanitaires pour les personnes
obligées dutiliser pour leur consommation ou I’irrigation des eaux contaminées.

Les conséquences peuvent étre gr%n’es, telle ’épidémie de choléra en Amérique du Sud en
199171992 ou encore la contamination par I’arsenic au Bangladesh, I’arsenic qui se trouve dans
les eaux de lixiviation des sédiments s’infiltre dans les nappes d’eau. Plus de 25 7 des 4 millions
de puits tubulaires qui sont la principale source d’eau de boisson ont une teneur dangereuse en
arsenic (> 0.01 mg/l). Prés de 75 millions de personnes sont exposees a [’empoisonnement par
I"arsenic, qui peut provoquer des cancers du sein, des maladies des reins et du foie, des
problémes respiratoires et la mort. Environ 24 millions de personnes ont déja été contaminées
par I"arsenic (Nicolau, 2005),

En début du XXIsiécle, la terre et ses formes de vies diverses et abondantes, notamment
ses 6 milliards d’é&tre humains sont confrontés a une grave crise de la qualité de I’eau
(UNESCO, 2003). Les maladies Hydriques causent, estime-t-on, 12 millions de morts par an, Ia
plupart des victimes sont des enfants vivants dans des pays en développement (UNESCO, 2003).

L’Organisation Mondiale de la Santé( OMS) affirme, avec insistance, que 80 7 des
maladies proviennent de I’eau de bois’an, dont les cancers divers, les maladies mentales, les

hypertensions, les attaques cardiaques, Alzheimer, et les rthumatismes (WHO, 1992).

I-2. La pollution métallique de I’eau

Parmi les différents types de pollution, le probléme posé par la pollution des écosystémes
aquatiques due aux meétaux lourds est tout A fait singulier. Il est lié & la spécificité de la
contamination, souvent multiéléments, et aux caractéristiques physico-chimiques du milieu (pH,
température,...). La pollution de I’eau par les métaux lourds est particuliérement problématique

en raison de leur non biodégradabilité par rapport a la pollution organique et de leur toxicité
(Audry, 2003). |
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I -2-1 Définition d’une eau polluée
L’eau 4 I'état naturel, superficielle ou souterraine, n’est jamais pure ; ¢’est un milieu
vivant qui se charge trés rapidement de divers éléments en contact des milieux qu’elle traverse et
sur lesquelles elle ruisselle. Ces éléments peuvent étre présents dans ’eau sous trois états
(gaz, solide, liquide), possédant un caractére minéral ou organique parfois toxique, et a I’état
particulaire, avoir des dimensions trés varhbles (Zmirou, 2000).
On parle d’une pollution de I’eau lorsque celle-ci renferme des substances dont les teneurs

sont telles que cette eau présente des risques pour la santé (Metiche, 2004).

1-2-2 La pollution des écosystémes aquatiques

A cause du cycle de I’eau, les écosystémes aquatiques sont susceptibles d’étre contarminés
par des pollutions accidentelles ou chroniques ( Audry, 2003).

Un écosystéme est dit pollué lorsque son équilibre a été modifié de fagon durable et
pratiquement irréversible par 1’apport, en quantités trop importantes, soit de substances plus ou
moins toxiques d’origines naturelles ou issues d’activités humaines (engrais, produits
phytosanitaires, nitrates, métaux lourds, pesticides, hormones,...) ou encore d’eau trop chaude.
Ces polluants peuvent entrainer divers types de nuisances : augmenter la mortalité de certaines
espéces animales ou végétales jusqu’a parfois les faire disparaitre, altérer leurs capacités
physiologiques, détériorer la qualité de’ lleau au point de la rendre impropre & certains usages
comme [’alimentation humaine (Moss, 1980).

La Directive Cadre Européenne sur I’eau (DCE2000/CE) étend la définition classique
physico-chimique de la qualité de I’eau 2 une notion globale de I’état écologique des eaux
superficielles et du bon état chimique des eaux souterraines. Elle introduit la conception
relativement nouvelle de «bon état écologique de masse d’eau» comme objectif général commun
en 2015. Cette directive spécifie dans son article 2, définition 35 qu une norme (ou seuil)
de qualité environnementale de I’eau correspond & «la concentration d’un polluant ou d’un
groupe de polluants dans I’eau, les sédiments ou le biota qui ne doit pas €tre dépassée, afin de
protéger la santé humaine et ’environnementy, ceci implique que ce seuil puisse protéger les
organismes pélagiques, les organismes benthiques, les préfc.‘;iateurs et la santé humaine
(Roche et al, 2005). :

Deux notions sont associées dans cg domaine : la pollytion et la contamination (Alloway ,
1995 ; Baize, 1997).
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v
v
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La pollution est définie par Alloway (1995) comme ’introduction par 'homme dans
'environnement de substances ou d’énergies risquant

de mettre en danger la santé humaim’e,

de nuire aux ressources vivantes et aux écosystémes,

de porter atteinte aux structures et a la préservation de Penvironnement,

ou d’interférer avec les usages légitimes de P’environnement.

Cette notion est fortement associée a celle de la toxicite.

v
v

La contamination ou les apports anthropiques ne semblent pas provoquer des effets
manifestants nuisibles sur I’environnement, mais provoque :
un accroissement des teneurs suite aux activités humaines (Crine, 1993),

un accroissement des risques-(Crosnier, 1999).

I-2-3 origines des polluants du milieu aguatique

En rejetant des effluents contaminés dans le milieu aquatique, les activités humaines

industrielles, agricoles ou urbaines polluent les eaux. On peut distinguer trois grandes familles de

pollutions, la pollution physique, chimiqut et biologique (tableau 1).
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Tableau 1 : Origines et natures de différentes sources de pollution du milieu aquatique
- §( Nicolau, 2005).

Types de Natures Origines
pollution
Physiqué Rejets d’eau chaude Centrales thermiques, nucléaires
Matiéres en suspension Rejets urbains, érosion des sols
Chimique Matiéres organiques Effluents  domestiques, agricoles,
| agroalimentaires
Fertilisants (nitrates, phosphatesj Agriculture, lessives
Métaux (Pb, Cd, Hg, Al, As) Industrie, agriculture, déchets
Pesticides (insecticides, herbicides, || Industrie, agriculture
fongicides)
Organochlorés (BCP, gplvants) Industrie
Composés organiques de synthése Industrie
Détergents Effluents domestiques
Hydroéarbwes Industrie pétroliére, transports
Biologique Bactéries, virus, champignons

Effluents urbains, agricoles

Le déversement dans le milieu aquatique d’effluents contaminés n’est pas la seule source

de pollution des eaux de surfaces ou souterraines. En effet, Peau de pluie permet aux polluants

rejetés dans I’atmosphére de retomber sur les sols et lessive les zones polluées par ruissellement

et/ou infiltration. Ces xénobiotiques peuvent rejoindre le milieu aquatique (Biney et al, 2001).

I-2-4 La pollution métallique de ’eau

Les métaux lourds sont présents généralement en quantité trés faible (a I’état de trace)
dans la crofite terrestre. Leur présence-dans les eaux naturelles résulte de processus naturels

(¢rosion et altération, émission volcaniques, diffusion d’aérosols 4 partir des sols et de 1’eau

de mer) et de "activité humaine (industrie, agriculture, urbanisation, exploitation miniére ). Cette

derniére est awjourd’hui considérée comme la principale source de contamination des eaux par

les métaux lourds.

De grandes quantités de métaux sont rejetées par I’homme dans 1’environnement.
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La plupart de ces métaux sont toxiques pour les 8tres vivants et, directement ou indirectement
pour les populations humaines. Des concentrations de l'ordre de nanogrammes ou de
microgramme de ces métaux, sont suffisantes pour provoquer des effets biclogiques toxiques sur
les organismes ou rendre 1’eau impropre a la consommation (Chassin et al, 1996 ; Cuita, 2003).

L’industrie a souvent privilégié les sites & proximité des fleuves pour trois raisons : pour le
transport de matiéres premiéres, pour l’alimentation en eau, qui permet de refroidir les
installations, et pour les possibilités de rejets des effluents industriels. Pendant des dizaines
d’années les fleuves ont hérités des rejets industriels et des eaux résiduaires, déchets liquides
résultant de I’extraction ou de la transformation de matiéres premiéres, et de toutes formes
d’activités de production (Miquel, 2001).

L’eau est un élément particuliérement important pour les polluants en générale et les
métaux lourds en particulier, car ’eau vd entrainer des réactions liées a I’acidité, I’alcalinité, la
température, ’oxygene,...etc. Les milieux aquatiques sont trés sensibles aux métaux lourds par
I’existence de deux phénomenes de bioaccumulation et de biomagnification, les métaux lourds se

concentrent au fur et 4 mesure des absorptions dans la chaine alimentaire (Beliefert et al, 2001).

T-3. Lois, réglementations et normes

Selon I’'OMS, une eau de boisson saine ne présente aucun risque notable pour la santé
d’une personne qui la consommerait sur toute sa vie, compte tenu des variations de sensibilité
éventuelles entre les différents stades de la vie. Les plus ‘exposés aux risques de maladies
véhiculées par ’eau sont les nourrissons et les jeunes enfants, les personnes affaiblies ou vivant
dans des mauvaises conditions d’hygiéne et les personnes dgées (OMS, 2004). En Algérie, la loi
relative & I’eau a pour objet la protection des systémes aquatiques et des milieux hydriques
contre toute forme de pollution susce’ptible d'altérer la qualit¢ des eaux et de nuire 4 leurs
différents usages. Selon cette loi, les rejefs d'effluents, les déversements ou les dépéts de
matiéres de toute nature risquant de nuire
— ala capacité de régénération naturelle des eaux ;

— aux exigences de l'utilisation des eaux ;

— 4 ]a santé et la salubrité publiques ;

—- 4 la protection des écosystémes aquatiques ;
— & |'écoulement normal des eaux ;

— aux activités de loisirs nautiques

10
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sont interdits ( Journal Officiel de la Re’];u!ﬂique Algérienne, 2005) .

L’eau de boisson contient une grande variété de contaminants microbiens et chimiques
susceptibles de provoquer des effets préjudiciables pbur la santé humaine (Mecum, 1999),
I1 convient en théorie de surveiller une infinité de paramétres et de disposer d’une infinité de
seuils normatifs, ce qui, d’un point pratique, n’est pas envisageable (Ross, 1999). Dans 1’eau
brute comme dans 'eau distribuée aux consommateurs, la détection de ces constituants est
souvent lente, complexe et coliteuse, ce qui limite la possibilité d’alerte précoce et I’accessibilité
économique. Par conséquent chaque pays détermine un nombre de paramétres a surveiller
permettant de garantir I’absence d’effets résiduels pour la santé liés 4 la consommation de 1’eau.
Un contrdle efficace de I’eau de boisson s’appuie sur une législation, des normes et des codes
appropries et sur leurs applications. La nature et la forme de ces normes peuvent varier
d’un pays ou d’une région a ’autre (Mecum, 1999). La formulation précise de la législation de
chaque pays dépendra de considérations nationales, constitutionnelles et d’autres. Il n’existe pas

d’approche unique, universellement apphlcable malgré la tendance actuelle a la standardisation

des normes notamment dans les pays industrialisés (Ross, 1999).

I -3-1 Normes de la qualité de ’eau potable

Ce sont des normes qui visent 2 s assurer que I’eau de boisson est exempte de
microorganismes pathogénes et que les composés chimiques toxiques susceptibles d’étre
présents dans I’eau se maintiennent a des concentrations qui ne présentent pas des risques pour la
sante publique ; c’est la garantie d’une eau de qualité (Smets, 2005).

Les normes s’appuient, en général sur les études scientifiques et sur les travaux médicaux
montrant 1a dangerosité d’un produit et établissant sa dose maximale admissible (DMA), c’est-a-
dire la quantité du produit qu’un individu peut absorber sans danger quotidiennement tout au
long de sa vie. Par sécurité, la valeur de la norme sera largement inférieure & cette dose, afin
d’éviter le développement de pathologies inalgré le dépassement de seuil. Dans ce cas la norme a
valeur de « Sonnette d’alarme », bien qu’elle soit dépassée, il n’y a pas de danger immédiat et les

autorités sanitaires ont le temps de prendre des mesures pour éviter tout probléme (OMS, 2004).

I-3-2 Les valeyrs guides de I’OMS

Au niveau international, c’est ’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) crée en 1948

qui est chargée non pas de préparer des normes sur ’eau potable, mais des valeurs guides A partir

1]
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. . | .
desquelles les différents pays peuvent élaborer leurs propres recommandations ou normes de

qualité de I’eau potable. Il ne s’agit pas a proprement parler de normes parce I’OMS s’adresse &
I’ensemble des pays développés ou en voie de dévéloppement ol les conditions de vie sont trés
variables (Ross, 1999).

Dans son volume 1, intitulé Directives de qualité pour I’eau de boisson (1994), 'OMS
présente les recommandations concernant ’eau potable qui ont été préparées par plusieures
institutions et plus de 200 experts provenant de prés.de 40 pays. Ces experts se sont basés sur de
nombreuses études épidémiologiques, des études de risques, des études toxicologiques et divers

bilans pour recommander ces valeurs (Smets, 2005).

|
I-3-4 La qualité chimique de l’t;aiu de boisson

Les préoccupations sanitaires associées aux[ constituants chimiques de 1’eau de boisson
sont de nature différentes de celles suscitées par la contamination microbienne et résulte
principalement de la capacité de ces constituants chi_;niques a provoquer des effets nocifs pour la
santé 3 I’issue de durée d’exposition prolongée. I:)es valeurs guides ont été établis pour de

nombreux constituants chimiques de 1’eau de boisson y compris les métaux lourds (Tableau 2).

Tableau 2 : Valeurs guides des métatix lourds (OMS, 2004).

Constituants Recommandatioﬁs OMS
chimiques

As 10ug/l

Cd 3.0ug/] |

Cr 50 ug A (chrome flotal)
Cu 2,0 mg/l |

Hg 1,0 ug /1 :

Ni 20ug /i

Pb 10ug/l

Se || 10ug/l

Zn || Smg/1

12




Chapitre I : LES METAUX LOURDS DANS L'EAU

Le dépassement d’une valeur guide n’entraine pas nécessairement un risque important pour
la santé. Par conséquent, les déviations par rapport aux valeurs, que soit 4 court terme ou a long
terme, n’implique pas nécessairement que 1’eau soit impropre & la consommation. La valeur et la
duréé que peut atteindre ce dépassement sans nuire a la santé publique dépendent de la substance
particuliére en cause. Néanmoins tout dépassement doit étre un signal indiquant la nécessité au
minimum, d’étudier sa cause en vue de prendre, si ¢’est nécessaire, des mesures

correctives, et de solliciter 1°avis et les conseils de ’autorité responsable de la santé publique
(OMS, 2004). -k

I —4. Généralités sur les métaux lourds

L’histoire des métaux lourds n’a pas été écrite. Et pourtant, ils paraissent étroitement lids
a la civilisation ; L’or, I’argent et le cuivre ont permit de fabriquer les premiéres pic¢ces de
monnaie. Sans métaux lourds, il n’y aurait pas eu de distribution d’eau potable 4 Rome par les
canalisations en plomb, ni peintures, car les peintures anciennes ont résisté au temps grace aux
métaux incorporés aux pigments, ni vitraux dans les cathédrales, ni miroirs, ni étames d’un
amalgame d’étain et de mercure...!’homme a utilisé les métaux lourds et continue 4 les utiliser.
Parfois avec €XcEs, souvent avec inconscience ou pire, en toute conscience.
Si les métaux lourds ont fait la civilisation moderne, ils peuvent aussi la défaire, car ces
métaux lourds sont aussi des toxiques puissants (Joris, 2005).
- ‘1
I —4-:1 Définitions et caractéristiques
!

'

. Le terme «métaux lourds» a une définition assez large. Actuellement, ce terme désigne
les métaux ayant une toxicité pour I’environnement. Auparavant la classification des éléments
sous le terme de «métal lourd» se faisait essentiellement selon un critére de densité qui a lui aussi
évolué. En effet, la densité minimale pour laquelle un métal était qualifié de lourd &tait de 4, puis
le chimiste Laped & passer 4 5g/ cm® en 1964 (Le floche, 2004). En suite ce terme de «métaux
lourds» est pass¢ dans le langage courant et a été utilisé pour qualifier les éléments de densité
supérieure a 5g/ cm®, de numéro atomique €levé en général supérieur 4 celui de Sodium (Z=1 1),
et ayant une toxicologie reconnue (Pearson, 1963 ; Jeannot et al, 2001 ; Le floche, 2004).
Cependant I’appellation «métaux lourds» est relativement floue (Gadd, 1992), et pour
différentes raisons, la plupart des scientifiques préferent a I’appellation «métaux lourds»

Pappellation «éléments traces métalliques» ETM ou par extension «éléments tracesy.

|
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La terminologie des « métaux lourds» est souvent employée pour désigner un groupe de 65
micropolluants minéraux, de densité supérieur 4 Sg/ ¢m’® et pouvant former des sulfures
(Adriano, 1986 ; Bourrelier et al, 1998). L’arsenic (métalloide) et sélénium (élément non
métallique) sont ainsi souvent classés abusivement dans cette catégorie (Brown et al, 1979), en
plus certains métaux toxiques ne sont paslpaniculiéfement «lourds» (par exemple le zinc), tandis
que certains éléments toxiques ne sont pas des métaux (c’est le cas de I’arsenic) (Chiffolean,
2001 ; Miquel, 2001 ; Panfili, 2004 ; Bumol et al, 2006). L’expression «Eléments en Traces
Métalliques» (ETM) paru étre donc un bon compromis pour définir 4 la fois des éléments
meétalliques indispensables, des métaux non indispensables et des éléments non métalliques
( Nieboer et al , 1980 ; Bourrelier et al, 1998). Par la suite, nous emploierons ; par souci de
simplification ; le terme générique «métaux lourds», pour designer les éléments métalliques
faisant I’objet de notre étude (le plomb et le cadmium).

- Les métaux lourds sont des corps simples,: solides 4 température ambiante (hormis le
mercure), doués d’un éclat particulier (éclat métallique) bons conducteurs de la chaleur et de’
Pélectricité, ayant des caractéristiques de dureté et de malléabilité, se combinant aisément avec
d’autres éléments pour former des alliages. Ils sont abondamment utilisés par I’homme depuis
I"antiquité, d’abord pour sa vie, puis son confort et ses loisits (Pearson, 1963 ; Chiffoleau,
2001 ; Chatain, 2004 ; Casas, 2005). . 3

Les métaux lourds sont présents dans tous les compartiments de Penvironnement, mais en
général en quantité trés faible (en concentration inférieure 4 1 “en moyenne) ; ils ne représentent
que 0,6 Z du total des constituants minéraux de la crofite terrestre, alors que les éléments majeurs
interviennent pour 99 ; 4 % ( Martignon, 2007).

Depuis des siécles, les teneurs en métaux dans le milieu naturel ont peu varié, mais avec
’avénement de P’ére industriel, les activités humaines sont devenues une nouvelle source
d’émission des métaux lourds (Pagotto, 1999 ) les cc;)ncentrant dans Iair (Nriagu, 1989), I’eau et
les sols ( Alloway, 1995 ; Baize, 1997) et représentént des risques de contaminations de la faune
et la flore (Panfili, 2004).

A la différence de la grande majorité des polluants organiqueés, les métaux lourds ne sont
pas synthétisés par I’homme (Coquery et al, 2004). H les a extraits, raffinés, enrichis et convertis
en formes chimiques qui peuvent souvent se montrer plus solubles que les formes naturelles. Par
intermédiaire de I'air, des déchets mdhagéres et industriels, des déjections animales et des
engrais, notre environnement s’est enrichi d’une série de métaux lourds qui ne possédent plus

leur stabilité originelle (Verloo, 2003). La surexploitation des métaux a augmenter exagérément
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leur dissémination et leur distribution dans les écosysttmes qui n’y sont pas exposés
naturellement. Les espéces qui ne sont gas adapté;es de vivre en présence de concentrations
¢levées en métaux peuvent ainsi étre mises en dangc:lr {Coquery et al, 2004).

La toxicité des métaux lourds dépend de leurs teneufrs dans le milieu, mais aussi de leurs formes
chimiques (épéciation), qui sont elle-méme cond:itionnée par les caractéristiques physico-
chimiques et minéralogiques du milieu. En effet c’est la spéciation qui gouverne la mobilité et la
biodisponibilité d*un élément (Le goff, 2004 ). '

En plus de leur grande toxicité, les métaux sont susceptibles d’entrainer des nuisances
méme s’ils sont rejetés en quantités trés faibles a cause de I’existence de phénomeéne de
bioaccumulation (Picot, 2003). La bioaccumulatibn est le processus d’assimilation et de
concentration des métaux dans les organismes. Celui-ci se déroule en trois temps (Nicolau,
2005):

» Assimilation ,
> La'bicaccumulation par individu,

|
|
|

> La bicaccumulation entre individus (ckaine trophique).

1-4-2 Réle biologique

Au niveau biologique, les métaux lourds peuvent étre repartis selon deux grandes
catégories. La premiére réunit tous les éléments présents a 1’état de traces, mais indispensables a
la vie des organismes vivants (microorganismes, pla;ntes, animaux, et humains) (Pagotto, 1999).
Le chrome par exemple potentialise ’action de l’insilline, diminue le stockage des graisses dans
Forganisme, indispensable au métabolisme des glucides,. intervient dans le métabolisme
lipidique et réduit le taux de cholestérol sanguin. Le cuivre est un puissant anti-inflammatoire,
intervient avec le fer dans la formation des globules irouges et stimule les défenses immunitaires
(Corralés, 1987). Le zinc qui est considéré comme !le minéral le plus important en raison de la
multiplicité de ses rdles, est un anti-infectieux, anti-oxydant et facteur anti-vieillissement, régule
le taux de sucre dans le sang, participe a la respiration cellulaire et la formation des membranes
cellulaires, régularise 1’activité hormofide et le systéme nerveux central, indispensable 2 la
croissance des cellules, co-facteur enzymatique, stimule la reproduction,...etc. (Joyce, 2002).

Si ces éléments sont en trop faibles concentéations dans le milieu, des phénoménes de
carence peuvent s’observer chez les organismes vi\frants. Ainsi, un manque de fer peut étre a

lorigine d’une diminution du développement phytopianctonjque (Nicolau, 2005), les rats

1

|
1
|
|
i
1
|
'
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déficients en cuivre développent des anémies (Toulan, 2004), chez I’homme, les carences en ces
¢léments peuvent entrainer des désordres métaboliques ayant des conséquences plus ou moins
graves (l¢sions de la peau, perte de golit, problémes cardiovasculaires, anémies, anomalies
congénitales,...) (Fischer et al, 2001).

En revanche, des teneurs trop élevées, peuvent avoir P’effet inverse et rendre ces éléments
toxiques (Nicolau, 2005). Ainsi, il a été démontré que la présence anormale de cuivre dans ’eau
de boisson peut entrainer des altérations du foie pouvant aller jusqu’au développement d’une
cirrhose chez les jeunes enfants (Toulan, 2004). La toxicité de ces éléments due essentiellement
aleur assimilatioﬁ par ’organisme qui neles élimine pas (Pagotto, 1999; Joyce, 2002).

Ces €léments sont communément rassemblés sous le terme «d’oli go-éléments essentiels». On
distingue dans cette catégorie les éléments suivants : Cu, Zn, Co, Fe, Ni, V, Mo, Se, Sn, Si, Cret
As (Olivier, 2001 ; Casas, 2005).

La deuxiéme catégorie regroupe, tous les éléments inutiles a la vie des organismes vivants
(Nicolau, 2005) et qui n’ont aucun réle biologique actuellement connu (Olivier, 2001),

a 'exception de 1’exemple d’une anhydrase carbonique 4 cadmium récemment caractérisée chez
une diatomée marine (Joris, 2005). Ils sont considérés comme toxique dés qu’ils sont dans le
milieu et entrainent des effets biologiques délétéres a trés faibles concentrations. Cest le cas de
Hg, Ag, Cd et Pb. Les étres vivants doivent donc mettre en ceuvre des processus qui permettent

de limiter I’accumulation des ces métaux ou les stocker sous forme non toxique {(Pagotto, 1999).

I-5. Sources des métaux dans lfenvirbnnement aquatique
I -5-1 Sources naturelles 1

Les métaux sont des éléments lourds concentrés dans le magma granitique. Depuis la
formation de la terre, ils suivent un cycle géochimique qui conduit & une distribution hétérogéne
de leurs concentrations a la surface du globe (Blanquet et al, 2004). Les métaux lourds présents
dans les roches, se concentrent au cours de la pédogenése dans certains horizons particuliérement
autour des massifs granitiques et constituent des stockes appelés fonds pédo-géochimique, qui
préexistent dans le profil avant toute intervention humaine (Gardas, 2000). La concentration de
ces métaux dépend, aussi bien de la teneur de la roche originelle (tableau 3) que des processus
intervenus lors des périodes géologiques de formation de sol. De plus, ces processus sont
influencés par le pH, le statut redox de sol, de la qualité de la matiére organique, d’argile,

d’hydroxyde et de carbonate ( Brugneaux et al, 2004 ; Elbaz et al, 2005).

t'l
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Tableau 3 : Teneurs de quelques éléments contenus dans les principaux compartiments
solides terrestres (en mg/kg_) (Panfili, 2004).

Croflite Roches Roches sédinientaires Evapo
terrestre volcaniques (1), (2) ! -rites
;@ (1)) Calcaireé Gl_rés Argiles )
As | 15 0,04-0,1 o 1! 13(900) |-
Cd | 0,1 0,09-1,3 0,028 0,05 0,22(240) | -
Cr | 100 4-2980 11 3.% 90(500) 10,6
Cu |50 13-90 55 |30 39(300) | -
Hg | 0,05 0,004-0,08 0,16 0,29 0,18 0,9
Pb | 14 3-24 5,7 l(;‘l 23(400) 0,6
Zn |75 52-100 - £} 20 3(? 120(1000) | 2

(1) : Alloway (1995) ; (2) : Mathlesse (1984), (3) : Baize (1997)
Les valeurs entre parenthéses représentent les plus fortes afnomalies géologiques mesurées
Le fond pédo-géochimique est donc par déﬁnjtior:1 «la teneur naturelle ou originelle en
] .
mectaux dans un sol en absence de tout processus d’apports ou d’exportation vers ou hors d’un
]
site considéré» (Bourrelier et al, 1998). Cependant, en entend par« anomalie géochimique» une
concentration naturelle en un métal (ou plusieurs) dans les roches, les sols ou les sédiments, qui
est trés significativement supérieure aux concentt:ations naturelles communes pour
environnement lithologique et pédologique proche. Selon les métaux, les réserves les plus
importantes se trouvent dans les roches et/ou les sédimentsl océaniques (Laperche et al, 2004).
I-5-2 Sources anthropogéniques '
Le volume de métaux du globe n’a pas été changé par I’activité humaine (il n’y a ni

création, ni suppression). L’activité humaine modifie juste le cycle suivant deux modes :

|
v En augmentant la quantité d’¢léments mobilisés dans le cycle

v En changeant la répartition des métaux et les formes chimiques (ou spéciation), ce qui rend

ces derniers plus réactifs et donc, potentiellement plus ‘oniques ( Nicolau, 2005).

]
|
I
i
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I-521 Origine industrielle

Les concentrations en métaux lourds mesurées dans la pédosphére, I’atmosphére et la
biosphére sont liées pour 1’essentielle & des émissions d’origine industrielle (Desjardin, 2002).
Par ailleurs, la fonte des minerais issus des activités miniéres, la combustion des énergies
fossiles, la manufacture industrielle des produits multiples et varies (colorants des matiéres
plastiques, peintures, anticorrosives, produits médicaux, pharmaceutiques et cosmétiques, pneus
de voitures, batteries, huile de moteur, revétement des appareils ménagers, papiers, piles,
encres,...etc.) introduisent des métaux dans I’atmosphére, métaux qui vont ensuite étre introduits
dans les eaux de surfaces et les sols vid ks précipitations (Blanguet et al; 2004). I a été estimé
que 85 7 du Cadmium, 417 du Nickel et 66 % du Zinc atmosphérique avaient pour origine des

apports anthropiques (Nriagu, 1989).

I-5-2-2 Origine agricole

Les pratiques agricoles ont pour objectif de permettre une production quantitativement et
qualitativemnent optimale. Les plantes comme les animaux nécessitent des soins, tant pour croitre,
que pour ce bien porter. Cela implique Iutilisation de produits adéquats: produits
phytosanitaires, médicaments vétérinaires,...etc. L’usage de tels produits peut entrainer
effectivement ’existence dans 1I’environnement des résidus potentiellement dangereux dont les
métaux lourds (Rico, 2000).

L’épandage de boues des stations d’épurations sur les parcelles agricoles, les dépbts
atmosphériques, les fertilisations organiqfes et min€rales, essentiellement les engrais phosphatés
qui contiennent des teneurs significatives en Cadmium (Levassour et al, 2001), et les pesticides
dont notamment les herbicides et les insecticides seraient responsables de I’accumulation des
métaux lourds dans les couches superficielles des sols (Meeus et al, 1989 ; Nicholson et al,
1998 ; Boucheseiche et al ; 2002).

Les transferts vers les milieux aquatiques de ces métaux sont encore mal connus et leur
contribution a la pollution des eaux n’est pas évaluée, certains experts estiment qu’a long terme
30 470 %~ de métaux lourds apportés aux sols seraient exportés par ruissellement et érosion vers

les eaux de surfaces. Les voies de transferts latéraux (ruissellement superficiel et hypodermique)

constituent quant a elles une source de pollution diffuse non négligeable ( Thévenot et al, 2007).




Chapitre 1 : LES METAUX LOURDS DANS L'EAU

I-523 Origine domestique et urbaine

Au sein des zones urbaines, on dénombre urie quantité importante de sources de métaux
lourds. Les ordures ménagéres accumulées dans les c;lécharges sauvages Oou non mises a la norme
constituent une source non négligeable en métauxl'lourds. Ils proviennent essentiellement des
piles, les batteries, les vieilles carrosseries, les produits chimiques divers et autres métaux
abandonnés sur les décharges (N’ladon,2P05). Le cas se produit avec les eaux usées issues des
égouts des ménages et des effluents industriels qui libérent également des lixiviats riches en

métaux lourds. Une partie substantielle de ces métaux peut alors étre transférée a la nappe et aux

rivieres lors des événements pluvieux (Vincent et al, 2004).

I.-5:2-4 Origine routiére

L’imperméabilité des surfaces (routes, toits, parkings,..) produit une forte quantité d’eau
chargée en produits polluants divers dont notamment les métaux lourds. Les risques de pollution
apparaissent A la construction des réseaux routiers puis durant leur exploitation. Le tableau 4

présente une estimation des émissions polluantes en milieu routier (Pagotto, 1999).

Tableau 4 : Estimation des émissions polluantes (en mg/kg/an) (Pagotto, 1999).

Véhicule = : infrastructure entretien
Pneumatique || Garnitures || Echappement || Chausse || Glissiere |[ Sels de
De freins ! déglacage
Chrome 0,2 18,4 1,5 43 - -
Plomb 2,6 438 72,27 0,01 2,0 8.5
Zinc 3798 2462 486 1,5 978 1,3
Cuivre 0,7 16080 19,9 . 1,4 0,2 3,4
Cadmium || 0,9 0,3 0,04 0,002 0,2 0,6
i
3 |
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I-5-3 Le passage des métaux lourds dans I’environnement aquatique

Les gisements de métaux lourds, enfouis dans les roches, deviennent accessibles et

contaminants & maintes occasions : .1

I -5-3-1 Altération géologique

L’érosion des sols et des roches porteuses de métaux apparait quand les processus
d’¢roston par le vent, de lessivage par la pluie, de décomposition de la matiére organique et
d’érosion par les eaux courantes détachent et transportent les particules de sol (Biger, 1996).
Cette érosion dépend de la force d’¢énergie de ces processus (érositivité) et de la capacité du sol a
leur résister (érodibilité). Ces deux aspects de 1I’érosion (érositivité et érodibilité) impliquent
certains processus d’interactions chimiques, biologiques et mécaniques opérent & différentes

échelles (Forstner et al, 1979 ).

1532 L’exploitation et utilisation

Les activités miniéres participent f I'introduction indirecte de métaux dans les systémes
aquatiques. Ces activités affectent des zones relativement réduites ; par contre, ce sont les dépots
de résidus miniers qui sont les principales sources de libération de métaux. En effet, la mise en
contact de roches sulfurées avec les eaux météoroiogiﬁ;ues et 'oxygéne de Pair provoque
Ialtération rapide des sulfures et la mise en solution des métaux associés (Drever, 1988). Quand
ces produits d’altération atteignent les riviéres (par transport du au ruissellement
principalement), une large dispersion métallique, a la fois en solution et (aprés adsorption) sous
forme particulaire peut intervenir. L’érosion mécanique des terrils miniers peut également
aboutir & I’introduction de
métaux particulaires dans les eaux de rividres. Ces métaux en fonction de 1’efficacité du
recyclage naturel, peuvent étre retrouvés 3 des distances considérables (plusieurs centaines de

Km}) de la source d’émission, provoquant ainsi une pollution diffuse des sols, des sous-sols et des
sédiments (Salomons, 1995).

& |
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I-53-3 Les prélevements d’eau

En puisant dans des nappes phréatiques de plus en plus profondes, on peut tomber sur une
nappe contaminée par une roche trés chargée en métaux lourds (Blanquet et al, 2004). Cette
source de mobilisation des métaux d’origine géologique est la moins connue, mais aujourd’hui

I'une les plus fréquentes, c’est peut étre la raison de la concentration accrue d’arsenic au
Bangladesh (Nicolau, 2005). 1

I -5-3-4 Retombées atmosphériques

Les aérosols ont été identifiés comme les vecteurs principaux des apports de métaux
lourds aux eaux naturelles par P’atmosphére (Nriagu, 1989 ; Elbaz et al, 2005). Les principales
sources des métaux lourds dans les aérosols atmosphériques proviennent des particules éoliennes
arrachées aux sols, des volcans (800 a 14000 tonnes de Cd , 18000 a 27000 tonnes de Cu, 3200 a
4200 tonnes de Pb et 1000 tonnes de Hg), des embruns marins et des incendies des forets
(Miquel, 2001).

Des études ont également montré que la matiére organique particulaire était la
composante majoritaire des aérosols issus de zones non urbanisées, et que cette source biogéne

pouvait représenter entre 30 et 50 / des métaux présents dans les aérosols (Nriagu, 1989). Ainsi,

la quantité de métaux apportée par I’atmoldphére dépend de facteurs géographiques (zones isolées

ou urbaines), climatiques mais aussi anthropiques (activités rurales et/ou industrielles)

(Audry, 2003).

I -5-3-4 Excrétions animales et humaines

Les métaux lourds sont présents dans les aliments animaux et humains, particuliérement
le zinc 4 relativement forte concentration. Ces métaux, concentrés dans les excrétions, finissent

généralement leur parcours dans I’environnement aquatique (Forstner et al, 1979).

1 -5-4 Cycle géochimique de métaux lourds dans ’environnement

Une fois en circulation, les métaux lourds se distribuent dans tous les compartiments de la
biosphére : terre, air et océans. Les échanges sont permanents et se chiffrent par milliers ou

centaines de milliers de tonnes. Les flux dorigine naturels sont complétés par les flux d’origine
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anthropiques (Miquel, 2001). De maniére simplifiée, le cycle des métaux lourds suit trois étapes :

émission, transport et dépét (figure 3).

 Preutaimn
clobae

7 Concerimions NEF,
b, A0sprdnguns iy

Echanpes
qamw

Figure 3 : Cycle géochlmlque smp];ﬂé des métaux lourds (Mlque], 2001)

Les métaux lourds sont des éléments abondants sur la surface de la terre, les gisements
naturels, comme le pétrole et le charbon, entrainent la mobilisation des métaux au cours de leur
exploitation. Les activités humaines produisent de 'leur part ces éléments de corps purs,
d’alliages, de poussiéres,...les métaux sont transférés dans 1’atmosphére essenticllement sous
forme de particules fines. Ces particules s*ajoutent a celles produites par les processus naturels
(érosion, éolienne, volcanisme et production d’liérosols marins). Par ailleurs, les fumées de
volcan, d’usine et d’échappement des moteurs thermiques entrainent des émissions de métaux a
F"état de gaz. Ces émissions & haute température se refroidissent dans I'atmosphére et les métaux
se condensent en trés fines particules.

Au cours de leur cycle dans ’atmosphére, les métaux subissent des transformations

physico-chimiques causées par différentes interactions :

» Interactions avec la lumiére (réactions photochiimiql_les).

> Interactions avec des espéces gazeuses (réactions acide base et d’oxydoréduction),

> Interactions avec 1’eau (dissolution de 1’aérosol dans la phase aqueuse) (Desbceuf, 2004).
Enfin, le dépdt peut étre qualifié de se¢ (du a la gravitation) ou humide (issu de

Pinteraction entre ’eau et les métaux en particules: généralement lors d’épisodes pluvieux).

Ainsi, on retrouve les métaux associés aux dépdts dans les plantes (bioaccumulation), dans les
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sols et dans les systémes aquatiques (Veschambre, 2006). Le destin final de métaux lourds
dépendra de I’équilibre entre les phénorr’légles d’adsérption/précipitation sur les particules du sol,
lixiviation dans les nappes phréatiques et d’absorption par les plantes. De plus, tous ces
processus sont influencés par le pH, le statut redox du sol, de la qualité de la matiére organique,
d’argile, d’hydroxyde de carbonate,... (Alloway et al, 1999).

Au cours de son cycle, les temps de résidence de métaux lourds dans ’eau sont trés
variables selon les éléments (10 ans a 1 million d’années). Pour les métaux les plus influencés

par Pactivité humaine (Cu, Zn, Cd, Pb, Ni, Cr), les temps de résidences sont de ’ordre de 102
ans (Desbceuf, 2004).

I -6. Principales propriétés physico-chimiques des métaux lourds

1-6-1 La solubilité

La solubilité est la quantité maximale dissoute d’un composé dans un litre de solution a
une température donnée. Elle est inﬂuer;cée outre la température, principalement par le pH, mais
aussi par la pression, la fraction molaire de chaque composé dans le mélange de polluants et la
teneur en matiére organique (Ballirini et al, 1998). La solubilité d’un métal indique sa tendance
a la mobilisation par lessivage ou par ruissellement. Les métaux solubles sont facilement
transportables par 1’eau, car ils suivent son écoulement et sont souvent peu adsorbés sur les sols
(Heébrard et al, 2004). Ils sont assimilés par les organismes vivants (Jumarie et al, 2001).

Les métaux vont étre plus ou moins mobilés, plus ou moins solubles. Dans I’eau, les
métaux sont présents sous forme d’oxydes ou de sels, selon les métaux d’origine. Le plomb, par
exemple, est un métal dont les composés inorganiqhes sont trés peu hydrosolubles et de faible
mobilité géochimique (c’est le cas par exemple de PbS, PbCOs, PbSOy), les composés halogénes
du plomb (chlorure, bromure) ou les acétates de plomb étant plus solubles (Bodek et al, 1988 cité
par Pichard, 2003). Les teneurs de plomb dans les eaux naturelles sont en conséquence trés
basses en dehors des zones miniéres oulle pH de I’eau peut étre trés acide (Laperche et al, 2004).
Le cadmium & I’état métallique est insiéluble, ses sels le sont plus ou moins (la solubilité
dépendant du contre ions et du pH). En milieu aquatique, le cadmium est relativement mobile et
peut étre transporté sous forme de cations hydratés ou de complexes inorganiques (HSDB, 2001
cités par Pichard, 2005). D’une maniére générale, la plupart des sels sont solubles, et c’est sous

cette forme que les métaux lourds contaminent I’environnement et en particulier I’alimentation

(Lauglin et al, 1999 ; Miquel, 2001).
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I -6-2 La stabilité

Contrairement aux contaminants organiques, les métaux lourds sont indéfiniment stables
en tant que tels et ne peuvent étre dégradés biologiquement ou chimiquement dans
’environnement. Dans le meilleur des cas, leur toxicité peut étre réduite suite & leur forte
adsorption sur les minéraux des sol, leur précipitation ou leur transformation en des formes
chimiques moins solubles (Desbeeuf, 2004). Le cadmium par exemple, ne se dégrade pas dans
Penvironnement, mais des processus physiques et chimiques peuvent modifier sa mobilité, sa
biodisponibilité et son temps de séjour dans différents milieux. Mais, et dans certains cas, ce ne
sont que de telles réactions de transformation qui conduisent 4 des composés toxiques (par
exemple la méthylation du mercure).

Une des conséquences les plpi sérieuses de la persistance des métaux est leur
accumulation dans les chaines alimentaires. Au bout de ces chaines, les métaux peuvent atteindre
des concentrations qui sont supérieures de plusieurs puissances de dizaines a celles trouvées dans

I’eau ou dans ’air (Clamarie et al, 1994 ; Beliefert et al, 2001).

I -6-3 La volatilisation

D’une fagon générale, les métaux lourds sont & considérer peu ou pas volatiles a
Pexception du mercure. Les composés volatiles du mercure s’échappent facilement vers
I'atmospheére (par dégazage de 1’écorce terrestre, les activités volcaniques et les rejets
anthropiques) et constituent une source importante de contamination de I’atmosphére (Ballirini et
al, 1998). 1l est également rapporté que les composés organiques de I’arsenic sont facilement

volatiles. Cette propriété est souvent utilisée pour la détoxification de certains organismes (Le

noble, 2003).
&

I-7. Chimie environnementale des métaux lourds

1 -7-1 Formes chimigues des métaux dans Penvironnement aquatigue
q : q q

Les métaux lourds sont présents dans ’ensemble des milieux aquatiques sous différentes
formes chimiques (tableau 5). Ils se trouvent dans Ja phase dissoute et dans la phase particulaire

(CIESM, 2002). La phase dissoute comprend des métaux sous forme d’ions libres hydratés, de
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complexes dissous labiles organiques ou inorgar;liques, de complexes dissous non labiles
organiques ou inorganiques, d’organométalliques (_Tessier et al, 1995 ; Devez, 2004). Dans la
phase particulaire, les métaux sont liés aux particules depuis I’adsorption faible jusqu’a la liaison
au sein méme de la matrice minérale (Blénlquet et al, 2004).

I est bien établit que les valeurs des concent{ations des métaux lourds dans les eaux des
écosystemes aquatiques dépendent de la taille des filtres utilisés pour séparer les phases dissoutes
et particulaires. Typiquement, une porosité de 0,45 um est prise comme la séparation arbitraire
pour différentier ces deux fractions (Audry, 2003). En réalité il existe un spectre continu de
tailles des particules. L’existence de ce cont{nuum a conduit des auteurs a définir
opérationnellement la fraction «colloide» (0,45um -1nm) et la fraction «vrai dissous» (<1nm).
De nombreuses études de spéciation ont trouvé des quantités non négligeables des métaux
associés 4 la fraction colloidale dans différents %ystémes aquatiques (Kimball et al 1995 ;
Santschi et al, 1997 cité par Audry, 2003 ; Citeau, 2004). Les colloides peuvent étre de nature
organique et inorganique (Hardivilier, 2005). |

:
Tableau 5 : diverses formes chimiques des métaux dans 1’eau (Campbell et al, 1986)

!
Diverses formes chimiques possibles Exemple
Phase Ton métallique hydraté Cd (H,0) 62
dissoute Complexe || Organique Al-citrate, Cu-fulvate

Inorganique || Cu-CO;

Phase colloidale Organique Cu”"-acide humique

Inorganique || Pb**-MnO, .

Phase particulaire Métaux associés a des minéraux, sols,

argiles, bactéries, micro algues, matrices

organiques

Le fractionnement par taille peut apporter des renseignements intéressants, la fraction
biodisponible des métaux étant générale,nlent associée aux particules les plus fines (Muller, 1996

cité par Devez, 2004), et est variable, selon le type d’organisme biologique ainsi que le niveau de

~«contamination. La quantification en métal total donne donc une information importante sur sa

- dangerosité vis-a-vis du milieu, mais cette mesure ne suffit pas pour évaluer I’impact du métal
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sur |’environnement (Alonso et al, 2004). L’indice de pollution d’un systéme, ne peut étre donné

que par une quantification des différerftds especes et formes chimiques du polluant recherché
(Thévenot et al, 2007).

I -7-2 La spéciation métallique

L’étude de la toxicité des métaux lourds & 1’état de traces dans les eaux naturelles passe
par la connaissance de leur spéciation, car leur degré de nuisance n’est pas le méme selon la
forme chimique sous laquelle ils sont présents, en effet, la concentration totale d’un métal dans
les sols et les eaux ne permet pas d’en déduire sa mobilité ni de connaitre ses risques potentiels
de toxicité. Du point de vue toxicité, I’influence d’un métal sur I’environnement n’est pas la
méme selon qu’il se présente sous forme d’un complexe organométallique ou sous forme d’un
complexe minéral. De ce fait, I’analyse de spéciation est a la base de la compréhension du
devenir des métaux Jourds dans les eaux naturelles (Tessier et al, 1995).

g |
I -7-2-1 Définition

D’un point de vue chimique, la spéciation, est défini comme I’identification, la
détermination ainsi que la distribution et distinction des différentes formes physico-chimiques et
différents états d’oxydoréduction d’un élément ou d’un groupe d’atomes distincts peuvent étre
possiblement ou effectivement présents dans différentes matrices (Florence et al, 1980 ;
Florence, 1982 ; Kyle, 1987 ; Hetland et al, 1991 ; Sigg et al, 1992 ; Dechelette et al, 2004).

D’un point de vue environnementale, la spéciation est définie comme la distribution des
especes chimiques d’un élément donnée dans un systéme (Templeton et al, 2000). P’ autres
auteurs (Bernhard et al, 1986 ; Audry, 2003) incluent dans la notion de spéciation chimique, en

plus de la distribution, la notion de transformation des espéces chimiques.

I.7-222 Espéces chimiques i

Comme tous les éléments chimiques, les métaux lourds peuvent se présenter sous trois
formes distinctes, dénommées «espéces chimiques» (Apostoli, 2006). Le dictionnaire de chimie
d’Oxford (Daintith, 2004) défini I’espéce chimique comme «une entité chimique, qui peut étre

un atome particulaire, un ion ou une moléculey.
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L’étude des différentes espéces chimiques des métaux est regroupée dans la spéciation,

T . . - \ s s a .
une sous- discipline de chimie analytique. Cette approche scientifique commence  étre prise en

compte par les spécialistes de ’environnement et plus récemment par les toxicologues et les

écotoxicologues. .

Tant au niveau de leur impact sur l’environne%nent que dans I’étude de tous leurs effets
toxiques sur les étres yivants, il devient absolument nécessaire maintenant de prendre en compte
I’¢tude de différentes espéces chimiques intervenant dans les processus indésirables dont sont

responsables les métaux lourds ( Bourrelier et al, 1998).
|

|
i ;
I -7-2-3 Réactions et comportement des métaux lourds dans ’eau

Les réactions intervenant a la surface des so!ides jouent un role déterminant dans la
répartition métallique entre phase particulaire et dissoute et par conséquent, sur l’impact

potentiel des métaux dans I’environnement aquatique (figure 4) (Jenne, 1986 ; Le goff, 2004).

Particul=

Organism

Figure 4 : Principales réactions des métaux lourds dans ’eau (Jenne, 1986).
|
Plusieurs réactions physico-chimiques ou biolc:)giques conditionnent la spéciation d’un

métal peuvent survenir dans un milieu aussi complexe que le milieu aquatique ( Devez, 2004).
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|
a) Réaction d’adsorption/absorption |

Selon (Aloway, 1995), ’adsorption chimique des métaux est le processus chimique le plus
important, affectant leur comportement et leur ibiodisponibilité. Elle est définie comme
Paccumulation de mati¢re a U'interface entre la pha!tse aciueuse et un adsorbant solide (Sposito,
1986 ; Remon , 2006). C’est un processus signiﬁcaitif da!ns la baisse du cuivre dissous dans les
eaux superficielles avec 'incorporation finale dans lig-:s sédiments (Devez, 2004).

La nature des substrats sur lesquels les Lmétalwlx peuvent s’adsorber peut étre trés
différente. On peut ainsi trouver des particules d’origine organique ou biologique
(phytoplanctons, bactéries) (Blanchard, 2000}, mais rau¥ssi des résidus de dégradation de la
matiére organique ou des substances humiques. Les grgiles, les carbonates, les oxy (hydroxy) des
de fer et, dans une moindre mesure la silice peuvent aussi ladsorber les métaux.

L’absorption traduit, quant a elle, l’incomoraFion ﬁar diffusion du soluté a I’intérieur de la
phase solide (Devez, 2004), d’un point de vue biolog?ique,i. I’absorption est une assimilation d’une

l
particule par un organisme vivant (Yong et al, 1992 ,‘ Martinelli, 1999 ; Dechelette et al, 2004).

b) Précipitation et co-précipitation " i |
La précipitation correspond au passage d’une espéce de I’état dissous a I’état solide
(inverse la dissolution). Les réactions de précipita%ions/dissolutions contrdlent la composition
dissoute de beaucoup de cations métalliques (Crosnier 1999) ces réactions peuvent se produire
dans la phase liquide ou a la surface de la phase sohde (Panﬁll 2004).
Selon (Evans, 1989), les cations métalliques prémpltent le plus souvent avec les oxydes, les

hydroxydes et les carbonates, et dans une moindre m‘esure avec les sulfures, les phosphates et les
silicates. l

Quant & la co-précipitation, elle peut étre considérée comme la précipitation simultanée de
i i
plusieurs éléments. Cela ce produit lorsqu’une phase minérale précipite et incorpore un élément

exogéne dans sa structure cristalline, en remplaqemeﬁt d’un atome constituant le minéral
(Sposito, 1986 ; Alloway, 1995 ; Chatain, 2004).

c¢) Complexation .3 ! ‘

. . . ! L. . . .
Une réaction de complexation se produit quand un cation métallique réagit avec un ligand

(anion ou molécule). Les métaux lourds possédent un cortége électronique important
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et, ayant des orbitales superficielles p’eﬁ soumises au noyau, ils perdent facilement un ou
plusieurs électrons ; les cations métalliques formés joueﬂt alors facilement le rble d’accepteurs
d’électrons (Evans, 1989).Les ligands
sont des atomes possédant une paire d’électrons libres. Ce sont généralement des éléments non
métalliques, électronégatifs donneurs d’électrons comme O, N et S (Alloway, 1995).
La complexation entre un métal et un ligand est régie par I’affinité du métal pour le ligand.
Dans les eaux naturelles, les principaux ligands regroupent les ions hydroxyles (OH) et
carbonates (CO?’;) et la matiére organique naturelle (Yong et al, 1992 ). D’une maniére générale,
trois grands types de complexation sont distingués :
> La formation d’oxydes et d’hydroxydes dans le domaine de pH des eaux naturelles de:
7<pH<8 (Sigg et al, 1992 ; Town et al, 2002).
» La formation de complexes avec des ligands organiques (acides amines, acide acétique, le
phénol, protéines, glucides, matiéres organiques naturelles, acides humiques et fulviques)
(Carthy et al, 1996), et inorganiques'(ﬁcog, CO%3, CI, SO, F~ $°) (Sigg et al, 1992) ;

» La formation de complexes intermédiaires a la surface des particules (Town et al, 2002)

d) Réactions biologiques

| La composante biologique des systémes aquatiques peut avoir un rdle important sur le
partage du métal entre la forme dissoute et particulaire (Devez, 2004). L’oxydation bactérienne
peut avoir lien directement par les enzymes ou par l'intermédiaire de I’action qu’ont les
microorganismes sur le pH et le potentiel redox. A titre d’exemple, on peut citer la
transformation du mercure sous I’action des microorganismes en méthylmercure ou
diméthylmercure. Les composés obtenus sont relativemeht volatiles, plus disponibles et d’une
toxicité élevée (Martinelli, 1999). L’oxydation par voie bactérienne de Mn (II) en Mn (11I) 4 été
largement mise en évidence. Ces métaux antigéniques possédent une réactivité potentielle
(Audry, 2003). Les bactéries influencent également la répartition métallique entre phase dissoute
et particulaire par leurs intervcntions’ dans des réactions de biodégradation des composés

organométalliques, des réactions de précipitation antigénigue et des réactions de dissolution de

phase aqueuse (Berthelin et al, 1994).

¢) Réactions photochimiques
Des études ont mis en évidence ’existence de réactions d’oxydoréduction sous 1’action de

I’énergie lumineuse, notamment pour le mercure. Dans le milieu aquatique, des réactions
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Photochimiques conduisent & la réduction de mercure Hg2+ sous forme Hg" Or, la forme réduite
Hg® peut se volatiliser et quitter le milieu alors que la forme oxydée Hg?" aprés méthylation peut

se bioaccumuler le long de la chaine trophique (Devez, 2004).

1 -7-2-4 Effets des conditions environnementales
a) pH

Il revét une importance toute particuliére, d’une part sur les processus d’adsorption, et
d’autre part sur la spéciation des métaux lourds en phase dissoute (Jérome, 2006). ‘

Le pH est considéré comme la variable maitresse contrélant le comportemeni métallique
(mobilité, réactivité, biodisponibilité, biokccumulation et toxicité) dans les systémes aquatiques
{Audry, 2003). D’une maniére générale, lorsque le pH augmente, les cations métalligues
(Cd*, Zn*, Cu®, Pb*,...) sont moins solubles et les anions (Cr,0%,, As03'4,...l) sont plus
solubles (Alloway ; 1995 ; Remon, 2006).

Des mesures efchtuées dans une centaine des eaux océaniques et des eaux douces non
contaminées montrent que les valeurs de pH sont relativement uniformes et se situent entre 6 et
8. En revanche, les influences anthropiques comme les pluies acides et les rejets! d’effluents

industriels et urbains peuvent rendre les eaux trés acides (Panfili, 2004).

b) L’état d’oxydoréducfion .

Ce parametre influence -lﬁ dynamique des métaux lourds de différentes *‘agons. Les
espéces redox des métaux qui possédent plus d’un état d’oxydation possible dans les eaux
naturelles sont différemment mobiles, solubles, toxiques et réactifs (Audry, 2003). L’état

d'oxydoréduction exerce également und influence sur la répartition entre phase dissoute et
particulaire (Nolting et al, 1999). A ‘

¢) La température

La température 4'un impact direct sur la mobilité des métaux en déplagant les équilibres
des réactions de dissolution/précipitation et co-précipitation, et un effet indirect, exi1 modifiant
d’autres paramétres tels que le pH. En effet, les changements de température peuvent modifient

I’équilibre ionique de tous les acides et bases faibles présents dans I’eau, par l'effet qu'elle exerce

sur la dissociation des acides et la solubilité du C0,. Cet effet est peu marqué, parce qu'en
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général, une augmentation de température de 20 °C abaisse le pH de seulement 0,1 unité (Panfili,
2004).

d) La salinité
L’augmentation de la salinité entraine la remobilisation des métaux sédimentaires par
competition des ions magnésium et calcium vis-a-vis des autres métaux sur les sites de fixation.

Ceci a ét€ observé pour le Cd et Ie Mg. Pour le Pb et le Cu les désorptions sont beaucoup plus
faibles (Forstner et al, 1979). .

I =7-2-5) Les interactions entre les métaux et autres polluants

La différence principale de I’étude du comportement des métaux lourds dans
Penvironnement aquatique réside dans la multitude des interactions qui ne peuvent pas’ étre
intégrées simultanément. Ainsi, par exemple, en présence du plomb, le cadmium est 80 fois
moins adsorbé qu’en absence du plomb (Richter, 1999). De méme le cuivre et le zinc sont en
compétition pour les sites d’adsorption. Le phosphore peut interagir avec le plomb modifiant
ainsi sa biodisponibilité. Il peut donc étre considéré comme un moyen efficace de lutte contre la
~ contamination des eaux souterraines (Betri et al, 1998). Certains hydrocarbures substitués tels
que les phénols ou les acides carboxyliques peuvent se complexer avec les cations métalliques

(Plassard et al, 1999). Ce type d’interaction peut présenter un risque de contamination des

nappes souterraines.

De plus, la toxicité de certains métaux peut étre exaltée par la présence des autres. Par
exemple, il a été montré que le cadmium était 5 fois plus toxique lorsque il est en présence de
cuivre (Martinelli, 1999).

I -8. La toxicité des métaux lourds

Une substance est dite toxique lorsque mise en contact avec un organisme vivant, elle
peut entrainer chez lui une réaction spécifique op un stress compromettant la réalisation de ses
fonctions physiologiques au point d’avoir des g’ﬂ'ets néfastes sur lui-méme et sur sa progéniture

(Sasseville, 1980). Les métaux lourds sont co pu.ls longtemps pour leurs risques potentiels
1}}}»3

sur la santé des sujets exposés.

g |
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La toxicité d’un métal se traduit par ’altération de la morphologie, du métabolisme et de
la croissance d’un organisme vivant qui est en contact (Leita et al, 1995). La biodisponibilité {ou
bioaccessibilité) d’un élément décrit son aptitude a étre transféré d’un compartiment quelconque
de ’environnement vers un organisme vivant (Weissenhorn, 1999). La toxicité d’un métal va
d’abord dépendre de cette disponibilité puis de la sensibilité¢ spécifique des organismes

concemnés (figure 5) (Crosnier, 1999).
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Figure 3 : Les facteurs influengant {a biodisponibilité et 1a toxicité des métaux lourds
(Peakall et al, 2003).

Tout élément est toxique quand il est absorbé en excés par rapport aux capacités
d’assimilation de I'organisme, cela est particuliérement vrai pour les métaux lourds (Gardas,

2000). Les effets toxiques des métaux peuvent se traduire par :

> L’inhibition d’activités enzymatiques soit par interaction entre le métal et un groupe thiol de
'enzyme ou par déplacement d’un cofacteur métallique essentiel, par exemple, le plomb
déplace le zinc de P’acide 8-aminolévulinique déshydratasse (ALAD) {(Lu, 1992). L’inhibition
de la synthése des enzymes, par exemple le nickel et le platine inhibent I’acide §-
aminolévulinique synthétase; (AL AS), bloquant ainsi la synthése de I’héme, composant
important de I’hémoglobine et des cytochromes (Maines et al, 1977).

» La modification structurelle, la dénaturation et la rupture de Dintégrité des organites

subcellulaires (Crosnier, 1999), par exemple, la structure du réticulum endoplasmique est
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endommagée par certains métaux toxiques. Le cadmium s’accumule dans les lysosomes des
cellules des tubules proximaux du rein, ou il se décompose en libérant 1’ion Cd™, qui inhibe les

enzymes protéolytiques des lysosomes et entraine des dommages cellulaires (Lu, 1992).

La toxicité de différents métaux Lolirds pour un méme organisme est difficile 4 établir, car
elle dépend de plusieurs facteurs tels que le niveau et Ja durée de I’exposition, la forme chimique
du métal, la voie d’exposition, les complexes métal- protéine ainsi que des facteurs
physiologiques comme [’age, le sexe et les habitudes alimentaires (habitudes tabagiques,
consommation d’alcool, des médicaments, carences alimentaires) (Chatain, 2004).

De plus, les modifications de la toxicité peuvent étre consécutives aux interactions entre
plusieurs métaux ou entre métaux et autres toxiques (effets aditifs, synergiques ou antagonistes
possibles). Le mécanisme essentiel de ces interactions est la concurrence que se livrent les
métaux et métalloides pour le méme site de liaison (surtout le groupe thiol-SH) au niveau de
diverses enzymes, du métal protéines (surtout la métallothioneine) et des tissus (membranes
cellulaires et barriéres entre organes).

Ces interactions peuvent jouer un role significatif dans le développent de maladies
chroniques par suite de 1’action dcg radicaux libres et du stress oxydatif (Bourrelier et al, 1998).

‘1
I -9. Les métaux de références

Parmi les métaux lourds et si on met a part le mercure, deux éléments se détachent
nettement en ce qui concerne Jes risques pour la santé de certaines tranches de la population
humaine : le cad:hium et le plomb.! D’autres éléments souvent étudiés ne représentent des risques
pour la santé que dans des situations rares, voire exceptionnelles : ¢’est le cas du chrome et du
nickel, métaux lourds relativement abondants ou du sélénium, zinc et cuivre, oligoéléments
indispensables, dont la carence alimentaire présente un risque plus courant que la toxicité par
exces (Chatain, 2004). L’objet de notre étude étant donc spécifiquement lié au cadmium et au
plomb. Ce choix est dicté en particjt, a cause de leur importante diffusion et donc leur impact sur
un grand nombre d’individus- du 4 la pollution de I’environnement et notamment les systémes

aquatiques-en partie, pour la gravifé de leurs effets toxiques.

‘A
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1-9-1 Cadmium

Le nom du cadmium vient de latin cadmia, «calaminey, ancien nom donné au carbonate de zinc.
Ce métal n’a été découvert et isolé qu’au début de XIX*™ siécle et il est resté inexploité jusqu’a
ce que ces potentialités industrielles soient mises en évidence. La production mondiale annuelle
est de 20000 tonnes (Pillet, 2001).]

Le cadmium est un métal blanc argenté, ses propriétés physico-chimiques présentent
beaucoup de similitudes avec celles de zinc et de calcium, en particulier le rayon ionique,

facilitant ainsi sa pénétration dans les organismes (Casas, 2005).

1 -9-1-1 Utilisations

Le cadmium est un sous produit de métallurgie du zinc (3kg de cadmium en moyenne par
tonne du zinc), mais aussi présent dans des minerais de cuivre, de plomb et dans certains
phosphates naturels (Tunisie, Jordanie) (Joris, 2005).

Dans I’industrie globalemént, le ¥admium a cinq grandes applications : les batteries et
piles nickel- cadmium (50 “de la consommation mondiale), les enduits (207), les revétements et
les pigments (187), les stabilisateurs dans les produits en matiéres plastiques et synthétiques (67)
et les alliages (67) (Casas, 2005). On retrouve également de petites quantités de cadmium dans
les tubes images de téléviseurs, les fils de téléphone et de trolley, les radiateurs d’automobiles,
les barres de commande et les b];ndages de réacteurs nucléaires, les huiles de moteurs et les

agents de vulcanisation de caocutchouc( Pillet, 2001).

I -9-1-2 Toxicocinétique

a) Absorption }

L’absorption digestive deé composés de cadmium est faible, de ’ordre de 3 a 77,
V’absorption pulmonaire dépend de la granulométrie et de la solubilité du composé. L’absorption

percutanée est négligeablé (Pichard, 2095&.

b) Devenir dans ’organisme
Apres absorption, ce métal est transporté par le sang, fixé 4 707 aux erythtrocytes au sein
desquelles sa demi- vie biologique est de 40 4 80 jours. Il se concentre ensuite & 75% dans le foie
et les reins, par liaisons avec la meétallotheionéine tissulaire participant ainsi a I’accurmdation de
|
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ce métal au sein de ces organes (Pillet, 2001). Le complexe cadmium- métallotheionéine est
lentement libéré dans le sang, puis réabsorbé par les reins (Tierra toxic, 2002).
¢) Elimination

L’excrétion, faible et trés lente, spécifique essentiellement par voie urinaire et trés
faiblement par voie fécale (< 1 %) et pé.r la sueur et la salive. Le cadmium est un toxique
cumulatif : sa demie vie biologique est estimée chez les souris et les rats entre 200 et 700 jours,

chez certains primates, elle peut méme dépasser 40 ans (Pillier, 2002).

1 -9:1:3) Toxicité
a) Toxicité aigué N

L’ingestidn de dérivés inm“ganiciu%s du cadmium provoque chez I’homme des troubles
digestifs intenses, caractérisés par'des douleurs abdominales, des diarrhées, des nausées et des
vomissements. Les pertes digestives sont responsables d’une hypo volémie et de désordres hydro
électrolytiques (Pillet, 2001). Certains cas d’intoxications aigue ont été observé a la suite de
Pingestion d’aliments ayé,nt €t€ en contact avec des récipients colorés par des pigments a base de
cadmium (Joris, 2005). |

L’insuffisance rénale est 1? conseéquence des troubles hémodynamiqgues et d’un effet
toxique direct sur les tubules rénaux. En cas d’intoxication massive, on observe un collapsus
cardiovasculaire, une acidose lﬁétabolique intense et une coagulation de consommation
entrainant la mort en quelques heures (Pillet, 2001).
| b) Tgxicité chronique

Les pr'i-ﬁcripaux effets 2 lox}g terme d’une exposition a des niveaux élevés de cadmium
sont les maladies réhales, les rhalacfiels obstructives respiratoires (limitées & 1’exposition
professionnelle) et les maladies des os. Une maladie appelée itai- itai a été observée pour la
premiere fois au Japon. Elle a ét¢ associée 4 une consommation sur une longue durée d’aliments
contenant des niveaux élevés de cadmium (Joris, 2005).

Les effets cancérogénes du cadmium ont été démontrés au cours d’études sur les
animaux. Des études épidémiologigues menées sur des travailleurs exposés professionnellement
laissent croire & la possibilité d’ll[:le association entre ’inhalation de cadmium et le cancer du

poumon et la prostate (Pillier, 2002). La contribution a ces effets du tabagisme ou de I’exposition
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4 d’autres produits chimiques fait I’objét ¥un débat. Le centre international de recherche sur le
cancer (CIRC) a classé le cadmiurn parmi les substances cancérogénes pour les humains.
Plusieurs études expérimentales ont mis en évidence V’apparition d’hypertension artérielle
et d’'une diminution de la contractibilité du myocarde pour une exposition par voie orale a une
dose supérieure ou égale 2 1 ppm de cadmium. Les mécanismes d’effets hypertenseurs de
cadmium n’ont en revanche paé été €lucidés. Chez I’homme, une corrélation positive entre

I’exposition au cadmium et I’élévation de la pression artérielle a été mise en évidence (Brillant,
1993).

1-9-2 Le plomb

Du latin plumbum, le plomb est le plus universellement répandu des métaux lourds (Lu,
1992). C’est un métal trés réactif dont la dispersion dans I’environnement par 1’activité humaine
existe depuis plus de 7000 ans et les effefs toxiques de ce métal sur I"homme se sont fait sentir
dés I’antiquité (Laperche et al, 2004). La premiére exploitation industrielle du plomb remonte 4
la Grece antique, puis 4 I’empire romain. Il est utilisé comme conservateur pour les aliments et le
vin, comme cosmétique ou pour la fabrication des canalisations. Cette derniére utilisation a
certainement contribué a une ingestion massive de plomb dans I’organisme. Le saturnisme chez
la classe au pouvoir & méme ét¢ suggéré comme une cause de la chute de I’empire romain
(Nriagu, 1989). Depuis, la mobilisation de plomb n’a cessé d’augmenter. La production
mondiale de plomb s’est accrue considérablement deputs 1923, date a laquelle fut commercialisé
le premier gallon d’essence au plomb (Cossa, 1993).

Le plomb, est un métal bleu grisitre, malléable et ductile dont le point de fusion est de
327 C° et le point d’ébullition de 1525 C°(Plante et al, 1998).

I -9-2-1 Utilisations

L’utilisation du plomb est dire(':tément liée & la métallurgie. Avec deux pics notables :
sous I’empire romain pour la prodpction de monnaie, les canalisations et la vaisselle ; et pendant
la révolution industrielle pour l'industrie, I’imprimerie, les peintures et les carburants
automobiles (Casas, 2005). Cette derniére utilisation qui consiste & ajouter du plomb 4 I’essence
comme antidétonant est aujourd’hui interdite en Amérique de Nord et en Europe (Miquel, 2001).
D’une maniére générale, les utilisations du plomb peuvent étre classées en cing secteurs

principaux : produits semi- fini (tuyaux, tubes, feuilles, plomb de chasse, siphons, capsules,...),
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cables électriques, accumulateurs '(plaques, poudres), alliages (soudure, antifriction,...), chimie
(oxydes, alkyle, ...) (Cossa, 1993).

I-92-2 Toxicocinétique

Le plomb présent dans l’environnement pénetre dans ’organisme humain par voie
digestive, essentiellement via les aliments et 1’eau de boissons ou aérienne, par inhalation des
poussiéres atmosphériques contaminées. L’absorption percutanée n’est notable que pour les
dérivés organiques (CIREI, 2001). Le taux d’absorption chez 1’adulte est de 1'ordre de 5 4 10 7
alors qu’il est environ 50 / chez P’enfant. Les régimes carencés en fer, calcium, phosphore, zinc,
vitamine B;, manganése ou fibres \‘Jégétatlels I’augmentent (Miquel, 2001).

Apres absorption, le plomb passe dans le sang ou il se repartit entre une forme non
diffusible fixée aux hématites (95 %) et une forme plasmatique qui sera stockée dans les tissus
mous, surtout le rein mais aussi le foie, la rate et le cerveau, (5 4 10 7 de la charge totale).Les os
contiennent plus de 90 7 de la charge corporelle totale de plomb chez I’adulte et 75 7 chez
I’enfant. Le plomb est métabolisé de la méme fagon que le calcium lors de la minéralisation de
I’0s et y persiste jusqu’a ce que I’0s se résorbe ; c’est ainsi qu’il s’accumule. La demi- vie de
plomb emmagasiné dans les os est estimée 4-20 ou 25 ans chez I’adulte alors qu’elle serait
d’environ 1 an chez I’enfant (CIREIL, 2001). La principale voie d’excrétion est urinaire : 75 7 au

moins du plomb absorbé est éliminé par cette voie. L’élimination lactée est faible (Rosset, 2006).
I

I -9-2-3 Toxicité

a) Toxicité aigué .3
L’intoxication aigué au plomb se manifeste différemment selon qu’elle survient chez
Penfant ou chez I’adulte. Chez I'enfant, I’intoxication aigué au plomb est caractérisée par
Panorexie, les vomissements, I’irritabilité et les troubles de comportements (Laperche et al,
2004), alors que chez I’adulte elle se manifeste cliniquement par un goQt métallique, des
douleurs abdominales (coliques) et la constipation. Ces symptomes se manifestent généralement
lorsque la plombémie atteint 30 3 50 ug/dl (1,44 a 2,4 mol/l) (Casas, 2005). Par ailleurs, une
intoxication sévére peut provoquer des convulsions, le coma et parfois méme la mort et ce, tant
chez ’enfant que chez ’adulte.
L’intoxication aigué au plomb est trés rare dans les pays développés, mais elle s’observe

encore chez les travailleurs exposés a des fortes concentrations de plomb.
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b) Toxicité chronique- le saturnisme

Le saturnisme est une malz!idie résultante d’une intoxication chronique, professionnelle ou
domestique par le plomb. La population infantile est la plus exposée du fait du coefficient
d’absorption du plomb plus élevé chez 'enfant que chez I’adulte (Laperche, 2004). Le sujet

atteint peut &tre sujet & de nombreux effets toxiques :

» Troubles neurologiques (effet:s critique) : chez I’enfant & partir de 100 & 300 ug/l de plomb
sanguin : troubles comportementaux, stagnation ou régression du développement
intetlectuel ; chez 1’adulte a partir de 400 a 700 ug/l de plomb sanguin : fatigue, maladresse,
irritabilité, Atteintes de systéme nerveux périphérique (Décloitre, 1998)

» Troubles rénaux : in_sufﬁsance: rénale dhronique

> Troubles hématologiques : inHibition de activité enzymatique de la synthése de ["héme

> Troubles cardiovasculaires : 1effet sur 1’hypertension artérielle est suggéré mais non

démontré

> Cancérogénicité : le Iplomb et ses composés inorganiques étaient classés par le CIRC (1987)
dans le groupe 2B (potentiellement cancérogénes chez ’homme). Sa cancérogénicité a été
|

démontrée chez {’animale mais insuffisamment démontré chez I’homme.
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Leapirre 11 > METAVXN LOURDS ET LE STRESS DXYDANT

I 1. Le stress oxydant 1
i1 -i-1 Concept

Dz lativ «stangery {mettre enr wension} {Silvestre, 20073), le terme «stressn est spparue
autour de $940, rempioyé en mécanique et en physique, qui voulait dire «force, poids, tension,
<chargen. Ce nlest qu"’eé 1963 que Han Seyie utilise ce mat er médecine €t formule le concept du
stress sous e terme de «general adapiation syndrome» {Roeder, 2006).

Les psychelegues Rurent pratiquement les seuls scientifiques intéressés par les travaux de
Seyle jusqu'a ce que, relativement récemment Yavancée des découvertes en
neurcendocninologie €t en unmunologic {découverte de 1a cytokine, notamment) pemit de
décrire I’état de stress en terme physiologique et d’aborder ses mécanismes par des méthodes
expénmentales {Lacost, 20013,

Aw cours des deux derniéres décennies, ie nombre d’études portant sur la physioclogie du
stress & augmenté considérablement. Cect est 1té, Q"une part, su fait qwun nombre croissant de
disciplines s’intéresse au stress (psycho'l@gie, physiologie, immunologie, toxicologie, écologie,
&cataxicolagie, neurclogie, neurobiclogie, endocrinologie, pathologie), et dautre part, au fxit
que le concept de stress peut étre appliqué a tous es niveaux d’organisation, depuis I’écosystéme
jusquw’a 1a molocule {Lacost, 2001 ; Roeder, 2006).

11-1-2 Définition

La survie de tout organisme nécessite guun état d’équilibre physiologique so0it maintenu
en toute circonstance. Cette notion d’¢quilibre physiologique fut établie par Claude Bernard au
19* sigcle, puis au début du 20¢ sidcle, Walter Cannon en 1935 introduit «homéastasie», du grec ;
stasis :¢tat, hometos ; égal (Lacest, 2001).

Cet état déquilibre est sans cesse memacd par diverses perfurbations intrinséques &
organisme ou provenant de son environnement (Silvestre, 2005). Seyle introduisit e terme
wstressy pour désigner 'état dans lequel ge trouve un organisme lorsqu’il fait face 2 des forces
menacant son intégrhé (Lacost, 2001), et les réactions déclenchées par le stress visant 3
mainienir I"&quilibre de cet organisme. Le stress est donc considéré aujeurd™hui comme un &tat

de déséquilibre physiologique provoqué par un facteur de stress et déclenche une réponse au
SUESS.
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Au niveau cellulaire, le stress oxydant cellulaire est classiquement défini comme étant la

conséguence -dun-déséquilibre-entre les systémes pro- producteurs d’espéces radicalaires

oxydantes et fes syst®mes de défense anti- oxydantes au profit de premiers{ Rousselot et al,
2007y . Les causes d’un tel déséquilibre peuvent &tre endogénes ou exogénes & 1'organisme,
citons par exemple : le métabolisme cellulaire (respiration oxydative mitochondriale, dégradation
de composés étrangers par le systéme cytochrome P450); 1'action d’enzymes (xanthine
oxydase ; lipoxygénases {LO), ¢yclooxygénases {COX), NADPHoxydase, etc.) ; de cytokines et
de mitogenes ; la réponse immunitaire ; }’fxpositi(‘m excessive a des facteurs environnementaux

{ xénabiotiques, métaux lourds, irradiation iontsante, pathogdnes, etc.) {(Martin, 2003).

11 -1-3 Généralités sur les radicaux libres d’oxygéne

T1 -1-3-1 Métabolisme de Poxygéne dans {a cellule

Découvert par Scheele en 1 772, I"oxygéne est un éiément familier, indispensable & notre
vie, & notre survie, & notre développement et a notre capacité d’adaptation {(Ramonatoxa, 2006).
Le seul rble qui iui ait longtemps été attribué était d’alimenter la respiration celluiaire
mitochondnale, génératrice d’énergie par voie des phosphorylations oxydatives ; en termes
simples, 1’oxygéne était considéré comme une «poubellen & électrons, destiné & étre réduit en eau
par une séne d’addition d’&lectrons et de protons, landis que I'énergie de cette réaction
permettait ia fabrication d’ Adénosine TriPhosphates (ATP) (Deby et ai, 2002).

Les radiologistes furent les prenjiers & tenir compte de la toxicité de ’oxygene en
«i’utilisant» pour le traitement des tumeurs cancéreuses. il faudra atteindre la seconde moitié du
20° siéele pour que les recherches biochimiques commencent 2 sintéresser au «métabolisme» de

" Poxygéne (Fridovich, 1978).

1! est maintenant connu que Yutilisation de I'oxygéne par les organismes aérobies implique
I'intervention d’enzymes spécialisées et que des «excés» ou des «erreurs» de métabolisation sont
possibles, conduisant aux dommages importants sur la structure et le métabolisme cellulaire en

dégradant de nombreuses cibles : protéines, lipides et acides nucléiques (Soares, 2005).
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11 -1-3-2 Définition de radicaux libres

Un radical libre est une éspéce chimique, atome ou molécule, qui posseéde sur sa couche
externe, un ou plusieurs électrons célibataires (ou non appariés) (Berger et al, 2001). Le champ
magnétique créé par sa rotation ou spin, n’est donc pas compensé par la rotation inverse d’un
électron apparié. Ce déséquilibre n’est que transitoire et rend le radical libre extrémement
instable et apte & réagir avec différentes molécules stables (soit, il accepte ou il transfert un
électron) pour apparier son électron (Garait, 2006), notamment lors des réactions en chaines dont
’exemple le plus connu est celui de la peroxydation lipidique (Soares, 2005). Le métabolisme
cellulaire produit, a 1’état physiologique, plusieurs variétés des radicaux libres (figure 6). Dans
certaines conditions pathologiques, ces radicaux peuvent étre modulés qualitativement et
quantitativement (Afonso et al, 2007). Tous les radicaux libres ne sont pas extrémement réactifs,
cette réactivité étant variable selon la nature du radical (Servais, 2004). Ainsi, parmi les radicaux
formés chez les étres vivants, l’arlllion radicalaire superoxyde (O”,), comme le monoxyde d’azote
(°NO) ne sont pas trés réactifs, mais constituent des radicaux précurseurs et peuvent déclencher
des réactions en chaines qui formeront des radicaux libres beaucoup plus réactifs capables

d’agresser les composantes cellulaires et matricielles (Afonso et al, 2007).

Lipoperoxydes
Vit E. GSHPxX

GSHPx
O, singulct Radical hydmuy‘!a'%ﬁ
GSH, vit C

Albumine, ac. urique

Figure 6 : Les radicaux libres de ’oxygéne produits en cascades & partirde l'oxygene
fondamental (ou moléculaire : *O, couramment représenté par O,) (Deby et al, 2002).

La chimie moderne prouve que la structure de I’oxygéne est trés particuliére et unique : la
molécule d’oxygéne est diatomique (O;) dont les deux atomes d’oxygeénes sont réunis par une
liaison simple, et qui comporte deux électrons célibataires de spins différents. Une molécule avec
un électron célibataire est appelée «radical libre» ou «doublet». L’O; a deux électrons

célibataires et est appel¢ «triplet» (Deby et al, 2002). Il est donc susceptible de capter facilement

i
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!
1 puis 2 électrons pour étre partiellement réduit en Of"z puis en H,0,. 1l est ainsi a ’origine de la
formation d’espéces réactives oxygénées (En a.nglais? : Reactive Oxygen Species : ROS).

i1-133 Principaux radicaux libres

5

‘ |

a) Espéces Réactives de I’Oxygeéne (ROS) !
L’oxygéne singulet (0'2) : L0, représente I’état excité de I’oxygéne moléculaire dans sa
forme 'Ag et se caractérise par la présence des électrons périphériques i spins antiparalléles

(Badouard, 2006). Dc cc fait, il est trés instable et extrémement réactif vis-a-vis des molécules
riches en électrons. 1’0" peut étre produit quand plusicurs pigments biologiques tels que les

chlorophylles, sont en présence de la lumiére et d’oxiygéne selon la réaction 1 (Simon,2004) ;
i

o |
- 2:’.mnﬁvar 4 ;QOZ |
|
> L’anion superoxyde (0”,): La molécule d’oxygéne, mise en présence d’une quantité
.d’énergic suffisante, peut acquérir un élcctro‘_n supplémentaire et former ainsi [’anion

superoxyde comme la montre la réaction 2 (Hansford et al, 1997 ; Frelon, 2001).

0,;+é - 0%
|
L’anion superoxyde est une espdoe relativement peu réactive mais présent un précurseur

d’autres espéces plus agressives et est le médiateur des réactions oxydatives en chaine.
|

|
|

> Le peroxyde d’hydrogéne (H,0,): Lorsqu’u‘n second ¢lectron s’additionne a ’anion

superoxyde, 0% est formé. Au pH physiologique, cet anion se protonne trés rapidement pour

former le peroxyde d'hydrogéne (Frelon, 2001). !Toutefois, la principale production de H,0;
. \

résulte dans la dismutation le 'O, catalysé par la superoxyde dismutase (SOD) suivant la

réaction 3 {Coulon, 2005). ; .
200-24‘2“4' — 02'??'“202
Bien quil ne s"agisse pas d’un radical libre au sens propre mais i est extrémement réactif

et posséde un fort pouvoir oxydant (Bourdon, 2000). fDe plus sa capacité a traverser les

membranes biotogiques fait qu’il peut exercer son action néfaste sur des distances relativement
grandes (Hadi, 2004). |
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» Leradical hydroxyle (OH") : Il peut &tre issu de Vinteraction de O™, et H,0, en présence de
métaux de transition (Fe/Cu) svivant la réaction 4 d’Haber - Weiss (Bourdon, 2004)

Oenz + HzOz —*OHQ +OH +Oz

L interaction des métaux réduits avec H,0, génére également OH® comme il a été observé
par Fenton en 1894 selon la réaction 5 (Marfak, 2003) :
Fe'* + H;d, —Fe” + OH’+OH’
L’interaction entre O™, et Poxyde nitrique (NO%) est une autre source de ce radical
(Bourdon, 2004) selon le schéma réactionnel 6 :
NO’ + 0%, —-0ONOO
NOO +H —ONOOH
ONOOH  —OH°+NO°,
Avec une durée de vie de V'ordre de la nanoseconde, le radical hydroxyle est le plus
instable et le plus réactif de toutes les espéces dérivées de I’oxygéne (Marfak, 2003). Il réagit
avec de nombreuses espéees moléculaires se trouvant dans son voisinage {protéines, lipides,

ADN,...) entrainant ainsi de multiples dommages. Il apparait comme I’espéce réactive ayant une

responsabilité majeure dans la cytotoxicité des radicaux libres {Frelon, 2001).

» Les radicaux peroxyles (RO0O") : Iig se forment par P’addition d’oxygéne moléculaire sur
des radicaux libres carbonés. Ils sont peu réactifs, mais sont capables de diffuser A travers les

membranes biologiques (Badouard, 2006).

» Les hydroperoxydes organiques (ROOH) : Iis sont les formes hydrogénées des radicaux
peroxyles. Ils sont réactifs et se redécomposent en radicaux peroxyles ou en radicaux
alcoxyls (Haton, 2005). '

» Les radicaux alcoxyles (RO : 1Is se produisent lors de la dégradation des peroxydes
organiques. s sont trés réactifs (Marfak, 2003).

44




- &

Chapitre 1Y : METAUX LOURDS ET LE STRESS OXYDANT

b) Les espéces réactives de 1’azote ( RNS)

» L’oxyde nitrique (NO°) : Le NO°, molécule gazeuse peu réactive et hautement diffusible
dans les membranes biologiques, est présent dans tous les types de cellules (Maission et al,
2002). Il provient notamment de la réaction catalysée par la NO synthase mitochondriale
entre I’atome de P’azote appartenant a la L- argenine et une molécule d’oxygéne (Sarr, 2004).
De nombreuses fonctions lui ont été découvertes : neurotransmetteur, messager, détecteur
d’oxygéne, poison ou protecteur cellulaire, ... (Maission et al, 2002). Cependant, le NO°
n’est pas dénué de toxicité car il est capable de générer des ions nitrites (NO7) ou de fixer un
groupement nitroxyle sur les acides amines, comme la tyrosine pour générer la nitrotyrosine.
Lorsque le NO° interagit avec les métaux de transition (principalement le fer), il se produit
une réaction de M- nitrosylalion, qut pboutit i la formation de complexe métal- nitrosy! (M-
NQ), au niveau de différentes métallo- enzymes dont les hémoprotéines (Wink et al, 1997).

? L’ion peroxonitrite (ONQO) : Il est formé par la réaction 7 de NO° avec 'O :
| NO’ + 0", — ONOO’

/ L’ion ONOO' est considéré comme une espéce réactive de 1’azote mais aussi de Voxygéne, sa

protonation en acide (ONOOQOH) donne une espece trés oxydante (Sarr, 2004). L’autoxydation du
NO° par O, est a ’origine de la formation d’anhydride nitreux, le N;O;. Ainsi chaque (RNS)

posséde une réactivité qui lui est propre et peut agir sur divers constituants cellulaires (Douki et
al, 2004).

11-1-3-4 Sources des radicaux libres
2) Sources endogénes ‘&

Dans "organisme il y a de nombreuses sources de ROS dont 'importance varie selon les
tissus. La réaction chimique de Fenton produit des ROS dans la cellule. Les autres sources
cellulaires de ROS sont enzymatiques et non enzymatiques (Droge, 2002).
> La chaine respiratoire mitochondriale

La chaine respiratoire mitochondriale étant la principale source endogéne des radicaux
libres, notamment 1’0™;. Cette production est un événement physiologique correspond 2 une
fuite des électrons au niveau des complexes 1 et IN (figure 7) (Beaudeux et al, 2006). Selon
certains auteurs 1 & 4 voire 5 Z de 'oxygene utilisés par la mitochondrie sont incomplétement

réduits et produisent des ROS (Garait, 20006 ; Kelley et al, 2006). Ce chiffre doit toutefois étre
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reconsidére a la baisse puisque ces estimations sont réalisées 4 partir de mesures in vitro sur des
mitochondries isolées en présence d'une pression partielle en oxygéne non physiologique et de
concentrations saturantes en substrats (Boveris et al, 1979). Il est vraisemblable que la

production mitochondriale de RO S in vivo soit beaucoup plus faible (0,4 a 0,8%).

comphene I mm cooplere | [cxsplem
I 111 N Y

———p mouvement d'electrons
—— hibition du transfert d’electrons

£\ production de ROS

Figure 7 : Sites de production des ROS au niveau de la chaine respiratoire
(Garait, 2006 ).

Au cours de la respiration cellulaire, la mitochondrie génere de I’ATP via la réduction de
1’oxygeéne par une série d’addition d’électron et d’ions H' (membrane interne de 1a mitochondrie)
(Girardi, 2006). Au cours du transport électronique, il y a production d’0”, (complexe I :
NADHdéhydrogénase et complexe III : Cytochrome ¢ — coenzyme Q oxydoréductase) qui est
ensuite convertit en H,O, ou OH® (Figure 8).
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Figure 8 : Chaine respiratoire mitochondriale (Girardi,2006).

Lors des réactions de transfert d’électrons, la fuite des électrons peut conduire a
P’oxydation de V'oxygéne moléculaire (Haton, 2005). Le complexe 111 est & origine de la plus
grande partie des O%; (par le cycle Q) dans le ceeur et les poumons, alors que le complexe 1
semble étre la source primaire de production dans le cerveau (Munnich , 1994 ; Simon, 2004).

» L’auto- oxydation des molécules

L’auto- oxydation des molécules telles que la dopamine, Padrénaline, les flavines et les
hydroquinones est une source importante de ROS. Le produit direct de ces auto- oxydations est
I’0%;. L’auto- oxydation de glucose génére également les ROS, cette réaction réduit {’oxygéne
moléculaire dans des conditions physiologiques conduisant 4 la formation d” acétoaldéhydes,
d’ H,0, et d’intermédiaires radicalaires (Bourdon, 2000). L’impact de ces auto- oxydations sur
la régulation du stress oxydant n’est pas encore clairement défini (Servais, 2004).

> Peroxysomes

Le peroxysome est une source importante dans la production cellulaire de H,O; car cet
organite contient de nombreuses enzymes générant du H,O; (Boveris et al, 1979). Toutefois ce
dernter est utilisé comme substrat par Ia catalase peroxysomale afin de réaliser des réactions dans
les processus de détoxification présents dans le foie et le rein. I semble cependant que seule une
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faible quantité de H;O; produite au niveau du peroxysome pourrait échapper i la catalase
(Servais, 2004 ; Garait, 2006).
R |

» Réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique lisse contient des enzymes qui catalysent des réactions pour
détoxifier les drogues liposolubles et autres prodf;its métaboliques toxiques (Freeman et al,
1983). La plus connue de ces enzymes cst le cytochrome P450 qui produit O%; et H,0, en
agissant sur des substrats endogénes (stéroides) et sur des substrats exogénes {(détoxification des
xénobiotiques) (Haton, 2005). H semble que cette pt'toduction radicalaire régule les fonctions du

réticulum comme par exemple la sécrétion des protéines (Servais, 2004).

> Xanthine oxydase

La xanthine oxydase est une enzyme soluble qui génére des ROS en réduisant
I’hypoxanthine en xanthine et xanthine en acide urique en condition de forte demande d’ATP et
de déficit en oxygéne (Garait, 2006). Cette cnzyme est présente dans le sang, les cellules
endothéliales des capillaires et de fagci'n trés importante dans le foie, et les intestins. La

localisation de la xanthine oxydase est principalement cytoplasmique (Servais, 2004).

> NADPH oxydase

C’est une enzyme localisée principalement au sein du lysosome des macrophages ou de
neutrophiles. Elle joue un role fondamental dans la réponse immunitaire et plus précisément dans
la lutte contre les microorganismes. Il semble qu’il e:!xiste une NADPHoxydase dans les cellules
non phagocytaires dont le réle serait de réguler la croissance celtulaire (Servais, 2004).

La NADPHoxydase phagocytaire représente ﬁne source majeure de production des ROS
dans le cadre de la réponse immunitaire, elle perme;l de transférer les électrons du NADAH a
O, pour la destruction des organismes & l'intérieur de phagolysosome dans le cadre d’un
phénoméne appelé explosion ou flambée oxydative {Deby et at, 2002).
» Lipooxygenase et cyclooxygénase, i

Elles sont deux enzymes membranaires qui-appartiennent & la voie de synthése des
eicosanoides (prostaglandines, prostacyclines thromboxaties et leukotriénes). Ces métabolites

sont impliqués dans la transmission des informations entre les cellules et notamment au cours
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des processus inflammatoires. Ces deux voies de synth&ses sont constituées d’une série d’étapes

d’oxydation impliquant des intermédiaires radicalaires (Servais, 2004).

» Myéloperoxydase (MPO)

Cette enzyme est exprimée spécifiquement par les neutrophiles, elle catalyse en présence
de H,O; et d’ion CI 1a formation de dérivés halogénés toxiques (Hadi, 2004).

.

» NO synthase

Dans le phénoméne inflammatoire, cette enzyme est principalement retrouvée dans le
macrophage. La formation de dérivés oxydés de I’azote aboutit & la production de monoxyde
d’azote (NO) toxique pour les microorganismes. Cette enzymes cst préserite dans d’autres types
cellulaires autres que les macrophages (Haton, 2005).

La figure 9 récapitule les principales sources cellulaires des radicaux libres.
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Figure 9 : Sources cellulaires de radicaux libres (Haton, 2005).

b) Sources exogines

L’organisme humain est soumis & Vagression de différents agents environnementaux
physiques ou chimiques capables de donner naissance & des radicaux libres. Exposition
prolongée au soleil, 4 ’ozone, aux rayonnements ionisants, aux rayons UV, la chaleur et les
ultrasons, tabagisme, consommation excessive d’alcool, contact avec des agents cancérigénes,
consommation des médicaments notamment les anticancéreux, les pollutio?s... sont autant des

situations qui générent des radicaux libres (Hadi, 2004).
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Au sens large de stress, certains auteurs considérent que les facteurlé exogenes de stress se
répartissent en deux groupes, des facteurs de nature abiotiques et d’autr‘:es de nature biotiques
(Lacost, 2001). De nombreuses études ont été menées afin de préciser ces facteurs. Chez les
plantes, par exemple, de nombreuses conditions environmementales Eom été définies: la
sécheresse (stress hydrique), fes hautes et les basdes températures (stress thermique), I’exposition
aux métaux lourds, aux Ultra- Violet, aux polluants aériens tels que I’ozone et le SO», les stress
mécaniques, les carences en nutriments, les attaques de pathogénes et les fortes expositions a la
lumiére. La production des ROS est donc consid@ée comme une réponse générale de Ia plante &
un stress (Silvestre, 2005). !

D’autres études réalisées sur les poissons, distinguent trois catégories d’agents induisant la
production des ROS et done le déclenchement de stress. Des agents envifonnementaux tels que
la présence de substances polluantes comme les métaux lourds et les pesticides mais aussi des
changements de pH, de température, d’oxygéne Idissous,... ; des agents physiques tels que les
manipulations de "animal, lc confinement, te transpon ou la poursuite et ia péche ; ct enfin, des
agents biologiques comme les attaques d’agents pathogénes, possible hiérarchisation sociale au
setn de la population, ... (Silvestre, 2005). :

La figure 10 montre le role des interactions des facteurs biotiques et abiotiques dans Ia
production des ROS d’aprés (Monserrat et al, 2006) chez un organisme cstuarien.

< e s ctaFimes

. 1 T

Figare 10 : L'influcnce des facteurs abiotiques et biotiques sur les réponses
physiologiques et biochimiques d'un organisme estuarien (Monserrat et al, 2006).
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H-1-3-5 Le réle physiologiques des rahli(:aux libres

La production de radicaux libres fait partie du métabolisme aérobie (Berger et al, 2001), et

est permanente ¢t physiologique. En effet, les ROS de part leur réactivité participent a de

nombreuses fonctions physiologiques ; phagocy@ose, baciéricide, signalisation cellulaire
(Ramonatoxo, 2006). Par exemple, au niveau musculaire, plusicurs travaux récents, montrent
que ’exposition de fibres musculaires au H;O, augmente toutes les caractéristiques de la
contraction musculaire : pic de force, constante de temps et temps de demi- relaxation . Les ROS
participent également a I’amélioration de captage musculaire du glucose, et la reconstitution des
stockes en glycogéne musculaire (Reid et al, 1993). En fin, les ROS régulent de nombreux
facteurs de transcription tels que I’activator —protein-1(AP-1) et I’heat shock factor-1(HSF-1) qui
activent des génes dits «protecteurs» pour la cellule. En effet, ces génes régulent I'expression de
molécutes de défense telles que les antioxydants olt les heat shock protein (HSP) contribuant aux
processus de réparation et de régénération{cellu]aire (Macnee et al, 1999).
11 -1-3-6 Le role pathologique des radicaux libres
a) La toxicité cellulaire des radicaux libres

En excés, provenant d'un défaut de capacité antioxydante ou d’une production massive
par emballement des mécanismes physiologiques (inflammation) ou d’exposition & des sources
exogénes liées & I’environnement, et du fait de leur grande réactivité, les ROS provoquent des

Iésions sur tous les constituants biologiques essentiels :

» L’ADN : Les ROS peuvent induire des effets mutagénes ou Parrét des réplications de I' ADN
(Le pape, 2003). Ils agissent en provoquant des altérations de bases nucléiques
principalement la thymine et la cytosine, des pontages ADN- protéines, des modifications

des sites abasiques ou des cassures de chaines (simple et double brin) (Haton, 2005).

> Les lipides : ils sont une cible pr.ivi;égiée des ROS. Ces derniers provoquent I’oxydation des
molécules de cholestérol et des acides gras polyinsaturés (AGPI) des phospholipides des
membranes (Hadi, 2004), causant ainsi, une peroxydation de la membrane lipidique. Ce
phénomeéne entraine une désorganisation de la membrane et par voie de conséquence une
altération irréversible de sa fluidité et sa capacité 4 assurer correctement ses fonctions

(Cayuela, 1995). La peroxydation lipidique consiste en ’attaque par un radical libre,
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dorigine exogeéne ou endogene, des dérivés lipidique et aboutit 4 la formation de nombreux
dérivés toxiques : les hydroperoxydes et leurs dérivés. Ces derniers sont relativement stables ; en
présence de fer, ils sont transformés en radicaux alkoxyles. Parmi leurs dérivés le MDA
{malondiald¢hyde) a une demi- vie plus longue que celles des ROS et diffuse facilement. 1i peut
former des liaisons avec les bases de I'ADN et est lﬁi-méme mutagéne (Hadi, 2004). Cependant,
la peroxydation lipidique, et lorsqu’elle n’est pas induite par un élément exogéne anormal, est un
phénoméne physiologique naturel qui intervient dans la dégradation de nombreux meétabotlites
cellulaires (hormones, acides gras, etc.). Certains produits de la peroxydation contribuent a
’adaptation des organismes aux conditions de 1’environnement ou encore & la différenciation
cellulaire (Haton, 2005). -3

Initiation LH + initiateur L® +H*
Propagation: L® + O, | LO. *

LO,* + LH LOOH + L*®
Terminaison:  LO,* + 1O, * LOOL + O,

LO,® +L® LOOL

Le +Le LL

Figure 11 : Processus de péroxydation lipidique (Haton, 2005).

> Les protéines : presque toutes les protéines sont endommagées par les ROS, mais les
plus sensibles sont celles qui ont un groupement sulfhydrique (-SH) (cystéine et
méthionine) et les acides aminés aromatiques (tyrosine et tryptophane). Les deux
principaux marqueurs de I’effet dgs ROS sont la formation de 1a fonction carbonyle et la
formation de groupes nitrotyrosines (Le pape, 2003). Les ROS sont responsables de
Pinactivation enzymatiques en particulier des serine- protéases, d’une fragmentation des
macromolécules (collagéne, protéoglycannes, acides hyaluronique), de formation de

dimeéres ou d’agrégats protéiniques dans les membranes cytoplasmiques (Hadi, 2004).

b) Les différentes patholegies associées & un stress oxydant
Tous ces désordres biochirniques impliqueront le stress oxydant dans de nombreuses
maladies, soif eonfne un des facteurs déclenchant, soit comme une cause de complication de leur

évolwtion {figure 12).
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Figure 12 : Principales circonstances pathologiques s’accompagnant d’un stress
oxydant (Gutteridge, 1993).

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en surexpremant certains
génes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de nombreuses matadies souvent liées au
vieitlissement : cancer, cataracte, sclérose latééfale }axnyo&ophique, syndrome de détresse
respiratoire aigu, cedéme pulmonaire (Gutteridge, 1993). Le stress oxydant est aussi un des
facteurs potentialisant 'apparition des maladies plurifactorielles telles que le diabéte, la maladie
d’ Alzhetmer, les rhumatismes et les maladies cardio-vasculaires. En fin, dans certaines maladies
Ia cause initiale ne fait pas intervenir de processus radicalaire, mais la survenue secondaire de ce
stress vient aggraver le processus initial. Un exemple caractéristique de cette situation est le
SIDA, ou le processus initial est Vinfection virale, mais ot le virus induit un siress en répriment
le géne de superoxyde dismutase et de la gfummim peroxydase facilitant la mort des
lymphocytes T par apoptose (Levesque, 2006). L

P e
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I -1-4 Les moyens de défense contre les radicaux libres : les antioxydants

Les antioxydants sont des substances qui retardent ou inhibent I’oxydation d’un substrat
quand ils sont présents & faible concentration comparée & celle du substrat, ils ont donc pour rdle
la détoxification des radicaux libres produits en excés dans ’organisme et le maintient d’un
niveau non cytotoxique de ROS. L’orgagisme dispose d’une large gamme d’antioxydants sous

formes de systémes enzymatiques, ou non enzymatiques (Drbge, 2002).

H -1-4-1 Les antioxydants enzymatiques
» La superoxyde dismutase (SOD) :

Les superoxydes dismutases représentent une grande famille de métalloprotéines possédant
des groupements prothétiques diftérents (Bourdon, 2000). Elles sont ubiquistes dans les
organismes aérobies et réagissent en défense de I'organisme contre les produits toxiques du
métabolisme cellulaire. Les SODs sont capables d’éliminer I’anion superoxyde, premiére espéce
toxique formée & partir de 1'oxygéne, par une réaction de dismutation. Elles assurent ainsi la

premiére ligne de défense enzymatique contre le stres oxydant comme la montre la réaction 8 :

.2 :021)- Savenarde ity

o |

Chez les mammiféres, la SOD existe sous trois isoformes qui se différencient par leur

{ocalisation cellulaire et tissulaire, leur structure multimérique et 1a nature des ions métalliques
de leur site actif (Haton, 2005 ; Garait, 2006) : une forme cytosolique et nucléaire associée aux
tons cuivre et zinc (Cw/Zn- SOD), une forme mitochondriale associée au manganése (SOD Mn)
et une forme extra- cellulaire (Ec- SOD). Il a été récemment montré que la Cu/Zn- SOD était
¢gatement présente dans I’espace intermembranaire (Sturtz et al, 2001). La distribution de ces
formes varie selon les tissus. Dans le muscle environ 65 2 85 7 de Pactivité de la SOD se trouve
dans le cytosol tandis que les 15 & 35 7 restants sont localisés dans les mitochondries {Garait,
2006). Cependant, la Mn- SOD semble indispensable 4 la vie puisque sa mutation est non viable,
cect n’est pas le cas pour la forme cytosolique, méme si celle —ci joue un rdle important dans
1’élimination des ROS (Li et al, 1995).

Si les formes mitochondriales et cytosoliques sont régulées par leurs substrats, Ia SOD- Ec
serait régulée par des cytokines plutdt qug par les ROS (Sturtz et al, 2001).
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7 La catalase (CAT) |

Les catalases sont des haemoprotéines de 56 K Da, constituées de 4 sous unités identiques.
Chaque sous umité renferme un ion ferlll logé dans un noyau hémique proche de celui de
Fhémoglobine (Bourdon, 2000). Elles sont localisées dans le peroxysome des cellules de
nombreux types tissulaires mais sont particulierement abondantes dans le foie et les globules
rouges { Soares, 2005).

Parmi les enzymes connues ¢’est »ye des plus efficaces. La catalase est responsable de la
dégradation d’H;02 en Hy0O et O; (réaction 9), empéchant donc ce radical de participer 2 la
réaction de Fenton (Hadi, 2004) :

ZHAOn M__ﬂﬁd."’ 2H20 + Oa

Le mécanisme d'action de ces oxydo- réductases correspond & un transfert d’électrons
entre deux molécules d’H,0;, on parle de la dismutation (Deby et al, 2002). Contrairement 4 la
Glutathion peroxydase (GPx), I'affinité de la catalase pour 1'H;0; est élevée seulement lorsque

les teneurs en peroxyde d'hydrogéne sont accrues (Garait, 2006).

» Les glutathion peroxydases {GPx) et réductases (GR)

Les glutathion- peroxydases séléno- dépendantes sont des protéines qui contiennent 4
atomes de sélénium situés aux centfel actifs de I'enzyme sous forme de sélénocystéine.
L’activité de ces enzymes est trés dépendante de I’apport nutritionnel en sélénium . Un déficit en
sélénium entraine une chute de cette activité et une réplétion la restaure (Hadi, 2004).

Les GPx 4 sélénium existent dans le cytosol (¢GPx), dans le plasma (pGPx), au niveau de
la membrane cellulaire (HP-GPx), et une isomenzyme est spécifiquement exprimée dans
1’épithélium du tube digestif (GI-GPx). Elles différent entre elles au niveau de leur spécificité de
substrat, de leur localisation cellulaire et tissulaire (Haton, 2005).Ces enzymes constituent le
systéme majeur de défense car elles détruisent non seulement H,O» mais aussi les peroxydes
organiques toxiques formés par oxydation des acides gras ou du cholestérol (Hadi, 2004). Lors
de cette réaction deux molécules glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion disulfure

(GSSG) suivant la réactions 10 ;

HaO2 + 2G5H e 2HRO + GASG

ROCH + 2GSH — % __y ROM+H:0 + GSSG

.



Chapitre 11 : METAUX LOURDS ET LE STRESS OXYDANT

La glutathion réductase, quant A elle, & pour rdle de générer Je GSH a partir du GSSG
grice au NADPH qui est utilis¢ comme donneur d’électrons suivant la réaction 11 ( Garait,
2006) :

GSSG + NADPH « B —SR ____» 2GSH +NADP

En effet, la concentration cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le

réduire constamment pour que la GPx maintienne sa fonction (Marfak, 2003).

% La thiorédoxine (TRX)

Cette enzyme a une structure proche de ceil!e de la glutathion réductase. Elle consomme
aussi du NADPH dans son fonctionnement. La TRX joue un rble protecteur contre une grande
variété de stress oxydatif grice 4 ses propriétés de capture des ROS. Des études biochimiques
montrent que les TRXs réduisent des protéines clefs pour le développement, la division cellulaire

ou la réponse au stress oxydatif (Soares, 2005).

1i-1-4-2 L.es antioxydants non enzymatiques
> -Glutathion (GSH)

Ce tripeptide possédant un groupement thiol présente de nombreuses fonctions (Gault,
2002). Le glutathion peut en effet non seulement réduire H;O; en eau et des peroxydes de types
ROOH ou alcool, mais également interagir directel_ment avec les ROS formés par I’oxydation des
vitamines E et C baissant ainsi les niveaux de peroxydation lipidique (figure 13)

{Bourdon, 2004).

Oy
j Mérgholisme des
) i Hbres
SuperOxyde Dismutasc radienu
Catalase '/ .
HO + 10Oy — HyO, /ROOH O/ ROH
GPx
Cycla du
ASHL A GSSG
Glutathion S-Transférase GRED
Widrabrolisme clies
xéEmobiotigues {Phase IT)
GSH
| —_——% Elkmination
Xénobhiotigues i

Figure 13 : Schéma illustrant I'implication du GSH dans le métabolisme des xénobiotiques et
des radicaux libres (Bourdon, 2004).
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! 11 existe de nombreuses enzymes responsables de la synthése, de la dégradation ou du
recyclage du glutathion. Certaines de ces gnzymes ont un réle crucial pour la stabilisation de ce }
composé¢ et le maintien de 'équilibre redox (Haton, 2005). Le rapport glutathion réduit/
‘ glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un marqueur du stress oxydant car le
‘ flux d"H,0, est important, plus le GSH est consommé et le GSSG augmente {Garait, 2006).

» Meétallothionéines (MT) et autres protéines chélatrices des métaux '
Les MTs sont des petites protéines riches en cystéine. La premiére fonction décrite de ces |
l protéines est la détoxification des métaux lourds. Leur role comme antioxydant est démontré
dans différents cas de stress oxydant : rayons X, Paquarat, Cisplatin et Doxorubicine . Il & été
montré que les MTs étaient capables d’éliminer le radical hydroxyle (Hardivilier, 2005). Les
MTs exercent également leur rdle antioxydant en chélatant les ions fer, cuivre et ainsi limite
secondairement la réaction de Fenton (Haton, 2005).
Les autres protéines principalement impliquées dans la séquestration des métaux de
transition sont: la transferrine, la lactoferrine et la ferretine pour le fer ; Ialbumine et la
. caeruloplamine pour le cuivre. Ces protéines empéchent les métaux de transition d’intervenir

dans la formation des ROS suivant la réaction de Fenton (Bourdon, 2000).

» Vitamines A, C, E

Les vitamines ne sont pas synthétisées par I'organisme. Leurs concentrations plasmatiques
dépendent fortement de I’alimentation et des modifications du flux hépatique.

La vitamine E {ou la famille des tocophérols a, B, v, §) représente le principal antioxydant
liposoluble présent dans toutes les membranes cellulaires (Bourdon, 2004), ou elle se fixe et
i stoppe la chaine de réactions de peroxydation lipidique en capturant un radical lipidique (LOQO®)
et devient a son tour un radical moins réactif (Soareé, 20035). Si le flux des ROS formés est trop

important, le radical tocophéryl peut toutefois devenir prooxydant et contribuer ainsi &
augmenter la peroxydation lipidique. De nombreux travaux in vifro ont montré que D’effet
prooxydant de la vitamine E n’existe pladsi la vitamine C est présente dans le milieu. Il s’agit de

fameux effet de synergie qui existe entre la plupart des vitamines antioxydantes et
d’oligoéléments (Pincemail et al, 2002).
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1La vitamine C {ou acide ascorbiq,ui), hydrosoluble, se trouve dans le cytosol et le fluide
extracellulaire, elie peut capturer directement ’O™; et "OH> . Comme la vitamine E, cette
vitamine pourrait aussi avoir des propriétés prooxydantes (Servais, 2004).

La vitamine A {caroténoide), agit de maniére synergique avec la vitamine E au niveau de la
membrane pour piéger les ROS gréce & une longue chaine carbonée, riche en doubles liaisons.

Elle serait aussi capable de régénérer la vitamine E oxydée (Coulon, 2005),

» Les oligoéléments ‘

Le cuivre, le zinc, le manganése, le sélénium.et le fer sont des métaux essentiels dans la
defense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requiérent un cofacteur
métallique pour maintenir leur activité catalytique. Cependant, certains oligoéléments,
notamment le fer, lorsqu’ils sont en excés dans Porganisme et sous leur forme réduite, peuvent
avoir une action prooxydante (réaction de Fenton, d’Haber- Weiss) (Garait, 2006).

. |
» L’ubiquinone et cytochrome C .

Contrairement au rdle prooxydant'dcs ubiquinones, sous leur forme semi- radicalaire, la
forme «ubiquinol» agisse comme antioxydant et protége les membranes de la peroxydation
lipidique. Elle est également impliquée dans la régénération de la vitamine E.

Le cytochrome ¢ présent dans I’espace intermembranaire a un rdle de détoxification en
captant l;électron libre 4’0" produit au niveau de la chaine respiratoire. Ainsi réduit, il céde cet
¢lectron au complexe IV formant du cytochrome ¢ oxydé et de HyO (Garait, 2006).

La figure 14 représente les principaux moyens de défenses antioxydantes.
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Figure 14 : Régulation de la production des ROS par les systémes de défenses
antioxydantes (Pincemail et al, 2002).
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11-2. Implication des métaux dans la génération du stress oxydant

Une hypothése de plus en plus grandissante indique que les métaux lourds (Fe, Cu, Zn,
Cd, Pb, Ag, Hg, Ni) jouent le rdle de catalyseur dans la détérioration oxydative des
macromolécules biclogiques et des tissus (Le pape, 2003). De nombreuses études récentes
montrent leur capacité a catalyser des radicaux libres entrainant la peroxydation des lipides, la
réduction des groupements sulfhydriques des protéines, 1’altération de ’homeéostasie de calcium
et finalement les dommages de ’ADN (Valko et al, 2006).

Le role des métaux lourds dans la formation des ROS est 1ié a leur capacité & exister sous
différents états d’oxydation. En effet, les cations d’éléments comme Fe, Cu, Cr ou Mn sont
capables de céder un ou plusieurs électrons susceptibles de réduire I’oxygéne et ses dérivés. Les
plus connues de ces réactions sont la réaction de Fenton et celle d’Haber —weiss. Par ailleurs,
méme des métaux qui n’existent que squs un seul état d’oxydation, tels que Cd et Ni par
exemple, peuvent induire une accumulation de ROS pour trois raisons : une perturbation de
certaines voies métaboliques, une inactivation et un «down régulation» des enzymes du systéme
antioxydant ou un épuisement du stock de molécules antioxydantes comme l'ascorbate, le

glutathion, la vitamine E ou les caroténoides (Toppi et al, 1999).

H-2-1 Mécanismes d’action -d"un stress oxydant induit par les métaux
I1-2-1-1 Les métaux lourds non essentiels : exemple du cadmium

Le cadmium est un métal lourd fortement toxique en raison soit de sa toxicité directe sur
les organismes soit de son accumulation & travers les différents niveaux trophiques (Vicente,
1983). 1l est largement étudié comme un prooxydant puissant. Ainsi, il y a de plus en plus
d’études montrant que le cadmium exerce sa toxicité au niveau cellulaire en partie en induisant
la formation de ROS, pouvant provoquer la peroxydation lipidique, des dommages &4 I’ADN ou
encore une oxydation des protéines ( fi g’ml.: 15) (Martelli et al, 2006).
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Bien que les mécanismes responsables de ’induction de stress oxydant par le cadmium
ne soient encore pas entiérement connus, de nombreuses hypothéses ont été proposées. Le
cadmium n’étant pas un métal de Fenton, il induit de fagon indirecte la production de ROS et la
peroxydation lipidique par interférence avec les systémes antioxydants (Joris, 2005).

De nombreuses études metient en évidence que la préscnce de cadmium dans la cellule génére la
production de ROS : 0%, le OH® et le NO (Valko et al, 2006). Autres expériences ont
également confirmé la génération de H,0,, qu'elle-méme peut alternativement étre une source
significative de ROS par I'intermédiaire de la réaction de Fenton (Watanabe et al, 2003). En
effet, le cadmium peut entrainer une diminution de la quantité d’antioxydants (le glutathion) ou
de I'activité d’enzymes permettant de lutter contre le stress oxydant (SOD, GPx, CAT) (figure
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Figure 16 : Mécanisme de stress oxydant Cd induit dans une cellule nerveuse
{Armenta et al,2007).
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Une &ude récente de Lopez et al (2006) montre Ique le cadmium semble exercer ses effets
déléteres sur les cellules nerveuses en induisant un stress oxydant par "induction de ROS suite a
ane interaction emre les ions Cd®* et les mitochondries, menant  une perturbation de potentiet
redox de la mitochondrie comme conséquence de la diminution de niveau de glutathion et une
augmentation de Pactivité de 1a SOD et la CAT. '

Un autre mécanisme possible a été présenté il y a quelques années, est ’'augmentation de ia
concentration en fer ou en cuivre & [a suite de lewr déplacement par le cadmium de
métalloprotéines (MTs). Les MTs, protéines riches en groupements SH, sont synthétisées
principalement par le foie et le rein. Elles jouent un réle important dans Phoméostasie des
métaux essentiels et dans la protection contre les cffets toxiques des métaux lourds en
séquestrant la fraction ionique fibre (Messaoudi et al, 2002). Selon ce mécanisme, le cadmium
peut déplacer le fer et le cuivre de diverses protéines cytoplasmiques et membranaires (ferretine,
apo- femretine). A Pinverse du cadmium, ces deux metama peuvent causer un stress oxydant
direct par réaction de Fenton (Feng et al, 2000 ; Joris, 2005). Les résultats rapportés par une
étude réalisée par Watjen et al {2004) représentent une confirmation de cette hypothése.

Plusieurs effets toxiques du cadmium résultent de ses interactions avec certains éiéments
essentiels dans I organisme notamment fe calcium et le zinc (figure 17). Un régime déficient en
calctum augmente d’avantage la fixation du cadmium et accentue ses cffets toxiques (itokawa et
al, 1974). Le cadmium provoque des altérations profondes du métabolisme du calcium, qui
consistent, en unec résorption osseuse (Ando et al, 1978), une calciurie (Kim et al, 1988) et une

basse de Ia caleémie (Messaoudi et al, 2002). Une déficience en zinc augmente aussi la fixation

du cadmium par le foie et le rein et intensifiée la toxicité de ce métal.
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La complexité des effets du cadmitim s’illustre ici par le fait que la génération de ROS peut
d’une part avoir des effets néfastes directs sur le bon fonctionnement de la cellule et d’autre part
tre considérée comme un mécanisme de riposte o les ROS sont des messagers secondaires. En
effet, augmentation de la guantité de EROS lors d’une contamination par du cadmium peut
influencer I’expression de nombreux gépeg dont ceux de facteurs de transcription (Joris, 2005).

Comme conséquence néfaste du cadmium et du stress oxydant sur la cellule, on peut
évoquer ici les atteintes 4 TADN. En efﬁ;et, la génotoxicité observée en présence de cadmium est
étroitement liée au stress oxydant. Le |<:admium, faiblement mutagéne en tant que tel, peut
inhiber la réparation de lésions de I'’ADN formées spontanément ou suite 4 des réactions
oXydatives en interférant avec des enzymes antioxydantes par exemple en se substituant au zinc
de certaines protéines & doigt de zinc iinpliquées dans la réparation de I’ADN (Bertin et al,
2006). Suivant la localisation et le nom:bre des lésions de PADN le cadmium peut induire ia
formation des cellules tumorales, I'apparition d’un cancer, et méme la mort cellulaire

programmeée appelée apoptose (figure 18) (Joris, 2005).
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I1-2-1-2 Les métaux lourds essentiels :fexemple du zinc

Par opposition au cadmium, le Znc est un I%oligoe’:le’ment essentiel & toutes les espéces
vivantes et est !"oligoéiément le plus [abondant ﬁour Phomme (besoin de 5 mgjour'). 1
intervient au niveau de la croissance, dujdéveloppement osseux et cérébral, de la reproduction,

du développement feetal, du goiit et de ’gdorat, des ‘f:"onctions immunitaires et la cicatrisation des
blessures (Ho, 2004). ‘

Le zinc posséde des propriétés structurelles, ca‘talytiques et antioxydantes trés importantes.
Il protége les groupements thiols des protéines et joue un réle central dans Dintégrité des
membranes cellulaires ; ses ions stabilisent le plasma et les membranes internes, soit par liaisons
aux constituants structurelles soit en prévenant la peroxydation lipidique catalysée par les
métaux de transition (fer, cuivre) (Shuilleabliaen et al, 2006). Le zinc est également le
composant essentiel de plus de 300 (métallo) enzymes dont la SOD (Cu-Zn) et autres protéines
impliquées dans de multiples fonctions Lnétaboliques. De nombreux facteurs de transcription
dont la structure dite en doigts de zinc (plus de 3000) nécessitent la présence de ce métal
essentiel & la liaisor avec I’ ADN (Pillet, ’2?01 ). L’homéostasie de zinc exerce donc un controle
sur la transcription de nombreux génes et} joue un rble crucial dans la réparation de I’ADN et la
stabilisation génétique (Ho, 2004). j

Compte tenu le t8le essentiel du zinc au sein de la cellule, on congoit aisément I’impact de
tout changement de ’homéostasie de ce métal sur le l;‘)on fonctionnement cellulaire.

Une carence en zinc est principaleinent liée a“ un régime alimentaire pauvre en zinc. Le
zinc étant un élément trace essentiel, son Igéﬁcit conduit 4 des troubles plus au moins graves. Un
déficit en zinc peut augmenter les risques de certains cancers et accélérer les processus de
vieillissement. La plupart des maladies| infecticuses sont associées & des stress oxydants,
engendrés par la réponse immunitaire innée. ﬁn cas de déficience en zinc ou de
disfonctionnement important d'une zincoprotéine impliquée dans I’élimination de radicaux
libres, I'une des premiéres conséquences si‘bra un disfonctionnement de la réaction inflammatoire,
et par cela méme I’aggravation de I’infectglnn (Shuillei,ibliaen et al, 2006).

D’aprés Ho (2004), les augmenta}igns de ROS induites lors d’une déficience du zinc sont
accompagnées des altérations des protéinelfq et des don:lmageS de ’ADN( figure 19).
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Une forte exposition humaine peut, provenir de teneurs naturellement élevées en zinc, par
exemple lors de culture sur des sols zinciiféres et passage du zinc dans la chaine alimentaire, ou
d’une exposition d’origine anth.ropique,j- par exemple chez les travailleurs des raffinerais de
minerais et des industries de transformation du zinc (Pillet, 2001).

Bien que le zinc soit considéré con%me un ¢lément relativement non toxique, mais comme
tous les métaux lourds, I’exposition excessive (pollution environnementale, professionnelle) peut
causer des effets toxiques (Formigari et al, 2007). Au niveau cellulaire, de nombreux composés
du zinc générent des espaces réactives d’olxygéne, notamment du peroxyde d’hydrogéne et

I'anion superoxyde, en réagissant avec' les groupements thiols du glutathion. Ces espéces
|
réactives d’oxygéne sont responsables de leur toxicité.

Les différentes études de toxicité-dit zinc effectuées chez I’animal donnent des résultats
contradictoires selon les espéces et les !formes chimiques de zinc étudiées. En conséquence
aucune régle précise ne peut &tre donnée dans le cadre d’une extrapolation pour I’homme.
Cependant, une variable trés importante qui devrait étre soigneusement considérée est les
différentes concentrations utilisées dans leJ:s €tudes publiées. De nombreuses études in vivo et in
vitro (Matsushita et al, 1996 ; Aiuchi et al, 1998 ; Nodera._ et al, 2001 ; Santon et al, 2006)
montrent le role d’un traitement du zinc dans le blocage de I'apoptose. En revanche, 1'étude de
Weissgarten et él (2002} indique que la sujpplémentarité in vitro du zinc & des cultures cellulaires
humaines (prostate et sang) isolées des sujlets lentement hémodig]ysés abiélere ce processus.
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Formigari et al (2007) ont trouvé les mémes résultats sur des sujets sains. Wieseman et al (2007),

rapportent, sur un modéle in vitro des cellules endothéliales d’artére pulmonaire que Ia
concentration interceliulaire élevée du zinc peut perturber le fonctionnement mitochondrial et
déclenchée la voie apoptotique par uﬂl stress oxycjlant d’H20;.. Une étude in vivo de Yanagisawa
et al (2004) montre que la prise diéiétique e)j(cessive du zinc peut induire des conditions
pathologiques liées directement au str|ess oxydant,j

La concentration cellulaire du zinc est estimée de 180 4 250 uM et est strictement controlée
par les métallothionéines, protéines appamisse‘int comme d’importants régulatewrs du zinc
disponible dans Ia cellule. De ce fait,|les compos;és oxydants tels que les cytokines, les métaux
lourds toxiques, les UV, .. entrainent la libération de zinc (Joris, 2005). La fraction libre de zinc
dans le cytosol est a origine de la toxicité de zinc (figure 20) (Klaus, 2007).

Stokines, 1

: Chafclants,
. Frenwy metels,
A thict-rvedifying
© agents, ...
1

Figure 20 : Libération du inc par différents composés oxydants (Klaus, 2007}

i
Dans un cadre général, le stress oxydant du zinc peut résulter d’un excés ou d’une
déficience de ce métal (Formigari et al, 2007).
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Chapitre HI: MATERIEL ET METHODES

Ce chapitre décrit I’étude expérimentale séparée en deux parties ; la premiére résume la

zone d’étude du point de vue géographilc, hydrographie, chmatologie et enfin sa géologie. La
seconde partie comportera 1’analyse chimique et la recherche toxicologique des métaux lourds

présents dans les eaux de la ville de Jijel.

II1-1. Choix des sites d’étudei

Afin de déterminer les concentrat‘lions en cadmium et en plomb dans 1’eau de boisson
consommeée par la populatioh de la ville de Jijjel, des analyses ont été effectuées sur des
échantillons recueillis dans différentes sgﬁfces approvisionnant cette ville en eau potable :

» Les puits et forages.

» Les citernes de camions utilisées dans 1’acheminement des eaux.

» Les robinets d’eaux de maisonls.
Ce choix devrait nous permetire de suivre la qualité de I’eau depuis le forage jusqu’au
consommateur et de situer le moment de la contamination ainsi que les causes et les niveaux de

la contamination en cadmium et en plomb.

Ont ainsi été effectués :

e Pour I’eau de robinet : trois échantillons prélevés d’un robinet d’un quartier de la ville de

!

Jijel (& Ouled Alissa) |
e Pour|’eau de citernes :
o camion citerne en plastique : 03 prélévements
o camion citerne en métal ,Oi prélévements
¢ Pour les sources utilisées pour l’apprci)visionnemcnt en eau de boisson, nous avons choisi 03
sites principaux ;
o les forages de I’oued Nil
o lasource de Bachelot (bassin tversant de I’oued Nil)

o et les puits collectifs de la région Redjla (dans le méme bassin de 1’oued Nil).

® Parler de Ia contamination, c’est nécessairement établir une comparaison par rapport 4 un état
de référence jugé plus satisfaisant, s€lon une certaine échelle de valeur, Dans notre étude;
deux échantillons ont été retenus comme cau de référence : I’eau minérale de Texanna et

I’eau de Zemzem (Meka, Arabie Saoudite) .
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I11-2. Identification de la zone d’étude

Le choix de la démarche de travail dépend des objectifs de I’étude. Ainsi, il est important
pour évaluer les facteurs susceptibles de|contaminer une source d’approvisionnement en eau de
boisson d’inventorier les sources pouvant influencer le site d’étude, d’avoir des renseignements

sur sa géologie, la climatologie et la connaissance du contexte géographique.

I11-2-1 Cadre géographique ! |

Les sites, ou les échantillonnages de 1’eau ont eu lieu, se situent dans différentes régions de
1a wilaya de Jijel (Ouled aissa, Texanna, [aher).

Jijel est une wilaya cdtiére, situétlj? au nord est de I’Algérie et fait partie de ses grands
bassins versants (figure 21). Elle occdpe une superficie de 2 398 Km? avec 11 Daira et 28
communes. Elle est limitée au nord par la mer Méditerranée, au sud par la wilaya de Mila et la
wilaya de Constantine, & 1’est par la wilaya de Skikda, & I’ouest par la wilaya de Bejaia et la

wilaya de Sétif.

12 51

3,
e Q 7
~. 2 {

Figure 21 : Localisation géographique de la wilaya de Jijel (BNEDR, 2004).

La wilaya de Jijel est caractérisée par un relief montagneux trés accidenté. Les montagnes

occupent 82 /. de la superficie totale. On distingue principalement deux régions physiques :

¢ Les zones de plaines, situées au nord, le long de la bande littorale.

¢ Les zones de montagnes, moyennes a la wilaya et difficiles a la limite sud de la wilaya,

(- o
caractérisées par une couverture végale trés abondante et réseau hydrographique important.
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1H1-2-2 Le contexte socio- économique
La wilaya de Jijel comptait selon

602 407 habitants pour une densité moye

le dernier recensement (31/12/2000) une population de

nne de 247 habitants au Km?. Aux diverses activités, la

majeur partie de la population de cette régjon est liée a ’agriculture (secteur primaire).

» Le secteur primaire (I’agricultu

L’activité agricole est d’une impo

re) :

rtance économique majeure dans la région. Elle occupe

une superficie de 99 024 ha soit un pourcentage de 417 de la supetficie totale de Ia wilaya. La
superficie utile est estimée de 43 649 ha dont 6 210 ha est irriguée a partir des cours d’eaux, des

forages, des puits, des bassins versants...etc. 14 500 ha de cette superficie se situe en zone plaine

y compris la zone de notre étude (soit

montagnes (67 7 de la superficie utile) (

» Les secteurs secondaires :

33 7 de la superficie utile) et 29 149 ha en zone de

Direction des services agricoles, 2007).

Les régions cotiéres de 1a wilaya sont principalement liées 4 la péche ainsi que la récolte

de liége. La quasi-totalité des activités d
unités de petites tailles (telle que la bri

centrale thermique et la tannerie.

I-2-3 Description des sites reter

Les sites retenus comme sources d’

c caractéres industriels existent sous forme de quelques

Jucterie) et entreprises publiques locales en plus de la

1Us

approvisionnement en eau de boisson de la ville de Jijel

se situent dans La daira de Taher qui s’étend a dix huit kilométres de I’est de la ville de J ijel.

Taber est une ville de 68 000 habitants, caractérisée par une activité commerciale accrue.

Elle est aussi le pole industriel de la wilaya de Jijel avec la zone industrielle de {Oueled Satah),
la briqueterie, la centrale thermique, 1’aéroport et le port. La Daira de Taher est également
caractérisée par les ancienne mines d’argent et d’or ainsi que de marbre localisées au niveau de
la source de I"oued Nil «‘ Ain Tizi » aux rllontagnes de Chahna au sud de Taher.

Plusieurs sites de cette région ont été retenus : les forages de I’oued Nil, la source de

Bachelot, les puits collectifs de « Redjla » et la source de Boucherchour. Ces sites font partie des

plaines coti¢res de la wilaya (figure 22)7
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Figure 22 : Zones homogenes de la wilay‘!'a de Jijel (BNEDR, 2004).
|
L’ensemble de ces sites se situe. dans le bassin ]'versant de 'oued Nil qui s’étend 4 une
vingtaine de kilométres au sud est de la ville de Jijel et occupe une superficie de 268 Km2,
subdivisé en deux sous bassins versants respectivement de 148 Km? et de 120 Km?. 11 est bordé a
I’ouest par le bassin versant de I’oued Djendjen et 4 I"est par celui de I’oued E] Kebir. Au sud, ce
bassin versant est limité par les reliefs de la petite Kabylﬁie qui dépassent trés facilement
500 m d’altitude, et constituent avec ]Ja mer médiferran;ée au nord, ses limites naturelles (figure
23). Ce bassin est drainé par ]’oued Nil et ses deux affluents, les oueds Boukhara et Sa’ayyoud.
Ces trois oueds coulent du sud versle nord. - !

Avec un débit annuel de 230 millions de métres cubes a ’embouchure, 1’oued Nil est un

des oueds les plus importants de la région de Jijel. !
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Figure 23 : Situation de bassin versant de ’'oued Nil (Lehtihet, 1983).

|
La région de « Redjla » se situe (iians la partic avale du bassin versant de 1’oued Nil. Elle

est caractérisée par son marécage localement appelé¢ « Rhedir el mardj » qui résulte de
I’écoulement de I’affluent de « Tacift »: et plus d’une dizaine de puits collectifs qui alimentent la
ville de Jijel en eau de boisson distribuée en camions citernes (en métal et en plastique).
«Redjla» est une région agricole, enti¢rement maraichére. Elle s’étend 4 environ quatre
kilométres du centre ville de Taher. |

Les forages de I’oued Nil et la source de Bachelot se situent en amont de « Redjla », et
sont, comme cette demiére, le siége'd’une exploitation agricole utilisant massivement des
engrais chimiques ( Azote, phosphate,..)I ; ainsi que des pesticides divers.

La plus grande partie des sols de la plaine alluviale de 1’oued Nil, est soumises d des
excés d’eau d’origines diverses. Les fortes précipitations arrosant cette plaine sont a 1’origine de
I’engorgement des sols peu pennéablés. Dans la zone avale de la plaine alluviale, les fortes
précipitations contribuent par ruissellement & engorger les zones basses, vallées des oueds et
Rhedirs (dépressions fermées ou maréclages). Au fond de ces Rhedirs, I’eau persiste pendant la

I

plus grande partie de I’année, c’est le cas par exemple de marécage de la région de Redjla .
;
|
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(Rhedir el mardj). En amont, la morphologie de cette plaine est caractérisée par une succession

de crétes arrondies, dépassant souvent 100m d’altitude (Lehtihet, 1983).

I11-2-4 Le réseau hydrographique

Le réseau hydrographique de la wilaya de Jijel est trés dense (figure 24). L’oued Mencha,
Dijendjen et 1’oued de Nil possédent plusieurs affluents dont le chevelu hydrologique couvre
entiérement ces trois bassins versants et coule vers la méditerranée dans le sens général sud nord
a travers la plaine de Jijel, ceci est du & des importantes ressources superficielles qui ne sont pas

bien exploités.

33 - g e e .
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Flgure 24 : Carte hydrographlque de la Wilaya de Jijel (BNEDR, 2004).

HI-3. Caractéristiques climatologiques de Ia zone d’étude

La bonne connaissance des conditions climatiques joue un rdle majeur dans la
compréhension de 1’évolution des éléments chimiques, la protection et la résolution des
problémes de pollutions au niveau des nappes d’eaux (Debieche, 2002).

La plaine Jijel- Taher fait partie de la zone littorale, cette région bénéficie d’un climat
tempéré avec un hiver doux caractéristique des zones méditerranéennes, son régime climatique
dépend de deux paramétres principaux : les précipitations météorologiques et la température.
I11-3-1 Précipitations météorologiqueques

Cette région regoit annuellement une moyenne de 1200 mm de pluie par an. Elle est

considérée parmi les régions les plus arrosées d’ Algérie (figure 25).
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CLASSES D'ISOHYETES

[ 600 & 700 mm
(3 700 & 800 mm
[ B0D & 900 mm
[ 200 & 1000 mm

J 1 000 2 1200 mm
2] 1 200 & 1500 mm
[ 1 500 & 2000 mm
W >2000

:

Figure 25 : Carte Pluviométrique de la Wilaya de Jijel (BNEDR, 2004).

Le tableau 6 représente une étude statistique des données des précipitations de la wilaya

de Jijel.

Tableau 6 : Répartition mensuelle des
(Office National de Météorologie(ONM), station Jijel aéroport)

[}

précipitations (en mm) :1998-2007.

Mois Sept | Oct. | Nov Déd | Janv | Fevr | Mars | Avr {Mai | Juin | Juil | Aout
Moyenne | 85,5 | 58,3 | 182,9 200:? 155,6 | 1135 | 71,5 72,7 48 12,3 | 3,1 18
Max 270 143 | 338 | 407 | 333 | 231 269 130 130 56 16 86
Min 26 | 1 | 40 | 85| 12 | 4 | 14 |33 | 5 | 0 0] o
Ecart |

67,59 | 41,16 1 93,76 | 82,85.| 17,42 | 52,65 | 69,74 } 36,37 | 51,18 | 16,22 | 7,79 | 8.47
type
Saisons Automne { Hiver Printemps Eté
Moyenne 108,9 31 156,43 64,06 11,13

La wilaya de Jijel regoit une forte pluviométrie qui se caractérise par son irrégularité

suivant les mois de Pannée. Sur les dix derniéres années, elle a été en moyenne de 156,43 mm

pour la saison hivernale et de 11,43 mm seulement pour la saison estivale.

La neige dans cette région ne fait que de rares apparitions sur les reliefs élevés. Le

méme

constat est observé pour les brouillards et les gelées blanches. Le débit des riviéres augmente

considérablement durant la saison -dés pluies et avec une moindre mesure durant la fonte de

neiges. Toutefois; ces riviéres ruissellent avec un débit minimal durant la saison séche.
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IM-3-2 La température gn

| i .. .
Les valeurs moyennes des températures mensuelles de la wilaya de Jijel sont présentées

dans le tableau 7. Ces données nous ont €t¢ fournies par I’ONM de Jijel.

Tableau 7 :Répartition mensuelle moyenne des températures en C°(1998-2007).
(Office National de Meteorologxe(ONM) station Jijel aéroport)

/

Mois " |Sep |Oct [Nov [Déc {Janv | Fevr Mars [Avr [Mai |Juin |[Juil jAout Moy

Temp

o 23,52120,84115,0(12,24 ]1,23' 11,42113,73115,16118,66(21,71(25,131 25,6 {17.85
En

Les moyennes les plus élevées s‘qmt observées essentiellement pendant la période d’été
avec des températures variant de 20 a 25 C° Par contre, les températures les plus basses, de 10 &
15 C°, sont observées pendant la période d"hiver.

Ces ¢écarts de température,’ ?i%ous indiquent que pendant la période d’été
I’évapotranspiration de 1’eau est maximale. Les concentrations en éléments chimiques dans la
nappe se trouvent par conséquent affectlé:es. Tekkouk (2005) enregistre sur 1288 mm de pluie
tombée sur la région de Taher, un taux Ec}i’évapotran_spiration de 442 mm, soit 34,31 “de la
lame précipitée. | i
|
I1I-4. Le cadre géologique |

La géologie est un outil précieux au service de 1’étude hydrogéologique et hydrologique.

En effet, elle permet de définir les formatlons et les structures susceptibles de constituer des

. . . | .y
réservoirs, et d’estimer leurs importances|et capacités.

{
II1-4-1 Localisation géologique dg la zone d’étude:

La région étudiée fait partie de l'alpetite Kabylie qui s’intégre dans la partie orientale des
Maghrébides, branche méridionale de la chame alpine de la Méditerranée orientale.

‘De grands domaines géolog1ques| structurés en nappes de charriage caractérisent cette

partie nord — orientale de la chaine alpine d Algérie (Djellit, 1987).
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Le socle kabyle: La lecture
Maghrébides met en évidence”

mésozoiques : Les massifs de la p

Un ensemble inférieur gneissique.
Un ensemble supérieur phylladique.

du schéma structural de cette partic orientale des

& grands affleurements de roches anciennes anté-

ctite Kabylie. On y distingue deux grands ensembles :

Le domaine des flyschs : Notre région d’étude est particuliérement caractérisée par un

empilement de nappes a faciés flysch. Les travaux antérieurs (Djellit, 1987) ont distingué

trois types bien distincts :
v Le flysch massylien.
v Le flysch maurétanien.
v Le flysch numidien.

La géologie locale du bassin versant de I’oued Nil présente une lithologie trés variée. Elle

montre diverses formations représentées dans la figure 26-A (Tekkouk, 2005).

ik
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Figure 26-A : Coupe géologique au niveau de la plaine alluviale de I"oued Nil (Tekkouk, 2005).

111-4-2 Stratigraphie

La colonne stratigraphique des terrains geologiques rencontrés dans la région de Jijel

s’établit comme suit (figure 26-B) :
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e
! Ll!iul‘flzﬂf

i

|4

:;\:\}q}, d-duneactuelles o ! o
~«iz*| Sable grossier parfois consolidés
D-dunes anciennes l
sables fins limoneux souvgnt consolidés
a*-alluvions récentes I !

Sables, graviers, conglomérats, galets (trés perméable)
a3-alluvionsmarécageuseis |1

(dépression fermée ou rhedirs)

g-alluvions quaternaires l U

terrasses anciennes des vallées (généralement aquifere)
m*-Sahélien(Miocéne terminal)

essentiellement des mam‘.f::s: bleus(imperméable)

m’ -Pontien (Miocéne inférieur)

dépots détritiques : cailloilﬁ'éis, galets et argiles d'origine continentale
m'- Burdigalien (Miocéni_e inférieur)

marnes grises, parfois sablenses(imperméable)

¢*2,- numidien (Eocéne s'upérieur - Oligocéne)
alternance d'argiles et grés’

¢~ mauritanien (Eocéng supérieur - Oligocéne)

constitué de grés E !

x” schistes, phyllades et q!uartzophilades

xy 1-B

- micaschistes '
J} |

schistes et micaschils!te

il l

<2 B3

Figure 26-B : Esquisse géologique

e la carte géologique de la Jijel (ANRH, 1981).
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I11-4-3 Formations susceptibles de libérer les métaux lourds

Dans la partie occidentale du socle cristallophyllien de la petite Kabylie, massif interne
des Maghrébides, apparait dans la régioA' de Taher (zone de notre étude), un champ représenté
par un ensemble gneissique de base et un complexe de micaschiste au sommet. Entre ces deux
ensembles, superposés, s’individualise ne formation des alternances au sein de laquelle se
logent les indices minéralisés. Au somme:‘!f de cette formation, une bande carbonatée 4 interlits de
roches vert sombre sert de support principal a la minéralisation.

I’étude comparative paragenetique et géochimique des différents indices minéralisés
montre une homogénéité quasi-parfaite tlu champ minier de Taher. Ces derniers, clairement
métamorphisés, constituent des affle irements isolés d’un méme horizon minéralisé,
ultérieurement désarticulé. En effet, toug ]i:s indices présentent un «faci¢s» de minerai identique
se traduise par : ‘

1- Un environnement de schiste feldspathique, d’amphibolites, de calschistes, de carbonates et
de dépdts stratoides de quanzite/barytlinc.

2- Une paragenése de minerai déformé et métamorphisé, essentieliement a pyrrhotite- pyrite,
magnétite, galéne, blende chalcopyrite, cuivre gris et freibergite.

3- Une zonalité métallique et des corrélat‘ions géochimiques particulaires.

L.a comparaison des minéralisations de Taher avec celles de certains gisements de Pb-Zn
dans le monde qui leur sont semblables, permet de proposer une origine hydrothermale
syngénétique pour ces concentrations minérales.

L’existence de ce type de rr‘ljinéralisation permettra de définir un événement
métallogénique ancien typique des socles nord algérien qu’il faudrait prospecté sur I’ensemble

des zones internes des maghrébides (Afalﬁz et al, 1998).
|

L

III- 5. Démarche analytiquéiet techniques employées

La seconde partie de ce chapitre expose les techniques analytiques de chimie utilisées
dont I’objectif est d’estimer les concentrations des métaux lourds dans 1’eau de boisson de la
ville de Jijel. !

Les métaux toxiques retenus dans"l.e cadre de notre étude se sont limités au plomb et au

cadmium, principalement pour deux raisons :
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» L’importante toxicité, aigué et chronique, sur la santé et Penvironnement et la forte

bioaccumulation de ces deux métaux E&ans les chaines alimentaires.
¢ Une grande partie de dépassement des normes de comestibilité observées lors des analyses
effectuées antérieurement portaient sur ces deux €éléments dans les eaux de boisson de la
région de Jijel. i
Des procédures standardisées orllf été utilisées pour estimer sur chaque échantillon de
I’ean, les concentrations en ces deux §léments. Ce travail a été réalisé au laboratoire de
Pharmacologie et phytochimie de l’univefsité de Jijel.

f.‘

II1-5-1 Prélévement et conditionnement des échantillons

La qualité des résultats obtenus l(glrs d’analyses de micropolluants métalliques dépend de

la fiabilité, de la répétabilité des mé&odé% dé dosage, mais également des précautions prises lors

de I’échantillonnage, du stockage et de lal i)réparation des prélévements.

II1-5-1-1 Le prélévement

Le prélévement et la préparation des échantillons de I’eau pour le dosage des métaux

lourds sont des étapes clés du processus|analytique et posent des exigences particuliéres. A cet

égard, les guides d’échantillonnages pré|s_entant les techniques de prélévement appropriées ont
ét¢ strictement suivis, et le plus grand sdin a ét¢ donn¢ au maintien des conditions de propreté,

pendant la collecte, le transport et lors de |’analyse des échantillons.

o |
» Conditionnement du matériel |

Pendant toutes les étapes du I;ravail, les consignes pour éviter une éventuelle
contamination ont ét¢ respectées, Les écHantillons ont été collectés dans des flacons en verre de
250 ml, subissent au préalable un nettoyage minutieux suivant la méthode ultra- propre de
Quémerais et al (1997): lavage des ﬂaconlé avec du détergent, suivi d’un ringage abondant & I’eau
de robinet. Décontamination par ’acide ni:trique, cette €tape consiste en un trempage des flacons
dans une solution d’acide nitrique (10 7 ), associé d’un ringage successif avec de ’eau distiliée.
En fin, une stérilisation dans 1’étuve pendant 12 heures & 120 C°.

Tout le flaconnage utilisé au cours des préparations de réactifs et de dosage (fioles,
béchers, set de filtration,...) a été décoﬁtaminé selon le protocole strict précédemment décrit

pour le flaconnage sur terrain.

Tous les produits chimiques utilisé;é sont de qualité analytiques. Les pesés ont

.} -
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été effectués a Vaide d’une balance analyt‘ique possédant une précision de 0,001g,
» Protocole de prélévement

Des précautions particuliéres ont également été prises lors du prélévement. Pour chaque
site, on préléve trois flacons. Avant la fprise de P’échantillon, chaque flacon est rincé a trois
reprises avec de 1’eau a analyser et rer‘npli a ras bord jusqu'a ce que le volume d’eau soit
renouvelé trois fois. Une fois la prise:I de I’échantillon est effectuée, le flacon est fermé
directement de fagon a limiter le plus possible les bulles d’air. Aprés chaque préiévement, un
étiquetage rigoureux a été effectué pou.riéviter tout risque de confusion des échantillons (lieu,
date,...). Les flacons ont été conservés, depuis le préiévement jusqu’au laboratoire, dans une
glaciére portable et réfrigérée (a 4 C°).

Concernant le prélévement au ro@ﬁlet, ¢’était de type «premier jet», pris le matin avant

toute utilisation de I’eau (aprés huit heures environ de stagnation).

I11-5-1-2 Conditionnement des échantillons

Pour assurer le meilleur conditionnement des échantillons et s’affranchir de problémes de

modifications de matrice et de contamination, tous nos échantillons sont acidifiés par 2 ml de
’acide nitrique (HNO; 65 7 ) pour 1‘00 ml d’eau & analyser, afin de ramener le pH de
I’échantillon inférieur a 2, car I’acide nitrique concentré est un oxydant puissant qui dissout tous
les métaux usuels. Il est largement utilisé pour décomposer les échantillons organiques avant la
détermination de la teneur en trace métall‘ique, pour limiter 1’adsorption des métaux sur les parois
et enfin pour tuer ou empécher le développement de microorganismes qui pourraient capter les
métaux. Aprés acidification, tous les échantillons sont filtrés au travers des membranes filtrantes
de porosité 0,45 um avec un appareillage‘ de filtration en verre (filtration sous vide). Nous avons
récupéré le filtrat dans des flacons proprs pour déterminer la teneur totale en cadmium et en
plomb dans nos échantillons.

I
III-5-1-3 Conservation des échantillons

Avant I’analyse, pour la conservation des échantillons conditionnés, ceux-ci sont stockés
& une température inférieure 4 4 C° et a ’abri de la lumiére.
ﬁ

II1-5-2 Prétraitement

Les progres réalisés dans le domaine de 1’industrie analytique permettent aujourd’hui
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& |
d’accéder a des concentrations de plus en plus faibles, or, la plupart des instruments de mesure

requiérent un traitement préalable de I’échantillon. Cette étape fait partie intégrante du protocole
analytique.

1I1-5-2-1 Prétraitement pour les dosages colorimétriques du cadmium

Cette étape a pour but d’augmerlt'er le seuil de détection de cette technique analytique,
elle s’agit d’une évaporation contrdlée dont le volume initial de I’échantillon est de 200 ml
d’eau, sur lequel est additionné 0,5 ml d’acide chlorhydrique. L’évaporation de la solution se fait
sur la plaque chauffante, en évitant de la porter a ébﬁllition pour éviter les pertes. L.’évaporation
est suivie jusqu’a un volume de 20 ml. Le pH de la solution est amené & 2,8 en présence de bleu
de thymol par une solution d’ hydroxydé de sodium. Le volume final est ajusté a 25 ml avec de

I’eau distillée. La concentration finale est 8 fois supérieure a la concentration initiale
(Rodier et al, 1996). 1

I11-5-2-2 Prétraitement pour les dosages par I’absorption atomique

Les échantillons d’eau destinés aux dosages des métaux lourds par 1’absorption atomique
sont prétraités suivant la méthode ISO 82 88 — 1986 CE qui consiste & concentrer les métaux
lourds en solution aqueuse. Pour chaque 100 ml d’eau & analyser, nous avons ajouté 5 m] d’acide
chlorhydrique. Le mélange est évaporéf avec un évaporateur rotatif (Evaporator E100, Hei
dolph)) 4 une température inférieure 3 100 C° jusqu’a un volume de 15 a 20 ml. Aprés
refroidissement, la solution est filtrée et le volume final est ajusté & 100 ml avec de l’eau
distillée.

1I1-5-3 Analyse instrumentale

La réalisation des objectifs de cg _tiavail nécessite le dosage précis de la fraction totale de
cadmium et de plomb contenus dans nos échantillons. Cela passait par 1’application de deux

méthodes analytiques pour chaque métal ; "absorption atomique avec flamme (FAAS) et la

méthode colorimétrique.

I11-5-3-1 L’absorption atomique (SAA)

Ces mesures ont €té réalisées sur 1llp spectrometre atomique SAA6200 (figure 27).
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Figure 27 : Spectrolr‘netre d absorpuon atomique SAA6200.

» Principe: ‘.

La méthode classique de quan1 fication d(!as métaux lourds reste toujours la méme : La
spectrométrie d’absorption atomique (_SAA). L’ilgtérét majeur de cette méthode est les faibles
valeurs des limites de détection. C:’es valeuré de détection représentent les valeurs de
concentration & partir desquelles un%a méthode; d’analyse permet de certifier la présence
d’élément dans un échantillon (Le floch, 2004). La SAA permet de doser des éléments
chimiques a 1’état de traces (quelque ;pg.L'l). L’ﬁbsorption de chaque élément est spécifique,
aucun autre élément n’absorbe la mémg; longueur q’ondes.

ﬁ |

L’échantillon est nébulisé dans|une flamme air/ acétyléne, qui atomise alors les éléments

métalliques. Le rayonnement lmine\ix spécifique des particules est émis vers la flamme
permettant aux atomes d’absorber l’énetrgie nécessiaire pour se trouver 3 un état excité et émettre
une longueur d’onde (1) d’absorption sﬁéciﬁque C’est la différence du signal électrique transmis
entre les deux faisceaux lumineux qu1 donneront I’absorbance de 1'élément mesuré. Cette
absorbance, est selon la loi de Beer- La!mbert, fonctlon de la concentration de I’élément dans la
solution. Pour I’analyse de cadmium etl Lde plomb 1110us avons utilisé une lampe a cathode creuse
spécifique pour chaque métal (Audry, 2003). }
> Etalonnage :
La spectrométrie d’absorption a‘;\tomique e1$t une méthode analytique comparative, elle
implique un étalonnage externe dont le résultat dépend de la représentativité des étalons par
rapport aux échantillons (Rouessac et a l 2000). !
; |
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rd

Pour chaque métal, des solutions standards a 1000 mg. L™ de cadmium et de plomb ont
été diluées pour €tablir les droites de calibrations. Les gammes de concentrations choisies
correspondent aux concentrations les plus couramment rencontrées dans les échantillons d’eau
de boisson (annexe 3 et 4). Ces standards sont préparés de fagon identique aux échantillons et

des blancs analytiques sont systématiquement passés au début de chaque mesure. IL s’agit de
I’eau bi distillée.

» Protocole d’analyse
L’¢chantillon est traversé par un faisceau lumineux de longueur d’onde et d’intensité
définie, afin de mesurer 1’absorbance des minéralisats. Cette absorbance est ensuite reportée sur

la courbe d’étalonnage afin de déterminer la concentration. L’appareil affiche la moyenne de

trois lectures pour chaque échantillon.

.
I11-5-3-2 Spectrophotométre d’absorption UV-visible

Ces mesures ont été réalisées sur un spectrophotométre UV/VIS (UV/Visible
spectrophotométre, SHIMADZU 1240),

» Principe
L’origine de I’absorption lumineuse est due & I’interaction des photons avec les espices
de [D’¢échantillon (figure 28). Ainsi lorsqu’une ﬁlolécule isolée absorbe un photon de
I"UV/Visible, ’énergie d’un ou de plusieurs électrons de valence se trouve accrue.
L’¢énergie (E) d’un photon absorbé lors d’une transition entre deux niveaux d’énergie est
donnée par la relation E=hv ou h est la constante de Pianck et v la fréquence du photon.
Les calculs de concentration dans le domaine de I"UV/Visible repose sur la loi de Beer-

Lambert et constituent la base de la méthode connue sous le terme général de colorimétrie

(Rouessac et al, 2000). 1

Is rinelps g= LonoTlonnsment

Souree t Monochtomateur L o I
\ l Détectevr Amphﬁcatem Mesute

Echantillon
Figure 28 : principe de fonctionnement de I'UV/VIS.
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I11-5-3-3 Protocole de dosage colorimétrique du cadmium

En solution alcoolique le cadmium donne avec la dithizone( diphénylthiocarbazone) un
complexe rouge de dithizonate de cadmium pouvant &tre extrait avec certains liquides
organiques, tels que le chloroforme, dans lesquelles la dithizone en excés peut étre enlevée par
un Javage 4 I’aide d’une solution faiblement alcaline. La teinte rouge du dithizonate de cadmium

peut étre utilisée pour le dosage colorimétrique de ce métal (Lange, 1947; Rodier, 1996).

» Présentation de la méthode

Toute la verrerie utilisée au cours de ce dosage a été nettoyée a 1’acide chlorhydrique
dilué au demi et rincée 4 ’ean distillée. 7 k

o Etablissement de la courbe d’étalonnage

Dans une série d’ampoules a décanter de 100 mi, nous avons introduis les quantités de

réactifs suivants avec agitation aprés chaque addition (tablean 8).

Tableau 8 : Quantités des réactifs utilisées ( en ml ) pour I’établissement de la courbe
d’étalonnage du cadmium.

Numéro des ampoules T{T[I{OI|IVIV
Solution étalon du cadmium (1mg/l) 0124|6810
Eau distillée , 2512312119117 |15
Correspondance en ug /1 du cadmium 0121416 8]10

Solution de tartrate double "
de sodium et de potassium (2591/1)
Solution 1d’hydroxyde

sodium cyanure de potassium (400g/])

Solution de chlorhydrate d’hydroxylamine (2074) | 1 | 1 [ 1 1 1 | 1 } 1

Solution de dithizone (10mg/}) ) IS{i5[(15115{15115

Aprés agitation une minute, la phase chloroformique a été rapidement décantée dans des
ampoules & décanter contenant 25 ml de solution froide d’acide tartrique (20 g/1). Une deuxiéme
extraction a été réalisée par ’addition de 10 ml de chloroforme dans chaque ampoule de la
premiére série avec agitation et décantation de la phase chloroformique dans la deuxiéme série

d’ampoules. La phase chloroformique des ampoules de la deuxiéme série est ensuite rejetée
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apres une agitation de deux minutes. Aprés un lavage de la phase aqueuse avec 5 ml de
chloroforme, nous avons ajoutés successivement dans chaque ampoule 0,25 ml de solution de
chlorhydrate d’hydroxylamine (20 7), 15 ml de solution de dithizone & 10 mg /1et5 mlde
solution 2 d’hydroxyde de sodium cyanure de potassium (400 g/l). Les ampoules ont été agitées
pendant une minute et la phase chloroformique a été filtrée a travers un coton hydrophile. La
lecture spectrophotométrique a été effectuée 3 518 nm.

Une droite de régression a ainsi pulétre réalisée par le logiciel Excel (Microsoft) & partir
des valeurs de DO de la gamme d’étalonnage (annexe 5).

o Mode opératoire

Avec un volume de 25 ml de I’eau a analyser nous avons opéré comme pour
Pétablissement de la courbe d’étalonnage. Les absorbances ont été reportées sur la courbe

d’étalonnage, ce qui a permis de déterminer la concertration en cadmium de chaque échantillon.

III-5-3-4 Protocole de dosage colorimétrique de plomb
» Principe .

La dithizone donne avec le plomb en solution faiblement alcaline (pH 8-10) un
dithizonate rouge pouvant étre extrait 4 I’aide de solvant organique. Il est possible d’éviter
I"action des autres métaux lourds & 1’aide de KCN par la formation de cyanures complexes trés
stables (Lange, 1947).

Le dosage colorimétrique trés sensiple du plomb par la dithizone fut effectué en premiére

fois par Fischer et al (1933), 1a méthode a été fortement modifiée par de nombreux auteurs qui en

ont confirmé Putilité.

» Mode opératoire

Avant d’entamer les dosages, tous les échantillons ont été minéralisés. Pour 2 ml de
I’échantillon nous avons ajouté 2 ml de mélange minéralisant (un mélange de 5 volumes d’acide
nitrique 65 Zetl volume d’acide sulfurique).

Dans la fiole du dosage nous avons introduis 1 ml de I’échantillon minéralisé (liquide de
minéralisation), 1 ml de citrate d’ammonium et 2 ml de KCN. Le pH est ajusté 4 9 a P’aide des
gouttes de NH4OH au 1/3. Parallélement, une fiole témoin a été préparée de la méme fagon que
la fiole du dosage 4 ’exception de liquide de minéralisation qui a été remplacé par 1 ml de
mélange minéralisant. A ’aide d’une burefte, une solution fille de dithizone (diluée 4 1 / 40 dans

le chloroforme) a €t€ introduite dans la fiofe de dosage par fraction de 0,5 ml avec agitation
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décantation, jusqu’a I’apparition d’une coloration lilas-violet de la couche chloroformique. Le
volume introduit a été enregistré, afin d’ajouter le méme volume dans la fiole témoin. Dans la
finalité de quantifier la concentration en blomb dan,s‘ la fiole du dosage, nous avons ajouté un
volume suffisant de la solution étalon de plomb (4 2 ug/ ml) dans la fiole témoin 4 ’aide d’une
burette, jusqu’a Iapparition, aprés agitation et décantation, d’une coloration lilas violet de la
phase chloroformique identique & celle du dosage.

La concentration a été calculée en fonction du volume chuté, chaque 1 ml correspond a 2 ug de

plomb.

III-6. Evaluation de I’effet des métaux lourds sur le stress oxydant

La troisiéme partie de ce chapitre présente les techniques de toxicologie appliquées dans
notre étude pour évaluer ’effet des métaux lourds sur le stress oxydant des mitochondries et de
cytosols hépatiques.

Le foie occupe une place de toute premiére importance dans la physiologie normale.
D’une part le foie synthétise plusieurs types de protéines et enzymes que ’on trouve en
circulation et participe activement & pou}voir aux besoins énergétiques de 1’organisme, et d’autre
part, celui-ci assiste a la détoxification et I’élimination d’agents toxiques. Le foie joue.un rdle
barriére dans 1’organisme car il a un aceés immédiat aux substances provenant du tube digestif et
véhiculées par la veine porte. Il intervient donc dans le métabolisme de nombreuses molécules et
dans I’homéostasie (Brunet, 1999).

Cette position augmente le risque de Iésions hépatiques oxydatives dés le premier passage
de substances nuisibles, ou aprés transformation métabolique par le foie de substances non
toxiques en métabolites toxiques (Berthoin, 2000).

Les métaux lourds sont des agents toxiques, ils exercent leurs actions délétéres par une
forte production d’espéces réactives de I'oxygéne qui a leur tour induisent un stress oxydant
{Brunet, 1999).

Le foie et le rein représentent les principaux organes de fixation des métaux lourds dont
le cadmium (Itokawa et al, 1974), la teneur en cadmium dans le foie augmente considérablement

et d’une fagon concentration dépendante avec la durée de contamination par le chlorure de
cadmium (Messaoudi et al, 2002).
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A |

L’objectif de cette partie de notre travail, était d’investiguer les effets potentiellement
délétéres des contaminants métalliques contenus dans 1’eau de boisson de la région de Jijel sur
les différents marqueurs du siress oxydant d’un modéle biologique de mitochondries et cytosols
hépatiques isolées des rats. |

La premiére partie a été réalisée in vitro, cette étude nous a permis d’apprécier P’effet
d’une large gamme de concentration (de 1 Molaire jlisqu’é 10™'® Molaire) de chaque métal
directement sur des mitochondries et des cytosols hépatiques isolées par la mesure des
marqueurs de stress oxydant.

Aprés avoir caractérisé les effets toxiques des métaux lourds in vitro, une étude a été
réalisée sur des rats Albinos Wistar pour mieux comprendre les mécanismes d’atteintes

mitochondriales et cytosoliques in vivo.

ITI-6-1 Le modéle animal R !

Le principal avantage de I’expérimentation animale est de reproduire les interactions
complexes qui ont lieu dans un organisme vivant. En particulier, dans le domaine de la santé
humaine, 1’observation des réactions, stite 4 ’application d’un protocole ou a I'inhalation d’un
produit, n’est possible qu’avec un étre vivant complet.

Le terme « animal de laboratoire » recouvre les espéces élevées et sélectionnées par des
professionnels d’élevage, dans le but d’étre soumis a I’expérimentation dans le domaine de la
biologie. L’animal dans 1’expérimentation, est une variable dont la valeur dépend non seulement
de facteurs héréditaires, mais aussi de facteurs du milieu. La majorité des animaux de
laboratoire, comme les rongeurs, sont saihs, exempts de toute pathologie susceptible d’interférer
avec I’expénimentation (Monleau, 2005). |

Dans notre cas, le modéle animale choisi est le rat blanc de laboratoire de genre Albinos
Wistar provenant de ’institut Pasteur d’ Alger (Algérie). Les expériences sont toutes réalisées sur
des rats sains, males et adultes afin &eilimiter les facteurs de ’age, du sexe, des variations
hormonales et du stade physiologique ( grossesse, maladie,...). Les animaux commandés sont
mis en cages traditionnelles huit par huit, avec nourriture (croquette : UAR) et eau & volonté,
pesant environ 150 g au début de I’étude. Ils sont pesés en moyenne une fois par semaine et le
volume d’eau consommé est mesuré chaque jour. L’ensemble des animaux est acclimaté pendant

au minimum deux semaines aux conditions d’hébergement, avec un entretien deux fois par
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semaine.  L’animalerie est maintenue a4 des conditions optimales de température et
d’hygrométrie.
IIT-6-1-1 Traitement des animaux
Notre travail a été consacré pour I’étude de I’effet in vitro et in vivo des métaux lourds
choisis comme toxiques de références (le cadmium et ie plomb) sur les fonctions
mitochondriales et cytosoliques liées aux stress oxydant. Pour la comparaison de cet effet avec
celui des oligo-éléments essentiels, nous avons utilisé le zinc pour 1’étude in vitro.
Les animaux sont repartis en deux groupes : Le premier groupe est consacré pour 1’étude
in vitro, et le deuxi¢me pour I’étude in vivo.
|
» L’étude in vitro
Dans le but de focaliser notre étude au niveau sub-cellulaire, il nous a paru intéressant de
travailler sur un modele in vitro (mitochondrie et cytosol hépatiques) parallélement a notre étude
in vivo.
L’utilisation d’un modéle irn vitro présente plusieurs avantages :
< Possibilité d’étudier plusieurs conditions expérimentales sur les cellules et/ou les organites
sub-cellulaires d"un seul et méme individu.
< Les cellules et/ou organites sub-cellulaires sons généralement plus sensibles aux effets
toxiques en absence de mécanismes complexes du métabolisme et de détoxification.
Les animaux utilisés pour ce type d’étude sont des animaux sains et ne regoivent aucun
traitement. Les différentes concentrations du cadmium, du plomb et du zinc (1M,
102M, 10'4M, 10 M, 10*M et 107° M) sont donc mis en contact direct avec la mitochondrie ou
le cytosol dans le but d’évaluer leurs effe&s directs, en absence de toutes transformations gastro-

intestinales ou hépatiques lors de I’administration.

» L’étude in vive
Dans la mesure ol notre étude s’intéresse aux conséquences possibles d’une exposition
de la population de la région de Jijel & des doses de métaux lourds qui dépassent largement les
normes admises, il nous a paru nécessaire de compléter ’étude in vitro par une autre étude in
vivo réalisées sur un modéle animal vivant.
L’objectif de cette étude est de tester I’effet d’une double contamination de 1’eau de

boisson consommée par les rats pendant une période de 30 jours par un mélange du plomb et du

87



Chapitre 111: MATERIEL ET METHODES

cadmium sur la balance anti-pro oxydante. La modalité de contamination est réalisée par

ingestion libre d’une eau de boisson naturelle supplémentée des concentrations détectées du

cadmium et du plomb dans les échantillons d’eau analysés. Cette voie d’exposition a été choisie

afin de respecter la voie de contamination réélle de la population de notre région d’étude ce qui

nous donne une meilleure estimation de risques aux ciuelles cette population est confrontée.

Les animaux utilisés sont repartis en quatre lots de huit rats chacun :

% Lot 1: Animaux témoins recevant une eau distillée par voie orale, renouvelée chaque jour
pendant la période d’investigation de; 1’étude.

% Lot II : Animaux recevant par voie orale une dose de 35 ug / 1 du cadmium et 115 ug / 1 du
plomb dans I’eau de boisson quotidiennement pendant 30 jours.

< Lot III : Animaux recevant par voie orale une dpse de 100 ug / 1 du cadmium et 1 mg /1 du
plomb dans I’eau de boisson quotidiennement pefldant 30 jours.

% Lot IV : Animaux recevant par voie orale une dose de 1 mg /1 du cadmium et 5 mg /1 du

plomb dans I’eau de boisson quotidiennement pendant 30 jours

I11-6-1-2 Sacrifice des animaux et prélévement de foie

Pour I’étude in vitro les animaux sont sacrifiés le jour de dosage, concernant les animaux
de I’étude in vivo les animaux sont sacrifiés aprés la quatriéme semaine d’administration.

Pour éviter que l’anesthésie modifie ‘les mitochondries, les rats sont sacrifiés par
assommement. On pratique une lapal:oiomie pour le prélévement du foie, ce dernier est

immédiatement plongé dans un tampon TSE (pH 7,2 4 4C°).

III-6-2 Evaluation de Dactivité pro oxydante des métaux lourds sur
mitochondries et les cytosols hépatiques '
I11-6-2-1 Isolement des mitochondries

L’isolement des mitochondries repose sur une technique de fractionnement des composés
cellulaires par centrifugation différentielle selon la méthode décrite par Rustin et al (1994).

Apres le sacrifice, le foie est excisé et refroidi par immersion dans un tampon
d’isolement : le TSE (250 mM sucrose, 50 mM tris, 5 mM EGTA, pH 7,2 44C®), 10 g sont
découpés en petits morceaux toujours dans le tampon TSE, puis, rincées abondamment avec le
méme tampon pour éliminer le maximum d’hématies. Les particules lavées sont ensuite

potérisées dans un potter de DOUNCE (KONTES. Giass company an ISO-9001 steered firm.
. |
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New jersey USA) avec 30 ml de TSE, ce qui permet la destruction des cellules et la libération
des mitochondries. | '

L’homogénat récupéré est débarrassé des noyaux et gros débris cellulaires par une
premiere centrifugation & vitesse basse (3 1770 rpm) Pendant 10 mn & 4 C°par une centrifugeuse
Sigma model 6 k 15. Le surnageant issk de cette centrifugation est soumis & une deuxiéme
centrifugation a 9600 rpm 4 4 C° pendant 10 mn. Le culot ainsi obtenu est remis en suspension
dans 30 ml du TSE puis centrifugé 4 9600 rpm a 4C° pendant 10 mn. Le deuxiéme culot est
suspendu dans 15-ml du tampon TS (250 mM sucrosé, 50 mM tris, pH 7,2 4 4 C°) et centrifugé a
4 C° pendant 10 mn a 9600 rpm. Le culot final est constitué des mitochondries, et est subdivisé
en deux fractions égales: La premiére est récupérée dans 200 pl du TS pour obtenir la
suspension mitochondriale et la seconde dans 200 pl de la solution hypotonique (25 mM
KH,POy4; 5 mM.Mgclz, pH 7,2) pour préparer la matrice mitochondriale qui sert a 1’étude

enzymatique.

I11-6-2-2 Dosage des protéines

La détermination de la quantité des protéines dans un homogénat tissulaire peut étre
réaliseé par différentes techniques qui reposent le plus souvent sur le virage colorimétrique du
réactif de dosage (le folin-ciocalteu) en fokction de taux de protéines en présence
(Lowry et al, 1951).

Pour connaitre la concentration des protéines mitochondriales, un dosage a été réalisé
selon la méthode décrite par Lowry et al (1951) sur une aliquote des mitochondries. Les
intensités de coloration développées sont proportionnelles 4 la concentration protéique de nos
¢échantillons dont ’absorbance est mesurée par spectrophotometre 2 la longueur d’onde 700 nm.
Pour permettre la quantification des protéines mitochondriales une gamme d’étalon est réalisée a

Paide d’une solution d’ Albumine Sérique Bovine (SAB) de concentrations connues.

III-6-2-3 Préparation de la matrice mitochondriale

La fraction mitochondriale reprise dans la solution hypotonique est soumise a une série
de 6 4 8 congélation- décongélation répétée avec une potérisation accrue et répétée aprés chaque
décongélation, afin d’éclater les mitochondries et libérer les enzymes mitochondriaux. Aprés une
centrifugation de 10 mn de ce mélange i &600 TpPm a AC", le surnageant obtenu est utilisé comme

source d’enzymes mitochondriaux pour 1’évaluation de 1’activité enzymatique mitochondriale
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(SOD mito, CAT mito,...). La concentration des protéines a ét¢ déterminée a partir du

surnageant en adoptant la méthode de Lowry et al (1951).

111-6-2-4) Préparation de la fraction cytbsolique

Dans la finalité de tester I’effet des métaux lourds sur Iactivité des enzymes cytosoliques
(SOD cyto, CAT cyto,...), nous avons utilisé la méthode décrite par Igbal et al (2003).

Aprés le sacrifice d’un rat, un gramme du foie est prélevé et directement plongé dans
trois volumes du tampon phosphate (0,1 M & pH 7,2) contenant du KCL a 1,17 %. Aprés
découpage en morceaux fins et homogénéisation 4 I’aide du broyeur de DOUNCE, 1’homogénat
est ensuite centrifugé 4 800 rpm pendant; 15 mn a 4 C° pour éliminer les débris nucléaires, le

surnageant issu est ensuite centrifugé a 9600 rpm pendant 45 mn 4 4 C°. Le surnageant finale est

utilisé comme source d’enzymes cytosoliques. -

III-6-2-5 Evaluation de I’activité enzymatique des enzymes antioxydantes
| » Détermination de Pactivité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD)
Cette enzyme catalyse la dismutation de I’anion superoxyde en H,O, (20;°+ 2 H'— O+
H;0). “1 |
L’activité¢ enzymatique de la SOD est déterminée selon fa méthode de Beauchamp et al
(1971). Cette activité enzymatique dépend de la capacité de I’enzyme 3 inhiber la réduction du
nitroblue -tétrazolium (NBT) par I’anion superoxyde produit suite  la photoréaction

de I'oxygéne et de la riboflavine en présence d’un donneur d’électron comme la méthionine

selon la réaction 12 :

, Photoréaction
Riboflavine +0; _ Superoxyde
: >

Superoxyde+NBT ————"—- Formazan

La réduction du NBT par I’anion superoxyde en Formazan a été suivie & 560 nm avec un
spectrophotométre UV-VIS, selon le protocole suivant :

5ul de la source enzymatique (cytpsol oi matrice mitochondriale) sont ajoutés a 2 ml du
mélange réactionne] (cyanide de sodium 2x10”° M, solution du NBT1, 76x10*M, EDTA 6, 6x
10" M, riboflavine 2x10°° M, méthionine 1072 M), puis traités avec 5 ui des différentes
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concentrations des substances a tester. Le mélange a été irradié avec une lampe de 15 Watt
pendant 10 min.
Le contréle est préparé en paraliéle dans les mémes conditions mais sans sources

enzymatiques. L’absorbance a été mesurée 2 560 nm et les valeurs ont été exprimées en Ul/g de

protéines.

Une unité d’activité¢ de la SOD esg définie entant que la quantité d’enzyme requise pour

empécher la réduction du NBT par 507

% d’inhibition = {( abs du contrdle-abs de I’essai)/ abs du contrble]. 100
SODUV/ml= d’inhibition x 6,35

> Mesure de I’activité enzymatique de la catalase (CAT)

La CAT réagit efficacement avec H,O, pour donner de I’eau et de 1’0,. Elle existe en
forte concentration dans le foie et dans les globules rouges et agit en synergie avec la SOD
(Girardi, 2006).

L’activité de la catalase est déminée par la méthode décrite par Clairborne (1985). Cette

méthode est basée sur la mesure de la disparition du peroxyde d’hydrogéne du fait de I’activité

de la catalase selon la réaction 9 :

CAT |
2H0, 2I‘!29+Oz :

On prépare dans une cuve de mesure en quartz de 1 cm d’épaisseur, une solution substrat
composée de 1 m! de tampon phosphate (KH,POq, 0,1M, pH 7.4), 0,950 ml de H,O, (0,019 M),
0,025 ml de la source enzymatique (matrice mitochondriale ou fraction cytosolique) et
uniquement pour P’étude in vitro 0,025 ml de différentes concentrations des substances a tester
(Pb, Cd ; Zn). |

La réaction est suivie par I’enregistrement de 1’absorbance 4 560 nm chaque minute
pendant 2 minutes. '

Calcul de activité enzymatique :

L’unité enzymatique est exprimée par unité / mg de protéine. Une unité de CAT est

calculée seion Ia formule suivante :

2,303 Ay
U/ mg de protéines = log ( Clairborne, 1985)
‘ 1
T Az
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Sachant que : .
A1 : Absorbance au temps 0 min.
Aj : Absorbance apres 1 min.

T : Intervalle de temps en min.

I11-6-2-6 Mesure de la peroxydation lipfdique .

a) Mesure du MDA mitochondriale

Les structures lipidiques sont la premiére cible des ROS, en particulier membranaires,
soumises & une peroxydation lipidique. Les lipoperoxydes qui échappent 4 la détoxification
(par voie de conjugaison enzymatique des glutathions Stransferases GST) conduisent & des
aldéhydes toxiques, dont le plus connu est le dialdéhyde malonique (MDA), qui résulte de la
coupure, médiée par les radicaux libres, des acides gras polyinsaturés possédant au moins trois
doubles liaisons. La toxicité des aldéhydes est liée a leur forte réactivité vis-a-vis des protéines et
des acides nucléiques. La mesure du MDA se révéle donc un excellent marqueur pour étudier
Peffet des substances toxiques et permet dévaluer leur éventuelle toxicité,

Cette mesure est basée sur la formation d’un chromogéne rosé & 530 nm, obtenu par
complexation d’une molécule du MDA produite par la peroxydation lipidique avec deux

molécules d’acide thiobarbiturique (TBA), selon la méthode de Ligeret et al { 2004), comme la

montre la réaction 13 : ‘1
Lipide
0" ——> H;0; ————=> OH"| ———"> Composé qui absorbe 2 530 nm
Fe’ Fe** MDA

800 ul de la suspension mitochondriale préparée avec le Na C10,9 /. contenant 0,2 mg de
protéines / ml (qhantité minimale pour obtenir une coloration rose basale dans les conditions
contrdlées) déterminée par la méthode de Lowry .et al (1951), sont traités pour 1’étude in vitro,
aprés addition de 100 pl de Na C1 0,9 7 , par 100 pl de différentes concentrations des substances
4 tester (cadmium, plomb et zinc). En paralléle, nous avons préparé un tube témoin et un tube
blanc, contenant respectivement 800 pl de la suspension mitochondriale avec 100 ul de Na Cl
0,9 7 pour le premier et 800 pl de la suspension mitochondriale avec 200 pl de Na C1 0,9 7 pour

le deuxiéme. Pour I’étude in vivo, nous Ayons remplacé les substances a tester par 100 1l de Na
C10,9 7 dans les tubes de mesure. :
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Aprés une incubation de 10 min & 37 C° au bain-marie, nous avons traité le tube témoin par 100
pl de la solution de fer (FeCly/ FeCla: 500/1500 uM) pour induire la peroxydation lipidique
maximale (100 7 peroxydation), dont le principe de I*induction est la réaction de Fenton et la
formation du radical hydroxyle qui att?g‘ue les acides gras polyinsaturés. Un deuxiéme tube
témoin (peroxydation physiologique) a été préparé en paralléle sans addition du fer ni des
substances a tester. Tous les tubes sont ensuite remis pour la deuxiéme fois au bain marie a 37
C? pendant 30 min. Aprés ’addition de 1 ml de ’acide trichloracétique (TCA), afin de précipiter
les protéines susceptibles de fausser le dosage, nous avons réalisé une centrifugation pendant 15
min 4 3000 rpm 4 20 C°. 1 ml de surnageant issu est incubé 30 min 4 95 Cn présence de 1ml
de (TBA1Y) de mélange TBA- NaOH 2N), Apréé refroidissement, la mesure se fait 4 530 nm et
la concentration en MDA est donnée par la formule :
(MDA} en pM = D. Os;3, / 0,0184
b) Mesure du MDA cytosolique '
La mesure de la peroxydation lipidique au niveau cytosolique a été réalisée selon la
méthode d’Okhawa et al (1979) dont le principe est basé sur la réaction qui s’établit, en milieu
acide (pH de 2 4 3) et & chaud (a 100 C°), entre une molécule du MDA et deux molécules du

TBA qui donne un pigment coloré en roselextractible par le n- butanol et absorbé 4 530 nm.
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Figure 29 : Réaction dip MDA avec les molécules de TBA.
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Pour ce dosage, 0,5 ml d’un homogénat préparé a partir de 1 g de foie avec 3 ml de KClI
(1,15 7) et broyé par un homogénéisdur de DOUNCE est additionné 2 0,5 ml d’acide
trichloracétique a 20 7 et 1 ml d’acide thiobarbiturique & 0,67 7 .

Le mélange est chauffé a 100 C° pendant 15 min, puis additionné, aprés refroidissement,
de 4 ml de n- butanol. Ce mélange est soumis ensuite 4 une centrifugation de 15 min a 3000 rpm,
et la densité optique du surnageant est mesurée 4 530nm.

Le taux du MDA est déduit & partir d’une gamme étalon préparée dans les mémes
conditions et les résultats sont exprimés en nmol / mg de protéines hépatiques. Le dosage du

MDA cytosolique est réalis€ chez les lots de rats de 1’étude in vivo.

I11-6-2-7 Dosage du glutathion hépatique : Le biomarqueur hépatique de stress oxydant

Le glutathion ou y-L-glutamyl-L-cystéinglycine est un tripeptide dont la concentration
cellulaire peut atteindre dans certaines cellules animales S mM. Grice a son groupement SH
libre, le glutathion constitue le principal antioxydant propre a la cellule.
Pour le dosage du glutathion (GSH) héﬂatique, nous avons utilisé la méthode colorimétrique
d’Ellman (1959) par le réactif acide S, S-Dithiobis2-nitrobenzoique (DTNB). Le principe de la
réaction consiste 4 I’oxydation du GSH par le DTNB, ce qui libére I’acide thionitrobenzoique

(TNB) lequel a pH alcalin présente une absorbance & 412 nm selon la réaction 14 :

ON __ S S | @_NO;
_ TN

CcooH

COOH

Acides, 5'-Dithiobis2-nitrobenzoique (DTNB)
. |
Pour cela, 1 g de foie est coupé et homogénéisé avec 3 volumes de 1’acide
trichloracétique (TCA) (5 7 )a I’aide d’un broyeur de DOUNCE. Homogénéisé et centrifugé a
2000 rpm, 50 pl du surnageant sont ensuite diluées dans 10 ml de tampon phosphate (0,1 M,
pH=8). 20pl DTNB (0,1 M) sont ajoutés & 3 ml du mélange de dilution. Aprés 15 min
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d’incubation, la lecture de la densité optique est eﬁ‘ecltuée a 412 nm contre un blanc préparé dans
les mémes conditions avec le TCA (5 7 ).

Le taux du GSH est déduit 4 partil d’une gamme étalon de glutathion préparée dans les
mémes conditions que le dosage et les concentrations sont exprimés en milimoles de glutathion

par gramme de foie.

ITI-7. Analyse statistique des résultats

Il est difficile, voire impossible d’avoir une bonne vision de la qualité des résultats et de
leur interprétation, sans les faire traiter statistiquement.

Dans notre cas, les résultats seront présentés sous forme de moyennes associées aux
écarts-types et réunis sous forme de tableaux. Pour les comparaisons des moyennes des
concentrations en plomb et en cadmium dans chaque échantillon, des ANOVA ont été réalisées.
Le seuil adopté pur ce test est (p<0,05). Pour I’étude toxicologique le test —t de Student est utilisé
pour évaluer les différences entre le groupe témoin et les groupes traités. Le niveau de
signification adopté est supérieur 4 0,05 (p<0,05).

e (p>0,05), désigne une différ;:llce non significative.

* (p<0,05), désigne une différence significative.

o (p<0,01), désigne une différence trés significative.

. (p<0,001), désigne une différence hautement significative.
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Chapitre VI : RESULTATS ET INTERPRETATION

Ce chapitre englobe deux parties: la premliére présente les résultats des dosages des
métaux lourds dans I’eau de boisson consommée par la population de la ville de Jijel. Les
résultats de 1’étude toxicologique de I’évaluation de I’effet des métaux lourds sur le stress
oxydant des mitochondries et cytosols hépatiques sont présentés, puis interprétés dans la
deuxiéme partie. _

VI-1. Résultats d’analyses métalliques

La seule forme métallique étudiée dans ce travail, est la fraction totale du cadmium et du
plomb contenue dans les échantillons d’eaux.obtenus par [’utilisation des deux méthodes
d’analyses d’éléments en traces ; la SAA et la méthode colorimétrique. Ces mesures proviennent

. %
VI-1-1 Plomb ‘

d’échantillons acidifiés puis filtrés.

Le tableau 9 met en lumiére les moyennes et les écarts types des teneurs totales en plomb
(ngl™) obtenues par la méthode colorimétrique a la dithizone ainsi que par 1’absorption
atomique avec flamme (la SAA). Les prélévements :ont été effectués le 11 avril 2007 (annexel )
et des mesures tripliquées ont été effectﬁées pour cha,_}que site.

Tableau 9 : Concentrations moyennes du plomb (en ug/l) + écarts types mesurées dans les sites

retenus.
Site Normes Méthode & la Absorption atomique
. Alg dithizone

Site 1 : Source de Boucherchour 50 ug /1 74,66+26,72 79,62+10,38
Site 2 : Puits collectif de Redjla 50ug /1 53,72+14,29 68,33+£2,28
Site 3 : Forage de 1’oued Nil SO’u% /1 " 78,14+13.,43 82,57+2,08
Site 4 : Source de Bachelot S0ug/l - 68,79+12,84 72,84+2,33
Eau de citerne en plastique SOug/l 52,99+8,78 68,31£1,19
Eau de citerne en métal 56ug/l |, ' 54,06%13,01 69,79+£1,05
Eau de robinet 50 ug /1  38,72+10,40 38,09+1,74
Eau de référence I : Eau minéral ' ‘

50ug/l - -
de Texanna
Eau de référence 11 : Eau de

50 ug /1 : - -
Zemzem '
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L’analyse de la variance montre I’absence d’une différence significative concernent les
teneurs totales en plomb entre les différents  sites retenus pour les dosages par la méthode
selorimétrique & la dithizone ( F= 1,80, P< 0,169) (annexe 6). En revanche, les résultats de
dosage du plomb par la spectrométrie d’absorption atomique avec la flamme ( la SAA) révélent
des différences significatives ( F= 23,016, P < 1,70) entre les différents échantillons. Ces
résultats témoignent la grande sensibilité de la SAA (annexe 6).

4 GINA EDith CISAA )
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Figure 30 : Concentration moyenne (en ug/l) + écart type du ptomb contenue dans les o des
sites retenus. S1 : Source de Boucherchour. $2 : puits de Redjla. S3 : Forage de I'Oued Nil. §4 :
source de Bachelot. CP : citerne en plastique. CM : citerne en métal. RO : eau de robinet. R1 :
eau de référence de Texanna. R2 : eau de référence de Zemzem. NA : normes algériennes. SM :
la spectrométrie moléculaire ; SAA : absorption atomique avec flamme.

Selon fes deux méthodes analytiques utilisées, les concentrations en piomb total varient
d’un minimum sous le seuil de détection (<10 ug/l pour la SAA) pour les eaux de références (eaﬁ
minérale de Texanna et eau de Zemzem) et un maximum de 82,57 pg.1 ' (forage de I"oued Nil).
En effet, si on exclut les deux valeurs des eaux de références, la moyenne générale de la teneur
en plomb dans tous fes échantillons retenus selon 1a SAA est de 68,5 pg.I™ avec un écart type de
13,45 et selon la méthode colorimétrique est de 60,15 pg.l" avec un écart type de 13,08.

La figure 30 mette en exergue une certaine variabilité dans les concentrations en ce métal
mesurées par les deux méthodes pour le méme site du prélévement et méme entre chague mesure
pour la méme méthode analytique (mesures tripliquées pour chaque site) avec une grande

ampleur pour la méthode colorimétrique, témoigne de cette différence la grande précision de la
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deuxiéme méthode par rapport 4 la méthode colorimétrique. Ce constat est particuliérement
prononcé pour le cas de puits de Redjla et les eaux de citernes. Les résultats obtenus soulignent
aussi que tous les sites retenus sont fortement 6hargés en cet élément toxique et dépassent de loin
les valeurs admissibles préconisées par I’O.M.S et les normes algériennes (tableau 10). Ces taux
de non-conformité bien illustrés dans la figure 38 donnent une idée de I’ampleur des niveaux de
contamination.

Tablean 10 : Normes pour les maxin'}a admissibles ou recommandés des concentrations du
plomb dans ’eau potable (ug/l) ( Olive, 2005).

Elément  CEE _ OMS OMS _ Nommes USPHS-AWWA
Europ Inter algér Limites Limites
Recommandées’  obligatoires®
Cadmium 50 50 100 50 - 50

1 : Réglementation nationale américaine en matiére d’eau potable, dressée par I’Environmental
Protection Agency (EPA). (U.S.P.H.S= US Public Health Service). 2 : Limite recommandée par
PAW.W.A (American Waterworks Association): Si la concentration excéde la valeur
recommandée, une autre eau ou un autre traitement doivent étre envisagé. 3 : Limite imposée par
’AW.W.A : Si la concentration excéde la valeur imposée, une utilisation non alimentaire doit
étre choisie pour cette eau par les autorités compétentes, car elle représente un danger pour la

santé du consommateur. Normes algériennes : NA 6360-1992. CEE : Communauté Economique
Européenne.

VI-1-2 €admium -k

Le tableau 11 synthétise les niveaux de contamination en cadmium total mesurés dans
les eaux de la source de Boucherchour, le puits de Redjla, le forage de 1’oued Nil, Ia source de
Bachelot, les eaux de citernes (en métal et en plastique) et les eaux de robinet respectivement,
mesurés par les deux méthodes analytiques; la méthode spectrométrique et l’absdrption
atomique avec flamme (la SAA). Les prélévements ont été effectués le 11 avril 2007 et des
mesures tripliquées ont été effectuées pour chaque site.

Les eaux de référence montrent des teneurs en cadmium inférieurs 4 la limite de

détection. Pour la SAA la valeur de cette limite concernant le cadmium correspond 42 ug /1.
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Chapitre VI : RESULTATS ET INTERPRETATION

Tableau 11 : Concentrations moyennes du cadmium (en ug/]) #* écarts types mesurées dans les
1

. b
. sites retenus.

Site Normes Méthode a la Absorption atomique
| Alg dithizone '

Site 1 : Source de Boucherchour Sug/l 21,5442 .38 24,59+0,45

Site 2 : Puits collectif de Redjla S5ug/l 12,96+2,12 13,69+0,65

Site 3 : Forage de "oued Nil Sug/l 14,05£2,18 14,4+1,13

Site 4 : Source de Bachelot S5ug/l 17,56£2.78 19,13+0,73

Eau de citerne en plastique Sugit ' 13,52+1,56 13,93+0,77

Eau de citerne en métal Sug/l I %- 12,2+1.35 13,52+0,54

Eau de robinet Sug/l : 15,2+1,59 20,07+2,67

"Eau de référence 1 Eau minéral |~ a ' B

Sugi - -

de Texanna .

Eau de référence II : Eau de J '
S5ug/l i - -

Zemzem |

La comparaison des moyennes obtenues par I’ANOVA concernant les dosages par la

spectrométrie moléculaire montre des différences significatives entre les sites concernant la
i

teneur en cadmium total ( F= 5,012; P <0',0061) (annexe 6). La méme constatation est

o 1 . . .
. enregistrée pour les dosages par la 1’absorption atomique, ’analyse des variances montre des
' i

différences significatives entre les différents sitels échantillonnés (F=26,07 ; P <7, 8128)

- (annexe 6).

I

L’ensemble de résultats obtenus soulignent des teneurs fortement élevées en cadmium
total dans tous les sites de prélévements, géi)graphiquement proche (Boucherchour, Redjla,
forage de Poued Nil et source de Bachelot) qui dépassent de loin la.concentration maximale
admissible (CMA) recommandée par l’ONkIS pour 1’élément cadmium dans les eaux
d’alimentation (tableau 12).
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Tableau 12 : Normes pour les maxima admissibles ou recommandés des concentrations

du cadmium dans }’eau potable (ug/l) ( Olive, 2005).

Elément CEE OM.S OM.S Normes USPHS-AWWA
Europ Inter alaég Limites Limites
Recommandées? obligatoires’
Cadmium 5 10 - 10 - 10 - 10

1 : Réglementation nationale américaine en matiére d’eau potable, dressée par I’Environmental
Protection Agency (EPA). (U.S.P.H.S= US Public Health Service). 2 : Limite recommandée par
PAW.W.A (American Waterworks Association): Si la concentration excéde la valeur
recommandée, une autre eau ou un autre traitement doivent étre envisagé. 3 : Limite imposée par
I’A.W.W.A : §i la concentration excéde la valeur imposée, une utilisation non alimentaire doit
étre choisie pour cette eau par les autorités compétentes, car elle représente un danger pour la

santé du consommateur. Normes algériennes : NA 6360-1992. CEE : Communauté Economique
Européenne.

En effet, la valeur maximale du cadmium est enregistrée au niveau de la source de
Boucherchour avec une moyenne de 24,59 ug.1" et un écart type de 0,45. A Pexception des eaux
de références, la moyenne générale des concentrations en cadmium est de 19,05 pei' avec un
écart type de 3,55 pour les mesures par la SAA et de 15,25 pgt? avec un écart type de 3,04 pour

les mesures par la méthode spectrométrique. ¥ -

La charge maximale pour les mesures par la spectrométrie moléculaire est de 1’ordre de
21,54 £2,38 pg1” enregistrer au niveau de la source de Boucherchour et la charge minimale est
de I’ordre de 12,96 +2,12 pg.l” enregistrée au niveau de puits de Redjla.

Comme pour les résultats obtenus par la spectrométrie moléculaire, et au-deld de simples
variations de concentrations observées entre les deux méthodes analytiques qui confirme la
grande sensibilité de la spectrométrie d’absorption atomique, tous les sites montrent des teneurs
trés importantes, voire dangereuses en ce métal toxique qui dépassent de 3 a 5 fois la valeur

admissible préconisée par 1°OMS pour les eaux de boisson. L’histogramme de la figure 31

illustre bien ’ampleur de cette contamination.
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Figure 31 : Concentration moyenne (en ug/l) £ écart type du cadmium contenu dans les eaux des
sites retenus. S1 : source de Boucherchour. 82 : puits de Redjla. S3 : forage de 1’oued Nil. S4 :
source de Bachelot. CP : citerne en plastique. CM : citerne en métal. RO : eau de robinet. R1 :
cau de référence de Texanna. R2 : eau de référence de Zemzem. NA : normes algériennes. SM :
la spectrométrie moléculaire ; SAA : absorption atomique avec flamme.

VI-2. Synthése des résultats de I’étude toxicologique

Aux vues des résultats concernant les dosages du cadmium et du plomb dans les
échantillons d’eaux analysés, il est envisagé d’étudier I'effet de ces métaux toxique sur les
organismes modé¢les exposés en mitochondries et cytosols hépatiques. Dans le cadre de cette
problématique, nous avons réalisé le suivi des différents paramétres de stress oxydatif.

Les résultats de cette analyse toxicologiqﬁe sont synthétisés dans des tableaux et des

histogrammes et commentés sous formes de paragraphes suivants.

VI-2-1 Variations in vitro de ’activité antioxydante enzymatique
Les profils de réponses des antioxydants enzymatiques étudiés (SOD et CAT) ont été
caractérisés suite a I’exposition aux différentes concentrations du plomb, du cadmium et du

zine, et sont représentés sous formes de tableaux.
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VI1-2-1-1 Variations in vitro de Pactivité enzymatique de la SOD

1l existe principalement deux isoformes de SOD, une isoforme mitochondriale (Mn

SOD) dont Vactivité nécessite la présence de maranese et une isoforme cytosolique (Cu/Zn
i

SOD) dont I'activité nécessite la présence de cuivre et de zinc. Les variations de 1'activité

enzymatique de ces deux isoformes en fonction de différentes concentrations molaires de trois

métaux étudiés dans nos échantillons hépatiques sont récapitulées sous forme de moyennes et

écart types dans le tableau 13.

Tableau 13: Variation de activité enzymatique de la SOD (Ul/mg de protéines)
mitochondriale et cytosolique hépatique en présence de différentes concentrations des métaux

lourds in vitro.

t
k

|

Concentration molaire des métaux

i

) Métaux || IM 10°M  |[10°M |[10°M [[10PM |[10™M
SCD Plomb 667,15 (475,08 | 451,71]352,83 (273,50 197,71
cytosolique + + + + + +
(Ul/mg de 95,17 || 63,70 |161,08 |[59,97 |[45,90 | 80,09
protéines) *Ex *xE ** * ns ns
.}
Cadmium || 634,91 420,07 1 365,49 | 345,08 |[310,64 || 166,35
+ + + + =+ +
148,16 || 83,57 61,38 168,34 1101,95]37,63
L ok ok * *‘* k% X ¥k ns ns
Zing 1310,91((401,44 (166,46 (194,01 | 349,09 624,23
+ * e * * +
191,49 l1146,45 |53,51 | 41,88 |l 93,64 || 96,35
%k ok L2 ns ns * % ok ok
SOD Plomb 353,20 244,04 220,56 || 160,66 || 89,08 || 89,08
mitochondriale + + % * * =3
(Ul/mg de 95,20 |[112,25 | 119,95 64,13 [47.21 | 51,79
protéines) R * *x * ns ns
| Cadmium | 395,52 {31545 {279,91 || 165,25 || 109,12 || 59,30
+ + + + + =+
87,31 || 106,11 | 93,20 [{97,28 | 45,01 (23,19
&k ok *jk % % * % ns ns
Zinc 642,90 255,4% L1133,25 || 216,38 1(271,94 || 320,89
+ + + + + +
354,32 || 95,10 [|22,24 | 144,65 |1 151,74 | 144,45
ook * * * ns * K *k

Témoin SOD cytosolique : 148,64 £56,41 Ul/mg de protéines.

Témoin SOD mitochondriale : 107,5 + 82,04 UI{mg de protéines.

|

i
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Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type, n=5 dans chaque groupe. Test Student :
(ns) désigne un effet non significatif (p>0,05), (*) désigne un effet significatif (p<0,05). (**)
désigne un effet trés significatif (p <0,01), (***) désigne un effet hautement significatif (p<

0,001

).
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Figure 32 : Variations de I’activité enzymatique de la SOD cytosolique hépatique (Ul/mg de
protéines) en présence de différentes concentrations molaires de métaux étudiés : plomb,

cadmium et zinc in vitro.
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Figure33: Variations de Pactivité enzymatique de la SOD mitochondriale hépatique (Ul/mg de
protéines) en présence de différentes concentrations molaires de métaux étudiés : plomb,

cadmium et zinc in vitro.
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On constate que le plomb entraine une augmentation hautement significative { p<0,001)
de I"activité enzymatique de la Cu/Zn SOD aux concentrations 1M et 102M, cette augmentation
atteint des seuils trés significatifs avec la concentration de 10*M et significatifs avec la
concentration 10°M. Les trés faibles concentrations (]0'8M, 10"°M) ne montrent aucune
augmentation significative. De méme pour la I\f[n-SOD, on constate une augmentation
hautement significative (P<0,001) a la concentration 1M, trés significative aux concentrations
107M et 10*M, significative a la concentration 10°M et enfin non significative avec les
concentrations 10®M et 107°M. L’ajout du cadmium 2 nos extraits de mitochondries et de
cytosols hépatiques entraine une augmentation hautement significative( P<0,001) de Pactivité
enzymatique des deux isoformes de la SOD, la Cuw/Zn-SOD et la Mn-SOD par rapport au témoin,
cette activité est corrélée positivement avéc les concentrations ajoutées, elle augmente
hautement significativement ( P<0,001) avec les concentrations 1M, 10?M et 10*M, trés
significativement avec la concentration 10°M et non significativement avec les concentrations
10*M et 107°M.

L’ajout du zinc 4 nos extraits montre une réponse relativement différente. L’ajout de 1M
et 10?M du zinc entraine une augmentation hautement significative ( P<0,001) de 1’activité
enzymatique des deux isoformes de la SOD, alors que les concentrations de 10™M et 10°M ne
montrant aucun effet significatif sur cette activité, lajout des plus faibles concentrations (10°*M,

10"'"®M) montre cependant une augmentation trés significative pour la Mn-SOD et hautement
significative pour la Cw/Zn-SOD. '

VI-2-1-2 Variations in vitro de Pactivité enzymatique de la CAT
Les variations de I'activité enzymatiques de la CAT cytosoloque et mitochondriale

hépatique en présence de différentes concentrations molaires du cadmium, du plomb et du zinc

in vitro sont présentées dans le tableau 14,
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Tableaul4: Variation de }’activité enzymgtique de la CAT (Ul/mg de protéines) mitochondriale

et cytosoligue hépatique en présence de différentes concentrations des métaux lourds in vitro.

Concentration molaire des métaux
Métaux [[1M  [[10 M- |[10°M [[10°M [[10°M |[10™M
CAT Plomb 234,82|1361,87| 567,63 |[676,36 |{1040,61 | 1353,22
cytosolique + £ || % * + +
(Ul/mg de protéines) 110,96|( 118,98 98,88 |[95,17 210,87 696,90
*hk *kok *ok ok k % ns
Cadmium (| 247,99 [| 347,76 || 537,11 ]| 613,32 |1 744,19 | 1249,88
% + + + + +
83,46 (99,61 11101,08)1221,97 || 157,54 ||414,95
Ekk ok 2 & L& *k ns
Zinc 181,99 |1301,60 | 894,99 | 1078,42 |/ 530,53 |{ 586,10
* + * + + +
70,30 || 71,41 ([327,36(259,26 {|44,30 | 160,36
xkp *h % * * Ty T
CAT mitochondriale || Plomb 135,97 |1 302,47 || 449,11 || 628,48 || 932,27 | 1269,17
(Ul/mg de protéines) + + + + * +
33,11 1151,35 [ 141,29 54,38 {[243,39 | 512,83
LL X % % ] $dkk k%% * ns
Cadmium || 144,58 || 206 243,20(1469,9 |{ 844,12 || 157547
+ + + + + +
82,58 || 180,79 89 154,25 ||257,97 971,47
Wk ok LLL I I S L] ok * ns
Zinc 168,37 || 289,38 || 693,65 [{ 988,13 ||377,79 |/317,72
+ + * + + +
47,42 199,70 |[ 135,99 257,77 || 171,12 | 196,76
L2 2 ] ok ok **k ns L2 Ak

Témoin CAT cytosolique : 1894,98 + 582,96 Ul/mg de protéines.
Témoin CAT mitochondriale : 1511,3 + 463,78 Ul/ig de protéines.

Les résultats sont exprimés en moyenn'eli écart type, n=5 dans chaque groupe. Test Student :
(ns) désigne un effet non significatif (p>0,05), (*) désigne un effet significatif (p<0,05). (**)
désigne un effet treés significatif (p <0,01), (***) désigne un effet hautement significatif (p<

0,001).
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Figure 34 : Variations de I’activité enzymatique de la catalase cytosolique hépatique (U/mg de

protéines) en présence de dlfférentes concentrations molaires de métaux étudiés : plomb,
cadmium et zinc in vitro.
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Figure 35 : Variation de I°activité enzymatique de la catalase mitochondriale hépatique (UI/mg
de protéines) en présence de dlﬁ'érentes concentrations molaires de métaux étudiés : plomb,
cadmium et zinc in vitro.
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Les résultats ci-dessous montrent que I’activité enzymatique de la catalase a été réduite
en présence de métaux. Les figures 33 et 34 illustre|ht que 'ajout de concentrations croissantes
du plomb et du cadmium aux extraits de cytosols eli de mitochondries hépatiques entraine une

diminution hautement significative de [’activité enzymatique de la catalase. L’activité

enzymatique de la catalase cytosolique montre un‘ie diminution hautement significative en
présence des concentrations 1M, 107M, 10™M, 1!0‘6M, et trés significative en présence de
10®M, la concentration 10'°M ne mgntre cepe;ndant aucun effet significatif. L’activité
enzymatique de la catalase mitochondriale répondre de la méme fagon en présence de différentes
concentrations du plomb. On constate que I’ajout du cadmium présente un effet comparable a
celui du plomb, en effet 1’activité enzy;natique de ]F catalase est inversement corrélée avec la
concentration ajoutée, les plus fortes corncentrations en cadmium (1M, 102M, 10™M) entrainent
une réduction hautement significative| (p< 0,001), de ’activité de la CAT cytosolique et
mitochondriale. Cette réduction atteint des seuils trés significatifs avec les concentrations 10°M

et 10®M mais non significatifs avec lalplus faible c!.oncentration (10"°M). Pour le zinc, ’ajout

de 1M, 10°M respectivement A nos extraits de cyto%ols et de mitochondries hépatiques montre
une diminution hautement significative (p< 0,001) de I’activité enzymatique. Cette diminution
n’est que significative avec les concentrations 10*M et 10°M pour les extrais de cytosols et non
significative avec la concentration de IO'EGM pour les extrais de mitochondries.

|
VI-2- 2 Variations in vitro de la pr:roxydati‘on lipidique

Les acides gras polyinsaturés s}ont particuliérement sensibles aux péroxydations. Les
doubles liaisons sont des points réacdtifs dans la' chaine moléculaire et le test 4 1’acide
thiobarbiturique (TBA) est une excellente méthode permettant d’évaluer avec simplicité et
rapidité le degré de péroxydation des lipides. i

Les teneurs enregistrées (tableau15) pour les:molécules du MDA réagissant avec 1’acide
thiobarbiturique en présence du plomb let du cadmium, indiquent que celles-ci sont corrélées
positivement avec I’ajout de doses t::roissantcs c‘ie ces deux métaux. L’incubation des

mitochondries hépatiques de rat avec IM du plomb conduit 4 une augmentation hautement

significative (p< 0,001) de’ la peroxydation lipidique des membranes mitochondriales par
comparaison au mitochondries seules (peroxydation physiologique), en présence de 10?M cette

|
augmentation est trés significative et significative en présence de 10™M, 10°M et 10*M, alors
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I

qu’en présence del10"°M la peroxydatio;n lipidique ne montre pas une augmentation significative

( p>0,05). De méme, il est 4 noter que le taux du MDA issu de la peroxydation lipidiques des
membranes des mitochondries en présence de 1M du plomb est plus important de fagon trés
significative A celur issu de la pcroxyéapon lipidique des membranes mitochondriales induite
par le Fe** / Fe** | les autres concentratlons par contre montrent des taux du MDA moins
important. Le tableau 15 met en lmniére:'l ¢également une surproduction hautement significative du
MAD issu de la peroxydation lipidique induite par 1M et 10*M du cadmium en comparaison aux
mitochondries témoins, cette surproduction est aussi hautement significative par rapport au
peroxydation lipidique induite par le feir Une augmentation trés significative du taux du MDA
est enregistrée en présence de  10™M, ! et 10°M du cadmium, alors qu*une augmentation non
significative est remarquée en présence 'delO Y du cadmium. L’incubation des mitochondries
avec les différentes concentrations du zmc présente une toxicité beaucoup moins importante par
comparaison au plomb et au cadmium.| En effet 1M du cadmium provoque une production de
63,79 nmoles/mg de protéines du MDA alors que 1M du zinc ne donne que 13,66 nmoles/mg
de protéines. Si on exclut les plus fortes concentrations en zinc (1M et 10?M) qui donnent
respectivement une augmentation trés s{gniﬁcaﬁve et significative du taux du MDA, les autres
concentrations ne montrant aucune augn'ilttltation significative.

Tableau 15 : Variations des taux du MDA mitochondrial (nmoles/mg de protéines)
généré suite 4 une péroxydation hpldlque induite in vitro par le plomb, le cadmium et e zinc.

| ' " : Concentration molaire des métaux

Métaux |[IM || 10°M [ 10°M |[ 10°M |[ 10°M || 10™°M
Concentration du MDA mitochondrial {| Plomb 42,55((9,98 |[7,08 |16,17 |[5,62 15,33
+ + + + + +
X 409 111,84 )|1,53 || 1,23 ||1,08 | 1,82
(nmoles/mg de protéines) ] w ok * * * * ns
Cadmium || 63,79 (15,4 [ 8,04 |7.65 [[6,21 | 5,89
! + + + & 4 +
7,19 11,70 1,31 11,25 || 1,36 |} 2,28
] :* L 3 e ok ok ok ok * ns
Zinc 13,66(16,87 ||5,61 |[5,10 |{5,03 [14,59
% + + + + +
r i 2,22 11,85 |[2,10 112,77 112,83 112,67
! ¥ * ns ns ns ns

Témoin 1 : peroxydation induite par le fer =21,52+5,22 nmoles/mg de protéines. Témoin2 :
peroxydation physiologique=1,94 nmoleslmg de protéines.
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Les résultats sont exprimés en moyenne + écat type, n=5 dans chaque groupe. Test Student : (ns)
désigne un effet non significatif (p>0,03), (*) désigne un effet significatif (p<0,05). (**) désigne
un effet trés significatif (p <0,01), (***) désigne un effet hautement significatif (p< 0,001).
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Figure36: Variations des taux du MDA mitochondrial (nmoles/mg de protéines) généré suite 4 la
-peroxydation lipidique induite zrn vitro par le fer pour le témoin et par les différentes
concentrations molaires des métaux étudies pour les extraits traités.
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Figure 37 : Variations des taux du MDA mitochondrial (nmoles/mg de protéines) généré suite a
la peroxydation lipidique physmloglque pour le témoin et par les différentes concentrations
molaires des métaux étudiés pour les extraits traités.
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VI-2-3 Variations in vivo de I’activité antioxydante enzymatique
VI-2-3-1 Variations in vivo de activité enzymatique de la SOD

Le tableau 16 représente les variations de Vactivité enzymatiques de la Cu/Zn-SOD et

Mn-SOD hépatique suite a une ?xposition de 30 jours des rats a une contamination

polymétallique en plomb et en cadmium dans les eaux de boisson. Chaque rat consomme en

moyen 30 ml de I’eau contaminée par! jour.

|
Tableau 16 : Variations de I’activité enzymatique de Cu/Zn-SOD et Mn-SOD hépatique ( UI/

mg de protéines) des rats aprés contamination subchronique de 30 jours par les différentes

concentrations du mélangej: du plomb et du cadmium dans I’eau de boisson.

Lo;t Lot1: Lot2 : Lot3:
témoin 35ug/lCd |} 100ug/1 Cd || 1mg/l Cd
1 + + +
; 150ug/1 Pb || Img/IPb | Smg/l Pb
SOD cytosolique 323,24 504,76 | 796,59 958,90
( Ul mg de protéines) i:h + + +
104,50 60,24 104,18 68,48
{ * * % ExE
SOD mitochondriale 1240,95 395,74 639,26 850,72
(Ul/ mg de protéines) | + + + +
198,42 82,14 64,89 112,4
i . ns L33 kR k
4 ™
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Figure 38 : Variations de I’activité enzymatique de Cu/Zn-SOD hépatique ( U/ mg de

protéines) des rats aprés contammatlon subchronique de 30 jours par le mélange du plomb et du
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cadmium dans I’eau de boisson. T : lot témoin ,lLotl : 35ug/l Cd+100ug/l Pb. Lot2 : 100ug/1
Cd+1mg/1 Pb. Lot3: Ilmg/l Cd+5mg/IPb.
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Figure 39 : Variations de I’activité enzymatique de Mn-SOD hépatique ( Ul/ mg de protémes)
des rats aprés contamination subchronique de 30 j _]0111‘S par le mélange du plomb et du cadmium
dans I’eaun de boisson. T : lot temoin , Lot! : 35ug/l Cd+100ug/1 Pb. Lot2 : 100ug/l Cd+1mg/1 Pb.
Lot3: 1mg/1 Cc%+5mg/le

Les différentes analyses menées a ce sens ont permis de montrer que, sur la perlode

d’exposition investiguée, la concentration cyto§ollque en SOD augmente d’une maniére
hautement significative (p<0,001) chez les rats cclonsommant une eau contaminée par 1mg/! du
cadmium+5 mg/l du plomb. Une augmentation trés significative est enregistrée chez les rats
recevant une eau contaminée par 100 ug/l du cadmium+ 1mg/l du plomb, alors que
’augmentation de cette activité est non significative chez les rats de troisiéme lot recevant une
eau contaminée par 35 ug/l du cadmium +100 ?gﬂ du plomb en comparaison avec les rats
témoins recevant pour la méme période d’exposit;ion une eau distillée. On constate également,
une augmentation hautement significative (p<0,00|1) des concentrations mitochondriales en cette
enzyme chez les rats recevant une eau contaminée par'le mélange de 1mg/l Cd+ 5 mg/l Pb et
I’eau contaminée par le mélange 100 ug/l Cd + 1 mg/l Pb respeéﬁvement. L’activité enzymatique
de la Mn-SOD ne montre cependant aucun effet significatif chez les rats recevant une eau
contaminée par 35 ug/l Cd + 100 ug/l Pb.
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VE-2-3-2 Variations in vive de Pactivité enzymatique antioxydante de la CAT

Les variations de 1'activité enzymatique!de la catalase mitochondriale et cytosolique

hépatique aprés une exposition subchronique de'ls rats 4 une contaminafion polymétallique en

plomb et en cadmium dans les eaux de boisson- sc;)nt présentées dans le tableau 29.

Tableau 17 : Variations de I’activité enzymatique de la catalase cytosolique et mitochondriale
hépatique ( UV mg de protéines) des rats aprés c;()ntanﬁnation subchronique de 30 jours par les
différentes concentrations du mélange du plomb et du cadmium dans I’eau de boisson.

Lot ll,ot 1: Lot2 : Lot3:
témoin FSug/l Cd || 100ug/l Cd || 1mgn Cd
| ¥ h +
150ug/1 Pb || 1mg/l Pb 5mg/l Pb
i
CAT cytosolique 1651,24 1928,68 405,56 166,25
(U/mg de protéines) . * + + +
524,15 198,72 108,51 55,85
ok Kk ok
|
CAT mitochondriale || 1082,01 1 704,20 430,13 161,73
(Ul/ mg de protéines) + + + &
235,59 82,14 125,23 85,27
&k L3 ] L2 £ 3
4 G@T Elot1 ®iot2 MLot3 A
= @
% £2000
=%
3 24500 |
=5
5 E |
g 51 000
5 &
2 500
£ 8
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Figure 40 : Variations de {’activité enzymatique 46 la CAT cytosolique hépatique ( U/ mg de
protéines) des rats aprés contamination subchronique de 30 jours par le mélange du plomb et du
cadmium dans I’eau de boisson. T : lot temoin , L:otl : 35 ug/l Cd+100 ug/l Pb. Lot2 : 100 ug/l
Cd+1 mg/l Pb. Lot3: 1 mg/l Cd+5 mg/IPb.
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Figure 41 : Variations de I’activité enzymatique de la CAT mitochondriale hépatique (Ul/ mg
de protéines) des rats aprés contamination subchronique de 30 jours par le mélange du plomb et
du cadmium dans I’eau de boisson. T : lot temoin , Lot : 35 ug/l Cd+100 ug/l Pb. Lot2 : 100
ug/l Cd+1mg/l Pb. Lot3:11 mg/l Cd+5mg/IPb.

A partir des résultats présentés dans le tabléau 17 on constate que I"activité enzymatique
de la catalase cytosoligue diminue trés significativement chez les rats de premier lot recevant une
eau contaminée par 35 ug/l Cd+100 ug/l Pb pendant 30 jours en comparaison avec les rats de lot
témoin recevant pour la méme période de l‘eau dislltilléc. Cette diminution est estimée hautement
significative avec les rats recevant respectivement des eaux contaminées par 100 ug/l Cd+1 mg/]
Pb et par 1 mg/!l Cd et 5 mg/t Pb. La méme constatation est observée concernant ’activité
enzymatique de la CAT mitochondriale qui enregistre une diminution trés significative chez les
rats recevant des eaux contaminées par 35 ug/l Cd+100 ug/l Pb et 100ug/l Cd+1 mg/l Pb

respectivement et hautement significative chez les; rats recevant une eau contaminée par 1mg/l
Cd et Smg/l Pb.

|
VI-2-4 Variations in vivo de la peroxydation lipidique
Les variations de taux du MDA cytosolique;et mitochondriale suite 4 une exposition des

rats 4 une contamination polymétallique en plomb et en cadmium dans les eaux de

boisson pendant 30 jours sont présentées dans le tableau 18; -
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Tableau 18 : Variations des taux du MDA cyt

osolique {(nmoles/g de foie)et mitochondrial

nmoles/mg de protéines)aprés administration de différentes concentrations des associations du

plomb et du cadmium pendant 30 jours dans I’eau de boisson.

1
{

Lot témoin Lot1: Lot2 : Lot3 :
35ug/1 Cd 100ug/1 Cd 1mg/1 Cd
+ + +

150ug/1 PbE 1mg/1 Pb 5Smg/l Pb
Concentration 3,96 12,82 | 21,35 23,18
du MDA + + + +
cytosolique 3,62 2,39 4,18 6,14
(nmoles/g de * ** ko
foie)
Concentration 1,94 5,39 7,24 14,39
du MDA + + + +
mitochondriale 1,48 1,77 2,03 4,35
(nmoles/mg de ns * *Ex
protéines) l

Témoin : péroxydation induite par le fer =17,56:0,73 nmoles/mg de protéines. Les résultats
sont exprimés en moyenne + écart type, n=8 dans chaque groupe. Test Student : (ns) désigne un
effet non significatif (p>0,05), (*) désigne un effet !signiﬁcatif (p<0,05). (**) désigne un effet
trés significatif (p <0,01), (***) désigne un effet hautement significatif (p< 0,001).
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.
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Figure 42 : Variations des taux de MDA cytosol
subchronique de 30 jours par le mélange du plomb

temoin ) Lotl : 35ug/1 Cd+100ug_/l Pb. Lot2 : 100y

que (nmoles/g de foie) aprés contamination
et du cadmium dans I’eau de boisson. T : lot
g/l Cd+1mg/1 Pb. Lot3: Img/l Cd+5mg/1Pb.
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Figure 43 : Variations des taux de MDA mitochondriale (nmoles/mg de protéines) aprés
contamination subchronique de 30 jours par le mé:lange du plomb et du cadmium dans I’eau de
boisson. T : lot temoin , Lot : 35 ug/t Cd+100 ug/l Pb. Lot2 : 100 ug/l Cd+1 mg/t Pb. Lot3: 1
mg/l Cd+5 ing/IPb.

La contamination de I’eau de boisson par différentes concentrations en plomb et en
cadmium conduit 4 une augmentation importante de taux du MDA comme illustrent bien les
figures 41 et 42. Cette augmentation est dose déandame, pour les rats recevant un mélange de
1mg/l Cd et Smg/l Pb dans I’eau I’augmentation de taux du MDA cytosolique atteint des seuils
hautement significatifs, pour les rats recevant un mélange de 100 ug/l Cd+1mg/l Pb cette
augmentation est estimée trés significative alors que les rats recevant le mélange le ‘moins
concentré montrent une augmentation signiﬁcati{'e dans leur taux du MAD cytosclique. De
méme, le taux du MDA dans les mitochondri[es des rats exposés a cette contamination
polymétallique montre une augmentation hautetnent significative pour le mélange le plus
concentré et significative pour le mélange de 100 ug/l Cd+1mg/l Pb. Les rats recevant 35 ug/l

Cd+100 ug/l Pb ne montrent cependant aucun effeti significatif.

VI-2-5 Variations des taux de glutathion hépatique
3
Les variations des taux du GSH aprés 30 jours d’administration du plomb et du cadmium

dans les eaux de boisson consommées par les rats sont représentés dans le tableau 18,
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I
Tableau 19 : Variations des taux de GSH cytosohque hépatique (mM/g de foie)apres

administration de différentes concentrations des assomatlons du plomb et du cadmium pendant
30 jours dans I’eau de boisson des rats.

Lot témoin Lot1: : Lot2 : Lot3:
35ug/l Cd ] 100ug/1 Cd Img/1 Cd
+ +
150ug/1 Ph} Img/1 Pb 5mg/l Pb
Concentration | 3,92 208 | 1,57 0,08
du GSH + x + +
hépatigue 1,16 1,29 | 0,13 0,36
- (mM/g de ns i ok
foie)

Les résultats sont exprimés en moyenne # écat type, n=>5 dans chaque groupe. Test Student : (ns)
désigne un effet non significatif (p>0,05), (¥) désigne un effet significatif (p<0,05). (**) désigne
un effet trés significatif (p <0,01), (***) désigne un effet hautement significatif (p< 0,001).
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Figure 44 : Variations des concentrations en glutathion hépatique (mM/g de foie) aprés
contamination subchronique de 30 jours par le melange du plomb et du cadmium dans I’eau de
boisson. T : lot temoin , Lotl : 35 ug/l Cd+100 ug/l Pb. Lot2 : 100 ug/l Cd+1 mg/1 Pb. Lot3:
Img/l Cd+5 mg/le

Le dosage du glutathion intracellulaire hépatique chez les rats recevant pendant 30 jours
une eau contaminée par 35 ug/l Cd+100 ug/l Pb montre une baisse non significative de la
concentration en GSH par comparaison aux rats témoins recevant de 1’eau distillée pour la méme

période d’investigation. Cette baisse est de 2,08 m moles/g de foie contre une concentration
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de 3,92 m moles/g de foie mesurées chez les rats témoins. Cependant, une baisse hautement

significative de la concentration cellulaire en GSH est enregistrée chez les rats recevant une eau

contaminée par 100ug/l Cd+1mg/l Pb ainsi que chez les rats recevant img/l Cd et Smg/l Pb.

Cette baisse est évaluée de 1,57 £ 0,13 m moles/g de foie et de 0,98 + 0,36 respectivement.

- k
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Chapiire V : DISCUSSION

La qualité¢ d’eau de boisson est appréciée par ses constituants microbiologiques et
chimiques, dont les effets sur les organismesg vivants sont bien connus (Nicolau, 2005).
Beaucoup d’eaux considérées aujourd’hui comr%le potables conticnnent un certain nombre de
polluants chimiques : traces de pesticides, de Imétza.ux lourds, des nitrates, des nitrites, des
résidus d’hydrocarbures, des dérivés organochlorés...a cause des rejets industriels non
contrflés, [’utilisation intensive des engraié chimiques dans 1’agriculture ainsi que
I’exploitation désordonné des ressources en eau F(D'ebieche, 2002).

La contamination des milieux aquatique$ par les métaux lourds est une préoccupation
environnementale majeure qui suscite un gran('i intér’ét' au cours de ces derniéres années et
préoccupe toutes les régions soucieuses de maintenir leur patrimoine hydrique & un haut degré
de qualité¢ (Cuita, 2003). Les métaux lourds, associés aux rejets divers, représentent les
polluants les plus redoutés pour ces milieux ‘en raison de leur concentration par certains
organismes vivants (Sobhi, 1997) et leur implication dans les phénoménes de
bioaccumulation et de bioamplification dans leie chaines alimentaires. Ils soulignent un des
aspects les plus inquiétants pour la santé environnementale (Abou-Arab, 2001). Cette
situation a conduit les gouvernements & réglementer les émissions en en fixant des teneurs
limites (Joris, 2005). Cependant, les sources de/pollution par les métaux lourds sont bien sfir

pour une part d’origine anthropique mais aussi d’origine naturelle et donc pas toujours

contrdlables (Cuita, 2003). ,

L’évaluation de la présence de métaux lé)urds dans 1’eau est d’une grande importance
et la plupart des méthodes consistent & faire uhe analyse de 1’eau avec des techniques qui
relévent de la chimie analytique. Ces techniques so;lt déja d’une grande précision mais les
études toxicologiques et écotoxicologiques sont aujourd’hui tellement exigeantes que
I’analyse chimique doit étre complétée parjla mesure de variables biologiques pour
I’évaluation de la qualité de I’eau et des milieux aquatiques (Noury et al, 2002). Par ailleurs,
la présence et la mesure du métal en elle méme est devenue insuffisante, les variables

déterminantes sont la solubilité du métal et salfaculté & éire assimilé qui dépendent toutes

deux de la forme chimique du métal et des conditions trouvées dans 1’eau (Miquel, 2001).

La mesure des variables biologiques représente actuellement un nouvel outil
complémentaire des analyses physico-chimiques et joue le role de systémes d’alarme précoces
d’une contamination dont les effets sont encorei réversibles (Duquesne, 1994). L’utilisation
de ces variables ou indicateurs a été découverte 2iwec la mise en évidence chez les étres
vivants de systémes -enzymatiques pour la plupart- spécialisés des fonctions de détoxication
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de Porganisme. 1) s’agit de dispositif de défense dopt,l’activité est rapidement induite par la
présence d’un substrat particulier ou ses composés possédant une conformation voisine.
L’utilisation de ces variables donne une information relativement précise sur la nature du
toxique qui les a induit, directement 1ié & 1’état de stress observé chez 1’individu (Abou-Arab,
2001). ‘

La formation de radicaux libres dus a I’oxygéne est un processus naturel dans les
cellules vivantes (Deby et al, 2002). Ce processus est renforcé par la présence de hauts
niveaux de pollution par les métaux lourds, et ce dans des conditions nocives pour les
organismes vivants (Hadi, 2004). Une intensification ou une inhibition de l'activité d'une série
d'enzymes, tels que la superoxyde-dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion-
peroxydase (GPX) qui, combinées, indiquent un stress d@ 4 une oxydation, peut constituer un
indice de pollution par des métaux lourds (Duquesne, 1994). La péroxydation des lipides eét
un phénomeéne provoqué par des formes d'oxygéne relativement réactives, feile que le
peroxyde d'hydrogéne et les radicaux OH®, engendrfs par le stress dil & 'oxydation. Le statut
de ces indices biochimiques du dommage dii & I'oxydation a été étudié récemment (Stegeman
et al, 1992).

C’est dans cette optique que nous nous sommes intéressés, dans la premicre partie de
notre travail, a ’évaluation du degré de contamination métallique de sources d’eau de la ville
de Jijel par des mesures chimiques, et d’investiguer, dans la deuxiéme partie du travail, les
effets potentiellement délétéres de cette contamination sur les différents marqueurs du stress
oxydant, en choisissant comme modéle biologique les mitochondries et les cytosols

hépatiques des rats exposés in vitro et in vivo (via I’eau de boisson) 4 ces contaminants.

V-1. Evaluation des degrés de contamination métallique et leurs
origines éventuelles

L’évaluation globale des presents résultats niet en évidence un profil de concentration
treés €levé des deux métaux cibles de 1’étude ; Ie plomb et le cadmium ; dans tous les sites
retenus. Ceci traduit une contamination certaine et dangereuse des sources d’eau de la ville de
de cerner les origines éventuelles de cette contamination alarmante. Par ailleurs, 1a lutte contre

la pollution des eaux souterraines ou de surface serait subordonnée 4 la définition des origines
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et des foyers a partir desquels celle-ci prend
Bentir, (1997). ' !

naissance et se propage comme le suggére

Les métaux lourds sont des éléments prélsents naturellement dans les eaux souterraines
et dépendent de la géochimie structurale fdes Bquiferes (Debieche, 2002). Dans les
€cosystémes aquatiques non contaminés par lesl activités industrielles, comme le cas des sites
retenus, la part des métaux endogénes, issus (%u fond pédogéochimique local, contribue de
maniére significative au stock global en méﬁaux lourds. D’aprés (Baize, 1997), le fond
pédogéochimique naturel résulte de phénomfénes naturels géologiques et pédologiques.
Evaluer ce fond pédogéochimique pour chaque iype de roche et du sol est donc indispensable,
car il permet d’apprécier d’éventuelles augm%:thions manifestes des teneurs en métaux
(Biger, 1996). } |

Par ailleurs, il n’y a pas de sources indlustrielles du plomb et du cadmium (usine de
voiture ou toiture, indusfrie métallurgique, peinture plombée, galvanisation,...) dans le bassin
versant de I’oued Nil. L’hypothése de la contribution du fond géochimique de la région reste
I’explication principale de profils élevés de concentrations en métaux lourds dans les eaux du
bassin.

Nous ne disposons pas d’informations conBetnant les valeurs du fond géochimique
naturel de la région, mais le contexte géochimique global de la région rapporté notamment par
I’étude de Afalfiz et al (1998) sur les indices rriinéralisés des terrains de Taher, laisse penser
que ces métaux sont pour ’essentiel d’origine naturelle. Selon cette étude la zone de Taher est
un véritable gisement naturel, de roches métamorphiques, riche en plusieurs éléments
minéralisés dont essentiellement le plomb et le Ezinc. Les teneurs naturelles en plomb dans les
eaux souterraines sont généralement trés bass!es en dehors des zones miniéres (Décloitre,
1998). Les eaux fortement chargées en plomb dans tous les sites retenus confirment donc les
résultats de Afalfiz et al (1998). En effet, le plorinb constitue des gisements primaires dans les
roches éruptives et métamorphiques ot il est ;:)résent essentiellement sous forme de sulfure
(galéne). 11 est redistribué via I’altération dans t(’?utes les roches sous forme de carbonate, de
sulfate et peut se substituer au potassium dans ltes roches silicatées et les phosphates (Burnol
et al, 2006).

Dans le monde entier, la.communauté s'cieﬂtiﬁque a largement étudié la contribution
du fond pédogéochimique dans l’enrichissement! des eaux souterraines en métaux lourds. Les
teneurs en plomb et en zinc des fonds pédogéoc%himiques peuvent étre extrémement variables

. |
d’un sol a ’aufre. !
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Une étude de Prouvost et al (2003) estime que les teneurs en plomb dans les sols de
Noyelles -Goddult (Pas de Calais) varient dé 58 a 1707 ug / g. Les concentrations en
cadmium sont estimées de 1,1 & 24,8 ug / g. A'I’échelle de continent africain, la plupart des
études publiées(Ajayi et al, 1981; Saad, 1990) ont axé sur les zones urbaines et industrielles.
Il peut donc que les niveaux réels du fond ne soient pas exactement connus, ce qui peut
fausser l’interprétation des données. Les concentrations en cadmium dans les lacs et les
riviéres africaines (Egypte, Nigeria) pour l’ensémb]i‘a de ces études varient de 0,2a2lug/l
Le plomb a donné des teneurs plus élevées avec des écarts considérables car il passe de 2,5 a
400 ug / 1. Une €tude marocaine portée sur 3000 prélévements d’eau des nappes phréatiques
de Casablanca, Tanger, Oujda, Nador, Taza et Agadir décéle des taux de concentrations
largement variable d’une ville a Iautre, ils oscillent entre 6,5 et 123 ug / | pour le plomb et
entre 0,5 et 2 ug/l pour le cadmium (Rapport national MEDPOL, 2005).

Néanmoins, la source de contamination des eaux par les métaux Jourds n’est pas
uniforme, ces concentrations €levées apparaissent fort probablement influencées par la
présence d’autres sources suspectes d’accentuer la contamination. Des apports d’origines
anthropiques, provenant d’une ancienne mine de la société algérienne des mines SONAREM
abandonnée en 1993 des métaux précieux ( or :et argent) et de marbre située au niveau de la
source de ’oued Nil & Ain Tizi ( montagnes de l« Chahna » au sud du Taher) peuvent
expliquer de leur part ces teneurs élevées, notamment pour la source de Bachelot et le forage
de I’oud Nil situés en aval de ce site. Ces terrils miniers abandonnés laissent de grandes
masses des déchets, riches en sulfures métalliques, qui libérent en s’oxydant des eaux acides
fortement chargées en métaux lourds. Ainsi, I’apport via le cheminement des lessivageé de
ces eaux contribue 4 augmenter d’une maniére trés significative les profils de concentrations
des métaux lourds. La nature trés perméable des sols autour de 1’oued Nil, illustrée dans la
carte géologique de la wilaya (figure 26) facilite considérablement le processus d’infiltration
de ces métaux vers les eaux souterraines de bassin. Par ailleurs, Toute exploitation miniére,
ancienne comme moderne, comporte outre les travaux d’extraction proprement dits, des
installations d’enrichissement du minerai et souvent de métallurgie. A ces installations sont
associés des stockages plus ou moins importants de stériles miniers (‘haldes’) et de résidus de
traitement du minerai, et parfois. de scories métallurgiques. Ces différentes entités, ainsi que
les sols proches des installations, contiennent toujours, sous forme souvent instable, des

quantités importantes de métaux lourds, et sont donc autant de ‘termes-sources’ potentiels

”
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susceptibles de les relicher dans Venvironnement pendant de trés longues périodes (Potvin,
2004). ;

En Europe, plusicurs bassins fluviaux sont contaminés par les activités miniéres, le
Lot, le Gardon et 1’Ardéche en France, Restr?nguet Creek, la Tamar et les Rio Tinto en
Espagne. Cela a suscité un nombre important d’études visant a évaluer "impact des drainages
des mines (Potvin, 2004). Dans le sud ouest deE la Sardaigne, le plus grand bassin minier du
bassin méditerranéen apporte plomb, zine, chrome, et cadmium dans les sols ainsi que dans
I'eau des nappes, des lacs, des lagunes, et de: la mer. La pollution de la Gironde par le
cadmium et le zinc est un autre exemple qui ill{lstrepI bien I'impact des anciennes mines sur la
qualité des eaux, ou I’ancienne mine de zinc ( usine Eie vieille Montagne) a laisser prés d’un
petit ruisseau, le Riou Mort, des terrils d’extraction riches en cadmium et en zinc (Joris,
2005).

Les activités agricoles sensiblement auémcntées au cours de ces derniéres années au
niveau de bassin versant de I"oued Nil consti!tuent‘ une autre source anthropique de cette
contamination’ et confribue d’un part non négligeable dans I'enrichissement des eaux
souterraines en métaux lourds. Par ailleurs, et tenant compte de 1'usage exagérément intensifié
des engrais chimiques et des pesticides, le t'ran?fert' de ces produits toxiques vers les sources
d’eaux soit par infiltration sur les surfaces cultiv:_ées soit par lessivages, reste une inquiétude
justifiée. La localisation de la quasi-totalité desipuits collectifs de Redjla au sein des champs
agricoles augmente les risques de la contamination. De méme, les élevages intensifs des
bovins et volailles sur ’ensemble des terrasses ailuviales de I’oued Nil sont probablement
responsables des transferts des métaux contenant dais’ses déjections vers les cours d’eaux.

L’analyse de la littérature scientifique récente porte une aftention croissante sur
I'impacte des pratiques agricoles modernes sur Iz qualité chimique de 1’eau (Devez, 2004). De
nombreuses études confirment la part importanlte de ces pratiques dans ’enrichissement des
sources d’eaux superficielles et souterraines en métaux lourds. Une voie qui méne
directement & une telle situation est I'ufilisation intensive des pesticides et des engrais
minéraux riches en cadmium, c’est le cas n?tamment des. engrais phosphatés largement
utilisés par les agriculteurs de bassin de l’oue:d Nil. Les experts estiment que [’utilisation
d’engrais phosphatés introduit 82 tonnes par ani du cadmium dans 1’eau et donc au niveau de
chaine alimentaire (Joris, 2005). Indirectement, l'utilisation des terres peut influencer la
concentration des métaux lourds dans les eaux|de surfaces et souterraines, en accroissant la

mobilité¢ des métaux d’origine humaine ou géologique présents dans les sols du bassin. Les
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métaux lourds contenus dans le sol peuvent étre transférés dans les masses d’eau par Jes
processus érosifs (Audry, 2003). De plus, l’acidiﬁcat:ion du sol, causée par la volatilisation de
I’'ammoniac dans les champs tfaités, pourrait augimenté la solubilit¢ des métaux lourds
emmagasinés dans le sol et, facilitant, leur introduction dans les eaux superficielles et
souterraines (Blanchard, 2000). Des taux €levés de prélévement de I’eau souterraine a des fins
d’irrigation, peuvent également altérer le milieu chimique du sol et accroitre la mobilité des
métaux lourds d’origine géologique. Ce cas se ﬁgurei clairement dans le bassin de I’oued Nil,
lieu d’implantation de plusieurs forages, la région die Regela présente la méme particularité
ou plusieurs puits tubulaires sont impldhtés dans la région. Cette surexploitation est fort
probablement un autre facteur des taux élevés en méétaux lourds dans les eaux de ce bassin.
Plusieurs cas similaires ont ét¢ illustrés dans le mo:nde, I’exemple de la contamination des
puits tubulaires de Bangladesh par 1’arsenic reste 1 ‘Iexemple le plus spectaculaire (Nicolau,
2005). Les élevages intensifs des bovins et des volailles semblent également une autre source
probable de ’apport des métaux lourds dans le so}, et par infiltration, dans les eaux. De
nombreuses études ont montré les risques liés 4 ’utilisation des lisiers animaux,

comme fertilisants organiques des sols, dans le trans:fert du zinc et du cuivre mais également
du plomb et du cadmium vers les sols et les eaux souterraines {Meeus et al, 1989). Il apparait
également de facon nette que les rejets en provenaPce de ces élevages sur ’ensemble des
terrasses  alluviales situées au sud de la route déﬁ)artementale 135(D-1354), et les rejets
d’eaux usées sur les terrasses situées au nord deé la D-136 sont également des sources
importantes d’enrichissement des eaux de bassin en métaux lourds ( Bentir, 1997).

Une autre source de cette contdnlination peut se rapporter également & 1’existence
d’une ancienne décharge publique au niveau de l’oyed Boukhara, un des affluents les plus
important de l’oued Nil. Une étude de Ademe (1993) sur la composition des ordures
ménageres en France, insiste sur la grande responsé:lbilité des décharges publiques dans la
contamination des milieux aquatiques en métaux loutds. Selon cette étude la teneur moyenne
des ordures ménagéres en plomb est de 795 mg / kg, cielle du cadmium est de 4 mg / kg. Le
tableau ci-dessous donne la distribution et teneurs en métaux lourds dans les diverses

fractions des déchets ménagéres (Ademe, 1993).

Le risque de pollution des eaux souterraines par les lixiviats des décharges a fait
I’objet de plusieurs études. Depuis 1960, certains auteurs comme Gray et al (1974), Riigge et
al (1995), Faure et al(1998), Asselin et al (2004), ontimontré la présence d’un réel danger 1ié

J'l
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4 de nombreuses décharges étudiées en France; erlll Pays de Galles et au Canada sur la
.+ . .

contamination des sources d’eau. Il est a noter que les batteries, les piles et les accumulateurs

a plomb sont parmi les sources importantes de métaux dans les décharges lorsque ces derniers

sont stockés ou incinérés. i

La littérature scientifique souligne que la pollution atmosphérique joue également un

rdle capital dans les apports en métaux loyrds dont notamment le plomb. Toutefois, 1’absence

que la combustion des carburants des automobiles est parmi les hypothéses proposées pour

des activités industrielles importantes susceptibles de contaminer 1’air du bassin, laisse penser

expliquer la part des dépdts atmosphériques. Les automobiles eux-mémes constituent, par

corrosions, une autre source dont notamment la particularité que la grande majorité de parc
|

automobile de la wilaya est constitué de véhicules dioccasion d’Europe. L’étude réalisée par

Pagotto (1999) a permis d’estimer que le carburanti est la principale source en plomb. Cela
s’explique par ’ajout de dérivés alkylés du plomb (té’;traéthyle et tétraméthyle de plomb)
comme antidétonant dans les carburants (Pagotto, 1999). Aprés la combustion du carburant, le
plomb est relargué dans I’atmosphére sous différentes formes ; sulfates ou carbonates
insolubles, oxydes peu solubles ou halogénures tr!és solubles (Gardas, 2000). De plus,
'utilisation des aufres fluides comme les graisses de lubrification et les huiles des moteurs
contribuent également aux émissions polluantes des!véhicules. L’étude réalisée par Shaheen
(1975) a permis d’estimer les flux des mgtaux liés é;ces fluides. Selon cette étude L’huile de
moteur par exemple contient ug / g du plomb, alors ffque ’essence contient jusqu’a 501 mg /|
du plomb. Toutefois, et d’aprés une étude de Gardas :(2000) les flux de métaux lourds liés aux
carburants ne se limitent pas au plomb (zinc, cuivre, éadmiurn et chrome).

La situation de la source de Boucherchour & proximité des ateliers de la mécanique
automobiles et des garages de lavage-graissage amen{é a penser que linfiltration des divers
types d’huiles automobiles usagées participent a tranéférer les métaux de ces huiles vers I’eau
souterraine. |

Les fumées des incendies de forets sont aussi une source naturelle qui contribue 2

I’enrichissement des sols et des eaux en métaux lourds. La couverture végétale trés

abondante de larégion accroitre cette probabilité.

Les analyses chimiques des eaux de citernes'en métal et en plastique retenus comme

échantillons dans notre travail révélent des teneurs en plomb et en cadmium relativement
proches a celles de la source d’approvisibnnement utilisée par les propriétaires des camions,

le puits de Redjla dans notre étude représente cette source. Les faibles écarts observés en ce
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qui concerne la concentration en plomb pour la ‘citerne en métal et la concentration en
cadmium pour la citerne en plastique peuvent étre exipliquer par les migrats issus de matériaux
de citernes en contact avec I’eau. Plusieurs études n{enées dans ce sens en mis en évidence la

forte possibilité de relargages de métaux lourds a pa!rtir des matériaux en contact. Par ailleurs,
le cadmium est largement utilisé comme agent stabi%lisateur dans I’industrie des plastiques, le
plomb, de sa part, constitue une matiére de base daris I’industrie métallurgique, de plus il

est utilisé dans la soudeur des citernes en métal (Picaiot, 2003). La bibliographie disponible sur
cette source de contamination souffre d’étre peu !nombreuse et peu précise. Selon cette
bibliographie, le migrat est défit commé& iensemblefdes substances cédées par un matériau a
des denrées alimentaires en contact. Fauris et al (1985) ont évalué des martiaux au contact des
eaux au moyen des tests de toxicité cellulaire, le lpolychlorure de vinyle est parmi les 8
matériaux testés. Cette étude a montré que tous les matériaux sont cytotoxiques. Sauvant et
al (1995) ont évalué I"effet de stockage de I’eau dan% des matériaux en polyméres pendant 24
mois 4 20 C °. Sur ces eaux, des analyses chimiqlues de métaux lourds, de monomeére de
chlorure de vinyle et d’acétaldéhyde ont été effectut!fées. Le résultat montre des relargages du
zinc, du plomb et du cadmium. Les auteurs conchilent que 1’évaluation du produit fini de

’emballage est essentiel. Néanmoins, 1’effet minimeide migrat observé dans notre étude peut

. . | . ey
etre expliquer par la courte durée de séjour des gaux dans les citernes, selon les propriétaires

des camions, cette durée ne dépasse pas 24h a 72h.

Contre toute attente, ’analyse chimique des !eaux de distribution publique de la ville
de Jijel a montré une teneur relativement faible en cadmium et en plomb. Toutefois, le forage
de I’oued Nil présentant une teneur élevéeken plomb notamment, n’est pas la source principale
d’alimentation de la ville de Jijel en eau potable, Selo?n la direction de I’eau de la
wilaya de Jijel, cette source ne participe qu’avec 25 /I » le reste d’eau distribuée publiquement
provienne de barrage d’El Agram. 11 est probable donc!: que I'effet de la dilution par le
mélange contribue a diminuer sensiblement les teneutrs en métaux lourds. D’autres processus
physico-chimiques sont probablement suscepiibles !également de diminuer la teneur en
métaux lourds dans les eaux distribuées via la lf:sl conduites publiques, entre autres, les
traitements des eaux brutes, les phénoménes d’adsorption, de complexation et de
précipitation. Il est 4 noter finalement que le renouvéllement de conduites d’eau potable de la
ville de Jijel récemment a permit de minimiser voire d’éliminer la part des corrosions des

|
anciennes conduites dans I’enrichissement des eaux de robinet en plomb notamment.
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Néanmoins, la totalité d’un protocole analytique est souvent sujetie & de nombreuses
erreurs (Di- Bendetto, 1997 ; Apostoli, 2006). Sﬁns parler de la non-représentativité de
P’échantillon qui conduira & des résuitats sans siigniﬁcaﬁon, il faudra s’affranchir des
contaminations éventuelles (principalement au cours des phases de collecte et de
prétraitement), des pertes par sorption, perméabilité ou réaction chimique (phases de stockage

et de prétraitement) ainsi que des intcrférfnces.physiiques ou chimiques survenant lors de la
détection. .

L’obtention de résultats fiables passe par I’élimination de ces erreurs systématiques.
Cette étape s’avére cruciale en analyse de métaux lourds car la moindre erreur peut avoir des
conséquences dramatiques sur I’exactitude du résultat. Mener a bien cette tiche nécessite
I’identification et la maifrise des différentes sources d’erreurs possibles (Di- Bendetto, 1997).

L’utilisation des différents réactifs (eau, acidés, sels, solvants...), la contamination par
le matériel, plus particuliérement dans I’étape de J%’nise en solution essentiellement due &
I’adsorption d’éléments lors de manipulations précédentes qui peuvent étre relargués dans
certaines conditions (traitements nécessitant des temps de contact prolongés, de hauies
températures, un travail sous pression) constituent I[CS principales sources de contamination.
Les conditions physico-chimiques misses en ouvre ét' notamment Pextraction et 1a filtration
des échantillons feprésentent ¢galement des grandsI risques d’une telle contamination. Le
matériel de filtration et le filtre lui-mémqypeuvent relcher des substances dans 1’échantillon
ou en absorber, ce qui modifier considérablement la teneur en métaux lourds.
L’environnement, en ’occurrence le laboratoire ol est effectuée ’analyse, constitue lui aussi
une source de contamnination. La présence d’élémentsI sous forme de gaz ou d’aérosols peut
engendrer des erreurs ce qui nécessitent done un tra\:rail sous hotte hors-poussiére ou en salle
blanche. Les doigts de 1’analyste, sources de chlor%a, sodium, calcium, plomb, cadmium...,
ainsi que le port de bijoux, montres ou 1"utilisation (iie cosmétiques constituent également un
potentiel d’erreur 4 ne pas négliger. A cela s’ajoutent|les contaminations éventuelies apportées
par les autres manipulations effectuées dans le laboratoire (Eberhart, 1989). En outre, La
présence d’éléments autres que celui que ’on désire :%malyser peut engendrer des interférences
de différentes natures physiques ou chimiques. Ces !éléments peuvent provenir de la matrice
elle-méme ou de tout réactif utilisé lors du protocole %malytique.... (Blanchard, 2000).

De fagon globale, 1’évaluation des concentrations des métaux lourds présents a I’ état

de trace dans |’eau reste une opération défjcate et heu;te en permanence a des risques de

!
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contaminations. Cependant, ’ensemble des mesurels prises lors de la réalisation de travail
nous a permit de minimiser ces risques le plus que possible.

Enfin, et dans I’objectif de valider les méthodles analytiques employées dans ce travail,
des paramétres fondamentaux ont été p;'is en comptle lors de traitement de nos résultats. Le
choix d’une méthode d’étalonnage appropriée ( étailonnage externe) représente la premiére
condition & satisfaire pour cette finalité. Par aill(%urs, tous les résultats de dosage sons
déterminés grice a deux méthodes analytiques différentes. Ce travail nous a permis de
s’affranchir du plus grand nombre d’erreurs systén}natiques, car Chaque méthode d’analyse
possédant ses propres sources d’erreurs. Un autre paramétre trés important a été utilisé pour la
validation de nos résultats, il s’agit de la comparaision inter-laboratoire de résultats obtenus.
Cet outil se révéle trés efficace dans la réduction des erreurs systématiques. En effet, outre la
détection des erreurs dues a ’analyste lui-méme, ‘ceci permet de confronter les résultats
obtenus en utilisant une gamme de méthodes beaucioup plus étendue que celle disponible a
I’échelle d’un seul laboratoire (Eberhart, 1989). ﬂes analyses du plomb et du cadmium
effectuées par d’autres laboratoires concernent la sou:rce de Boucherchour et le puits de Redjla
confirment nos résultats. Ces analyses efficmées sel?n la méthode NA 2362 sur I’échantillon
de la source de Boucherchour enregistrent une concentration de 80 ug /1 du plomb et 22 ug /
1 du cadmium. Le puits de Redjla montre une teneur |cle 20 ug /1 du cadmium et une teneur de
30 ug /1 du plomb. Ces analyses ont eu lieu pendant lia saison hivernale ( janvier 2007).

L’incertitude de nos résultats, exprimée comme I’intervalle de confiance admis autour
de la valeur trouvée (Eberhart, 1989), est déterminéé par 1’application de contrdle statistique
(analyse de la variance).Ce dernier, nous a permis d’z%issurer la reproductibilité de résultats
obtenus par I’absorption atomique et la méthode sp!ectroméh-ique. En revanche, la méthode
colorimétrique a la dithizone est moins reproductible‘en raison des grandes fluctuations autour
de la valeur moyenne. L’absence des différence:s significatives entre les sites refenus

concernant la teneur en plomb selon cette méthode co:nﬁrrne cette constatation.
V-2. Evaluation des effets de métaux lourds sur le stress oxydant

Tenant compte des niveaux élevés des métau!x lourds détectés dans les sources d’eau
d’alimentation de la région de Jijel, il nods a apparu fondamental, dans la deuxiéme partie de
ce travail, de connaitre les effets de cette cohtanl:ination polymétallique sur la santé des
citoyens de la région. Plusieurs études menées en ce sens sur des groupes d’individus ayant

été ' |
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soumis & une contamination chronique aiz !:admiurn ¢t au plomb, révélent des effets délétéres
sur différentes fonctions biologiques (Joris. 2005).{L’analyse des études épidémiologiques
effectuées dans les populations exposées au plomb et au cadmium et des travaux

- expérimentaux in vivo e! in vitro, permet de bien répertorier les différents effets de ces métaux
sur la santé (N’ladon, 2005). Par ailleurs, dans' les années récentes, un autre aspeét
toxicologique de ces métaux, leur effet sur les marqueurs cellulaires du stress oxydant, a été
mis en évidence par de trés nombreuses études (Leon‘ard et al, 2004). Cette nouvelle approche
a gagné récemment un terrain considérable dans les études écotoxicologiques.

La génération d’espéces réactives d’oxygéne|( ROS) ( I’anion superoxyde, le radical
hydroxyle, le peroxyde d’hydrogéne et I’oxyde nitritque) fait partie du métabolisme normale
de la cellule( Pincemail et al, 2002). La chaintia de transport des électrons dans les
mitochondries et les lysosomes géneére ces espéces de maniére constitutive ( Le pape, 2003).
Par contre, lors d’une contamination par les métaux lourds, il se crée un déséquilibre entre
la génération de ROS et la productions d” alntioxydants (Joris, 2005). Différentes hypothéses
concernant les modes d’action toxique de métaux 101‘1rds, comme I’inhibition des systémes de
réparation de I’ADN, la mythylation, le pouvoir ;co—carcinogéne avec d’autres toxiques
environnementaux ont été proposées (Leonard et al, 2:004). Le théme commun qui ressort de
ces hypothéses est celui du role des espéces réactives de I’oxygéne. Ces Ros, produits suite 2
une exposition aux métaux lourds, sont liés aux voies de signalisation cellulaire, 4 I’apoptose
et la mutagenese de ’ADN (V alko et al, 2006). En effet, de nombreuses études
{ Toppi et al, 1999 ; Muller, 2004 ; Lopez et al, ?006; Martelli et al, 2006 ) mettent en
évidence que la présence des métaux lourds dans laF cellule génére la production de ROS :
peroxyde d’hydrogéne, radicaux hydroxylés, oxyde!nitrique et anion superoxyde. D’autres
expériences (Stohs et al, 1995 ; Watanabe et al, 200:3 ; Valko et al, 2006 ) montrent que les
métaux lourds induisent la péroxydation lipidique des membranes, conduisant 4 la formation

de peroxydes lipidiques, ce qui contribue & augmenter le stress oxydant intracellulaire et a
amplifier les dommages oxydatifs. ’

Notre travail est consacré en premier lieu 4 la recherche d’une activité pro-oxydante
du plomb, du cadmium et du zinc 4 la suite d’une exiposition, in vitro, de mitochondries et de
cytosols hépatiques des rats a une large gamme de (l:oncentration, allant de 1Molaire jusqu’a
10"° Molaire. En deuxiéme lieu, nous nous sommes intéressés a ’évaluation de Peffet pro-
oxydant d’une contamination polymétallique dLs eaux de boisson en différentes
concentrations du plomb et du cadmium pendant une période subchronique de 30 jours sur un
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modéle de mitochondries et de cytosols hépatique:s des rats males sains consommant en

moyen 30 ml de I’eau par jour.

Suite 4 I’ajout in vitro de différentes concentrations du plomb, du cadmium et du zinc
aux extraits de mitochondries et de cytosols hépiatiques, I’évaluation de activité pro-
oxydante occasionnée par la production d’interméd:iaires réactifs de I'oxygéne (ROS) est
réalisée dans notre travail par I’analyse de l’activité des enzymes intervenant dans la
détoxification de ces ROS. 1l s’agit de la superoxyde; dismutase (SOD) et la catalase (CAT ).
En effet, ces enzymes avec la glutathion per?oxydase couplées d’autres molécules
antioxydantes comme le glutathion total constituent {ra premiére ligne de défense des cellules
conire les ROS. Une activation ou a contrario, une inhibition de cette ligne indique un état de
stress. Par ailleurs, le stress oxydant est lalgement éh:ldié dans différents modéles bioclogiques
suited une expoéition a des agents stressants.

Dans notre étude réalisée in vifro ainsi qu’in vivo, sur un modéle de mitochondries et
de cytosols hépatiques, nous avons trouvé que I’exposition au cadmium seul (in vitro) ou
associ¢ au plomb (in vivo) entraine une augm_entat‘!ion hautement significative de ’activité
enzymatique de la superoxyde dismutase de fagon ]concentration dépendante pour les deux
études. En revanche, Ia catalase montre dans les extraits de mitochondries et de cytosols une
baisse hautement significative. Cette baisse est également concentration dépendante. De
méme, I’exposition de nos extraits au cadmium seul dans I’étude in viiro ou associé au plomb
dans I’étude in vivo, révele une production excessive du MDA, produit de la peroxydation
lipidique, et une baisse de taux du GSH hépatique total.

Etant donn¢ sa forte toxicité, une attention toute particuliére est aujourd’hui portée au
cadmium qui semble exercer sa toxicité au niveau cellulaire en partie en induisant la
formation de ROS pouvant provoquer u:Pe peroxydation lipidique, des dommages de I’ADN
ou encore une oxydation des protéines (Silvestre,2(+)05) . Le cadmium n’est pas un métal
biologique, en outre il existe sous un seul état d’oxgrdation. (Toppi et al, 1999). 1l est donc
incapable d’induire directement la production de ROfS par la réaction de Fenton(Joris, 2005).
Cependant il est capable de céder un ou plusieurs éle!ctrons susceptibles de réduire I’oxygéne
et ses dérivés. De nombreuses études ont montré que’le cadmium, entraine une surproduction
d’espéces réactives d’oxygéne associées aux miicochondries (Bertin et al, 2006). Le
mécanisme proposé repose sur les altérations directés de la membrane mitochondriale avec
une fuite consécutive d’électrons & partir de lla chaine de transport électronique

mitochondriale ce qui conduit a une production accrué du chef de file de ROS; I’anion super
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i
oxyde (O; * ). En effet, ’anion superoxyde a été idenftiﬁé comme étant un médiateur clé dans
plusieurs des réactions nuisibles des ROS. Cette situh'ation requiert une activation des SOD
qui catalysent leur élimination par dismutation en falsant apparaltre de I'0O; et de I'eau
oxygénée (H,0z), composés stables et moins toquues Selon Bertin et al {2006), I’exposition
des cellules endothéliales humaines 4 une dose Ede 1-20uM du cadmium génére une
surproduction de 1’anion superoxyde et le peroxyde dj:hydrogéne. Shih et al (2004) confirment
ces résultats sur un modéle de fibroblastes humainsEnormaux et Bolduc et al (2004) sur des
cytosols des cellules intestinales humairks exposéés a une dose de 50 uM du cadmium

pendant 30 minutes. i

D’autres hypotheses suggérent que le cad:mium exerce ses effets cytotoxiques
indirectement par altération des systémes de défenises cellulaires (Atli et al, 2006). En
revanche, de nombreux travaux soulignent des phénorénénes d’adaptations & I’exposition au
cadmium par stimulation des activité des enzymes %mtioxydan’tes (Bertin et al, 2006). Par
ailleurs, les SOD agissent par voie catalytique, un excfés de production de 1’anion superoxydes
conduit 4 une augmentation de la concentration cellulglire en SOD (Silvestre,2005).

Il convient également de noter que la liaison des ca%tions métalliques aux enzymes pourrait
altérer leur activité, non seulement en inhibant mais eEtussi en stimulant la fonction catalytique
de l'enzyme (Ho, 2004). :

L’hypothése de la stimulation de la SOD élf I'encontre du stress du cadmium est
largement soutenue dans la littérature scientifique par différents travaux expérimentaux. Les
travaux de Sarkar et al (1997) et Zikic efdd (1998) m(i;ntrent une forte corrélation entre les
concentrations en cadmium dans les érythrocytes tfet les cellules cardiaques des rats et
I’augmentation de la concentration en SOD. Les mémfes résultats ont été également démonirés
in vitro sur un modéle de mitochondries des cellliﬂes nerveuses par Lopez et al (2006).
Cependant, Sunitha et al (2001) suggérent que l’exposmon au cadmium in vifro sur un
modele de mitochondries hépathues inhibe les capac1tes antioxydantes de la SOD et la CAT
par accumulation de superoxydes et de peroxydes. Flusxeurs autres auteurs ( Hussain et al,
1987 ; Ognjanovic et al, 1995 ; Shukla et al, 2000 ) proposent que la surproduction du MAD
chez les rats exposés au cadmium soit probablement la conséquence de cette inhibition. En
revanche I’étude de Sarkar et al (1997) rapporte des I:niveaux ¢élevés du taux du MDA dans les
tissus des rats exposés au cadmium en parailéle a ulile augmentation significative enregistrée
dans la concentration en SOD et CAT par rapport;aux rats témoins. Ikediobi et al (2004)
enregistrent une diminution de la:concentration en SOD dans les cellules hépatiques des rats
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exposées pendant 4 heures a des fortes doses du cadmium (100-300 uM), néanmoins, cette
concentration augment d’une maniére significative aprés 8 heures d’exposition. Les auteurs
de cette étude suggérent ’hypothése d’une réponse adaptative de cellules pour expliquer ce
changement.

Comme le cadmium, le plomb ,eit un élément non essentiel & la vie des cellules
eucaryotes, son introduction modifie la biologie des cellules en perturbant une myriade de
voies métaboliques et de processus physiologiques (Berrahal et al, 2007). Parmi les
mécanismes de toxicité du plomb, nous nous sommes intéressés a leur effet prooxydant
au niveau du cytosols et des mitochondries hépatiques. Les résultats de la présente étude
montrent, in vitro, une augmentétion hautement significative de la concentration cytosolique
et mitochondriale en SOD avec une déplétion hautement significative en CAT cytosolique et
mitochondriale. De méme, le taux du MDA enregistre . une augmentation hautement
significative en paralléle 4 une diminution hautement significative en taux du GSH hépatique
pour I’étude in vivo. L’ensemble de ces marqueurs montre une toxicité dose dépendante.

L’activité pro-oxydante du plomb libre ionisé a été étudiée et démontrée dans de
nombreuses études. Le plomb joue in vitro un rdle capital dans I'induction hautement
significative de ROS potentiellement responsable de sa toxicité sur différents organes {cceur,
reins, foie, systéme nerveux, sang, syjtéme respiratoire). 1l modifie les propriétés de
nombreuses protéines cytosoliques et membranaires, en se liani de facon réversible avec le
groupement thiol. Le plomb inhibe ainsi I’activité de nombreuses enzymes et particuliérement
celle de deux enzymes de la voie de biosynthése de 1’héme, I’acide 8-aminolévulinigue
déshydratasse (ALAD) et la ferrochélatase (Ahamed et al, 2007). T en résulte une carence en
héme, dans certaines enzymes de la respiration cellulaire, comme les cytochromes, le
glutathion et dans d’autres enzymes protectrices des processus oxydatifs, dont notamment la
catalase. Cette carence affecte donc, outre la synthése de ’hémoglobine, des processus
cellulaires critiques comme la respiration mitochondriale et le métabolisme oxydatifs
(Figure 57 ). De plus, plusieurs études ont rapporté que 1’autooxydation rapide de substrats
de ’ALAD inhibée produire une production accrue de ROS : anion superoxyde, le radical
hydroxyle et le peroxyde d’hydrogéne. D’autre part, ce substrat induit le relargage de fer a
partic de la ferritine, ce dernier stimule I’initiation de la peroxydation lipidique. Ainsi,
Ribarov et al (1982) et Monterio et al ¢ 2991) ont pu mettre en évidence sur différents types
de cellules exposées au plomb une production accrue de ROS. D’autres auteurs (Lawton et

al, 1991 ; Sandhir et al 1994, et Hsu et al 1997) suggérent que 1’exposition in vivo au plomb
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s’accompagne d’une augmentation de la génération de ROS et une diminution en glutathion et
en groupements sulfhydriles, parallélemprit, une baisse de I’activité enzymatique de la CAT
est observée. Sandhir et al (1994 ) ont montré que la plupart des activités enzymatiques
antioxydantes (superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase et glutathion réductase)
sont expérimentalement inhibées par I’exposition aujplomb . Des résultats similaires ont été
rapportes par I’étude de Ito et al (1985), les auteurs de cette étude soulignent une diminution
dans I’activité de la superoxyde:dismutase et de la catalase dans les érythrocytes des sujets
exposés au plomb, alors que Iactivité superoxyde dismutase du plasma a augmenté. Une
fraction de I’action prooxydante du plomb s’exFrce également trés certainement par
I’intermédiaire de la production excessive du malbnyldialdéhyde (MDA), Bechara et al.,
(1993) ont montrés une forte corrélation entre les concentrations élevées en plomb (35ug/dl)
dans le sang desl sujets exposés et une augmentation hautement significative des niveaux
sanguins du MDA. Des résultats similaires ont été également obtenus avec les faibles

concentrations en plomb (16,8 ug/dl) par les mémes ?uteurs.
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Figure 45 : Mécanismes possibles du stress oxydant du plomb (Ahamed et al, 2007)

Une trop grande concentration de SOD, duran‘t un stress oxydant induit par les métaux,
entraine une production excessive d’H; Oz qui devienne rapidement toxique pour la cellule
(Silvestre,2005) . La CAT est une enzyme intracellulaire de la premiére ligne de défense

cellulaire qui catalyse la réaction de détoxification d’, H, O, par dismutation de peroxyde
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d’hydrogéne en eau et en oxygéne et agit en synergie avec la SOD (Toppi et al, 1999).
Toutefois, une production accrue de peroxyde d’hydrogéne, peut excéder les capacités
antioxydantes de cette enzyme, cela ce traduit par une inhibition de leur activité (At et al,
2006). Néanmoins, Les travaux menés dans les années récentes pour tenter d’étudier la
réponse de la CAT face au stress métallique suggérent qu’elle dépende de la dose du métal,
mais aussi de la voie de I’exposition (Bertin et al, 2006). Par ailleurs, Les résultats de ces
travaux n’ont pas abouti 4 une conclusion univoque et sont souvent contradictoires en
fonction de ces deux variables. Selon Atli t al (2006)Le foie des poissons exposés pendant 96
heures a une dose de Img /1 de Cd** montre une inhibition hautement significative de
Pactivit¢ de la CAT. De méme, Yang et al (1996) montrent que I’exposition du hamster 4 une
dose de 4uM d’acétate de cadmium diminue 22 7 de|lI’activité de la CAT. A I’inverse, Sarkar
et al (1997) soulignent que le cadmium entraine une augméntation de cette activité.

Il est admit aujourd’hui que l‘;z!mpleur de I’augmentation de stress oxydant est
attestée par I’augmentation de malondialdéhyde (MDA) dans les membranes. En effet, il
apparait clairement que I"oxydation des lipides joue un réle majeur dans la propagation du
stress oxydant. La peroxydation lipidique constitue{ en effet une phase importante dans la
seéonde vague de stress produife par les ROS. Cette réaction va modifier la fluidité

membranaire et activer des enzymes impliquées dans le turnover des acides gras. La libération

dans le cytoplasme de ces acides gras aura notamment pour conséquence de produire des
molécules qui sont de véritables messagers cellulaires (prostaglandines, leucotriénes,
hydroperoxides...) capables de réguler différentes fonctions fondamentales (division,
apoptose, sénescence, réponse inﬂammatoire.;.) etl d’agir a distance sur des cellules ou
organes cibles (Haton, 2005).

L’augmentation de la peroxydation lipidique par le cadmium a é&té excessivement
étudiée par différents laboratoires (Hussain et al, 1987 ; 'Toppi et al, 1999 ; Sunitha et al,
2001 ; Ikediobi et al, 2004 ; Lopez et! al, 2006). Toutefois, les mécanismes de cette
peroxydation sont encore males connus. Casalino etl al (2002) soulignent une augmentation
significative du taux de MDA observée in vitro sur un modéle de mitochondries et de cytosols
hépatiques et rénaux de rats incubés pendant 20 minutes 4 75 uM de Cd Cl,. Selon les aufeurs
de cette étude, cette surproduction du MDA n’est pas strictement liée a inhibition de
activité enzymatique enregistrée tant dans les deux isoformes de la SOD que dans la catalase
cytosolique et mitochondriale, ils proposent la présence d’autres mécanismes susceptibles

d’étre impliquer dans cette surproduction. Des résultals similaires ont été obtenus in vivo par
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les mémes auteurs, le suivi du taux de MDA au niveau de mitochondries et de cytosols de foie
et des reins de rats exposés par voie intra péritonéale a une dose de 2,5 mg/kg de Cd Cl,
aprés 6, 24 et 48 heures d’exposition montre une augmentation hautement significative. Le
méme constat a été€ enregistré par les mémes auteurs|chez le deuxiéme groupe de rats exposés
pendant 30 jours & une dose de 250 mg/l de Cd Cl; dans I’eau de boisson. Hsu et al ,(1997)
suggérent que les dommages oxydatives du plomb ailu niveau des cellules nerveuses des rats
exposés & une forte dose d’acétate du plomb (550ppm) dans I’eau de boisson sont
essentiellement liés 4 une surproduction de MDA. Le méme résultat a été obtenu sur plusieurs
modéles biologiques in vitro (Ribarov et al 1982 ; Mximterio , 1991).

Les résultats issus de I’ajout in"vlro du zinc a nos modeéles biologiques employés

.. N - o . . I N ~ - i ri + g
metient en relief une réponse relativement différente |vis 4 vis les marqueurs du stress étudiés.

En effet, la plus grande part de cette variabilité est due probablement 4 la nature biologique
différente du zinc. Le zinc est un élément essentiel pour tous les organismes vivants
(Shuilleabliaen et al, 2006), c'est-a-dire que sa présence en quantité adéquate est requise afin
d'assurer certaines fonctions biologiques (Formigari et al, 2007). Une carence en Zinc induit
des perturbations parfois importantes de ces fonctions. Ces altérations sont corrigées
uniquement par un apport de Zinc, ce qui souligne le caractére essentiel de ce métal (Pillet,
2001). Par ailleurs, tous les organismes vivant possédent des mécanismes d’adsorption, de
transport et d’élimination du zinc 4 I’opposé du cadmium et du plomb (Ho, 2004), bien
qu’une surdose de zinc puisse étre potentiellement toxique. Cette toxicité ne survient que lors
d’expositions massives compte tenu l’existence de!processus de régulation, et notamment
d’excrétion, trés efficaces au niveau du foie et du rein (Pillet, 2001). L’effet d’une carence en
zinc sur le stress_‘oxydant a fait I’objef de nombreﬁses recherches résumées dans plusieurs
publications d’importance (Matsushita et al, 1996 ; Aiuchi et al, 1998 ; Nodera et al, 2001 ;
Ho, 2004 ; Santon et al, 2006), nos résultats sont en|parfaite corrélation avec I’ensemble des
résultats de ces études. Atli et al (2006) ont montré sur un modele in vitro de cellules
hepatiques de poissons exposés & des fortes doses duzinc (1,5mg) une inhibition significative
de Pactivité enzyfnatique de la catalase. L’étude de Mocchegiani et al (2005) fait état d’une
corrélation positive  entre les fortes doses du zinc et I’augmentation de I’ampleur des
dommages oxydatifs observés au niveau des cellules nerveuses.

L’ampleur du stress oxydant induit par le plomb et le cadmium séparément aitestée
dans notre étude réalisée in vitro témoigne le potentiel prooxydant puissant d’un mélange de
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ces deux métaux. En effet, les résultats obtenus suite d’une contamination simultanée par le
plomb et le cadmium dans I’eau de boisson pendant 30 jours 4 révéler des réponses similaires
a celles obtenues suite d’exposition 4 chaque métal séparément dans I’étude in vitro. 11 est
notaire également que I’ampleur du stress oxydant induit face a cette contamination est
concentration dépendante. Néanmoins, la courte durée d’exposition ainsi que les faibles doses
administrées ont probablement empéché 1’ apparition -d’une réponse adaptative possible. Une
telle réponse peut &tre traduite par une dimgnution du taux du MAD ainsi qu’un

rétablissement d’une activité antioxydante enzymaticiues (SOD et CAT) et non enzymatique
(GSH) relativement proche de celle de lot témoin. En effet, Masso et al (2007) ont montré par
un travail expérimental réalisé in vivo sur des femelles de rats gestantes et allaitentes
exposées simultanément et séparément & une dose de 300mg /1 d’acétate du plomb et 10mg/]
d’acétate du cadmium dans I’eau de boisson, un taux du MDA dans les cellules hépatiques,
moins élevé dans le lot commun par rapport aux lots recevant séparément le plomb et ie
cadmium. Ces auteurs enregistrent également une augmentation significative de 1’activité
enzymatique de la SOD et la CAT dans ce lot. A contrario, Yafiez et al (1991) et Fowler et al
(2004 ) ont pu mettre en évidence des dégats oxydatifs importants sur les macromolécules des
rats exposés tans a des fortes doses qu’a des faiblés doses d’un mélange de trois métaux
lourds ( plomb, le cadmium et I’arsenic) dans I’eau de boisson pendant 30, 90 et 180 jours.
Les auteurs de ces deux études suggérent que 1’effet synergique de mélange polymétallique
augmente sensiblement ’ampleur de- ftress oxydant méme a des faibles doses par
comparaison au stress induit par chaque métal séparément. Le mécanisme commun proposé
est directement lié 4 la mitochondrie la source intracellulaire principale de ROS et la cible
privilégiée des attaques de métaux lourds dont nofamment le plomb et le cadmium. Ces
auteurs notent également une altération des capacitésj enzymatiques entioxydantes simultanée
de la SOD etla CAT.

Le glutathion (GSH), tripeptide riche en groupement -SH hautement réactif, est une
composante majeure de la défense antioxydante. Le glutathion joue un réle vital dans la
protection des cellules contre le stress oxydant. Il peut agir comme un antioxydant non
enzymatique par interaction directe du groupement -SH avec les ROS ou il peut &tre impliqué
dans la détoxification enzymatique comme cofacteur. Par ailleurs, en situation de stress
oxydant, le r6le protecteur et détoxifiant de GSH résulte principalement dans sa fonction de
cosubstrat des glutathions peroxydases et glutathions-S- transférases (Haton, 2005). Le
rapport glutathion réduit/ glutathion oxydd (GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un
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marqueur du stress oxydant car le flux d’H;0; est important, plus le GSH est consommé et le
GSSG augmente (Garait, 2006). | |
Le GSH peut en effet non seulement réduire le|peroxyde d’hydrogéne en eau et des
peroxydes de types ROOH,mais ¢galemeny, et par I'intermédiaire de son groupement thiol,
former des complexes métalliques via des réactions non enzymatiques (David et al, 2006). Le
devenir de ces composes (métabolisme et transport) varie selon la nature de I’espéce
conjuguée au GSH.
Dans le cas de cadmium, le GSH le séquestre selon la réaction 15 montrée par David
et al (2000) :
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L’exposition in vivo des rats & un mélange du cadmium et du plomb dans I’eau de
boisson a révélé une diminution hautement significative de la concentration cellulaire en
GSH. L’étude de Diaz-Barriga et al (1990) rapportefque le GSH joue un rdle important dans
la toxicité des mixtures métalliques. En-effet une étude récente de Wang et al (2008) montre
que ’exposition des rats & une mixture du 25 ppm djacétate du plomb et 10 ppm du chlorure
du cadmium dans les eaux de boisson pendant une péiriode de 30, 90 et 180 jours entraine une

diminution significative de taux du GSH au niveau des celfules rénales.

Enfin, on’peut conclure que les résultats obtenus reflétent fidélement les grands

risques sanitaires auxquels la population de la ville de Jijel est exposée suite A la

consommation des eaux contaminées par le plomb et le cadmium. Par ailleurs, ces risques
peuvent &re accentuer dans le temps. Ce dernier représente un paramétre clef dans
I'aggravation de la toxicité ol I'impact réel d’une|telle contamination ne peut se mesurer
dans 'immédiat, mais peut étre décalé dans Je temps. De plus, la possibilité de la présence
d’autres contaminants éventuels ‘dans les sources d ‘caux de cette ville tels les pesticides avec
les effets synergiques probables reste encore une source croissante d’inquiétudes et au centre

de:nos préoccupations pour des études futures.
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|
La contamination de ’eau par les métaux lourfis est une question mondiale urgente qui

pose un sérieux probléme environnemental en raison des risques qu’ils peuvent présenter pour

la santé humaine et des dangers liés & leur rémani'ence dans les écosystémes aquatiques.

L’étude des biomarqueurs (enzymatiques et non enzy;matiques) du stress oxydant semble une

stratégie importante qui donne une évaluation plus préécise de la toxicité des métaux lourds au
|

niveau cellulaire. i

Les objectifs définis, lors de la mise en place|de cette étude étaient de deux types. Le

premier visait & constater 1’état de contamination def sources d’eaun servant a I’alimentation
des citoyens de la ville de Jijel par les métaux lourds et 4 cerner les facteurs et les origines
éventuelles de cette contamination. Le deuxiéme objectif était d’évaluer les effets toxiqﬁes de
ces métaux sur les biomarqueurs du stress oxyda!mt des mitochondries et des cytosols
hépatiques des rats males exposés in vit;olet in vivo aux différentes concentrations des métaux
étudiés (plomb, cadmium et zinc). ‘

Deux méthodes analytiques et des rnes{tlres tripliquées avec des procédures
standardisées de prélévement, de conditionnement, %le conservation et de prétraitement des
échantillons ont été mises en oeuvre pour une meille?ure estimation des concentrations totales
en plomb et en cadmium. La présente étude a peli-mis de mettre au point la présence des
concentrations trés élevées en plomb et en cadmium qui dépassent de loin les normes
requises. A 'issue de ces résultats et & partir dés données disponibles sur le contexte
géologique de la région, nous pouvons conclure,énotamment en absence d’une activité
industrielle dans la région, la forte contribution du %ond pédogéochimique dans les niveaux
élevés de cette contamination. L’altération géologiquje de la roche mére de sous sol fortement
minéralisé¢ enrichie les eaux souterraines du bassiril de 'oued Nil en métaux. Il semble
possible également la présence de plusieurs autres sources susceptibles d’augmenter
I"ampleur de cette contamination : ’

» Les effluents de I’ancienne mine située en rrilontagne de Chahna (reliefs de la petite
Kabylie) sont probablement la principale source anthropique en métaux lourds.

» La source agricole, due essentiellement a I’utilisation irrationnelle par les agriculteurs
de la région des pesticides et des engrais chimiques riches en métaux lourds, en
particulier les engrais phosphatés. .

» L’infiltration du lixiviat en provenance des éépﬁts de I’ancienne décharge de L’oued

Boukarha, un des affluents principaux de l’ou;ed Nil.

> Les déversements incontrdlés d’origine urbaine dans le milieu naturel du bassin.
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> La pollution atmosphérique résultant essentiellement de la combustion des
hydrocarbures d’automobiles et des incendies des forets.
L’analyse toxicologique, in vitro et in vivo, montre que la réponse cellulaire d’une
contamination métallique est caractérisée par !

» Une augmentation hautement significative de ’activité enzymatique de la SOD

cytosolique et mitochondriale. i
» Une inhibition puissanie de 1’activité enizymatique de la catalase cytosolique et
mitochondriale. |
> Une surproduction importanfeiu MDA mitochondrial et cytosolique.
» Une baisse hautement significative du taurx du glutathion total hépatique.
Une réponse cellulaire différente est soulignée vis 4 vis du zinc dans Pétude in vifro.
Cette différence suggére le role essentiel de ce métasll dont les propriétés antioxydantes sont
connues. Seules les trés fortes et les trés faibles concentrations en zinc montrent un effet pro-
oxydant. L’exposition subchronique des rats a une i:ontarnination poly métallique en plomb
et en cadmium dans les eaux de boisson montre une activité prooxydante dose dépendante.
L’augmentation de 1’activité enzymatique de la SOD, I’inhibition de celle de la catalase, la
surproduction du MDA et enfin la baisse du taux|du GSH hépatique sont les marqueurs

majeurs de cette activité.

Les résultats obtenus dans ce travail permettént d’envisager de nouvelles perspectives

pour les études futures :

¢ Notre travail a mis en évidence une contamirilation métallique slire et dangereuse des
sources d’eau d’alimentation de 1Aville de Jiiel. Cette mise en évidence s’est faite par
quantification en métal total. 1l serait intéress:amt de compléter ces mesures par I’étude
de spéciation de métaux. En effet, la co:ncentration en métal total donne une

information importante sur le niveau de la :contamination mais ne permet pas d’en

déduire sa mobilité ni de connaitre ses rislc_ques potentiels de toxicité et donc de
comprendre son devenir dans les eaux naturelles.

* Notre étude a suggéré le rble capital du;fond géochimique de la région dans
I’enrichissement des eaux souterraines en! métaux lourds. II apparaitrait donc
fondamental de préciser ce rdle par des études géologiques plus approfondies et la
mesure des teneurs en métaux lourds dans les|roches et les sols de la région.

o Il serait également intéressant de réaliser une étude spatio-temporelle, ceci dans le but
de documenter 1’influence des conditions clhr;atiques sur les changements
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des niveaux de contamination. Cette perspective s’inscrit dans le long terme, doans la
mesure ou une étude spatio-temporelle au moins de trois ans est apparue nécessaire

\
pour étre représentative de la varjabilité des conditions climatiques sur Ia

concentration en métaux lourds des eaux. |
Une suite possible a donner 4 ce travail serait de compléter I’étude sub-chronique de
I’activité prooxydante de la pollutign poliomy;élitique de I’eau par une étude chronique
a long terme. Le temps d’exposition est un pﬁrmnéte clef dans la détermination de la
toxicité. L’étude d’un probable effet synerigique avec d’autres métaux ainsi que
d’autres contaminants, dont notamment les pésticides, est indispensable pour mesurer
les risques émergents liés a cette contaminatidn.

Enfin, a I’échelle fondamentale, une approche chimique appliquée a moyen, voire 2
long terme, est apparue absolument nécessaire et d’importance cruciale pour mieux
connaitre et expliquer les mécanismes réacﬁonnels physico-chimiques régissant les
effets biologiques délétéres de cette cont:;a.mination et d’en déduire les risques

potentiels de toxicité de métaux lourds surla fsanté humaine.
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Annexe

Température : 15 C°

ANNEXE 1]
a‘l

%+ Fiche d’information sur les conditions d’échantillonnage

: No-n t;les si.t-es reten“us : | | . '-EnDat;e : 11-Avril_2007.
. ' |

Source de Boucherchour . i

Puits de Redjla , Heure : 15h.

Forage de I’oued Nil o

Source de Bachelot ' :
,Eaux de citrenes

- Conditions météorologiques : : Ty[l)e de conditionnement :

o Pluie faible
¢ Vent faible
e Ciel nuageux.

Acidification avec 2 ml d’acide nitrique t
concentré

e TFiltration sous vide.

“1
t

: — e

¢ Données sur la période de préléveme

o Début de printemps : I
i
o Période relativement prolongée de sécheresse durant la saison hivernale

o Apres forte pluie (la semaine précéden:te du prélévement})

1gL,




ANNEXE 2

Tampon TS : QSP 500ml

pH:7,2a4C°

Tampon TSE: QSP S00ml

|
[
t
|
z
{
|
|
|
|
e 0,047¢g

Composition du milieu réactionnel pour leidosage de I’activité enzymatique
de la SOD : QSP 10ml du tampon phosphat{e NaH,PQO,

Cyanide de sodium 10> M
Solution du NBT 1,76x10™
EDTA 6,6x107
Riboflavine 2x10°®
pH:78.

.............................................................

.......................................................

|
|

SOOI RSSO 0,1mt
..................................................... 1ml
....................................................... 0,1ml
I
[
|
|
|
|
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Annexe

ANNEXE 5

 Courbe d’étalonnage du cadmium par la spectrométrie moléculaire

0,12
0,1
0,08

0,06

0,04
0,02

15

y = 0,0103x
R? = 0,9548

+ DO
— Linéaire (DO)
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BELLI NASSIMA . Juin 2008
La contamination potentielle des eaux d’alimentation de Ia ville de Jijel par les métaux lourds serait efle
responsable de stress cellulaire ? '

RESUME

Les métaux lourds sont des constituants naturels de {a crofite terrestre qui peuvent se disséminer, notamment
dans I’environnement aquatique, par Iintermédiaire de phénoménes naturels ou par certaines activités humaines
qui favorisent leur dispersion. Le but de notre travail est de constater en premier licu I'état de contamination des
sources d’eau d’atimentation de la ville de Jijel par les miétaux et d’évaluer les origines éventuelles de cette
contamination, et en deuxi¢me lieu d’évaluer I’effet pro oxydant de ces métaux, in vitro et in vivo, sur un modéle
de mitochondries et de cytosols hépatiques des rats. Les analyses chimiques effectuées ont révélé une
contamination dangereuse de toutes les sources d’eau de la région. La plus grande partie de cette contamination
provienne de la nature minéralisée du fond géochimique ainsi que d’autres sources anthropiques dont notamment
les effluents de P’ancienne mine de Chahna, les effluents agricoles et domestiques et les dépts atmosphérigues.
In vitro, le plomb et ie cadmium montrent un effet pro oxydant puissant méme a faibles doses, alors que le zinc
n’est toxique qu’avec les plus fortes et les plus faibles doses. Cet effet est traduit par une augmentation
hautement significative de I’activité enzymatique de Ja SOD cytosolique et mitochondriale, une inhibition de
Iactivité de Ia CAT cytosolique et mitochondriale, une surproduction du MDA mitochondrial et cytosolique et
enfin une diminution du taux du GSH hépatique. Les mémes effets sont également obtenus in vivo chez les rats
exposés pendant 30 jours A une contamination polymétallique en plomb et en cadmium des eaux de boisson.
L’ensemble de résultats obtenus montre que le niveau alarmant de cette contamination nécessite la mise en place
de moyens de lutte contre cette contamination.

Mots-clefs : métaux lourds, plomb, cadmium, eau, stress oxydant, SOD, CAT, MDA, GSH.

Abstract
The heavy metals are natural constituents of the terrestrial crust that can himse!f dessiminer, notably in the
aquatic environment, by the natural phenomenon acting or by certain human activities that encourage their
scattering. The goal of our work is in the first place to evaluate the state of contamination’s sources of drinking
water in Jijel by metals and to evaluate the possible origins of this contamination, and in second place to
investigate the prooxydant effect of these metals, in vitro and in vivo, on a model of mitochondria and hepatic
cytosol of rats. The chemical analyses revealed a harmful contamination of all regions’ water sources. The
biggest part of this contamination comes from the mineralized nature of bottom geochemical as well as others
anthropogenic sources which notably sewages of the anc?ent mine of Chahna, the agricultural and domestic
sewages and the atmospheric deposits. In vitro, the lead and the cadmium show a powerful prooxydant effect
even to low doses, whereas zinc is only toxic with hight and low doses. This effect is translated by a highly
meaningful increase of cytosolic and mitochondrial SOD activity, an inhibition of cytosolic and mitochondrial
CAT activity, an overproduction of cytosolic and mitochondrial MDA and finally a reduction of the rate of the
hepatic GSH. The same effects are obtained also in vivo at rat exposed during 30 days to a mixture
contamination of lead and cadmium of the drinking waters. The whole of results obtained watch that the
alarming level of this contamination requires the setting up of struggle means against this contamination,
Word-keys: heavy metals, lead, cadmium, water, stress oxidizing, SOD, CAT, MDA, GSH,,
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