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Résumé

L’effet toxique d’un polluant du sol vis-a-vis des organismes sera fonction de la concentration totale de
ce polluant dans le sol et de sa biodisponibilité. Ce dernier paramétre définit la fraction d'un
contaminant qui sera réellement absorbée par un organisme. De nombreux travaux issus de la
littérature internationale insistent sur I'importance de considérer la biodisponibilité d’un polluant en vue
d’en évaluer I'impact réel sur un organisme. L’essentiel de ces travaux portent sur les végétaux (on
parle alors de phytodisponibilité) ou les microorganismes du sol. Ces dernieres années, des
recherches ont également été menées pour estimer la biodisponibilité des polluants pour 'Homme via
l'ingestion de terre contaminée, une des voies d’exposition majeure pour I'évaluation du risque dans
ce domaine. Toutefois, en France, I'application de ce concept est relativement limitée. Ceci conduit a
une estimation conservatoire de I'exposition humaine aux contaminants pour la voie «ingestion de
terre ». L'objectif de cette communication est de définir la notion de biodisponibilité orale d’'un polluant
pour I'Homme et de présenter les méthodes de mesure disponibles pour caractériser chacun de ces
parameétres. Ensuite, les possibilités et les limites d’intégration de ces notions dans la gestion des
sites et sols pollués sont abordées

Qu’est ce que la biodisponibilité orale et comment la mesurer ?

La biodisponibilité orale est la fraction d’'un polluant qui, aprés ingestion, est absorbée au travers de la
membrane gastro-intestinale et qui atteint la circulation systémique. Elle se définit comme le ratio de la
dose absorbée sur la dose administrée. Sa mesure se fait in vivo et peut étre absolue ou relative, c'est-a-
dire ramenée a la biodisponibilité du méme polluant incorporé a une matrice de référence. L’agence de
protection environnementale américaine (US-EPA) a largement contribué au développement de protocoles
a partir de mammiféres comme des singes ou des porcelets. La biodisponibilité est déterminée soit a partir
de la concentration sanguine (biodisponibilité absolue ou relative) soit a partir de la concentration du
polluant dans les organes cibles (biodisponibilité relative), aprés administration de doses croissantes de
terre contaminée. La difficulté inhérente a ce type d’expérimentations (notamment d’'ordre économique ou
éthique) ont toutefois conduit & développer des protocoles non invasifs, in vitro, permettant d’approcher la
biodisponibilité par la mesure de la bioaccessibilité.

Qu’est ce que bioaccessibilité orale et comment la mesurer ?

La bioaccessibilité orale est la fraction d’'un polluant dissoute dans le systeme digestif et disponible
pour I'absorption gastro-intestinale. De nombreux tests ont été établis pour caractériser la fraction
bioaccessible d’'un contaminant dans les sols. Ces tests consistent a extraire les polluants d’'une
masse de terre a l'aide de solutions qui simulent les fluides digestifs. Ces tests, avant d'étre appliqués
en évaluation de risque doivent répondre a un certain nombre de critére : la faisabilité, la répétabilité
et la représentativité du test par rapport a la mesure de biodisponibilité. Le groupe européen BARGE
(www.bgs.ac.uk/barge/home.html) a mis au point un test de mesure de la bioaccessibilité et organise
des essais interlaboratoires en vue de tester la reproductibilité du test. Par ailleurs, la représentativité
du test est actuellement vérifiée par I'INERIS en collaboration avec I'INPL. Ces essais sont réalisés en
corrélant les valeurs de bioaccessibilité obtenus sur un certain nombre de sols pour 4 éléments (Pb,
Cd, As et Sb) aux valeurs de biodisponibilité pour les mémes sols et mesurées sur des porcelets, dont
le systéme digestif est proche de celui de 'Homme



Possibilité d’applications des notions de bioaccess ibilité et biodisponibilité dans I'évaluation
de I'exposition et des risques liés aux sites et so Is pollués et limites associées

« Améliorer I'estimation de I'exposition humaine aux sols pollués et hiérarchiser les sites

La mesure de bioaccessibilité permet d'affiner la connaissance de I'exposition humaine aux sols
contaminés. En effet, la bioaccessibilité, appliquée en tant que facteur correctif de la concentration
totale permet une estimation moins conservatrice de I'exposition. Par ailleurs, il a été montré que pour
des sites contaminés par des activités anthropiques différentes, la caractérisation de la
bioaccessibilité permettait de hiérarchiser les sites entre eux. Par exemple, pour l'arsenic, il a été
montré que la bioaccessibilité de cet élément était significativement plus élevée pour des sols
contaminés par des dépdts de poussiéres émises par une fonderie que par des activités d’extraction
et traitement de minerais (Caboche et al, 2008).

e Améliorer I'estimation des niveaux de risque

Cette application est plus délicate que la précédente. En effet, le calcul d’un niveau de risque consiste
a comparer une dose d’exposition a une valeur toxicologique de référence (VTR). La détermination de
cette derniere se fonde sur une matrice de référence (solution ou aliment) qui sert de vecteur a
I'administration du polluant considéré. Il est alors nécessaire, pour le calcul de risque, d'intégrer la
biodisponibilité ou bioaccessibilité relative du polluant dans le sol par rapport a la biodisponibilité ou
bioaccessibilité de ce méme polluant dans la matrice de référence. Toutefois, le peu de données
actuellement disponibles concernant ces dernieres valeurs implique la mise en ceuvre d’hypothése
pour mener a bien l'intégration de la biodisponibilité ou bioaccessibilité relatives dans le calcul de
risque. Ces hypothéses et les incertitudes qu’elles engendrent seront exposées.

Conclusion

Les tests de mesure de la bioaccessibilité et notamment le test mis en place par le groupe BARGE
sont efficaces pour évaluer la biodisponibilité d'un polluant dans un sol contaminé. L'utilisation de ces
notions dans la gestion des sites et sols pollués doit étre faite avec précaution du fait de certaines
lacunes, notamment dans les études a la base des valeurs toxicologiques de référence. En tout état
de cause, des travaux de recherche complémentaires devront étre menés en vue d’intégrer au mieux
ces notions dans la gestion des sites et sols pollués. Toutefois ces limites ne doivent pas constituer
un frein pour considérer ces notions étant donnée leur importance dans I'expression de la toxicité d'un
polluant donné.



INTRODUCTION

L’évaluation quantitative des risques sanitaires (EQRS), telle que pratiquée actuellement en
France pour les sols pollués, montre que, pour des substances non volatiles, la voie
d’exposition majeure est I'ingestion de terre et de poussiére. Pour cette voie, on considere
gue c’est la concentration totale d’'une substance présente dans un sol qui est susceptible de
produire un effet toxique sur I'organisme humain. Plus exactement, I'estimation des niveaux
de risques repose sur la comparaison directe de la dose ingérée avec le sol a la valeur
toxicologique de référence (VTR) pour la voie orale. Ceci revient & négliger la différence de
biodisponibilité de I'élément considéré dans le sol contaminé et la matrice utilisée pour
I'établissement de la VTR.

Or les modes d’administration pris en compte dans les VTR pour la voie orale sont plut6t
l'ingestion en phase dissoute et I'ingestion dans des aliments. De nombreuses études in vitro
ont confirmé que la biodisponibilité et la toxicité a partir des sols est plus faible qu’a partir de
la nourriture ou de I'eau [1, 2, 3, 4]. Ainsi, ne pas considérer la biodisponibilité conduit, dans
la majorité des cas, a surestimer les niveaux de risque associés a l'ingestion de terre. Il
semble ainsi fondamental de considérer ce parametre en vue d'affiner la concentration
d’exposition pour le calcul de risque. Une forte attente existe pour le développement et la
prise en compte des notions de biodisponibilité des polluants dans la gestion des sols
contaminés. Ces derniéres années, pour approcher la biodisponibilité de fagcon simplifiee, et
rendre compte directement de la différence de matrices discutée ci-dessus, certaines études
s'intéressent a la mesure de la bioaccessibilité. Toutefois, biodisponibilité et bioaccessibilité
sont employés indifféremment et une certaine confusion s’est installée. Ainsi, malgré la forte
attente évoquée précédemment, les diagnostics de site n'utilisent que tres rarement ces
parameétres bien gu’ils soient depuis longtemps évoqués dans la littérature internationale.
Les gestionnaires, face a cette confusion, et a l'absence de lignes directrices claires
concernant 'utilisation de ces notions dans la gestion effective des sites, sont également
réticents a les utiliser.

L'objectif de cet article est de définir la biodisponibilité et la bioaccessibilité des polluants
pour la voie orale et de présenter les protocoles permettant de les caractériser. Enfin, un état
des lieux concernant les développements autour de ces notions sur le plan international est
réalisé.

1 OQUEST-CE QUE LA BIODISPONIBILITE ORALE ET COMMEN T LA MESURE-T-ON ?

La biodisponibilité orale est la fraction de composés ingérée qui est absorbée et atteint la
circulation systémique [5]. En d’autres termes, la biodisponibilité absolue peut se définir
comme le ratio de la dose absorbée sur la dose administrée [6,7] :

doseabsorbée N
doseadministré&

Biodisponbilité absolug%) = 100

La biodisponibilité integre la solubilisation du contaminant dans le systéme salivaire, le tube
digestif et la lumiere gastro-intestinale (bioaccessibilité), le transport du contaminant au
travers de la barriere gastro-intestinale et la fraction métabolisée du contaminant avant
transmission & la circulation systémique.

1.1 Biodisponibilité relative

La notion de biodisponibilité relative (BR) vise a comparer I'absorption d’'un composé sous
deux spéciations® (tel que le carbonate de plomb vs. I'acétate de plomb), ou du méme
composé administré par différents milieux (tels que la nourriture, le sol ou I'eau) [8]. Ainsi,
dans l'optique d’une utilisation en évaluation des risques sanitaires liés a une exposition aux

! La spéciation définit I'état de valence d’un élément ou I'association de cet élément avec les
constituants du sol



sites et sols pollués, il sera important d’utiliser ce parametre. En effet, un calcul de risque
revient & mettre en relation les doses d’exposition et les VTR. Ces dernieres sont établies a
partir de matrices spécifiques (eau, alimentation) dans lesquelles la substance considérée a
une biodisponibilité spécifique. Ainsi, si la biodisponibilité de I'élément considéré dans le sol
est supérieure a la biodisponibilité de ce méme élément dans la matrice utilisée dans I'étude
toxicologique a l'origine de la VTR, alors la biodisponibilité relative sera supérieure a 1. En
conséquence, le niveau de risque sera supérieur au niveau calculé sans intégrer ce
paramétre.

1.2 Mesure de la biodisponibilité

La mesure de la biodisponibilité se fait par le biais d’expérimentation in vivo, le plus souvent
sur des modeles animaux dont le systeme digestif est proche de celui de 'homme. Ces
méthodes demandent un savoir faire en expérimentation animale, sont codteuses et
peuvent, dans certains cas, soulever des questions éthiques. Les modéles humains le plus
souvent utilisés sont les porcs juvéniles et, dans une moindre mesure, les singes [i.e. voir
3,5;9].

La mesure de la biodisponibilité absolue (BA) se fait classiquement en comparant les
concentrations de I'élément mesurées dans le sang apres injection intraveineuse et apres
absorption consécutive a une administration par voie orale. Cette méthode consiste a
comparer l'aire sous la courbe (ASC) caractéristique de la cinétique d’apparition de I'élément
considéré dans le sang et s’exprime selon le ratio suivant [5, 9] :

Avec ASC;: l'aire sous la courbe obtenue apres administration de la dose par la voie i,
dose; ; i : voie d’administration ; orale : administration de la substance par alimentation ; iv :
administration de I'élément par injection intra-veineuse.

Y

La mesure de la biodisponibilité peut également se faire a partir de la mesure de la
concentration de la substance considérée dans un organe cible apres une période
d’exposition de plusieurs semaines. [5, 9]. Cette méthode nécessite, au préalable,
I'identification des organes dans lesquels réaliser la mesure.

2 QUEST-CE QUE LA BIOACCESSIBILITE ORALE ET COMMEN T LA MESURE-T-
ON?

La bioaccessibilité orale est la fraction de polluant qui est extraite (mise en solution) par les

fluides digestifs au niveau du systeme salivaire et du tractus gastro-intestinal. La fraction

bioaccessible du polluant d'un sol peut s’exprimer selon le ratio suivant :

doseextraitedela matricesol N
doseadministré

Bioaccesdiilité absolug%) = 100

Le lien théorique entre biodisponibilité et bioaccessibilité peut s’exprimer selon I'équation
suivante [10] :

B=B,XxFaXFq

avec: B : biodisponibilité (absolue), Ba : bioaccessibilité (absolue), F4 : taux d'absorption par
le systéeme digestif de la fraction bioaccessible (extraite), Fy : taux de transmission a la
circulation systémique de la fraction absorbée.

Ainsi, en absolu, la fraction biodisponible d’'un contaminant est inférieure a la fraction
bioaccessible de ce méme contaminant. Dans le cas des métaux, il est souvent considére
que Fa et Fy sont égales a 1 [10]. Ces hypothéses permettent, a partir de la bioaccessibilité,
une estimation conservatrice de la biodisponibilité. Le lien entre bioaccessibilité absolue et
biodisponibilité absolue peut également étre schématiquement illustré selon la figure ci-aprés
(Figure 1).



2.1 Bioaccessibilité relative

La notion de bioaccessibilité relative (BaR) vise a comparer I'extraction d’'un composé sous
deux spéciations (tel que le carbonate de plomb vs l'acétate de plomb), ou du méme
composé administré par différents milieux (tels que la nourriture, le sol ou I'eau) [11]. Cette
notion est particulierement importante pour l'utilisation de la bioaccessibilité dans un calcul
de risque dans lequel il convient de distinguer la différence de bioaccessibilité entre le sol et
la matrice utilisée pour I'établissement de la valeur toxicologique de référence.

2.2 Mesure de la bioaccessibilité

2.2.1 Une diversité de protocoles disponibles

La mesure de la bioaccessibilité se fait par I'utilisation de tests in vitro. De fagon générale,
ces tests consistent en une extraction séquentielle ad hoc de I'élément contenu dans le sol.

Doseextraitedepuisle sol
Doseextraitedepuide milieuutilisédandesétudesletoxicité

Les tests ont été développés depuis le début des années 1990, principalement par des
équipes nord-américaines ou européennes. Il existe un grand nombre de tests décrits dans
la littérature.Deux types de protocoles existent : les protocoles non physiologiques et les
protocoles physiologiques. Les premiers consistent en une extraction simple de I'élément a
partir du sol et ne simulent pas les conditions physiologiques de la digestion. Les seconds
tentent de s’approcher au mieux des mécanismes physiologiques de la digestion. Ainsi, pour
la plupart de ces derniers, une premiére extraction, acide, vise a simuler les conditions de
'estomac ; une seconde extraction, proche de la neutralité, vise a simuler les conditions
intestinales. En plus de ces deux phases, certains tests comportent une phase initiale qui
vise a simuler le passage de la matrice dans la salive.

Bioacessibité relative(%) = x100

Ces tests different notamment par le nombre de compartiments digestifs simulés, le ratio
solide/liquide, les temps de contact entre le sol contaminé et les extractants, les conditions
de pH et Eh utilisées. Six tests trés souvent utilisés dans la littérature internationale sont
reportés ci-dessous (Erreur ! Source du renvoi introuvable. ) et permettent d'illustrer les
différences importantes concernant les valeurs de parametres cités ci-avant. Une
présentation plus exhaustive de ces tests est réalisée dans une norme ISO/DIS 17924-1
[12].

2.2.2 Le protocole unifié du groupe BARGE

Actuellement, au sein de I'Europe, le groupe de recherche BARGE (Bioaccessibility Research
Group in Europe) qui fédere plusieurs laboratoires et instituts de recherche, tente de développer
un test unique et reproductible de mesure de la bioaccessibilité. Ce test, basé sur la physiologie
digestive humaine, comprend trois phases : buccale, stomacale et intestinale. La composition
des fluides utilisés est récapitulée ci-dessous (Erreur ! Source du renvoi introuvable. ). Tout au
long du test, la température est maintenue & 37C. 0,6 g de sol est mélangé avec 9 mL de salive
(pH 6.5). La suspension est agitée pendant 5 minutes. Ensuite une solution gastrique de 13,5
mL (pH 1.0) est ajoutée a la suspension de sol. Le pH de la solution est ajusté a 1,2 a l'aide
d’HCI (concentration : 37% g/g). La suspension est agitée pendant une heure. Suite a cette
période, le pH est vérifié. S'il est au-dessus de 1,7 alors de I'HCI est ajouté & la suspension, dans
le but d'obtenir un pH compris entre 1,2-1,7. La phase stomacale est alors extraite par
centrifugation a 3 000 g pendant 5 minutes et la concentration de I'élément est déterminée dans
le surnageant, permettant d'obtenir la concentration dans la phase gastrique. En paralléle, un
second échantillon du méme sol est mélangé avec la phase gastro-intestinale. Ce second
échantillon, aprés avoir subi la phase d’extraction salivaire et stomacale est mis en contact de la
bile et de la phase intestinale. Le pH augmente alors dans une gamme comprise entre 5,8-6,8.
La suspension est agitée pendant 2 heures et centrifugée a 3000 g. La concentration de
'élément considérée est alors mesurée dans la surnageant (phase gastro-intestinale). Pour
chacune des phases, la bioaccessibilité de I'élément considérée est la concentration mesurée
dans la phase extraite par centrifugation. Ce test a déja été utilisé a 'lNERIS notamment pour
déterminer les bioaccessibilités absolues du plomb ou de I'antimoine a partir de sols contaminés



par des activites d'extraction minieres ou des retombées atmosphériques de particules
contaminées.

2.3 Quelques tendances observées concernant la bioa  ccessibilité de métaux lourds
fréquemment rencontrés dans les sols pollués

Ces tendances sont la synthése de résultats observés pour trois éléments (plomb, arsenic et
antimoine) sur les échantillons de sol étudiés par I'INERIS ces 4 dernieres années et
confortés par la littérature internationale. Les mesures de bioaccessibilité ont été réalisées
selon le protocole du groupe BARGE décrit plus haut.

2.3.1 Le plomb

Pour cet élément, les mesures montrent des valeurs de bioaccessibilité gastrique
significativement plus élevées que les valeurs de bioaccessibilité gastro-intestinale. Ceci est
lié & une solubilisation accrue du plomb dans la phase gastrique ou le pH est fixé aux
alentours de la valeur 1,2. En phase intestinale, 'augmentation de pH entraine une
précipitation du plomb et, par conséquent, une solubilisation moindre. Pour les sols que nous
avons testés, les valeurs de bioaccessibilité du plomb observées varient en général entre 10
et 70 % de la concentration totale en plomb. Les valeurs de bioaccessibilité gastrique sont
fortement corrélées a la teneur en carbonates des sols [13].

2.3.2 L’arsenic

Pour ce métalloide, les valeurs de bioaccessibilité mesurées semble différentes entre d’une
part des sols contaminés par des activités miniéres et d’autre part des sols contaminés par
retombées atmosphérique en provenance de rejets canalisés ou diffus. Pour les premiers,
les valeurs de bioaccessibilité variaient entre 7 et 8% de la concentration totale en As et pour
les seconds entre 10,6 et 52% [14].

2.3.3 L’antimoine

Pour ce métalloide, la bioaccessibilité est généralement faible. Ainsi, Denys et collaborateurs
[15] ont mesuré des valeurs variant entre 1,5 et 12% a partir de sols contaminés par des
activités miniéres.

3 UTILISATION POTENTIELLE DANS LA GESTION DES SOLS POLLUES

La présentation permettra de préciser les utilisations potentielles des notions de
bioaccessibilité et biodisponibilité dans la gestion des sols pollués. L'application possible de
ces notions dans le cadre méthodologique de linterprétation de I'état des milieux et de
I'évaluation quantitative du risque sanitaire sera présentée.

Les limites et incertitudes associées a ces utilisations seront également précisées, pour enfin
détailler quelques perspectives de recherche.

CONCLUSIONS

Une intégration de la biodisponibilité des métaux pour 'homme ne évaluation quantitative
des risques sanitaires permettrait d’affiner la mesure de I'exposition aux sites et sols pollués
pour la voie orale. La biodisponibilité, dont la mesure nécessite des expérimentations in vivo
peut étre approchée par la bioaccessibilité. Cette derniére se caractérise par le biais de
protocoles d’extraction in vitro. Toutefois, avant une utilisation de ces paramétres dans
I'évaluation quantitative des risques sanitaires, il convient de disposer d’'un test de mesure
de la bioaccessibilité qui soit robuste, reproductible et représentatif des conditions
physiologiques de la digestion. Par ailleurs, l'intégration des notions de biodisponibilité et
bioaccessibilité dans les calculs de risque nécessite le développement de lignes directrices
encadrant les conditions d'intégration et les incertitudes éventuelles associées.
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