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Essais de bioaccessibilité : un moyen d’approcher la
biodisponibilité en vue d’affiner la dose d’exposition
par voie orale dans les EQRS
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v"  Utilisation des résultats UBM

dPerspectives
O Protocole FOREhST
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Retour d’expérience relatif aux évaluations de risque
sanitaire (EQRS) sur les sites et sols pollués :

— Ingestion de sol : voie d’exposition prépondérante chez
I'enfant (hors substances volatiles)

— Hypothése sécuritaire : la totalité de la substance ingérée atteint les
organes cibles et géneéere un effet toxique (comparaison entre la dose
ingérée avec le sol a la valeur toxicologique de référence (VTR) par
la voie orale)

— Or seule une fraction des substances présentes dans un sol
parvient dans le sang (=> organes cibles => effet toxique)

= fraction biodisponible
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Réaliser des évaluations de risques plus pertinentes

= Etudier le facteur correctif de la dose d’exposition a
mettre en ceuvre dans le calcul de risque

= Approcher au mieux la biodisponibilité orale par des
tests in vitro
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Biodisponibilité : Norme NF 17402 (2011). « Degré auquel des substances
chimiques présentes dans le sol peuvent étre absorbées ou métabolisées par un
recepteur humain ou écologique, ou étre disponibles pour une interaction avec les
systemes biologiques » = fraction de composés ingérée qui est absorbée et
atteint la circulation systémique

Norme XP ISO/TS 17924 (2008). « Fraction d’'une substance
présente dans un sol ou un matériau de sol ingéré qui atteint la circulation générale
(circulation sanguine) dans une matrice sol, libérée dans les sucs gastro-intestinaux
(humains) et donc disponible pour absorption »

Bioaccessibilité : Norme XP ISO/TS 17924 (2008). « Fraction d’une
substance dans un sol ou dans une matrice sol, libérée dans les sucs gastro-
intestinaux (humains) et donc disponible pour absorption »

INERIS (2009) . « Fraction d'une substance présente dans
I'environnement et qui sera disponible, sur le long terme, pour une absorption par les
organismes (récepteurs humains et écologiques) »
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Ingestion de sol
Bioaccessibilité orale L

Dissolution dans la
salive

ﬁ Dose
bioaccessible
Dissolution dans les
sucs gastriques
Dissolution dans les

sucs intestinaux

Substances toxiques adsorbées

sur les particules de sol . .
Particules de P Tube digestif

sol ingerees e Substances toxiques dissoutes
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Dissolution Absorption Métabolisation Passage dans la
Processus global (< e —
circulation sanguine
Dose de sol .
Paroi Distribution

(organe cible)

Accumulation

ry / ngeree intestinale
Dose o

N
1! g/ ‘ biodisponible

Excrétion (urine)

Dose
bioaccessible

Excrétion (Fécés) Métabolisme Métabolisme

S ———

BIOACCESSIBILITE (BA)

BIODISPONIBILITE (BD)
° Substance toxique ingérée ® Substance toxique dissoute (bioaccessible)

e Substance toxique biodisponible -

@ Particule de sol ingérée

° Substance toxique absorbée e Substance toxique métabolisée
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Relation théorique entre bioaccessibilité (BA)
et biodisponibilité (BD)

BDi = BAi x ABi x Mi

BDi : Fraction biodisponible de la substance i
BAi : Fraction bioaccessible (pour une substance i)

ABi : Fraction de la substance i absorbée a travers la
paroi intestinale

Mi : Fraction de la substance i non métabolisée
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US-EPA : seule agence gouvernementale ayant
officiellement validé un test in vitro en vue d’intégrer notions
de bioaccessibilité dans évaluations risque sanitaire (pour
le Pb uniguement).

Autres pays (Australie, Canada, Pays-Bas, RU) : notions
abordées mais pas encore completement acceptees /
recommandeées (par manque de protocole standard validé
en général)

France : non inclus dans méthodologie nationale
ministérielle d’évaluation des risques sanitaires

ARS— utilisé ponctuellement cependant par INVS, INERIS,

Eurofins Scientific Presentation 9
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Des tests in vivo de biodisponibilité :

— Modéles animaux « proches » de 'Homme (ex : porcs,
rats).

Des tests in vitro de bioaccessibilité :

— Des tests simples sans mise en condition physiologique

— Des tests avec des analogues gastro-instestinaux afin
d’étre le plus proche possible des conditions

physiologiques é J
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=» Principes généraux des tests de mesure in vitro

Surnageant = Surnageant =

Bioaccessibilité Bioaccessibilité

| gastrique gastro-intestinale
olution salivaire
Solution
. gastrique -Solutions intestinale et
pH1-2 biliaire — pH 5,5-7,5
Incubation Incubation
ol 37°cC- BBl 37 ° C-agitation
agitation
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= Quel test choisir ?

- Le projet de norme 17924 detaille 'ensemble
des tests disponibles

- Le groupe de recherche BARGE

(Bioaccessibility Research Group in Europe) a
développé un test reproductible et unique

UBM : Unified BARGE Methode

Ce test est fondé sur 3 phases : buccale,
stomacale et intestinale
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=> Phase gastrique
Ajustement du pH
1,2 +/-0,05
Solution salivaire (O mf) Solution gastrique (13.5 ml) Contréle du pH
pH=06.5=05 pH=1.1+-0.1 12<pH=15
m Centrifugation 4500 g
x m l —15 min
[ ] — i —
Agitation Agitation end-
manuelle — over-end 1h a .
10 secondes 37°C J Iﬁ‘#\(l)g (2%357%
2 ()
et Ech. Gastro-salivaire

Schématisation du protocole UBM (d’aprés Caboche, 2009 et INERIS et BARGE, 2010).
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=> Phase gastro-intestinale

Analyses ICP- AES,

Souton  pH=11+-01 Solution duodénale (27 ml)/ ICP-OES ou ICP-MS
Solution salivare (9 mi) QIR 135 i) Solution Bilure (9 mi) Note du pH final
pH=65405 - pH=74=202pH=80=202 i
m m m l E(h.r Gastro-intestinale
b 3 e —— . — — ﬂ Ajout 1 mL
- Agitation end- Agitation HNO: (67 %)
Agitation of.‘l..mu cad-over-eud
_10 37°C BEER 4ha37°C  EREER
0.6 g de 50l secondes Centrifugation 4500 g
—15 min

Ajustement du pH Contréle du pH Ajustement du pH
1.2 +/-0,05 12<pH <15 6.3+/-05

Schématisation du protocole UBM (d’aprés Caboche, 2009 et INERIS et BARGE, 2010).
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=>» Corrélé avec des résultats in vivo (As, Pb, Cd)

100 +

Bioaccrel.
%0 (%) Pb

gastrique
80

Oun coefficient de corrélation
in vivo/ in vitro significatif (r? >
0,6)

70
60

50 -+

O0gamme de valeurs étendue ;

1 Coefficient Valeur ET 1 bonne répar’[ition sur la
20 - b 186 115 093** courbe
a 1.10 0.04

% Oplusieurs sols / types

10
BRPh Rein (%)

0

] m an an 0 ann

=» Faisabilité en routine

= Issu d’un effort de consensus européen
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=» Analyses en duplicats

=>» Blancs

=>» Sols de reféerence (3 a notre disposition pour les metaux)

=>» Forme de référence (Arséniate de sodium et acétate de
plomb

Validation des séries analytiques

Eurofins Scientific Presentation 17
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Validation des séries analytiques

Sol de référence BGS : existence de valeurs certifiées en As (PGl) et Pb
bioaccessible (PG)

Concentrations en Arsenic bioaccessible

[As] en mg/ke dans PGl
MS

Moy : 5,34 mg/kg MS CV =13.4 %
¢

8
7
6
5
4
3
2
1
0
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Validation des séries analytiques

Sol de référence BGS : existence de valeurs certifiées en As (PGlI) et
Pb bioaccessible (PG)

Concentrations en Pb bioaccessible en
mg/kg MS (PG)
20
18
16 11,8 mg/kg MS
14 CV=29%
12 g g e ® ® o4 ® ®© ®&
10
8
6
: Wragg et al. (2011) : moyenne = 12,8 mg/kg MS /CV =13,3 %
2
0
a b c d e f g h i J
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Validation des séries analytiques

Répétabilité des mesures obtenues sur sol de référence NIST
(5 a 7 séries)

Phase Phase gastro-
gastrique intestinale

Arsenic 59 % 3,8 %
Plomb 4.8 % 8,3 %
Cadmium 4.8 % 5,6 %
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=» Travail sur fraction < 250 um (portage main-bouche enfants)

= Echantillons prélevés en surface (0 — 10 cm) (500 — 1 kg)

=» Echantillons non composites

Eurofins Scientific Presentation 21
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La bioaccessibilité d’'une substance selon un test est fonction

- du type de sol (nature /granulométrie) et de ses caractéristiques physico-
chimiques (MO, pH, ...),

- forme, spéciation de la substance (origine anthropique, naturelle),
- historique des activités (age de la contamination).

Type de sols Teneurs totale | Bioaccessibilité | Bioaccessibilité As -
(nombre) en As As - Phase Phase gastro-

En mg/kg MS gastrique En % intestinale En %

3a12% Caboche,
(valeurs des deux phases proches) 2009
Sols de 18 2 190 11a74 % Caboche,
fonderies (6 (valeurs des deux phases proches) 2009

Sol calcine 11300 a 17500 1,2a5,0 1,3a5,1 Wragg et
scories 405 a 5020 17,7 a2 27,3 53a8,3 al., 2011
sédiments 313 2676 10,7 a 25,8 6,7 a 19,2

ot

Nécessité de mesures sur site

Sols miniers 43 a 25 000

Eurofins Scientific Presentation 22



IIﬂGI‘SJlZOIb Test UBM : utilisation des  : eurofins
résultats

Expertises
Environnementales

Le BE utilise les résultats de bioaccessibilité fournis par le
laboratoire : (selon recommandations étude RECORD)

‘*En étude principale (détermination du facteur correctif :
FAR) notamment pour I'As car les résultats de la Bac ont éte
valides par une étude de corrélation in vivo / in vitro

‘*En analyses d’incertitudes de 'EQRS si I'on suspecte
entre autre point une sous-estimation potentielle du FAR

**Autres : hiérarchisation des zones ou agir ? ....
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Adaptation du protocole :

-a d’autres molécules :

Protocole FOREhST pour molécules organiques, en
présence de bol alimentaire :

dTravaux en cours chez Eurofins Expertises Environnementales

-a d’autres matrices : veégétaux, sédiments...
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Responsable Marché
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http://www.record-net.org/record/etudes
download/record10-0671 1A.pdf

http://www.record-net.org/record/etudes

download/record10-E671 1A.pdf

Pour en savoir plus : cf. rapport RECORD
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==5= Biodisponibilité et Bioaccessibilité des
polluants dans le cas des sols pollués. Etat
des connaissances et pistes de recherche
Bioavailability and Bioaccessibility of
Pollutants in Contaminated Soils: State of Present
Knowledge and Research Avenues

Auteurs : C. DABIN, A. GUIGONNET-SERGENT, E. ALGROS, A.-M.
CHARISSOU - Date : janvier 2012 - Réf.. RECORD 10-0671/1A -

Lire | Read (English version)
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