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Parmi les élements traces métalliques (ETM) qui peuvent étre présents dans les aliments, certains sont connus comme éetant toxiques et doivent faire I’objet d’une surveillance
accrue. En ce qui concerne la sécurité sanitaire, il semble pertinent d’étudier le cas du pain, qui représente une part majoritaire de la ration journaliere de la population
libanaise. Dans une étude précédente, I'Institut de Recherche sur ’Agriculture Libanaise (IRAL) a determiné la présence de plusieurs ETM (arsenic, cadmium, cobalt, chrome,
mercure, nickel et plomb) dans le pain libanais. Bien que la toxicité de chague ETM soit connue individuellement, il est important de tester la toxicité de ce melange d’ETM,

présents dans le pain, afin de vérifier la présence d’effets « cocktail », notamment synergiques.
Modele cellulaire Lignee cellulaire hépatique HepG2, d’origine humaine, ayant garde des

Materiels et methodes
capacités de métabolisation et une protéine P53 fonctionnelle.!

Preparation des echantillons [ Spectrometrie } C] [tOtOXiCité Test détectant la viabilité cellulaire apres 2h d’incubation et métabolisation par les

HaRsRIRHAN AFRMIAHE activités enzymatiques mitochondriales de la résazurine bleue, non fluorescente en

, . ,
As, Cd, Co, Cr, Ni,} resorufine rose , fluorescente.

Stress oxydatif Test détectant la présence d’Espéces Réactives de I’'Oxygéene (ERO) grace a
: devient fluorescent aprés métabolisation en présence d’ERO.3
gy >[ Analyse directe du Hg ]
g

1ml H,0,

Iutilisation de 2’,7’- hydrofluorescein diacetate (H,DCFDA), non fluorescent, qui
- Test des cometes Test détectant les cassures simples et doubles brins d’ADN ainsi que les

@D sites alcali-labiles apres une électrophorese en conditions alcalines (pH =
+ 13) et coloration de ADN avec un agent intercalant fluorescent (iodure de
Pain blanc % Agitation 1h, 70g O propidium).4
Issu de 4 +  Centrifugation Extraits (pH 7,5) X ADN Fragments
boulangeries 20 min, 100g : Test réalisé, selon la ligne directrice OCDE 487, détectant des
libanaises : Temp. ambiante Ol - Test du micronucleus '€ ’ 9 , _
(C. M. T, W) 2 do bain 33.3 Lo o micronoyaux dans le cytoplasme de cellules binucléées en interphase.
P g de pain 33,3 mL de tampon i ; - -
Tris 424 giL [ Analyse toxicologique ] — Les micronoyaux peuvent provenir o_Ie fragments de chro,mps,omes
\8 acentrigues ou de chromosomes entiers. La lecture est réalisée au
. , _ , . . . . microscope a fluorescence apreées coloration a I’acridine orange.>
Figure 1 : Préparations des échantillons pour analyses chimique et toxicologique des ETM Micronoyau  Cellule binucléée P P d
(As, Cd, Co, Cr, Ni, Pb and Hg) a partir de pain blanc libanais. Test d’Ames Test realise, selon la ligne directrice OCDE 471, sur les bactéries Salmonella

typhimurium TA 98, détectant la présence de mutations géniques®.

Resultats/Discussion

120 160000 Tableau 1 : Composition chimique totale en ETM des difféerents pains (C, M, T, W). N.D. =non déterminé
*%* i
100 | T : I ; AHbEe . Teneur de ’élément | Teneur de Pélément | Teneur de Pélément | o cu’ maximale
| | | Métal . . : permise au Liban
[ ‘ [ ‘ [ dans le pain M (ug/kg) | dans le pain T (ng/kg) | dans le pain W (ug/kg)
© 120000 = (g/kg) [7]
2 80 |- L ol
= 2 100000 ! *k 5 _ Ni 1292,14 + 0,17 1539,6 + 0,07 364,82 + 0,02
. c ke | I
z 60 |— .2 80000 — As 234,64 + 21,96 204,3 + 2,38 399,5 + 7,13
O S
S 0L 2 O n Hg 0,73 £ 0,10 0,51 + 1,66 0,70 £ 0,15
40000 |
! ) ] Cd 6,47 + 0,27 7,33+ 0,01 8,69 + 1,79 200
0= 20000 [— _
*? Co 91,09 + 2,93 87,2 + 0,05 86,70 * 4,62
0 Témoin Blanc C Extrait C Blanc M Extrait M Blanc T Extrait T Blanc W Extrait W Témoin ° Témoin Blanc C Extrait C Blanc MExtrait M Blanc T Extrait T Blanc WExtrait W Teémoin
négatif positif negatif Positif Cr 40,37 + 2,17 46,84 + 13,6 15,53 + 1,58
Flgure 2 : Viabilité cellulaire déterminée avec le test a la Flgure 3 . Stress oxydant déterminé avec le test au DCFDA
, : . : .. . , . el Pb 73,98 + 4,60 214,99 + 7,18 203,13 + 30,38 200
résazurine apres 24h d’exposition des cellules HepG2 aux apres 24h d’exposition des cellules HepG2 aux differents
differents extraits. ** P < 0,01, significativement différent du extraits. ** P < 0,01, significativement différent du témoin négatif. 98 Som
téemoin négatif. Témoin positif : Sodium Dodécyl Sulfate 3% Témoin positif : Tert-butyle hydroperoxide a 15 uM (3 a. Sans mix
(m/v) (3 expériences indépendantes. Valeur brute du témoin experiences independantes). Valeur brute du témoin négatif : 33 - 100 - o
négatif : 3 923 571. 400. 2 C M | T W )
350 o 10 10 G 10
- 4,5 o 35 [
4,0 . | > - i 1 g ; — 1 S
e so SLLTTET LRSS RRRRRR R ATTITL i
GJ 0.1 0.1
3,5 "~ © 0.1 0.1
250 — . 25 )
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LS il ] (1008 R
100 { | T [ { N [ O\o O.lTé:moi-n Blanc —> Tém_o_in N 0.1 0.1
110 | négatif Conc. croissantes positif
50 |— _ - - - _ +5 b : TA 98 avec S9 mix
05 | = . N
0 00 —=— ‘ — = — ‘ ‘ ‘ ‘ — =10 Fig ure 6 : Fréquences de mutations obtenues dans le test d’Ames réalisé sur la souche TA 98 en absence (a) et en
Témoin Blanc C Extrait C Blanc M Extrait M Blanc T Extrait T Blanc W Extrait W Témoin , . . . < . .
Témoin BlancC ExtraitC BlancM ExtraitM BlancT ExtraitT BlancW. Extrait W Témoin négatif Positif préesence (b) de S9 mix avec les extraits de pain a des concentrations comprises entre 12,5 et 200 pg/mL (une
nesat Post expérience indépendante). Témoins positifs : 2-Nitrofluoréne (2 pg/boite) en absence de S9 mix, 2-Aminoanthracéne
: : : : , : 2,5 pg/boite) en présence de S9 mix.
Flgure 4 : Dommages a I'ADN déterminés avec le test des Flgure 5 : Dommages chromosomiques et génomiques (2,519 Jenp
N 2 y iy ser s Z 4 . b ’ afgls TS ) Ve - .
cometes apres 24h d'exposition des cellules HepG2 aux differents determines avec le test du micronoyau apres 44h d'exposition des “ Le test d’Ames permettant de mettre en évidence des mutations
extraits. ** P < 0,01, significativement différent du témoin négatif. cellules HepG2 aux differents extraits. P < 0,01, J . L, ; . :
Témoin positif : Méthylmétanesulfonate a 50 uM (3 expériences significativement différent du témoin négatif. Témoin positif : géniques s’est revélé negatif avec la souche TA 98 (Fig. 6) et
indépendantes). Score du témoin négatif : 80/400 (score maximal). vinblastine sulfate a 0,625 ng/ml (1 expérience). Valeur brute du , , .
Score = (0x%cellules en classe 0) + (1x%cellules en classe 1) + (2x%cellules en classe 2) témoin néga’[if : 10 micronoyaux/2000 cellules binucléées. aveCl Ia SOUC h e TA 100 (d onnees nNon p resen teeS), en abS ence ou

+ (3x%cellules en classe 3) + (4x%cellules en classe 4) p . e . . ~ .
. . . L, , L, en presence d’un systeme de métabolisation exogene (S9 mix).
< Aucun des extraits, issus de 4 boulangeries différentes, ne présente de cytotoxicité P y J ( )

(Fig. 2) mais ils induisent tous une réponse positive dans le test DCFDA (x4,5 en * L’analyse chimique (Tableau 1) indique une composition
moyenne), indiquant la présence d’ERO (Fig. 3) aprés 24h d’exposition. variable des pains selon leurs origines de fabrication :

% Cet effet ne semble pas entrainer une augmentation des cassures de I’ADN puisque le ~ ~ un niveau tres eleve de Nickel (1292 ug/kg) dans les pains

test des comeétes est négatif (Fig. 4), ceci méme, en présence de I’enzyme fpg détectant fabriques par les boulangeries M et T,

spécifiqguement les dommages oxydatifs (données non présentées). = un taux de Chrome plus important (362 pug/kg) pour le pain C,
= du Plomb dans les pains C, T et W a des concentrations de

259, 215 et 203 pg/kg respectivement, proches de la limite
autorisée au Liban.

®

L/

¢ Par contre, le test du micronoyau montre une augmentation significative (x3,4 a 8) du
nombre de cassures et/ou pertes de chromosomes dans les 4 extraits (Fig. 5),

notamment pour 'extrait M, qui a une teneur élevee en Nickel (1,29 mg/kg).
= du Cadmium a des taux compris entre 5,77 et 8,69 pg/kg, soit

m plus de 20 fois inférieurs a la norme libanaise.

Les extraits de pain de 4 boulangeries libanaises induisent un stress oxydatif menant a des dommages chromosomiques (résultat a confirmer). Chaque
extrait va étre teste a differentes concentrations pour mettre en évidence des effets-doses. Les ETM quantifies chimiqguement vont étre évalués
individuellement aux concentrations retrouvées dans les extraits pour vérifier 'impact de ces ETM sur I'effet global observé, afin de mettre en évidence

d’eventuelles interactions.
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