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RESUME

La pollution due aux rejets des déchets phospliatgsemé par I'usine de la SNPT au Togo, provoque
la bioaccumulation du Cd et du Pb par les prodwtsngr et agricoles consommés par I’homme qui esi ai
contaminé. Nous avons voulu par cette étude détemfiimpact de la bioaccumulation du Cd et du Pblsu
stress oxydatif dans cette zone, chez I'homme. teegurs en métaux lourds toxiques (Cd et Pb) sont
déterminées dans le sang humain a Gbodjomé (zon&fétence) et a Kpémé ou les populations consomnmen
des aliments contaminés, par spectrophotométribsdiption atomique a I'électrothermie ; de méme que
certains biomarqueurs (MDA et FRAP) du stress oxiidBans I'ensemble, les résultats ont montré une
peroxydation lipidique et une baisse du potentiditantioxydant du plasma sanguin a cause deékepce du
Cd et du Pb, qui provoquent un stress oxydatif damganisme humain qui présente une disponibilita a
bioaccumulation de ces métaux a Kpémé. Les bigumearrs du stress oxydatif chez 'homme peuvent étre
donc des indicateurs de I'exposition des sujets @érents traces métalliques dans les zones detipoll
environnementale.
© 2012 International Formulae Group. All rights mrged.

Mots clés :SNPT, bioaccumulation, sang humain, MDA, FRAP.

INTRODUCTION
Les éléments traces métalliques

produisent des especes réactives de I'oxygéne
(ROS) (Servais, 2004). Dans le cas d'un bon

constituent le principal facteur du stress
oxydatif (Yildirim et al., 2011 ; Mélila et al.,

2012) chez les mammiferes. Les métaux
lourds oxydent en effet les lipides et les
protéines et forment des produits de
dégradation a forte activité radicalaire qui

fonctionnement de I'organisme, les ROS sont
des produits essentiels. L'équilibre — avoir des
ROS en quantitté nécessaire au bon
fonctionnement cellulaire et pas en excés pour
ne pas trop oxyder — est maintenu au sein de
la cellule par des systemes d’élimination des
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ROS (Ait-Aissa et al., 2003). Dans la cellule,
il existe donc un équilibre entre la production
des ROS et leur élimination. Le stress oxydant
est classigquement défini comme un
déséquilibre en faveur de la production des
ROS qui conduit a une oxydation accrue des

composants  cellulaires  essentiels. Ce
déséquilibre pro-oxydant/antioxydant peut
avoir une origine exogeéne: molécules

oxydantes, toxines telles que les métaux
lourds toxiques; ou une origine endogéne :
disfonctionnements de certaines sources de
production et systemes d’élimination des ROS
(Favier, 2003 ; Servais, 2004). Ainsi, pour
neutraliser les effets toxiques des radicaux
libres, les mammiféres possedent un systéme
d'antioxydants (Nordberg et Arner, 2001,
Almeida et al., 2002 ; Pandey et, @003) qui
comprend des enzymes antioxydantes et de
nombreuses molécules comme la glutathion
(GSH), les vitamines A, C et E (Yildirim et
al., 2011). Lorsque les défenses antioxydantes
sont affaiblies ou dépassées, le stress oxydatif
peut provoquer l'inactivation enzymatique et
la peroxydation lipidique (Halliwell et
Gutteridge, 1989 ; Farombi et al., 2007 ;
Yildirim et al., 2011 ; Mélila et al., 2012). Par
ailleurs, la Malondialdéhyde (MDA)tilisée
comme marqueur de la peroxydation lipidique
reflete le statut oxydatif des individus exposés
aux xénobiotiques (Charissou et, &004) de
méme que le potentiel total antioxydant du
plasma sanguin (Ferric Reducing Antioxidant
Power) « FRAP » ( Legault, 2007 ; Agbonon
et Gbéassor, 2009). Il a été démontré d’autre
part que la formation de la MDA est un
indicateur de la pollution de I'environnement
(Farombi et al., 2007 ; Yildirim et al2011 ;
Mélila et al.,, 2012). Au Togo, des études
(Bodjok, 2003 ; Tchangbédji et al., 2003;
Abbé, 2004) ont montré que la cbte togolaise
fait I'objet d'une pollution a cause du
traitement du minerai de phosphate par I'usine
de la Société Nouvelle des Phosphates du
Togo (SNPT). Les effluents rejetés par cette
usine dans la mer d’'une part et les poussiéres
engendrées dans l'atmosphére d'autre part,
renferment des traces de métaux lourds tels
que le Cd et le Pb, contaminés a ’homme par
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voies cutané, respiratoire et trophique a
travers la chaine alimentaire (Abbé, 2004 ;
NSE/ONUDI, 2007). Cependant, bien que des
études (NSE/ONUDI, 2007) aient montré
I'exposition des populations de la cote
togolaise aux métaux lourds toxiques, aucune
étude scientifique n'a été entreprise pour
évaluer le taux de présence de ces métaux
dans le sang et I'impact de I'intoxication par
la bioaccumulation de ces métaux sur le stress
chez 'lhomme. La présente étude est effectuée
afin de déterminer le niveau d'intoxication des
hommes par le Cd et le Pb et le stress oxydatif
engendré par ces métaux. Nous rapportons
ainsi donc pour la premiére fois les teneurs du
Cd et du Pb dans le sang humain dans la
localité de Kpémé, localité polluée par le
traitement du phosphate togolais ; mais aussi,
impact biochimique de ces métaux dans
'organisme a travers le stress oxydatif en se
référant au potentiel total antioxydant du
plasma sanguin (FRAP) et & la production de
la malonedialdéhyde (MDA), un produit de la
peroxydation lipidique, qui sont identifiés par
des études (Legault, 2007 ; Farombi et al.,
2007 ; Agbonon et Gbéassor, 2009 ) comme
des indicateurs du stress oxydatif et
marqueurs biologiques de la pollution
environnementale.

MATERIEL ET METHODES
Matériel

Il s'agit des échantillons de sang
prélevés sur des sujets a Kpémé, lieu de
pollution et a Gbodjomésite servant de
contrble, situé en amont & environ 11 Km de
l'usine de la SNPT et qui ne fait donc pas
objet de cette pollution ;
Des appareils
laboratoire ;
Des réactifs de laboratoire tels que :
le B—2—mercaptoétanol, le TritonX100, le
peroxyde d’hydrogene, le tampon Tris-HCI,
l'acide chlorhydrique (HCI), la solution
d’Ethyle Diamine Tétra-Acétique (EDTA),
qui sont fournis par LABOSI OULSHY-LE-
CHATEAU-France ; le n-butanol et I'éthanol
absolu, le réactif de Bradford, le sérum
albumine (BSA) qui sont fournis par Biolabo

matériels de

et
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S.A. FISMES (France) ; le dodécyle sulfate
sodium (SDS), la malonedialdéhyde (MDA),
I'acide thiobarbiturique, le 1,1-diphény-l,2-

picril hydrazine (DPPH), le 2,4,6-tripyridyl-S-

triazine (TPTZ), qui sont fournis par SIGMA

Chemical (St louis, USA); le chlorure de
potassium (KCI) provient de Fisher Bioblock
Scientific (France), les solutions étalons de
plomb et de cadmium proviennent de Merck
KGaA (Durmstalt, Allemagne).

Echantillonnage
L'étude est congue pour comparer des
personnes d’'age similaire (P = 0,3732 > 0,05)

compris entre 25 et 50 ans avec une moyenne jour.

de 34,66 + 0,84 ans a Gbodjomé (controle) et
35 04 + 0,81 ans a Kpémé (zone de

pollution) ; ayant des habitudes alimentaires

similaires et évoluant dans des circonstances
identiques. Ainsi, une enquéte a permis

d’identifier et de sélectionner deux groupes de

100 personnes, hommes et femmes non
fumeurs ayant pour source habituelle de

protéines animales des produits de mer péchés
a Gbodjomé pour le groupe de Gbodjomé et a
Kpémé pour le groupe de Kpémé.

Environ 10 ml de sang sont prélevés
sur chaque sujet aprés une douche (sans
vétements de travail pour les agents de
l'usine), et répartis dans deux tubes de 5 ml
garantis sans plomb ni cadmium (bouchons
compris) dont Il'un avec anticoagulant
(EDTA) et l'autre sans anticoagulant et
acheminés dans une glaciére a la température
ambiante au laboratoire d'analyse le méme
jour. Les préléevements sont réalisés avec
précaution par rapport aux instruments utilisés
(aiguilles, tubes, bouchons antiseptiques,
gants...). Le sang prélevé sous anticoagulant a
servi au dosage du Cd et du Pb et celui
prélevé dans des tubes sans anticoagulant pour
le dosage des indicateurs du stress oxydatif.

Méthodologie

Minéralisation des échantillons

détermination des teneurs en Cd et en Pb
Trois g de chaque échantillon ajoutés a

2 ml d’acide sulfurique concentré et 1,5 ml

d’'acide nitrique concentré sont introduits dans

et
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des flacons en verre boro silicaté bien fermés
avec des capuchons pour éviter d’éventuelles
fuites. Les flacons sont ensuite portés au bain
marie a 80 °C pendant 2 heures. Le produit
obtenu est dilué avec I'eau distillée jusqu’a 50
ml. La solution ainsi obtenue est utilisée pour
la lecture au spectrophotometre d’absorption
atomique a I'électrothermie (marque Varian)
couplé a un micro-ordinateur.
Dosage protéique et des bioindicateurs du
stress oxydatif

Les échantillons réservés a cet effet,
sont centrifugés a 3000 tours/minute pendant
15 minutes a la température ambiante le méme
Le plasma est alors utilisé pour
déterminer la concentration du MDA et
lactivittt du FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power). La teneur en protéines
totales des échantillons a été estimée par la
méthode de Bradford (1976) avec le sérum
albumine bovine (BSA) comme standard. La
peroxydation des lipides (MDA) a été
déterminée en mesurant les substances acides
réagissant dans [l'acide thiobarbiturique
(TBARS) comme décrit par Satoh (1978).
L'activité du FRAP a été déterminée en
mesurant le potentiel total antioxydant du
plasma : 300 ul du réactif de FRAP (mélange
de 25 ml de tampon acétate ; 2,5 ml ¢& F
TPTZ (10 mM.L* dans 40 mM.[* de HCI) et
2,5 ml de ECl;-6H,0) a été mélangé avec 10
pul de sérum et 30 pl deau distillée. Le
changement de I'absorbance a été mesuré a
593 nm lorsque le complexe bleu dg'F
tripyridyl-5-triazine (R*-TPTZ) s'est formé a
partir du E** oxydé incolore (Nair et al.,
2007). Les courbes de calibration sont
obtenues a partir d’'une solution aqueuse de
F.SO, a concentrations variées allant de 10 a
2000 puM.LL Le réactif actif a été préparé
avec 25 ml de tampon acétate ; 2,5 ml & F
TPTZ (10 mM.L* dans 40 mM.L* de HCI) et
2,5 ml de ECl3-6H,0 (20 Mm.LY).

Analyse statistique

Tous les résultats sont exprimés sous
forme de la moyenne + SEM et analysés a
I'aide du logiciel Graph pad Prism. L'analyse
de la variance a été effectuée a l'aide du Test t
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de Student unpaired. Le seuil de signification
est fixé & P < 0,05.

RESULTATS
Cadmie et Plombémie

Les teneurs en Cd et en Pb dans le sang
humain a Gbodjomé et a Kpémé sont
indiquées dans le Tableau 1. La cadmie et la
plombémie a Kpémé (zone de pollution) sont
plus élevées que celles de Gbodjomé et plus
élevées que les valeurs limites admises par les
« Centers for Disease Control and
Prevention » et «I’American Academy of
Pediatrics » (Marie-Michele, 2008). D’une
maniére générale, les teneurs en Pb sont
supérieures a celles du Cd.

Taux de la Malonedialdéhyde (MDA)
Le taux de MDA a significativement
augmenté dans le sang des sujets a Kpemé (P

< 0,0001) par rapport a Gbodjomé. Le
pourcentage d’augmentation de la
peroxydation des lipides est de 63,46%
(Figure 1).

Potentiel total antioxydant du plasma

Les valeurs de FRAP ont
significativement diminuée dans le sang des
sujets a Kpémé (P < 0,0001) par rapport a
Gbodjomé. Le pourcentage de diminution du
potentiel total antioxydant du plasma sanguin
est de 65,85% (Figure 2).

Tableau 1:Cadmie et Plombémie a Gbodjomé et a Kpémé.

Localités Cadmie (ug/Kg) Plombémie (ug/Kg)
Gbodjomé 1,01+0,11 87,27 £ 12,57
Kpémé 13,53 +1,07** 384,09 +22,45**
% de différence 1239 340

Les résultats sont exprimés sous forme de moyerlB8M de 100 échantillons. Significativement

différent : *** P < 0,0001.
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DISCUSSION

L'industrie est l'une des principales
sources de contamination des métaux lourds
toxiques tels que le Cd et le Pb (Farombi et
al., 2007 ; Yildirim et al., 2011 ; Mélila et al.,
2012). Au Togo, la cb6te marine est polluée du
fait, entre autres des activités industrielles et
des études sont menées concernant cette
pollution notamment celle due aux activités
industrielles de la SNPT qui traite le
phosphate togolais (Gnandi, 1998 ; Bodjock,
2003 ; Tchangbédiji et al., 2003 ; Abbe, 2004 ;
NSE/ONUDI, 2007 ; Awadé, 2010) et son
impact sur la biodiversité marine (Abbe,
2004 ; Mélila et al.,, 2012). Cependant,
I'évaluation des différentes concentrations des
éléments traces métalliques tels que le Cd et le
Pb, dans le sang humain n'a pas encore été
faite et il n'existe aucune donnée chez
’lhomme, sur les biomarqueurs du stress
oxydatif, bioindicateurs de la pollution
environnementale (Farombi et.,aR007) et
conséquence de la bioaccumulation des
métaux lourds toxiques (Yildirim et al., 2011)
dans les zones faisant l'objet de cette
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pollution, notamment a Kpémé. Dans cette
étude, nous avons évalué les teneurs du Cd et
du Pb, principaux métaux lourds toxiques
contenus dans les boues, déchets et poussiéres
du phosphate togolais et bioaccumulés par
’homme par voies trophique, respiratoire et
cutanée, de méme que le taux de certains
biomarqueurs du stress oxydatif dans le sang
des individus exposés.

Nos résultats indiquent que la Cadmie
et la Plombémie sont élevées chez des sujets
habitant a Kpémé, par rapport a Gbodjomé ;
ce qui a induit une peroxydation lipidique de
méme qu’une diminution du potentiel total
antioxydant du plasma sanguin.

La concentration trés élevée des
métaux dans le sang a Kpémeé peut s’expliquer
par le fait que l'usine de la SNPT qui s'y
trouve, induit plusieurs sources de
contamination des métaux lourds a '’homme.
L'homme est contaminé a partir de la
consommation des produits de la mer qui
bioaccumulent ces métaux a partir des boues
et déchets rejetés dans la mer (Abbé, 2004) et
a partir des produits maraichers et agricoles
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cultives a proximit¢é de [l'usine qui
bioaccumulent les éléments traces métalliques
a partir des poussiéres et gaz rejetés par
l'usine dans [I'atmosphere (Aduayi-Akue,
2010). En effet, les travaux antérieurs (Abbé,
2004 ; Aduayi-Akue, 2010) ont montré que
les concentrations des métaux dans les
produits de mer, légumes et produits agricoles
au niveau de Kpémé sont supérieures aux
normes admises pour une consommation
(WHO, 1992), indiquant une contamination
des poissons et produits agricoles aux métaux
lourds et en tant que tel par la chaine
alimentaire, les consommateurs peuvent étres
vulnérables & la toxicité de ces métaux. La
forte bioaccumulation du Cd et du Pb par
I’'homme serait aussi due a la respiration et au
contact dans une atmosphére polluée par les
poussiéres et gaz rejetés a la suite du
traitement du minerai de phosphate togolais et
contenant ces métaux (NSE/ONUDI, 2007).
Les concentrations du sang en Cd et en Pb a
Kpémé sont tres supérieures a celles
retrouvées dans les produits de mer par Abbé
(2004), dans les produits agricoles par
Aduayi-Akue (2010) et dans les poussiéres
par Awadé (2010); ce ci indique une
disponibilité  de l'organisme a la
boaccumulation des  éléments traces
métalliques comme le Cd et le Pb. Cela peut
s’expliquer aussi par le caractéere ubiquiste des
métaux et leur faible élimination par
'organisme. Dans notre étude, la plombémie
trées élevée par rapport a la cadmie
s’expliquerait par le fait que les aliments
consommeés concentrent plus le Pb que le Cd
comme l'ont montré les études antérieures
(Abbé, 2004 ; Aduayi-Akue, 2010). Cette
bioaccumulation du Cd et du Pb a partir de la
consommation des aliments contaminés a des
concentrations supérieures aux seuils limites
autorisés par I'Organisation Mondiale pour la
Santé (OMS) pour une utilisation comme
aliment peut altérer intensément la santé de
'homme (Miquel, 2001; OMS, 2004 ;
Gnandi et al., 2008). En effet, le Cd et le Pb
sont des éléments toxiques, aprés le mercure
qui touchent les organes cibles tels que les
reins, le foie, le systéme nerveux, le sang et
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peuvent étre  source de maladies
cardiovasculaires (OMS, 2004). Par ailleurs,
la présence des métaux lourds toxiques dans
les organismes est source de radicaux libres
provoquant le stress oxydatif (Farombi et al.,
2007 ; Yildirim et al., 2011 ; Mélila et al.,
2012). Nos résultats ont montré une élévation
significative de la peroxydation lipidique dans
le sang au niveau du site pollué (Kpémé) par
rapport a la zone de référence (Gbodjomé).
Cette augmentation peut étre attribuée a
I'accumulation du Cd et du Pb dans le sang tel
gue lindiquent nos données. En effet,
'accumulation de ces métaux catalyse les
ROS capables d’endommager les molécules
comme I'ADN, les protéines et les lipides
(Pandey et al., 2003 ; Farombi et, aP007 ;
Yildirim et al., 2011). L'augmentation du taux
sanguin de la MDA observée a Kpémé par
rapport a Gbodjomé montre une lutte de
'organisme contre le stress oxydatif accru
induit par les métaux lourds. Cette condition
pathologique est confirmée par la baisse du
potentiel total antioxydant du plasma sanguin,
exprimée par une faible concentration du sang
en ions B & Kpémé par rapport & Gbodjomé.
En effet, les valeurs de FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) baissent
significativement dans le cas d'un stress
oxydatif accru. Ces résultats sont conformes a
ceux de Agbonon et Gbéassor (2009) qui ont
observé une baisse sensible du potentiel total
antioxydant du plasma chez les rats wistar
intoxiqués par le CGl chez lesquels la
peroxydation lipidique avait notamment
augmentée.

Conclusion

Les travaux de recherche antérieurs ont
montré que [I'environnement de la co6te
togolaise est pollué par les déchets de l'usine
de la SNPT et des travaux récents indiquent
une bioaccumulation des métaux lourds
toxiques par les produits de la mer a partir des
effluents qui y sont rejetés (Abbé, 2004) et par
les produits agricoles cultivés a proximité de
cette usine a travers les gaz et poussieres
rejetés dans Il'atmosphére (Aduayi-Akue,
2010). Cette situation rend vulnérable
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Ait-Aissa S, Palluel O, Porcher JM. 2003.
Biomarqueurs précoces d’écotoxicité.
Rapport final BCRD, Ministere de

'lhomme qui est en bout de la chaine
trophique par rapport aux métaux lourds
toxiques contenus dans les aliments
consommeés. La présente étude montre que 'Ecologie du Développement Durable,
I'organisme humain présente une disponibilité INERIS, Paris.
a la bioaccumulation des éléments traces Agbonon A, Gbéassor M.  2009.
métalliques. Les fortes concentrations du Cd Hepatoprotective effect dfonchocarpus
et du Pb dans le sang des sujets a Kpémé par sericeus Leaves in CGl induced liver
rapport a Gbodjomé sont dues d’'une part a damage.Journal of Herbs, Spices and
une consommation d’aliments contaminés a Medical Plants15: 216—-226.
partir des déchets rejetés dans la mer et dans Alméida JA, Diniz YS, Marques SFG, Faine
l'atmosphere et dautre part, a une LA, Ribas BO, Burneiko RC, Novelli
contamination directe par voie respiratoire et ELB. 2002. The use of the oxydative
par voie d'absorption cutanée a cause des stress response as biomarkers in Nile
activités industrielles de la SNPT. Cette tilapia (Oreochromis niloticus)exposed
bioaccumulation du Cd et du Pb par les sujets to in vivo cadmium contamination.
exposés serait la cause de la péroxydation Environment International7: 673-679.
lipidigue accrue et de Ila diminution Awade M. 2010. Les impacts
significative du potentiel total antioxydant du environnementaux et socioéconomiques
plasma sanguin observées a kpémé, indiquant de Tl'exploitation du gisement de
linduction d'un stress oxydant chez les phosphate de Hahotoé-Kpogamé.
individus exposés. Cette étude devrait Mémoire de Maitrise és Lettre et Sciences
s'étendre aux localités voisines de Kpémé Humaines, Option Géomorphologie et
touchées par la pollution induite dans la zone Gestion des Milieux Naturels, p. 80-86.
par l'usine de traitement du minerai de Bodjock K. 2003. Etude chimique de I'impact
phosphate togolais afin de comparer les sur I'environnement du rejet dans la mer
impacts par rapport a la position de chaque des effluents du traitement des
localité. phosphates de Hahotoé-Kpogamé (Togo).
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