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RESUME

Notre étude expérimentale porte sur I’évaluation de I’impact de la molécule nanométrique a
base d’oxyde de bismuth, et leur effet sur des organismes bio-accumulateurs et bio indicateurs de
pollution de I’environnement terrestre 1’escargot Helix aspersa. Helix aspersa a été gave par une
dose unique de Bi2O3 (0,5 -1 - 1,5 et 5 mg/ ind), aprés 48h d’exposition les escargots sont sacrifiés et
le taux de biomarqueur non-enzymatique du stress oxydant le glutathion réduit (GSH) et I’indice de
la peroxydation lipidique sont détermines. Les résultats obtenus montrent que la présence des NPs
d’oxyde de bismuth, provoque une perturbation de la composition biochimique au niveau de
I’hépatopancréas, rein et intestin par une augmentation du taux des protéines par la diminution
significative du capteur des espéces réactives d’oxygeéne ; GSH dans 1’hépatopancréas et son

induction au niveau des reins, avec une augmentation de I’indice de la peroxydation lipidique.

Mots clés : Helix aspersa, NPS , oxyde de Bismuth , bioindicateur, stress oxydant, GSH ,TBA .



ABSTRACT

Our experimental study focuses on the evaluation of the impact of the nanometric
molecule based on bismuth oxide, and their effect on bio-accumulators and bio-indicators of
pollution of the terrestrial environment, the snail Helix aspersa. Helix aspersa was gavaged
with a single dose of Bi»Osz (0.5 -1 - 1.5 and 5 mg / ind), after 48 hours of exposure the snails
are sacrificed and the level of the non-enzymatic biomarker of oxidative stress glutathione
reduced (GSH) and the lipid peroxidation index are determined. The results obtained show that
the presence of bismuth oxide NPs causes a disturbance of the biochemical composition at the
level of the hepatopancreas, kidney and intestine by an increase in the level of proteins by the
significant decrease in the sensor of reactive species of oxygen; GSH in the hepatopancreas and
its induction in the kidneys, with an increase in the lipid peroxidation index.

Keywords: Helix aspersa, NPS, Bismuth oxide, bioindicator, oxidative stress, GSH,
TBA,
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INTROUCTION

La nanotechnologie est un domaine scientifiqgue moderne qui joue un réle dominant dans
les aspects de la vie quotidienne. Elle traite la production, la manipulation et l'utilisation de
matériaux allant en nanometres (Kavitha et al., 2013). Ainsi, elle concerne principalement les
nanoparticules ayant une dimension de 1-100 nm (Amudha Murugan et al., 2014) qui sont
largement utilisés dans les cosmétiques, aliments et meédicaments pour de meilleures

performances. (Gojova et al., 2007).

Les nanoparticules sont définies comme étant toute particule possédant un diamétre
inférieur a 100 nm. Vu que la majorité de leurs atomes sont situées en surface, elles possedent
des propriétés physicochimiques propres et uniques. Elles provenant de deux sources
principales, naturel et anthropiques (Lanone et Boczkowski, 2010).

Les nanoparticules ont envahi notre environnement quotidien suite au large spectre
d’applications, malgré que nombreuses études aient bien démontrées leur pouvoir toxique plus
ou moins important (Massea et Boudene, 2012); Plusieurs caractéristiques propres aux
nanoparticules ; propriétés diélectriques, magnétique, tailles, propriétés structurelles et
optiques ; ont suscité un intérét massif pour eux, et leurs utilisations ont été élargies au fur et a
mesure, dans différents domaines ; médicale, d’épurations environnementales et surtout
industriel ; alors que ces méme propriétés jugées favorables, sont impliquées dans leur
potentielle toxique (Schrand et al., 2010 ; Seabra et al., 2015).

Les nanoparticules peuvent étre selon Lanone & Boczkowski, 2010 :

e D’origine naturelle (poussieres émises par combustion ou par les volcans, produites
par érosion).

e Produites par I’homme de fagon non intentionnelle (ou nanoparticules non
manufacturées d’origine anthropique).

e Les nanoparticules produites par I’lhomme de fagon intentionnelle (ou nanoparticules
manufacturées)

Le bismuth  fait partie des nanoparticules qui présentes des caractéristiques

physicochimiques tres intéressantes ,il est utilise en électricité dans la fabrication des fils de



Synthese Bibliographique

fusibles ,en farmacie comme pansement pour brulure et aussi en cosmétique ,dans les rouges

a levres ,pour son pouvoir de brillance nacrée .

Bien que les mécanismes de toxicité du bismuth soient mal connus ; certaines études ont
émis I'nypothése que les nanoparticules de Bi203 peuvent induire un stress oxydatif, en
produisant les espéce réactives d’oxygene (ERO) ; ce qui suggere que la toxicité du bismuth

doit obligatoirement étre étudiée et évaluée a I'avenir .

Il est donc nécessaire de disposer d'indicateurs de perturbation de I'environnement a
travers des organismes ou un ensemble d'organismes que I'on utilise comme sentinelles en
étudiant les modifications physiologiques, biochimiques et écologiques qui les affectent. Ces
étres vivants tres sensibles aux contaminants présentent I'intérét de se préter plus facilement
que I'hnomme aux études des effets des polluants et permettent de mettre en évidence des
pollutions chroniques ou brutales (Little. Eet al, 1990), C’est donc, dans ce contexte, que nous
avons évalué par une étude expérimentale 1’effet d’une nanoparticule : I’oxyde de bismuth
bi203 sur le gastéropode terrestre Helix aspersa, qui est 1'une des espéces d’escargots la plus

abondante dans la région Nord-centre d’algerie .
Ce document est structuré comme suit :
subdivisée en 4 parties :

- La premiere partie : Il s'agit d'une étude bibliographique sur les nanoparticules, ou nous
présenterons brievement les différents types et leurs applications ; et un apergu sur 1’espéce
étudiée.

- La deuxieme partie : traite les méthodes utilisées pour déterminer les effets d’oxyde de
bismuth bi20 3 sur Helix aspersa en étudiant les critéres physiologiques .

- Latroisieme partie : Il présentera les résultats obtenus et la discussion.

- Conclusion : contient une déduction.
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Chapitre 01 : Etude bibliographique

I. La nanoparticules : (présentation et contexte générales)

I. 1. La nanotoxicologie :

La nanotechnologie est un domaine scientifique moderne qui joue un réle
dominant dans les aspects de la vie quotidienne. La nanotechnologie traite la
production, la manipulation et utilisation de matériaux allant en nanometres
(Kavitha et al., 2013). La nanotechnologie concerne principalement les
nanoparticules ayant une dimension de 1-100 nm (Amudha et al., 2014) qui sont
largement utilisés dans les cosmétiques, aliments et médicaments pour de

meilleures performances. (Gojova et al., 2007).
I. 2. Les nanoparticules :

Une nanoparticule est définie comme étant une particule dont la
dimension est inférieure a 100 nm. La particularité d’une nanoparticule réside dans
le fait que la majorité des atomes qui la constituent se trouve en surface. Cela
confére & la nanoparticule une surface d’échanges (surface spécifique) trés
importante de plusieurs centaines de meétres carrés par gramme de particule
résultant dans des propriétés physiques et chimiques particulieres. (Lanone
&amp; Boczkowski, 2010) Cela peut étre favorable et étre utilisé dans des
approches thérapeutiques (transporteurs de médicaments pour leur capacité a
franchir les barriéres biologiques) ou au contraire défavorable et engendrer une
toxicité associée a leur capacité a génerer un stress oxydant et a se disperser dans

I’organisme. (Oberdorster et al., 2005).
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Figure 1 : Les frontiéres du nanomonde (Chamard ,2013)
1.3 . Origine de nanopatrticules :
Selon leurs origines, les nanoparticules sont classées en deux catégories :

I.3.1.Les nanoparticules naturelles :

Les nanoparticules sont présentes dans I'environnement depuis des
milliards d'années, comme le noir de carbone («noir de carbone», charbon de
bois), et d'autres particules inorganiques, comme l'argile ou I'oxyhydroxyde
métallique (Bucheli, 2007 ; Nowack et al., 2007). Ces nanoparticules sont
issues de processus naturels (feux de foréts, éruptions volcaniques...) et existent

dans 'atmosphere, le sol et 1’eau.

I. 3.2.Les nanoparticules artificielles :

Les nanoparticules (NPs) d’origine anthropogénique sont divisées en
deux sous-familles différentes: les nanoparticules non intentionnelles (ou
accidentelles) et intentionnelles (fabriquées). Comme leur nom l'indique, les
nanoparticules accidentelles (NPA) sont dérivées des activités humaines et ont
été découvertes accidentellement dans 1’environnement (Murr et al., 2004). Les
nanoparticules artificielles (NPM) sont, toutefois, des produits synthétisés par
I'nomme pour des applications spécifiques. Dans la derniere catégorie, les NPs
les plus connues sont: les nanotubes de carbone (CNT) et les fullerénes; les
nanoparticules d'or et de fer; les oxydes d'argent et de titane ; les nanoparticules

a base de polymere (comme le polyéthyléne diol) (Ju-Nam et Lead, 2008).
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I.4 .Classification et propriétés des NPs :

Les nanomatériaux peuvent donc se présenter sous un grand nombre de
formes différentes, mais ils sont également caractérisés par une grande variété de

propriétés chimiques (Simonin, 2015).
On peut les classer selon la nature :(Chuto, 2010).

* Les nanomatériaux organiques: sont majoritairement commercialisés

sous forme de nanotubes de carbone ou de fullerénes.

« Les nanomatériaux inorganiques : sont divisés en 3 classes selon

(Simonin, 2015) : 1. les quantum-dots (séléniure de cadmium).

2. les nanomatériaux metalliques (argent, or...).

3. les oxydes métalliques (titane, fer, cérium, cuivre...) (Simonin, 2015).

Les nanoparticules, jonction entre 1’échelle atomique et le matériau, ont
des particularités structurales tres spécifiques. En effet, contrairement aux
matériaux classiques, les nanoparticules voient leurs propriétés changer en
fonction de leur taille. Elles sont soumises a la fois aux phénomenes de la
physique classique et a ceux de la physique quantique lorsqu’elles sont de trés
petite taille. Les principales propriétés des nanoparticules sont : optiques,
électriques, catalytiques, thermiques, magnétiques, meécaniques ou encore

biologiques. (Simonin, 2015).
| .5.Types de nanoparticules et domaines d’utilisation:
Les types de nanoparticules les plus utilises sont :

e Les oxydes métalliques comme ceux de titane, de silicium,
d’aluminium, d’étain ou de fer. IlIs interviennent dans les
cosmétiques (filtres UV, stabilisateurs), les produits alimentaires
(anti-agglomérants, liants), les vernis et les peintures (traitements
anticorrosion, anti-rayures), les produits d’entretien (traitements
de surface) ou encore les céramiques sanitaires (traitements

déperlants). (witschgeret al, 2005).
6
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e Les métaux comme I’or et I’argent. Le nano-argent est trés
employé pour ses propriétés antibactériennes et antimicrobiennes
dans les vétements de sport, les revétements de fagade, les brosses
a dents et les produits d’hygi¢ne corporelle. Les nanoparticules
d’or ont un emploi principalement médical. (witschgeret al,
2005).

e Les nanoparticules carbonées sous la forme de noir de carbone
ou de nanotubes de carbone. Celles de noir de carbone sont trés
utilisées pour la fabrication des pneus autos dont elles améliorent
I’adhérence sur la route. Les nanotubes trouvent une application
dans les articles de sport dont ils augmentent la stabilité.
(witschgeret al, 2005).

e Les nano cristaux semi-conducteurs comme ceux de séléniure de
cadmium ou d’arséniure de gallium. Ils sont notamment utilisés

pour la fabrication des panneaux solaires (witschgeret al, 2005).

Applications importantes

consommation

Domaines
d'application

Informatique, -

Figure 02: Exemples de produits contenant des nanomatériaux (Lowry et al,
2004).

l.6. Caractérisation des NPs :

Les Nanoparticules ont des caractéristiques trés différentes de celles des
atomes ou autres matériaux. Elles leurs sont spécifiques, et nous permettent de

les classer.
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Les principales caractéristiques des Nanoparticules sont :

1.6.1. La Taille :

Grace a leur petite taille nanométrique, les Nanoparticules ont la particularité

d’avoir 2 types de dispersion :
» Monodispersion : une seule et méme taille

> Polydispersion : une gamme de plusieurs tailles plus ou moins importante .

La taille joue un réle trés important dans la réactivité des particules. Par
exemple,pour les atomes d’Arsenic avec les particules d’oxyde de fer ; plus le
diametre des particules est petit, plus leur capacité dans la rétention des atomes
d’Arsenicsera forte (Canivet et al ,2015).

1.6.2. Laforme:

Les Nanoparticules sont caractérisées par leurs diverses formes
(sphériques,tubes, plaques...), tellement nombreuses qu’il est difficile de toutes

les classer.
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Nanocristaux €toiles - =
d’oxyde de vanadium Nanoparticules d’oxyde de fer

Nanobatonnets de Co Nanoparticule de Silice
avec des extremites de Fe

Figure 03: Différentes formes de Nanoparticules(Mirzadeh and

Akhbari, 20).

l.6.3. L’agrégation et I’agglomération :

Gréace a leur surface particuliére et selon le milieu dans lequel elles se

trouvent,lesNanoparticules peuvent se présenter sous 3 formes :

» Nanoparticules primaires

» Agglomérats : ce sont des liaisons de Nanoparticules primaires par des
liaisonstres faiblestelles que les liaisons de VVan Der Waals.
» Agrégats : ce sont des liaisons des Nanoparticules primaires par des

liaisonschimiques trésfortes telles que les liaisons de covalence.
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Particules primaires liées entre Particules primaires fortement
elles par des forces faibles liées entre elles

g

WSS
300nm

Figure 04 : agglomérats et agrégats (LNE, 2017).

I.6.4 . La surface spécifique :

On entend par « surface spécifique » la surface réelle totale d’une particule par
unité de masse de produit par rapport a sa taille apparente. La particularité de la
surface d’une Nanoparticule réside dans le fait que la plupart de ces atomes se trouvent
sur la surface ce qui va conférer a la Nanoparticule sa propriété de réactivité avec le
milieu ou elle se présente. Grace a cette caractéristique, plus la surface spécifique
augmente, plus la taille des particules va diminuer,donc, plus leur réactivité chimique

et biologique va augmenter.

Les propriétés physico-chimiques particuliéres résultant des Nanoparticules,
ont permis I’essor de nouveaux produits, ce qui a révolutionné le monde qu’on

connaissait avant, et cela dansplusieurs domaines d’activité. (Liu et al., 2016).

I.7 . Toxicités des nanoparticules :
10
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| .7. 1 L’éconanotoxicologie :

Pour évaluer I’impact des nanoparticules sur 1’environnement, premi¢rement il
faut déterminer les quantités de nanoparticules qui sont rejetées dans
I’environnement, les localiser (air, eau, sol), et déterminer leurs lieux d’accumulation
préférentiels, ainsi que leurs conditions de persistance ou de dégradation. On pourra
ensuite rechercher a déterminer 1’écotoxicité des nanoparticules. Actuellement, il
n’existe que peu de données traitant du comportement et de la toxicité des
nanoparticules dans I’environnement. Les fullerénes sont pratiquement les seuls a étre

documentés (Maurice ., LefebvreE.,2008).

| .7.2. Toxicité pour la flore :

Il n’existe a notre connaissance aucune donnée portant sur les toxicités des
nanoparticules sur la flore. Nous pouvons cependant avancer que les différentes
plantes peuvent absorber, par leurs racines, les nanoparticules transportées par le sol,
ainsi que les nanoparticules présentes dans 1’air, par leurs stomates. La flore pourrait
donc étre indirectement contaminée par les nanoparticules transportant des polluants .
(AFSSET., juillet 2006., LM., 2007., Witschger,O., Fabries, JF., 2005) .

| .7.3.Toxicité pour la faune :

La toxicité des nanoparticules vis-a-vis de la faune est de nouveau mal connue et
peu documentée. Plusieurs études ont été réalisées sur des organismes aquatiques,
comme sur 28 le bar Micropterus salmoides (en 2004, Oberddrster) que I’on a exposé
a 0,5 mg/l de fullerene pendant 48 heures, sans que cela provogue de mortalité. Que
peut-on en conclure sur les effets des nanoparticules de fulleréne ? Beaucoup critique
le protocole expérimental pour son absence de répliquas et 1’utilisation d’un solvant
sur le fulleréne, qui pourraient modifier les propriétés et la toxicité des nanoparticules

considérées. D’autant plus que d’autres études

11
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tentent a prouver que le solvant utilisé n’est pas neutre, et fausse donc les résultats.

On ne

peut ainsi rien conclure, mais les études sur le sujet tendent & se multiplier
(AFSSET., juillet 2006., LM., 2007., Witschger, O., Fabries, JF., 2005).

| .8. Le stress oxydatif :

Le stress oxydant est un concept relativement récent. Il a été introduit au début
des années 1990, et est défini comme un ensemble de perturbations de I’équilibre naturel
existant entre les espéces pro- et anti-oxydantes, le déséquilibre se faisant en faveur des
composés pro oxydants, et pouvant conduire a des dommages cellulaires (Figure 07)
(Kelly, F.J., 2003). Le stress oxydant est le plus souvent évalué par la mesure des

especes réactives de I’oxygeéne (ROS) produites dans des conditions données .

Oxidative stress

hssue iniury OXIdOfive d(lmoge lnflomm()?IOﬂ

v ¥ v
lipids proteins nucleic acids

Figure 05 : Modélisation des causes et des effets du stress oxydant (d’aprés
Kelly, F.J., 2003).

I .8.1.Les especes oxygénées activées (EOA ou ROS) :
Les especes réactives de I’oxygeéne (ERO) sont des radicaux libres issus de

I’oxygéne

moléculaire. Elles représentent la plus iml}%ortante classe d’espéces réactives générées
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dans les
organismes vivants a cause de I’importance du métabolisme aérobie (Valkoet
al., 2007).
L’appellation ERO inclut les radicaux libres de 1’oxygéne : anion super oxyde (O2),
radical
hydroxyle (OH-), mais aussi certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité
est

importante tels que le peroxyde d’hydrogéne (H202) (Wuet al.,2003).

Les ERO jouent le r6le de seconds messagers, régulant plusieurs processus
physiologiques moléculaires cellulaires et tissulaires. Elles participent dans la défense
antibactérienne au cours des réactions de cytotoxicité face aux agents pathogeénes, la
destruction par apoptose des cellules tumorales, la transduction de signaux cellulaires, la
régulation des génes par un phénomeéne appelé contréle redox des génes, la modulation
du métabolisme cellulaire par interaction ligand — récepteur, le développement

embryonnaire, la croissance, la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire.
I. .8.1.A.Principales cibles biologiques des EOA :
% L’acide désoxyribonucléique ou ADN :

L’ADN est une cible privilégiée pour les EOA. La guanine, par exemple, peut

réagir avec

*OH pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguano-sine (8-OH-dG) qui, au lieu de

s’apparier avec la cytosine, s’associera avec 1’adénine, entrainant des mutations au

sein de I’ADN et conduisant a

des altérations du message génetique impliquées dans le déclenchement du cancer et le
vieillis-

sement. (HALENG et al , 2007) .

% Les protéines :

Les acides aminés possedent des susceptibili- tés différentes vis-a-vis des EOA. Les plus
réac- tifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute

attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera 1I’oxydation de cer- tains résidus avec,
13
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pour conséquences, 1’appa- rition de groupements carbonylés, des clivages de chaines
peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des domma- ges
sont irréparables et peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non-
reconnaissance d’un récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique). Certaines
protéi- nes oxydées sont peu dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans

les cellules et dans le compartiment extracellulaire(HALENG et al , 2007).

% Les lipides membranaires :

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogéne sur les carbones situés
entre deux doubles liaisons des acides gras poly-insaturés (AGPI) : c’est la phase
d’initiation. Le
radical lipidique réagit avec une molécule d’oxygene pour former un radical peroxyle
(ROOe), suffi- samment réactif pour arracher un H+a un AGPI voisin, propageant ainsi
la réaction ( Atkin MA et al, 2005) .

Il en résulte une altération de la fluidité mem- branaire qui conduit inévitablement
a la mort cellulaire. Les peroxydes génerés seront neutra-lisés par la glutathion
peroxydase ou continue-ront a s’oxyder et a se fragmenter en
aldéhydes(malondialdéhyde, 4-hydroxynonénal) dont les activités pro-athérogénes sont

bien connues.

% Les lipoprotéines :

L’attaque radicalaire des lipoprotéines circu-lantes aboutit a la formation de LDL
oxydées,qui seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages. L’ activité
de ces récepteurs n’étant pas régulée par la concentration intracel-lulaire en cholestérol,
les macrophages se trans-forment petit a petit en cellules spumeuses (réle important dans
les premiéres étapes de 1’athéro- sclérose) (Nakajima et al,2006). En outre, ces LDL
oxydées sont immunogeénes et les immuns complexes formés peuvent activer la voie
classique du complément et générer la sécrétion de cytokines proinflam- matoires par les

macrophages (Saad et al ,2006).

14
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1.8.1.B.Les défenses antioxydantes :

Pour se protéger des effets délétéres des EOA, 1’organisme dispose d’un
ensemble complexe de defenses antioxydantes (Fig. 6). On distingue deux sources
d’antioxydants : I’une est appor- tée par I’alimentation sous forme de fruits et légumes
riches en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide
lipoique; l’autre est endogeéne et se compose d’enzymes (superoxyde dismutase,
glutathion peroxydase, catalase), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine,
albumine) et de systéemes de réparation des dommages oxyda- tifs comme les
endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre

et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzy-mes antioxydantes (Halenge et | ;2007).

le' 02 (oxygéne fondamental)

x
(uu de Javel)

Vit C, flavonoides,
GSH

oxygéne ’:'l"“ acide urique, Vit C, GSH X
, JPy— Vit E, Se-GPx, ubiquinone

Figure 6 : Apercu des différentes especes oxygénées activées (EOA) et des

antioxydants régulateurs de leur production( Halenge et | ;2007).

% Systemes de défense enzymatiques :

o Les superoxyde dismutases (SOD) :

Ces métalloprotéines, qui représentent une des premiéres lignes de défense contre
le stress oxydant, assurent 1’élimination de I’anion super-oxyde O2e- par une réaction de
dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogene et en oxygene. Chez ’homme,

on décrit 3 isoenzy- mes : la Cu/Zn-SOD1 cytosolique, la Mn-SOD2 mitochondriale et

15
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la Cu/zn-SOD3 , qui different par la localisation chromosomique du géne, leur contenu
métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire. La SOD3 est secrétée
par les cellules musculaires lisses et constituele systéme antioxydant majeur de la paroi
arté-rielle : son expression et sa sécrétion sont aug- mentées par les facteurs vasoactifs
(histamine,endothéline 1, angiotensine II) et diminuées par I’homocystéine (Halenge et

| :2007).

e Les glutathion peroxydases (GPxs)

La GPx est une sélénoprotéine (cing isofor-mes) qui réduit les peroxydes aux
dépens de son substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son réle principal consiste
en 1’élimination des peroxydes lipidiques résultant de 1’action du stress oxydant sur les
acides gras polyinsa-turés. La GPx est effondrée en cas de déficit majeur en sélénium,
elle est donc un bon reflet de cette carence. Toutefois, pour un apport adé- quat en
sélénium, les teneurs en GPx atteignentun plateau. Le dosage en GPx ne peut donc étre
utilisé comme marqueur d’une intoxication en sélénium. Cependant, sa synthése étant
rénale et hépatique, d’autres facteurs tels que 1’insuf- fisance rénale ou la cytolyse
hépatique peuvent modifier sa concentration (Halenge et | ;2007).

e Le systéeme thiorédoxine :

Le milieu intracellulaire est plut6t réducteur, les protéines contiennent des
groupements thiols libres et les ponts disulfures sont rares. L’an- tioxydant majeur
responsable du maintien des protéines a 1’état réduit est la thiorédoxine qui sera
régénérée par le NADPH
sous l’action de la thiorédoxine réductase (TrxR) qui possede un groupement
sélénocystéine dans son site actif.

Elle intervient dans la dégradation des peroxy- des lipidiques et du peroxyde
d’hydrogéne, ainsi que dans la régénération du radical ascorbyl en acide ascorbique
(Halenge et | ;2007).

16

16



Synthese Bibliographique

%+ Systemes antioxydants non enzymatiques :

e Le glutathion et les protéines-thiols :

Le glutathion est un tripeptide (acide glutami- que-cystéine-glycine). Il est le
thiol (-SH) majo- ritaire au niveau intra-cellulaire (I’albumine étant son équivalent
plasmatique) ou il est pré- sent sous forme essentiellement réduite (GSH).

Dans des conditions physiologiques, sa forme oxydeée (GSSG) est en
concentration tres faible. Le rapport GSH/GSSG est considéré comme un excellent
marqueur de la peroxydation lipidique et permet d’objectiver I’importance du stress. Au
cours du vieillissement et lors d’un exercice intense, ce rapport tend a diminuer. Les
autrespropriétés antioxydantes du GSH sont
nombreu- ses : cofacteur de la GPx, chélateur des métaux de transition, régénérateur final
des
vitamines E et C, a partir de leur forme radicalaire. L’apport recommandé¢ journalier est
d’environ 300 mg (agrumes).

La plupart des protéines dont 1I’albumine contiennent des groupements « thiols »
qui pos- sédent des propriétés réductrices et piegent faci- lement les espéces oxygénées

activées(Halenge et | ;2007). .
Présentation des nanoparticules étudiées :

Il 1.Généralité sur le bismuth :

Le bismuth de symbole Bi, est un semi métal de numéro atomique 83. C’est
le plus lourd du groupe (V) de la classification périodique,il est connu pour ses propriétés
thermoélectriques et diamagnétiques. Le Bismuth présente des propriétés physiques
particuliéres qui le distingue des autres métaux et des semi-conducteurs, ceci provient
du fait que la bande de conduction et la bande de valence de ces solides se recouvrent
par un tres petit nombre de charges libres. Les différentes propriétés physico-chimiques

du bismuth sont résumées dans le Tableau suivant :

17
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Nom, symbole BISMUTH, Bi
Numéro atomique 83

Groupe, période, bloc 15,6,p
Configuration électronique [Xe] 4f14 5d10 6s2 6p3
Systéme cristallin Rhomboédrique
Electronégativité de pauling 1.9

Rayon atomique 0.152nm

Masse atomique 208.98 g.mol-1
Masse volumique 9.79 g.cm-3
Point de fusion 271.4°C

Point d’ébullition 1564 °C
Energie de fusion 51816 J.Kg-1
Energie de vaporisation 151 KJ.mol-1
Conductivité électrique 0.867.106 S.m-1
Conductivité thermique 7.87 W.m-1.K-1

Tableau 01 : Récapitulatif de quelques propriétés physico-chimiques du
bismuth (S.KENZA ,2017)

Le bismuth présente quatre degrés d’oxydation : II, III, IV et V
correspondant aux états Bi2+, Bi3+, Bi4+ et Bi5+ respectivement, dont le degré le
plus stable est (+I11), il existe par
Conséquent un grand nombre d’oxydes avec des compositions mixtes de degrés
d’oxydation.

De plus, les oxydes de bismuth ont une forte tendance a la non

steechiométrie ce qui conduit a la présence d’un grand nombre de structures
18
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déficitaires en oxygeéne, ce qui permet

I’obtention de plusieurs phase présentant des propriétés physiques variées.

Le Tableau 02 : résume les différents degrés d’oxydation du bismuth et les oxydes

correspondants(Pourbaix et van Muydler ,1957) :

Nombre d’oxydation Oxydes
+2 BiO
+3 Bi203
+3, +5 Bi40O7
+4 Bi204
+5 Bi205

Tableau 02: Différents degrés d’oxydation de bismuth et les oxydes

correspondants.

I1. 2. Oxyde de bismuth (111) Bi2O3 :

Le degré d’oxydation le plus stable du bismuth est le degré (I1I), lorsque 1’atome
de bismuth est engagé avec des atomes d’oxygene, il posséde une paire électronique
libre non liante. L’oxyde de bismuth (Bi203) présente plusieurs variétés allotropiques
(phases), chaque phase de Bi203 présente 60% de composition en oxygene . Donc, il
est tres important de connaitre la structure des différentes phases pour pouvoir
comprendre leurs comportements physiques (électrique, optique,...).Dans ce qui suit

nous présenterons ces différente structures.

Il. 2.1. La phase a-Bi203 :

La phase 0-Bi203 est la phase stable a température ambiante de 1’oxyde de
bismuth

(111, elle se cristallise dans un réseau monoclinique de paramétres: a=5,83 A, b

19
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=8,14 A, c
=13,78 A et B=113°(, sa maille est représentée sur la Figure .07. Cette structure

peut étre
décrite par un empilement de différentes couches composées d’atomes de

bismuth et d’oxygene.

Cette phase possede une structure de type fluorine (CaF2) ; présentant des lacunes
ordonnées avec un quart des sites d’oxygéne libre ~ Figure 07 : Description de la

structure cristallographique de la phase 0a-Bi203.

Figure 07: Description de la structure cristallographique de la phase a-Bi203.

I1.2.2.La phase p-Bi203 :

La phase B-Bi203 est obtenue a partir du refroidissement de la phase 9. Cette
structure est observée dans un domaine de température allant de 650°C a 300°C. La
structure de la phase B est de type tétragonal, les parameétres de la maille primitive
sont:a=10,93 Aetc= 562 A (switzer et shumsky et al ,1999). Le schéma de la
maille est représenté sur la Figure 08.

Cette phase est métastable, elle se transforme en phase a a une température d’environ
300°C. La structure tétragonale de cette phase peut étre assimilée a la structure de la

phase o (cfc) déformee.
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Figure 08 : Structure cristallographique de la phase $-Bi203(switzer et shumsky et
al ,1999).

1. 2.3. La phase y-Bi203 :

La phase y-Bi203 est également obtenue lors du refroidissement de la phase
d, elle est stable dans un domaine de température allant de 640°C a 500°C. Cette
phase peut également étre observée a température ambiante mélangée avec la
phase a. La structure de cette phase est de type cubique centré avecun parameétre
de maille a = 10,08 A(switzer et shumsky et al ,1999). .

Figure 09: Description de la structure cristallographique de la phase y
Bi203(switzer et shumsky et al ,1999)..
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Il. 2.4. La phase 6-Bi203 :

La phase 6-Bi203 est la phase stable a haute température de 1’oxyde de
Bismuth, entre 729°C et 825°C (température de fusion de Bi203). La structure
cristallographique de cette phase estcubique a faces centrées (cfc), avec le
paramétre de maille a= 5,53 A (switzer et shumsky et al ,1999). Cette structure
peut étre comparée a une structure de type fluorine (CaF2) déficitaire. Les atomes
de Bi3+forment un réseau (cfc)et les atomes d’oxygene occupent les trois-quarts
des sites tétraédriques de la maille.

Plusieurs structures cristallographiques ont été proposées pour décrire la
phase & de I’oxyde Bi203 stable a haute température et cela est di a la répartition

des d’oxygenes.

a-Le premier modéle :

En 1937 Sillen (Sillen et al,1937) a proposé un modéle pour décrire la
structure cristallographique de I’oxyde de bismuth (3-Bi203), ce modele dont la
maille est présentée sur la Figurel0 montre un empilement de type (cfc) des
atomes de Bi3+et une occupation aux trois-quarts des sites tétraédriques du réseau
cationique. Le sous-réseau anionique est organisé, les lacunes sont orientées selon

I’axe [111] de I’empilement cfc cationique.
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Figure 10: Structure cristalline de I’oxyde 6-Bi203 selon Sillen
(Sillen et al,1999).
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b-Le second modele :

Un autre modeéle a été proposé en 1962 par Gattow et Schroeder (Gattow
et schroder et al ,1962), il décrit la structure de 6-Bi203 de la méme maniere
que Sillen[3],mais 1’occupation du sous-réseau anionique est aléatoire.

Figure 11 : Structure cristalline de I’oxyde 6-Bi203 proposé par Gattowet
Schroeder(Gattow et schroder et al ,1962).

c-Le troisiéme modele :

Ce modele a été proposé par Willis (Dos Santos et Lina Et al ,2008) en
1964, il décrit une structure dans laquelle les sites tétraédriques occupés par les
atomes d’oxygene ne sont pas fixes maisd écalé dans la direction [111] de la maille,
ce qui conduit a la présence de 4 sites décalés vers les faces du tétraédre de bismuth.

Il en résulte une occupation statistique de 6 des 32 sites disponibles dans la maille

Figure 12: Structure cristalline de 1’oxyde 6-Bi203 décrit par Willis(Dos
Santos et Lina Et al ,2008) .
23
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I1.2.5. La phase w-Bi203 :

En 1997, une nouvelle phase métastable appelée w-Bi203 a été observee
par la
transformation de la phase o-Bi203 a 800°C sur un substrat d’oxyde de
béryllium BeO. La phase w-Bi203 se cristallise dans un systéme triclinique, dont
les paramétres de maille sont : a=7 ,268A, b=8,639A,c=11,969 A et a=87,71°,
B=93,22° et y= 86,65° (Gualtieri et Morten et al ,1997).

Il. 2.6.La phase &-Bi203 :

En 2006, un nouveau polymorphe &-Bi203 a été préparé par traitement
hydrothermal. La phase &-Bi203 est stabilisée par des traces de manganese ou
d’autres dopants. Elle se transforme a 400°C en phase a-Bi203. La phase &-Bi203
cristallise selon un systéme orthorhombique de paramétres de maille : a = 4,955 A ;
b=5,585A;c=12729 A(Cornei et Tancret et al ,2006). Les différentes phases
cristallines de 1’oxyde de bismuth ont été présentées. La
structure de la phase stable a basse température (a-Bi203) est une structure ordonnée
et de faible symétrie, alors qu’a I’inverse la structure stable a haute température (J-
Bi203) est une structure a haute symétrie et fortement désordonnée. Ces différences
importantes entre les deux phases stables de Bi203 prédisent des propriétés
physiques trés différentes.

Les différentes phases de Bi203 et leur domaine de stabilité sont représentées sur

la Figure 18
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Figure 13 : Différentes phases de I’oxyde Bi2O3et leur domaine de
stabilité (Harwig ,1978).

A trés hautes températures (>825°C) I’oxyde de bismuth (Bi203) se présente sous
forme d’un liquide. Au dessous de 825°C on note 1’existence de trois domaines
différents A, B, C, chaque domaine correspond a la température d’obtention de
chaque phase a partir du refroidissement de la phase a haute température (3-Bi203).
Le diagramme de phases (Figurel.13), montre que la phase 3-Bi203 n’existe qu’a
partir de

640°C, ce qui correspond a un domaine étroit d’existence en température de cette
phase. En dessous de 729°C, la phase 0 se transforme en phase a a basse température.
Selon le mode de refroidissement employé, la phase d se transforme en phase 3 a
650°C ou bien en phase y a 640°C. Ensuite, en refroidissant davantage, ces deux
phases se transforment en phase a vers 500°C pour la transition de y a a.

Il. 3.Diagramme E-pH du bismuth :

Le bismuth apparait comme un élément stable dans le diagramme d’équilibre
E-pH en milieu aqueux acide avec la formation d’ions Bi3+, BiIOH2+ et BiO+ en
fonction du pH, en milieu tres basique le bismuth se présente sous forme d’espéce
dissoute de degré +V (BiO3-).
Les especes Bi (III) sont oxydées vers 1’état Bi (V) en milieu basique, ce qui conduit

ala
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formation d’un film instable d’oxyde de bismuth (V) : Bi2OS5. Le caractére oxydant
de Bi205 est tres prononce, en effet son domaine de stabilité se situe nettement au-
dessus de celui de I’eau (Figure 14). Le film de Bi205 ainsi formé est instable et se
réduit spontanément en

Bi1203. La réaction de réduction de Bi(V) en Bi(IIl) s’accompagne d’un dégagement
d’oxygéne que nous pouvons observer durant la synthese.

On peut remarquer que lorsque I’on désire oxyder le Bi (III) vers le degré (V) on

doit franchir la courbe correspondant a I’oxydation de I’eau.
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Figure 14: Diagramme d’équilibre E-pH du bismuth & 25°C (Sammes
et Hafe et al,1999).

Il. 4. Propriétés et applications d’oxyde de bismuth :

Il. 4.1. Propriétés électriques :

En 1970 Takahashi et al (Takahashi et Wahara et al ,1972)ont été les
premiers a étudier les propriétés électriques des différentes phases de 1’oxyde de

bismuth pur. Ces

auteurs ont observé une conductivité électronique pour la phase a-Bi203 a basse
température et une conductivité principalement ionique pour la phase 6-Bi203 a
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haute température. Ils ont aussi constaté une augmentation de la conductivité de trois
ordres de grandeur lors de la transition a basse température entre la phase a et la
phase d. En 1978, la conductivité des polymorphismes de Bi2O3 a été étudiée en
detail par Harwig et Gerards (Harwig et Gerards et al ,1978) et leurs travaux
servent, encore aujourd’hui de référence. Les résultats obtenus sont résumeés dans la
Figure 15 qui représente la variation de la conductivité des différentes phases de
Bi203 en fonction de la température.
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Figure 15 : Variation de la conductivité électrique des différentes phases de
Bi203 en fonction de la température (Cao et Li et al ,2012).

Il. 4.2.Propriétés catalytiques :

Les oxydes de bismuth ont des propriétés catalytiques importantes dans les
réactions d'oxydation telles que I'ammoxydation pour la synthese d'acrylonitrile
provenant du propyléene, de I'oxygéne et de I'ammoniac. Une telle activité catalytique
puissante semble étre corrélée avec l'existence de plusieurs états d'oxydation du
bismuth et avec la mobilité élevée en oxygéne a la surface (Bandoli et Barecca et
al ,1996). La réduction catalytique sélective est I'une des voies les plus couramment

utilisées et parmi

les plus efficaces pour traiter les fumées industrielles. C’est une technique de

dépollution qui s'applique surtout aux gaz d'échappement des moteurs diésel pour
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traiter les émissions d’oxydes d’azote (NOx). Elle consiste a décomposer les NOx,
a basse température, en azote et en eau en présence d'un agent réducteur, le plus
souvent I'ammoniac, et un catalyseur a base d’oxydes purs ou mixtes. L’oxyde de
bismuth supporté sur 1’alumine Bi203/AI1203 est souvent utilisé pour activer la
réduction catalytique sélective (RCS). Il permet la réduction des oxydes d’azote en
utilisant les propénes comme réducteurs (Sparks et Patterson et al , 2006).

On peut noter aussi que les semi-conducteurs a base de bismuth recoivent une
attention particuliere en tant que photocatalyseur qui dégrade les polluants

organiques sous UV-vis (Cao et L i et al ,2012 ; Sparks et Patterson et al , 2006).

Il. 4.3. Propriétés optiques :

L’oxyde de bismuth possede des valeurs significatives de 1'écart de bande
d’énergie (Eg=2.68-2.73 eV), indice de réfraction et permittivité diélectrique. En
outre, des propriétés photosensibilités et photoluminescences importantes (Lachheb
et Puzenat et all , 2002 ; Leontie et Caraman et al , 2000), une forte
photoconductivité et en revétement optique (Schuisky et al , 1996).

Actuellement plusieurs applications s’imposent a titre d’exemple on peut

citer les plus étudiées:

I1. 4.4. Piles a combustible :

Comme nous ’avons vu précédemment, 1’oxyde de bismuth, en particulier
en phase 9, présente la meilleure conductivité ionique. Or, I’une des applications
majeures de ce type de matéeriau concerne le domaine des piles a combustible
(Halfen,2004 ;Yaremchenko et kharton et al , 2000 ; et Azad et larose et al
,1994) . Le principe de
fonctionnement de ce type de piles est comme suit: le coeur du systéme est constitué
de deux électrodes séparées par un électrolyte solide. Lorsqu’une charge est
appliquée a la
pile, le comburant (oxygéne) est réduit au niveau de la cathode, puis transporté a
travers 1’électrolyte vers I’anode ou s’effectue la réaction avec le combustible. 1l

apparait clairement que le matériau composant 1’¢lectrolyte doit étre un trés bon
28
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conducteur ionique, ce qui laisse envisager 1’utilisation de la phase 6-Bi203 dans ce

type de pile.

Il. 4.5. Capteurs de gaz

Les capteurs de gaz sont des dispositifs composés d’un élément sensible,
susceptible de pouvoir réagir avec certains gaz présents dans I'atmosphere
environnante. Cette réaction peut s'accompagner d'une modification des propriétés
physico-chimiques de la couche sensible, qui par un procédé de transduction, génére
un signal qui peut étre électrique, optique, mécanique ou thermique. Ces variations
peuvent alors étre directement liées a I'évolution de la composition de I'atmosphére
gazeuse, donc il est possible de déterminer avec plus ou moins de précision la
concentration de certains gaz en présence (Armelao et Colombo et al ,1998) .

L’oxyde de bismuth trouve aussi une application dans les cellules solaires
(Gobrecht et Seeck et al , 1969) , dans le domaine du verre céramique (les verres a
base d'oxyde Bi203), couches pour appareils optiques et électroniques, capteurs
thermiques et mécaniques, réfléchissant, fenétres, etc(Hall et Newhouse et al ,
1989 ; Stehleet Viraetal, 1988) .

I1. 5. La toxicité de bismuth :

La toxicité de bismuth existe et affecte principalement les reins, le foie et la
vessie, bien que le degré de ces dommages soit généralement Iéger. Une irritation
cutanée et respiratoire peut également suivre I'exposition aux organes respectifs.
L'injection de fortes doses dans des cavités fermées et I'application extensive sur des
bralures peuvent provoquer des intoxications graves et parfois mortelles. On considere
que I'administration de bismuth doit étre arrétée lorsqu'une gingivite apparait, faute de
quoi une stomatite ulcéreuse grave est susceptible d'en résulter. D'autres effets
toxiques tels qu'une vague sensation d'inconfort corporel, la présence d'albumine ou
d'autres substances protéiques dans les urines, des diarrhées, des réactions cutanées et

parfois une exo dermatite grave peuvent se développer.

La toxicité de bismuth industriel n'a pas éte signalé, mais une grande partie de ce
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que I'on sait sur la toxicité du bismuth provient de ses utilisations thérapeutiques. La
solubilité de la plupart des sels de bismuth est tres faible et ils sont mal absorbés par
inhalation/ingestion. Les principaux organes impliqués dans Il'empoisonnement au
bismuth sont les reins, le foie et la vessie. Une irritation cutanée et respiratoire peut
également suivre I'exposition aux organes respectifs. Les principales voies d'exposition
sont I'inhalation/I'ingestion de poussiéres et de fumeées. Des changements mentaux, de la
nervosité, des changements sanguins, une lymphocytose et une dépression de la moelle

o0sseuse sont observés apres une inhalation prolongée de bismuth .

% Aigue:
e Contact avec la peau/les yeux : La peau/les yeux peuvent causer une irritation locale
mais ne causeraient pas de dommages aux tissus. Il n'est pas absorbé par la peau.

e inhalation: L'inhalation peut irriter les voies respiratoires supérieures. Ses symptomes
comprennent les éternuements, la toux et I'essoufflement. Une exposition intense
provoque des spasmes abdominaux, des troubles du sommeil, des nausées, de la fatigue,
des maux de téte, des vomissements, une perte de poids, de I'anémie, des douleurs dans
les jambes, les bras et les articulations.

e Ingestion : Les symptdbmes sont similaires a ceux qui se produisent lors de
I'inhalation, tels que nausées, diarrhée, faiblesse, pyorrhée, gonflement des membranes
buccales, stomatite ulcéreuse, vomissements et augmentation de la salivation. D'autres
effets sur la santé peuvent également se produire, comme un godt métallique dans la

bouche et la constipation ou une diarrhée sanglante .

% Chronique :

Une surexposition prolongée au bismuth peut avoir des effets chroniques sur la
santé. Les signes de toxicité peuvent inclure des réactions cutanées, une perte d'appétit
et de poids, de la fatigue, des troubles du sommeil et de la dépression. Une
décoloration bleuatre ou brunatre des gencives peut également survenir dans les cas
graves en raison du dépdt de bismuth dans les gencives. Elle peut également causer
des dommages au systéeme nerveux central, des troubles gastro-intestinaux et une
anémie.
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Chapitre 02 : Partie expérimentale

Matériels et Méthodes :
I. Matériel :

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de biodiversité et pollution
des écosystemes dirigé par Pr Nasri Hichem, professeur en biologie, université
Chadli Ben Djedid El-Taref. Cette étude a été menée sur l'escargot terrestre Helix
aspersa a I'age adulte de la province de ALGER . Ce type a été choisi pour les raisons
suivantes:

e Grande répartition géographique en Algérie.
e Comme indicateur de pollution écologique.

e Sa faciliter d’¢levage .

I.1. Matériel Biologique :
Le matériel biologique utilisé dans notre travail est un gastéropode pulmoné
terrestre : 1’escargot Helix aspersa connu sous le nom de petit gris.
Selon Bonnet et Vrillo (1990), sa position systématique est la suivante :

v Régne : Animal.

v Embranchement : Mollusques.

v Classe : Gastéropodes.

v Sous-classe : Euthyneurs.

v Super ordre : Pulmoneés.

v Ordre : Stylommatophores.
v Famille : Helicidaes.
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Figure 16 : L’escargot Helix aspersa (Matéo et Simoncelli, 2008).

I. 1.1. Description morphologique

L’escargot Petit-Gris Helix aspersa est un mollusque sourd et quasiment aveugle
mais ses tentacules sont équipés de deux épithéliums olfactifs trés puissants. Simplement
en balangant ses tentacules pour détecter les odeurs qui I’entourent, 1’escargot peut
repérer une cible a plus d’une centaine de metres. 99% de l'activité de 1'escargot, y
compris ses "repas", a lieu de nuit avec un pic de 2 a 3 heures apres la tombée de la nuit.
La fraicheur nocturne et la rosée facilitent ses déplacements.

Cet auteur indique que le Petit-Gris mesure entre 2,8 et 3,5 cm pour un poids
adulte compris entre 7 et 15 g. Il porte une coquille calcaire a motifs variables mais le
plus souvent brune rayée de noir. Sa spirale tourne généralement dans le sens des
aiguilles d'une montre. La coquille d’Helix aspersa est gris jaunatre souvent ornée de 1
a 5 bandes interrompues, brun violacé. Deux grandes parties sont distinguées : le pied et
les visceres (Figure 17). Les visceres correspondent aux organes situés a I’intérieur de la
coquille et comprennent le rein, 1’hépatopancréas, le cceur et une partie de 1’appareil
génital qui se prolonge également dans le pied. Le pied comporte essentiellement la sole
pédieuse, musculeuse, la partie antérieure du tube digestif et le systéme

nerveux.(Kerneyet al., 2006).
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Figure 17: Helix aspersa

Figure 18 : Jeune de I'escargot Helix aspersa
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1.2.Matériel chimique :
Le matérielles chimique utilisé dans cette expérimentation est une préparation

commerciale de nanoparticules a base d’oxyde de Bismuth (Bi,Os).

Figure 19 : L'oxyde de bismuth (Bi.O3)

I.Méthodes :

I1.1. Conditions d’élevage:
Les escargots utilisés dans ce travail sont des gastéropodes terrestres Helix
aspersa a I’age adulte ,ont été collectés dans la région de alger. Les conditions

d’¢levage des escargots sont les suivantes:

=  Photopériode de 18h de lumiére/24 avec une température de 20°C.

+“ Les escargots sont répartis dans des boites en plastique transparentes avec un
couvercle perforé et chaque boite contient une éponge mouillée pour maintenir de
I’humidité.

= Une boite de pétrie contenant de la nourriture (farine de blé) est placée au fond de
la boite.

% Les boites sont nettoyées réguliérement chaque trois jour (Gomot, 1997).
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Figure 20: L’ ¢levage des escargots Helix aspersa dans le laboratoire.

11.2 mode de traitement :

Apres 15 jours d’adaptation aux conditions de laboratoire, Les animaux sont
traités par addition des concentrations croissantes de NPs d’oxyde bismuth par le
gavage . Nous avons retenu 4 doses de concentrations croissantes , etun lot

témoin comme suite :

Lot 01 : 10 individus gavé par 35 uL_d’eau physiologique contenant 0 ,5 mg de
hi203.

Lot 02 : 10 individus gavé par 35 ulL_d’eau physiologique contenant 1 mg de
hi203 .

36

36



https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%BCL
https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%BCL
https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%BCL
https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%BCL
https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%BCL

Matériels & Méthodes 37

Lot 03 : 10 individus gavé par 35 ul_d’eau physiologique contenant 1,5 mg de
bi203 .

Lot 04 : 10 individus gavé par 35 ulL_d’eau physiologique contenant 5 mg de
bi203 .

Lot 05 : 10 individus témoin .

Figure 21: préparation des concentrations de Bi,O3 .
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Figure 22 : le gavage

Pendant la période de traitement, le nettoyage et le changement de nourriture est

effectué chaque trois jour.

Dans tous les cas, la nourriture apportée est renouvelée, qu’elle soit contaminée
ou
non, tous les trois jours au moment du nettoyage des boites d’élevage. Ce nettoyage
est fait, autant que possible, a heure fixe. Il comprend un lavage des parois des boites
a I’eau distillée, un changement de I’éponge absorbante au fond des boites ou un
ramassage des féces des escargots déposés sur le substrat. Ensuite, I’ensemble des

récipients d’essai est humidifié a I’eau distillée.

11.3 . Sacrifice et dissection des escargots :

A lafin de la période de traitement, les escargots mis a jeun pendant 48 h pour
vider leur tube digestif, ceci évite d’éventuelles interférences entre les contaminants
présents dans 1’aliment ingéré et les quantités de contaminants accumulées dans les
tissus avec un lavage des boites pour éviter la ré-ingestion des féces. Apres la
congélation des escargots a -20°C, ils sont pesés puis disséqueés.

Les escargots sont décoquillés. Aprés la dissection 1’hépatopancréas . 1’intestin
et les reins sont retirés, lavés avec de I'eau physiologique. (coeuradassier.M.,2001).

est prélevé, pesé et conservé pour 1’analyse biochimique et histologique.
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Figure 23 :

Dissection et prélevement des organes (I’hépatopancréas , les reins et

I’intestins ) .
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I11. Dosages des biomarqueurs du stress oxydant

I11.1 . Dosage du glutathion GSH

«Principe : le dosage du glutathion a été réalise selon la méthode de Weckbecker
et Cory (1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I'absorbance optique
de l'acide 2-nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de l'acide 5,5'-
dithio-bis-2-nitrobenzoique (réactif d'Ellman, DTNB) par les groupements (-SH) du
glutathion. Pour cela une déprotéinisation de 1’homogénat est indispensable afin de

garder uniguement les groupements thiol spécifiques du glutathion.

“Préparation de I'homogeénat : le dosage du glutathion a été fait au niveau du foie,
des reins, des poumons, des branchies et des intestins des 04 groupes d’animaux exposés
aux différentes doses de microcystine. 100 mg de chaque tissu ont été mis en présence
de 1 ml d'une solution d'acide éthyléne diamine tétra acétique (EDTA) a 0,02 M, puis

ont été broyés a froid en utilisant un broyeur ultra son (4 °C) pour obtenir un homogénat.
“*Mode opératoire :

1.  Prélever 0,8 ml de I’homogénat.

2.  Déprotéiniser en ajoutant 0,2 ml d'une solution d'acide sulfosalicylique (SSA)
0,25 %.

3. Agiter le mélange et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

4. Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.

5. Prélever 0,5 ml du surnagent.

6.  Ajouter 1 ml du tampon Tris + EDTA (0.02 M d’EDTA), pH 9,6.

7. Mélanger et ajouter 0,025 ml de DTNB a 0,01 M (dissous dans le méthanol
absolu).

8.  Laisser pendant 5 min a température ambiante pour la stabilisation de la couleur
qui se développé instantanément.

9.  Lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.
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Figure 24 : Courbe D’étalonnage Du Glutathion

111.2.Dosage du la peroxydation lipidique (TBARS)

La méthode de I'acide thiobarbaturique (TBA) décrite par Fatima et al., (2000) a été
utilisée pour évaluer la peroxydation des lipides (LPO) dans le foie, les reins,
I’intestin et le poumons (branchies chez la carpe) des spécimens exposés aux toxines
et témoins. On a incubé 1,0 ml d'homogénat pendant 1 h a 37 ° C avec un
tremblement continu. Ensuite, 1,0 ml d'acide trichloroacétique a 5% et 1,0 ml d'acide
thiobarbiturique a 0,67% ont été ajoutés a chaque échantillon et mélangés. Ensuite,
chaque flacon a été centrifugé a 3000 tr / min pendant 10 min. Le surnageant a eté
séparé et placé dans un bain d'eau bouillante pendant 40 minutes, refroidi a

température ambiante et mesuré a 532 nm. Le taux de peroxydation lipidique a été

exprimé en nanomoles de substances réactives a I'acide thiobarbiturique (TBA)

formé par heure, par milligramme de protéines (nmol TBA / (mg prot)
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I11. 3. Dosage des protéines

«Principe: la concentration de protéines est déterminée selon la méthode de
Bradford (1976) qui utilise le bleu de Coomassie (G 250) comme réactif. Ce dernier
réagit avec les groupements amine (-NH2) des protéines pour former un complexe de
couleur bleu. (L’ apparition de la couleur bleue refléte le degré d’ionisation du milieu

acide et I’intensité correspond a la concentration des protéines).

« Mode opératoire :

1. Prélever 0.1 ml de I’homogénat
2. Ajouter 5 ml du réactif de Bradford
3. Agiter et laisser reposer 5 min

4. Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc

% Calcule de la concentration des protéines : la densité optique obtenue est
rapportée sur une courbe d’étalonnage préalablement tracée. La concentration des
protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon d’albumine sérique

bovine (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions.

Figure 25 : Dosage des protéines
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Figure 26 : Courbe D’étalonnage Des Protéines

43

25

30

43



Résultat & Interprétation

Résultats et Interprétation

I. 1. Impact de I'oxyde de bismuth(I11) sur le taux de mortalité

L’exposition unique par gavage de Helix aspersa(N=10)a 04 doses de l'oxyde de
bismuth(111) (0.5, 1, 2.5 et 5 mg/individus) a provoque une seule mortalité au sein de la forte

dose (5 mg/ind) apres 24h de gavage. Aucune mortalité a été signalée dans les autres groupes.

I. 2. Evaluation de I’effet dul'oxyde de bismuth (III) sur le taux de glutathion (GSH)
. 2.1. Evaluation de taux de glutathion au niveau de I’hépatopancréas de H.

aspersa

La figure N°27 montre les concentrations du glutathion détectées dans 1’hépatopancréas

du Helix aspersa(N=10), suite au gavage par quatre doses sublétales du Bi>Os.

Les résultats obtenus montrent un gradient de GSH avec une relation dose-effet
(p<0.01). La faible dose 0.5 mg/individus de ’oxyde de bismuth (III) a induit une réduction
significative (p<0.05) de 35.88% de GSH avec 1.091 £+ 0.4135 nmol/mg de protéine. La plus
forte concentration détectée était 3.98 + 1.6178 nmol/mg de protéine au niveau des

hépatopancréas de H. aspersatraités par la forte dose 5 mg/ind de Bi2O:s.
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Figure N°27: Variations du taux de GSH au niveau de I’hépatopancréasde 1’escargots

terrestre H. aspersa traité parl'oxyde de bismuth (Bi.O3z; N=10) .

I. 2.2 Evaluation de taux de glutathion au niveau du rein de H. aspersa

La figure 28 illustre les variations du taux de GSH au niveau des reins de H.

aspersagaves par 04 doses de Bi2Os.

Des résultats similaires a 1’hépatopancréas sont trouvé dans les reins, une induction de
GSH (p <0.01) est notée entre les quatre doses (0.5, 1, 2.5 et 5 mg/individus) ; 0.33 £ 0.1, 0,592
+ 0,185, 0,623+ 0,161 et 1,04 £ 0,330nmol/mg de protéine, respectivement, par rapport, au
témoin 0,27 £+ 0,168nmol/mg de protéine.
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Figure N°28 : Variations du taux de GSH au niveau des reinsde I’escargots terrestre H. aspersa
traité parl'oxyde de bismuth (Bi2O3; N=10).

I. 2.3 Evaluation de taux de glutathion au niveau de ’intestin de H. aspersa

La Figure 29 montre I’effet de I’oxyde de Bismuth III sur I’intestins de H. aspersa apres
48h de gavage. Les résultats obtenus montrent une augmentation trés hautement significative
de glutathion (GSH) au sein des 04 organes en question (p = 0.000).

La plus forte valeur est signalée au niveau des reins des individus exposés a la forte dose
(5 mg/ind), avec 1.40 = 0.3 nmol/mg de prot., par rapport a leur témoin qui a montré 0.2 £ 0.12
nmol/mg de prot. Alors que les plus faibles variations sont notées chez les escargots traités par
0.5 mg/ind avec 0.306 + 0.116 nmol/mg de prot..
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Figure N°30 : Variations du taux de GSH au niveau des reinsde 1’escargots terrestre H.

aspersa traité parl'oxyde de bismuth (Bi.Oz; N=10).

Il. Evaluation de D’effet dul'oxyde de bismuth (III) sur le taux de la peroxydation

lipidique (LPO)
Il. 1.1 Evaluation de taux de la peroxydation lipidique au niveau de

I’hépatopancréas de H. aspersa

Une différence trés hautement significative de taux de la peroxydation lipidique (LPO)

au niveau de 1’hépatopancréas des H. aspersa (p=0.000 ; Figure 30).

Le taux des LPO dans 1’hépatopancréas témoin équivalent a 0.097 £+ 0.05 nmol/mg de

prot., cette concentration a été variée d’un groupe a un autre, le pic a été signalé au niveau de

I’hépatopancréas des H. aspersade la dose N°2 : 0.344 + 0.15nmol/mg de prot.
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Figure N°31 : Variations du taux des LPO au niveau de I’hépatopancréasde 1’escargots

terrestre H. aspersa traité parl'oxyde de bismuth (Bi-Oz; N=10) .

Il. 2.2.Evaluation de taux de la peroxydation lipidique au niveau des reins de

H. aspersa

La figure 30, illustre les variations des LPO au niveau des reins de H. aspersa, gavé par
04 doses de I’oxyde de Bismuth.

48h de gavage a induit une induction significative de la peroxydation lipidique
(p<0.001). la plus forte concentration était 0.382 = 0.12 nmol/mg de prot. chez la deuxiéme
dose (1 mg/ind), alors que la faible concentration était 0.161 + 0.10nmol/mg de prot.chez la

quatriéme dose (5 mg/ind) par rapport a leur témoin ; 0.092+ 0.05nmol/mg de prot.
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Figure N°32 : Variations du taux des LPO au niveau des reins de I’escargots terrestre H.
aspersa traité parl'oxyde de bismuth (Bi.Oz; N=10).

Il. 2.3 .Evaluation de taux de la peroxydation lipidique au niveau des intestins

de H. aspersa

Les résultats de 1’exposition des Helix aspersaa la trioxyde de Bismuth, sont similaire a

ceux des autres organes (figure 32).

Le taux des LPO sont variés de maniere significative d’un groupe a ’autre (p < 0.05).
La concentration chez les témoins gaveés par de 1’eau physiologique était équivalente a 0.189+
0.076nmol/mg de prot., le pic des concentrations était 0.265 + 0.078nmol/mg de prot.chez le
groupe gavé par 1 mg/ind de Bi>O3, et la plus faible concentration était 0.116 + 0.066nmol/mg
de prot.chez le groupe gavé par 5 mg/ind de Bi>Os.
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Figure N°33 : Variations du taux des LPO au niveau des intestinsde 1’escargots terrestre H.

aspersa traité parl'oxyde de bismuth (Bi2O3; N=10).
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Discussion

Les nanoparticules ont attiré I'attention dans divers domaines allant de la médecine
a I'industrie en raison de leurs propriétés et fonctions physicochimiques, qui conduisent a
une exposition humaine importante aux nanoparticules. Les composés a base de bismuth
(Bi) sont couramment utilisés dans les applications industrielles, cosmétiques et
médicales. Bien que la toxicité des composes a base de Bi ait été étudiée pendant des
années, il existe un sérieux manque d'informations concernant leur toxicité et leurs effets

a I'échelle nanométrique sur la santé humaine et I'environnement.

Le stress oxydatif est considéré comme le mécanisme de toxicité le plus courant
lié a I'exposition aux nanoparticules (Yang et al., 2009). Le stress oxydatif induit par les
nanoparticules entrainant la production des radicaux libres et entrainant une altération des
antioxydants. Différentes nanoparticules sont impliquées dans la perturbation de la
fonction mitochondriale par la formation d'espéces réactives d’oxygene (ROS) dans un
certain nombre de lignées cellulaires (Long et al., 2007; Kang et al., 2008; Park et al.,
2008). Les ROS provoquent un certain nombre de Iésions, notamment I'oxydation des
protéines, des lipides et de I'ADN (Shigenaga et Ames, 1991 ; Srikanth et al., 2014).

Notre objectif c’est d’évaluer I’impact oxydative du trioxyde de Bismuth sur un
bioindicateur environnemental 1’escargot terrestre Helix aspersa. Les spécimens ont été
gavés par quatre doses de Bi>Os. Cette toxicité est détectée par deux biomarqueurs de
stress oxydants ; le glutathion réduit et la peroxydation lipidique, et cela au niveau de

I’hépatopancréas, les reins et les intestins.

Une diminution puis une augmentation significative de GSH suite a 1’exposition
a une dose unique de Sh20s, indique une condition de stress oxydatif dans les organes en
question, et cela est due a la production des ROS et au systéeme de defense antioxydant
(Alshatwi et al., 2013).

Le glutathion (GSH) est un tripeptide de cystéine, de glycine et d'acide

glutamique, possede une puissante capacité antioxydante. Il joue un réle important non
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seulement dans la protection des tissus contre les effets dégénératifs des dommages
oxydatifs en éliminant les radicaux libres des composés endogenes ou exogenes (Reed,
1986), mais aussi en détoxifiant directement de nombreux composés exogenes (Lee et
al., 1996 ; Mizutani et al., 1999).

Les concentrations de GSH dans les reins sont les plus élevées que celles dans les
autres organes étudies, ce qui indique que les reins ont le pouvoir & surmonter la toxicité
des Sbh20s. Cela peut étre la raison pour laquelle la peroxydation lipidique s'est produite
dans I'hépatopancréas et non dans le rein.

Le stress oxydant peut endommager les tissus ou les cellules par I’augmentation
des LPO. Plusieurs études ont rapporté 1’effet de la microcystine sur les LPO chez les
rats et les souris (Ding et al., 1998; Weng et al., 2007).

La peroxydation lipidique a été largement étudiée dans le cadre des programmes
de surveillance environnementale. Des niveaux accrus de dommages oxydatifs en termes
de peroxydation lipidique ont été signalés chez diverses especes d'escargots exposees a
des contaminants de laboratoire ou environnementaux (Al-Daihan et al., 2010 ; Barky
etal., 2012; EI-Shenawy et al., 2012 ; Ma et al., 2014 a ; b ; Ali et al., 2015).

Dans notre étude une augmentation significative du taux de LPO est notée dans
les hépatopancréas des escargots traités. Les résultats de Boucenna (2016) de 1’évaluation
toxicologique des NPs de Fe203 sur Helix aspersa soutient nos résultats. L’étude
d’Utkarsh et al. [2015] montre que le taux de LPO a été augmenté dans les tissus d'une
maniere dépendante de la dose des IONPs des rats traités, ils ont expliqués ces niveaux
élevés de LPO par la formation des radicaux hydroxyle qui a son tour associé aux lipides
peroxydés des tissus. Dans les hépatocytes des rats traités avec le Fe2Oz nanométrique,

un taux élevé des LPO a été enregistré (Sarkar et al., 2014).

Plusieurs études montrent que les nanoparticules (NPs) peuvent pénétrer dans
I'organisme par plusieurs voies et avoir des effets toxiques systémiques sur la santé
humaine. Besnaci et al. (2019) ont étudié D’effet de FexOs sur une espece
bioaccumulatrice et bioindicatrice, l'escargot terrestre Helix aspersa. Leurs résultats
révelent un stress oxydatif déclenché et une induction du systeme de détoxification, avec
une augmentation des taux de GSH, GST, GPx et MDA (LPQO) avec une diminution de
I'activité de la catalase. Des lésions tissulaires rénales trés nettes confirment les résultats

obtenus aux premieres doses.
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L’étude de Besnaci et al., 2022 est intéressée a 1’évaluation de 1’impact des
nanoparticules de silice fumée (SiO) sur un organisme bioaccumulateur, bioindicateur
de pollution de I’environnement et un indicateur d’état sanitaire des sols, le
gastéropode Helix aspersa suite a une exposition via la nourriture. Les résultats obtenus
montrent que la présence des nanoparticules de silice dans la nourriture de H.
aspersa provoque des modifications des parameétres testés dont une augmentation du taux
des protéines totales. Ces données révélent une diminution du taux du GSH ainsi que de
I’activité de la CAT et de la GPx, parallélement a 1’observation d’une augmentation de
I’activité de la GST au niveau de ’hépatopancréas et du rein. Les perturbations notées
sont relativement plus significatives au niveau de I’hépatopancréas qu’au niveau du rein,
ce qui montrent un état de stress oxydatif chez H. aspersa exprimé par le déclenchement
du systéme de lutte contre le stress oxydatif a travers les biomarqueurs de cette réaction

métabolique.
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Conclusion

CONLUSION

A\

Les nanoparticules d’oxyde du bismuth ont suscité ces derniéres années un intérét
énorme au pres des scientifiques, du fait de leurs caractéristiques uniques trés favorables
sont en interaction continue avec I’enivrement du fait de leurs utilisations massive et
souvent non contrélé, ces nanoparticules sont utilisée dans déférents domaines :dans

I’industrie , en pharmacie et en cosmétique .

Notre étude avait I’objective primordiale de déterminée la toxicité présumée de ces
nanoparticules, aprés une exposition sub-chronique par via I’eau de boisson chez un
model biologique I’escargot helix aspersa , en utilisant les biomarquers de détoxification
GSH, TBA et dosage de protéinées, les effets dans les trois organes ont été évalués ; le

foie, les reins et 1’intestin .

En s’appuyant sur nos résultats ont a conclu que les nanoparticules d’oxyde de

bismuth pouvait causee les effets suivant :

Une augmentation significative de taux de GSH au niveau de les 3 organes suite au
traitement par forte dose de bismuth .

Une augmentation de taux de TBA et une dimention a partir la dose 3 au niveau de les
3 organe .

En conclusion, il est évident que les nanoparticules d’oxyde de bismuth exercent un

effet toxique a certaines concentrations chez 1’escargot helix aspersa
Perspective :

Conduire cette recherche sur d’autres modeles biologiques.

Faire le méme type d’étude sur un autre type de NP métalliques.

Appliquer d’autres testes biochimiques (dosage du SOD, GST ,GPX ,CAT, LDH
) eenn€X)

La réalisation d’autres approches toxicologiques sur ce type des nanoparticules afin
d’¢élargir les connaissances sur leurs mécanismes de toXicité .

Une législation nationale sur les nanoparticules en général et spécifique sur le dioxyde
du bismuth , avec des lignes directives, limitation d’usage et restriction .
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> Un control sévere et efficace des utilisations industrielles et médicales de Bi203 , avec

limitation d4usage massive .
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