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INTRODUCTION ET OBJECTIF

Introduction

Radicaux libres, especes réactives de lI'oxygene (ERO), stress oxydant et antioxydants sont
devenus des termes familiers tant dans le monde médical que dans le grand public. Au début
des années 2000, ces notions n’étaient généralement évoquées que dans les congres
scientifiques. Mais ces derniéres années, l’industrie pharmaceutique, les laboratoires
d’analyses médicales et la presse grand public ont massivement diffusé des informations

relatives au stress oxydant et aux antioxydants.

Le stress oxydant représente ’incapacité de [’organisme a se défendre contre 1’agression des
espéces réactives de 1'oxygene, en raison de I’existence d’un déséquilibre entre la production
de ces substances et la capacité de défense antioxydante. Les antioxydants peuvent agir par
plusieurs maniéres, leurs mécanisme d’action peut étre direct ou indirect, en tant que partie de
la structure d’enzymes et/ou cofacteurs d’enzymes antioxydants, comme dans le cas des
oligoéléments (zinc, cuivre et sélénium).

Dans un souci de prévention, il conviendra donc de disposer d’outils performants permettant
d’évaluer correctement le statut de stress oxydant chez un individu afin d’apporter les
corrections nécessaires et optimiser les défenses antioxydantes et diminuer les dommages
oxydatifs.

C’est dans ce cadre que s’inscrit le travail réalis¢ au cours de ce mémoire de fin d’études ; en
vue de la mise au point et la validation d’'une méthode de dosage d’un de ces oligoéléments en
I’occurrence le zinc dans le plasma par spectrophotométrie d'absorption atomique selon le
protocole proposé par la Société Francaise des Sciences Techniques Et Pharmaceutiques
(SFSTP 2006).

En effet ce travail est scindé en deux parties : une est une revue de la littérature comportant
deux chapitres : Stress oxydant et oligoéléments. L’autre partie concerne la mise au point et

la validation d’une méthode de dosage du zinc dans le plasma par SAA/flamme.
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Objectif

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Toxicologie du département de Pharmacie
de la faculté de médecine de l'université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

L'objectif étant la mise au point et la validation d'une méthode de dosage du zinc, dans le
plasma humain par spectrophotométrie d'absorption atomique/flamme, en utilisant le profil
d'exactitude comme outil de décision, approche harmonisée décrite dans le guide de
validation élaboré par une commission de la Société Francaise des Sciences Techniques et
Pharmaceutiques (SFSTP) publié dans la revue STP Pharma Pratique en janvier 2006.
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1. Définitions

1.1. Pro-oxydant
Un pro-oxydant est une substance qui déclenche un stress oxydatif par 1’augmentation des

radicaux libres, des molécules réactives connues pour endommager les cellules [1].

1.2. Antioxydant
Les antioxydants sont définis comme « toute substance qui, en faible concentration par
rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit I’oxydation de ce substrat ».

IIs peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur origine[2].

1.3. Stress oxydatif

Le stress oxydatif, dénommé également stress oxydant, résulte d’un déséquilibre de la balance
« pro-oxydants/antioxydants » en faveur des oxydants, ce qui se traduit par des dommages
oxydatifs de I’ensemble des constituants cellulaires : les lipides avec perturbations des
membranes cellulaires, les protéines avec altération des récepteurs et des enzymes, les acides
nucléiques avec un risque de mutation et de cancérisation. Un stress oxydatif peut donc se
développer suite a une surproduction des oxydants comme les espéces activées de 1’oxygéne
et/ou a une diminution des systéemes de défense antioxydants[3].

Au cours du temps, la notion de stress oxydant a évolué¢ notamment avec I’avénement de la
biologie moléculaire qui a montré que les EOA ont aussi un réle physiologique important. En
effet, les EOA produites en permanence dans 1’organisme sont impliquées dans le maintien de
I’homéostasie cellulaire (prolifération cellulaire normale, métabolisme normal, état redox
normal pour I’expression de génes). Dans cette perspective, les antioxydants sont alors des
régulateurs de la production des EOA, dont ils préviennent les effets déléteres potentiels. La
vraisemblable nécessité d’un stress oxydant «physiologique» régulateur explique sans doute
en partie les échecs relatifs d’études interventionnelles basées sur des supplémentations en

antioxydants[4].
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Figurel: Mécanisme montrant un stress oxydant au sein d’une cellule [5].

2. Especes réactives de I'oxygene (ERO)

2.1. Définition des ERO et RL

Les ERO sont souvent associées aux radicaux libres. On définit par le terme de radicaux
libres, tout atome, groupe d’atomes ou molécules qui posséde(nt) sur son orbital externe un
électron célibataire non apparié. Les radicaux libres sont des substances chimiques trés
instables, de durée de vie trés courte (10° & 10 s) et trés réactives par rapport a leur électron
célibataire qui va chercher a se ré-apparier. Un radical libre va, en effet, chercher a se
stabiliser au détriment des structures environnantes. L’exemple le plus simple de radical libre
est I’hydrogéne qui posséde un seul électron non apparié sur sa couche orbitale externe. Ainsi,
les radicaux libres ne sont pas forcément associés a des espeéces dérivant de I’oxygene, la

notion de réactivité n’est pas forcément relative aux radicaux.

Les ERO désignent a la fois des espéces radicalaires de 1’oxygeéne et deS espéces non
radicalaires. Ainsi, tous les radicaux oxygénés sont des ERO, mais tous les ERO ne sont pas

des radicaux [5].
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2.2. Different types d’ERO

2.2.1. ERO radicalaires
Les especes radicalaires ou radicaux libres de I’oxygéne (RLO) possédent un électron non
apparié. Il existe aussi des espéces radicalaires dérivant de 1’azote mais appartenant a la classe

des especes réactives oxygénees (Tableau 1)[6].

Tableau | : Exemples des espéces radicalaires de I’oxygéne.

Dénomination Formule chimique
Anion superoxyde 0y
Radical hydroxyle HO'

radical perhydroxyle HOy
Radical peroxyle ROO"
Radical alkoxyle RO

2.2.2. ERO non radicalaires
Les dérivés non radicalaires ne possedent pas d’électron célibataire, ce sont des especes

activées dérivant de 1’oxygéne ou de 1’azote ou chlore. Ils réagissent avec des meétaux
(tableaull)[6].

Tableau Il : Exemples des espéces non radicalaires oxygénées.

Dénomination Formule chimique
Oxygéne singulet 10
Peroxyde d'hydrogéne H202
Nitreperoxyde ONOOH
Peroxynitrite ONOO
lon hypochlorite ClO™
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3. Rdle physiologique des ERO

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des especes extrémement
dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout en étant des
especes indispensables a la vie. Ils remplissent en effet de tres nombreuses fonctions utiles
qui, a part la phagocytose, ont été découvertes recemment.

Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de
signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents pathogénes, a la destruction par
apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire, a la différentiation cellulaire, a la
régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment
ceux de la mémoire, a la fécondation de I'ovule, a la régulation des génes, phénomene appelé

contréle redox des génes[7].

4. Origine des ERO
4.1. Origine endogene

4.1.1. Mitochondrie

La mitochondrie est le principal organite producteur d'énergie sous forme d'ATP. Elle est
aussi considérée comme la plus grande source de production des ERO (de I’ordre de 0,2 a 0,4
% de ’oxygéne consommé[8]). Il a été démontré que les complexes | et Il de la chaine
respiratoire sont responsables de la production d’anion superoxyde Oz, qui est ensuite

rapidement converti en H2O> par la superoxyde dismutase (SOD)[9,10].

O,* 0,

) I
43| Complexe ATP }ﬁﬂﬁﬁﬁﬁﬁ

IV fllsynthase JJUJUUNY

ADP + Pi ATP

0,*; H,0, H*

Figure 2: La chaine respiratoire mitochondriale: La chaine respiratoire, au niveau de la
membrane interne, est constituée de 4 complexes (I-11-111-1V) contenant les transporteurs
d’¢électrons et permettant la réduction de 1’02 en H2O. Lors de la réduction il se créé un
gradient de protons au niveau de 1’espace inter-membranaire ainsi qu’une production d’ERO
dans la matrice au niveau des complexes | et Ill. La force du pompage des protons vers la
matrice permet la synthése d’ATP via le complexe V (ATP synthase)[11].
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Si la mitochondrie est la source principale de la production des ERO, elle est aussi une de
leurs cibles. Ainsi, 1’anion superoxyde peut réagir avec de I’oxyde d’azote et former du
peroxynitrite. Le peroxynitrite peut endommager les composants de la chaine respiratoire
mais aussi I’ADN mitochondrial, ce qui va augmenter la production des ERO. On va ainsi
avoir une modification de la morphologie et de la fonction des mitochondries entrainant une

génération des ERO plus importante[12].

4.1.2. NADPH oxydase

La NADPH oxydase est un complexe enzymatique membranaire. D’abord considérée comme
des enzymes exprimées uniquement dans les cellules immunitaires (macrophages et
monocytes), il a ensuite été découvert qu’il existait 7 isoformes de NADPH oxydase
exprimeées dans divers tissus et impliquées dans divers processus biologiques [13].

Les NADPH oxydases catalysent la réaction d’oxydation du NADPH par I’oxygéne (O2), ce
qui produit du NADP*, du H* et de I'O2". Ces deux derniers composés réagissent entre eux

pour former du peroxyde d'hydrogéne (H20>) selon la réaction [14] :

202+ NADPH — 02"+ NADP* + H*

02"+ 2 H+ - H202

Ce complexe enzymatique entraine ainsi la synthése des ERO. L’activité¢ de la NADPH est
sensible a des facteurs métaboliques tel que 1I’hyperglycémie[13,15]. Au niveau cardiaque, il
s’agit de la premiere source de production des ERO. Plus particulierement, ce sont les
isoformes Noxz et Noxs qui sont le plus impliquées dans la production des ERO au niveau des
cardiomyocytes [16,17].

4.1.3. Xanthine oxydase
La xanthine oxydase est une enzyme cytosolique qui génére des ERO en réduisant

I'nypoxanthine en xanthine ainsi que la xanthine en acide urique selon la figure:

0] (0]
H
HN | N> Xanthine Oxidase > Xanthine OX|dase >:O
% &J\
K\N N \
H,0 + 0, H,0, H,0 + 0, 2o2
Hypoxanthine Xanthine Uric acid

Figure 3: Mécanisme de reduction de I'hypoxanthine en acide uréique[18]



CHAPITRE | STRESS OXYDANT

Cette enzyme est surtout présente dans le foie mais peut se retrouver dans la circulation en
cas d’atteinte hépatique. La production des ERO par la xanthine oxydase est faible en
condition physiologique mais jouerait un role important lors de 1’ischémie-reperfusion. Dans
le cas de I'ischémie, la grande consommation de I’ATP conduit a une accumulation

d’hypoxanthine et de xanthine et donc une production des ERO plus importante[18].

4.2. Origine exogéne

Les radicaux libres exogénes proviennent d'un apport extérieur, c'est-a-dire lors d'une
exposition a un environnement toxique. Les xénobiotiques, les pesticides, les insecticides sont
seulement quelques exemples pouvant pénétrer au corps humain et induire la formation de

radicaux libres.

Les rayonnements UV induisent la synthése de radicaux libres du type Oz, HO", Ozet des
molécules génératrices de radicaux libres tel que H202, par [Pintermédiaire
d’agentsphotosensibilisants. Par ailleurs les radiations ionisantes provoquent également la
générationde radicaux libres dérivés de I’oxygeéne [19].

L’ingestion d’alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers mécanismes. La
xanthine oxydase et I’aldéhyde oxydase peuvent oxyder le principal métabolite de 1’éthanol,
I’acétaldéhyde, avec production d’O;". D’autre part 1’éthanol stimule également la production
d’anion superoxyde par induction de la synthése des NADPHoxydase, NADPHcytochrome
réductase et du cytochrome P450[20].

Des toxiques tels que I’oxyde d’azote (NO)et le dioxyde d’azote (NO2), présents dans notre
environnement (suies, goudron, tabac, polluants industriels), participent a la genése de
radicaux libres ; ils peuvent aussi réagir avec le peroxyde d’hydrogéne produit par les
macrophages au niveau des alvéoles pulmonaires et donner naissance a des radicaux
libres[21].

5. Les cibles du SO
Les ERO réagissent avec les premiéres molécules qu’elles rencontrent. Elles ont comme cible

les lipides, les protéines, les glucides et les acides nucléiques[7].

5.1. Les acides nucléiques
Les ADN nucléaires et mitochondriales constituent une cible cellulaire importante. Les bases
qui composent I’ADN sont sensibles a 1’oxydation. Ces attaques sont essentiellement causées

par le ‘OH. Elles sont de différents types[22] :
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v" Modification de base azotée, en particulier la guanine qui peut étre transformée en 8-
hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OHdG) ou encore la thymine en thymine glycol. Cela
entraine un non-appariement des bases, ou un mauvais appariement, ou encore un
blocage de la réplication de I’ADN ;

v' Destruction de la liaison entre la base et le désoxyribose, al’origine d’un site
dépourvu de base ou « abasique », qui s’avere étre non fonctionnel ;

Ainsi nous constatons que ces dommages peuvent participer & une mutagénese, a un arrét des
divisions cellulaires par blocage des mécanismes de réplication, a un arrét de la synthése
protéique par blocage des mécanismes de transcription/traduction, et enfin a une mort
cellulaire. les ERO pourraient méme étre impliquées dans I’initiation et la progression d’un

cancer stress oxydant induit[23].

5.2. Les lipides

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont les cibles privilégiées des ERO radicalaires en
raison de leurs hydrogenes bis-allylique facilement oxydable. Plus I’acide gras est insaturé et
plus il est susceptible d’étre un peroxyde, c’est-a-dire dégradé par un processus oxydant non
enzymatique. Le mécanisme radicalaire comporte trois étapes successives : I’initiation, la

propagation et laterminaison[7].

La phase d’initiation débute par une cassure homolytique d’une liaison sous 1’arrachement
d’un hydrogene (création d’un radical d’acide gras R") a partir d’un acide gras (RH). Cette

déshydrogénation peut étre provoquée par un initiateur radicalaire tel que le HO® et le HOO®

RH+HO" — R+ H20

Le radical lipidique R"subit ensuite un réarrangement moléculaire pour donner un radical avec

une structure de diene conjugué, plus stable.

R+ R"—> R-R

La propagation est réalisée par la fixation d’une molécule d’O2¢et formation un radical peroxyl
(ROQ"). Ce radical est suffisamment réactif pour arracher a nouveau, un hydrogéne a un acide
gras polyinsaturé voisin, propageant ainsi la réaction. L’hydroperoxyde lipidique (ROOH)
formé peut étre oxyde en présence de métaux de transition divalents Fe?*ou Cu?" et entrainer

la formation d’alcalanes et d’aldéhydes toxique:
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R +02 — ROO’
ROO'+R°’H — ROOH +R’’

La réaction en chaine peut étre interrompue (phase de terminaison) par I’association de deux
radicaux libres et la formation d’un composé stable ou le plus souvent par la réaction du

radical avec une molécule antioxydante [24].

R+ R - R-R
ROO"+ ROO" — ROOR +H20
ROO" + R® —- ROOR

L’attaque des lipides concerne les lipoprotéines circulantes ou les phospholipides
membranaires. Dans le premier cas, 1’oxydation des lipides ou des lipoprotéines circulants
aboutit a la formation des LDL oxydés qui peuvent étre captés par les macrophages et former
des dépdts lipidiques de la plaque d’athérome. Dans le second cas, 1’attaque des
phospholipides membranaires modifie la fluidité de la membrane et perturbe le
fonctionnement des récepteurs et des transporteurs se trouvant a leur surface [25].

La peroxydation lipidique fournit ainsi une grande variété de produits, dont certains peuvent
réagir avec les protéines et ’ADN. Parmi les produits formés lors de la peroxydation
lipidique, I’isoprostane, le malonyldialdehyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) ont

été étudiés comme marqueur de la peroxydation lipidique [26].

5.3. Les protéines:

A cause de leur abondance dans 1’organisme, les protéines sont une cible importante des
ERO. Ils altérent ’extrémité des chaines protéiques de facon réversible ou irréversible
provoquant une dégradation de 1’activité protéique pouvant aller jusqu’a une perte complete

de fonction ou une agrégation protéique. Les dysfonctionnements sont nombreux[27] :

v' Récepteurscellulaires ;
v Anticorps ;
v Signaux de transduction ;

v Fonctions de régulation ;

10
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v’ Transport protéique ;
v’ Activité enzymatique.

Lors de [Daltération des protéines fixées a des transporteurs contenant des métaux de
transition, ceux-ci sont libérés ce qui renforce les effets néfastes du radical hydroxyle HO".
Les protéines altérées peuvent étre, par exemple, a 1’origine de réactions auto-immunes ou
s’accumuler entre les cellules et s’agréger avec les lipides pour former des dépdts de
lipofuscine. Ces dépbts sont caractéristiques des tissus agés.

L’oxydation des protéines se fait notamment par 1’addition de groupes carbonyles qui peuvent
réagir avec des fonctions amines pour former des liaisons imines (-HC=N-). Lorsque deux
tyrosines proches sont oxydées, il peut se former une liaison di-tyrosine. Ces deux processus

participent au phénomeéne d’agrégation protéique observé [28].

5.4. Les glucides

Les cibles glucidiques sont essentiellement le glucose et les protéoglycanes du cartilage.
L’oxydation au sens large du glucose est aussi appelée « glycosoxydation », elle se fait en
deux mécanismes possibles[2] :

v" Soit oxydation au sens strict du glucose, donnant des dérivés carbonyles susceptibles
de réagir avec une protéine, pour aboutir a la formation de «Produits Finaux de
Glycosylation (PFG)».

v" Soit formation d’une liaison covalente entre un ose et les groupements amines libres
d’une protéine : on parle de « glycosylation non-enzymatique des protéines ». Cela
forme une protéine glyquée, qui peut étre attaquée par des ERO telles que HO" ou
NOs3™ pour former des Produits Finaux de Glycosilation (PFG).

Ces PFG sont d’une importance capitale, car en présence de métaux de transition ils

favorisent la libération d’O;".
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Figure 4 : Oxydation au sens large du glucose ou « Glycosoxydation », selon les 2 voies
principales : glycosylation non enzymatique des protéines en haut, et oxydation au sens strict
du glucose en bas. PFG : produits finaux de glycosylation [2].

6. Les défenses antioxydantes
Pour se protéger des effets déléteres des ERO, I’organisme dispose d’un ensemble complexe

de défenses antioxydantes.

On distingue deux sources d’antioxydants : I’une est apportée par 1’alimentation sous forme
de fruits et légumes riches en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides,
glutathion ou acide lipoique; 1’autre est endogéne et se compose d’enzymes (superoxyde
dismutase, glutathion peroxydase, catalase), de protéines (ferritine, transferrine,
céruléoplasmine, albumine) et de systéemes de réparation des dommages oxydatifs comme les
endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le

zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydants[29].
6.1 Systemes de défense enzymatiques

6.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)
La Superoxyde dismutase (SOD) et une métallo-enzyme qui catalyse la dismutation de
I’anion superoxyde Oz en espéces moins réactives le H>O.et en O2a une vitesse extrémement

impotente (environ 2.10°L.mol.s)[30].

20 + 2H* — H202 + 02[31]
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Quoique cette enzyme ait été isolée trés tot en 1939, c’été qu'en 1969 que McCord et
Fridovich ont prouvé leur activité antioxydante. Il existe trois isoformes (types) des (SOD) :
cytosoliqgue Cu, Zn-SOD, Mitochondriale Mn-SOD et extracellulaire EC-SOD le r6le de
chacune est la dismutation de radicale superoxyde en H20. et en O pour le premier type;
alors que le Mn-SOD a une activité anti-tumorale tres efficace, par ailleurs la EC-SOD a un
réle fondamental dans la protection antioxydante des surfaces cellulaires et des protéines de la

matrice extra cellulaire[32].

6.1.2. Catalases
Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes elle permette de convertir
deux molécule de H202en H20 et O,[33].

2H202 — 2 H0 + O2

Une molécule de Catalase peut convertir Six million de molécules d’hydrogéne peroxyde en

eau et en oxygene chaque minute[34].

6.1.3. Glutathion peroxydases (GPxs)

La GPx est une sélénoprotéine qui existe sous cing isoformes,elle réduit les peroxydes aux
dépens de son substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son rble principal consiste en
I’¢élimination des peroxydes lipidiques résultant de 1’action du stress oxydant sur les acides

gras polyinsaturés.

La GPx est effondrée en cas de déficit majeur en sélénium, elle est donc un bon reflet de cette
carence. Toutefois, pour un apport adéquat en Sélénium, les teneurs en GPx atteignent un
plateau. Le dosage en GPx ne peut donc étre utilis¢€ comme marqueur d’une intoxication en
sélénium. Cependant, sa synthése étant rénale et hépatique, d’autres facteurs tels que

I’insuffisance rénale ou la cytolyse peuvent modifier sa concentration [35].

6.1.4. Systeme thiorédoxine

Le milieu intracellulaire est plutdt réducteur, les protéines contiennent des groupements thiols
libres et les ponts disulfures sont rares. L’antioxydant majeur responsable du maintien des
protéines a 1’état réduit est la thiorédoxine qui sera régénérée par le NADPH sous I’action de

la thiorédoxine réductase (TrxR) qui posséde un groupement sélénocystéine dans son site

13



CHAPITRE | STRESS OXYDANT

actif. Elle intervient dans la dégradation des peroxydes lipidiques et du peroxyde

d’hydrogéne, ainsi que dans la régénération du radical ascorbyl en acide ascorbique [35].
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Figure 5: Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants[25].
6.2. Systemes de défense non enzymatiques

6.2.1. Le glutathion et les protéines-thiols:
Le glutathion est un tripeptide (y-glutamyl-cystéinylglycine) ubiquitaire produit dans
différents tissus ou il est présent a des concentrations de 1’ordre de 1 a 10 mM chez les

mammiferes[36].

Il es présent dans de nombreux compartiments intracellulaires (cytosol, noyau,
mitochondries) soit sous sa forme réduite (GSH) a une concentration intracellulaire de 0,1 a 1
mM, soit sous sa forme oxydée (GSSG) a des concentrations dix fois moins importantes. Un
rapport GSH/GSSG élevé est essentiel pour assurer une protection contre le stress
oxydant[11].

Le groupement thiol permet au glutathion d’intervenir dans de nombreuses réactions de
réduction. Il participe également aux réactions de détoxification des ERO, notamment H20- et

aussi lors de la détoxification des xénobiotiques électrophiles[36].
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Le glutathion agit comme un antioxydant notamment au niveau mitochondrial ; en présence
de GPx dépendante du sélénium, il réduit le peroxyde d’hydrogéne prévenant tout effet
délétere tel que la peroxydation lipidique. Le glutathion sert ainsi de cofacteur a la GPx,
comme c’est le cas pour la glutathion-S-transférase (GST). Il permet aussi la regénération de
différents antioxydants dont les vitamines C et E. Le glutathion est également impliqué dans

les processus d’apoptose et de division cellulaire[36].

6.2.2. Vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est hydrosoluble et considérée comme étant I’antioxydant
naturel le plus puissant[37]. La plupart des mammiferes sont capables de synthétiser la
vitamine C dans leur foie ou dans leurs reins. Ce n’est pas le cas de ’homme qui doit assurer
un apport journalier d’environ 100 mg via une alimentation riche en fruits[35].

Présente sous sa forme ascorbate, elle piege les radicaux pyroxyles en phase aqueuse avant
qu’ils initient la réaction de peroxydation lipidique protégeant ainsi les membranes et les
lipoprotéines. La vitamine C peut avoir un effet pro-oxydant et ainsi se lier avec des ions
métalliquesdont Fe3* pour le réduire en Fe?* qui pourra ensuite catalyser différentes réactions
dont celle de Fenton générant ainsi de nouvelles ERO[37] :

H202 + Fe** — OH +Fe*+ OH  (Réaction de Fonton)

Elle inhibe également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E & partir de la
forme radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques. Ses fonctions sont
nombreuses : contribution au bon fonctionnement du systéme immunitaire, implication dans
la synthése du collagéne et des globules rouges ainsi que dans les mécanismes de

métabolisation du fer[35].

6.2.3. Vitamine E

Le terme vitamine E comprend deux classes : les tocophérols et les tocotriénols. Le compose
principal est 1’a-tocophérol qui est synthétiseé par les plantes[37]. D’un point de vue
biologique, deux isoméres sont particuliérement intéressants, 1’a- et le y-tocophérol. Leur
caractere hydrophobe leur permet de s’insérer au sein des membranes riches en acides gras
polyinsatures, ou ils jouent un réle protecteur en reagissant avec les radicaux pyroxyles
(ROO¢) pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la
peroxydation lipidique. Si I’a-tocophérol est le plus abondant, il semble que le y-tocophérol

soit le plus efficace a ce niveau. Les apports journaliers d’a-tocophérol sont de 1’ordre de 10
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mg : il se retrouve en quantité variable dans les huiles (soja, mais, olive) et dans les noix et

noisettes. Le y-tocophérol est présent essentiellement dans I’huile de sésame [35].
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Figure 6: Régénération d’a-tocophérol par I’acide ascorbique[38].

6.2.4. Caroténoides

Ce terme regroupe les rétinoides et les provitamines A aussi appelés caroténoides. Ces
derniers sont majoritairement connus comme étant des précurseurs de la vitamine A tels que
le B-carotene. Les caroténoides sont de puissants agents anti-radicalaires qui neutralisent tant
des especes électroniquement que chimiquement actives. lls ont également un role de
protection vis-a-vis des réactions de photosensibilisation. En fonction de la concentration en
caroténoides, leurs effets sont différents : a faible concentration, ils ont une action
antioxydante alors qu’a plus forte concentration, ils se comportent comme des agents pro-
oxydants[11].

6.2.5. Coenzyme Qo

Le coenzyme Q1o, appelé ubiquinone en raison de son ubiquité dans les cellules, est un dérivé
benzoquinolique avec une longue chaine latérale isoprénique. Cette chaine latérale confére a
la molécule un caractere lipophile qui lui permet de s’insérer dans les membranes et les
lipoprotéines. 1l appartient a la chaine respiratoire mitochondriale et permet le transport
d’¢électrons des complexes I et II vers le complexe IlI(figure2). Le Coenzyme Q10 est un

puissant inhibiteur de la peroxydation lipidique en synergie avec la vitamine E [39].

Il est également impliqué dans la régénération de la vitamine E, ce qui amplifie son réle
protecteur contre les ER. Son effet antioxydant s’exerce aussi au niveau de I’ADN et des

protéines, étant donné qu’il est un antioxydant liposoluble endogéne[40].

16




CHAPITRE | STRESS OXYDANT

6.2.6. L’acide urique

Produit terminal majeur du métabolisme des purines chez I’homme, il est a pH physiologique
majoritairement ionisé¢ sous forme d’urate, un piégeur puissant de radicaux libres. Les
propriétés antioxydantes de 1’urate in vivo peuvent étre appréciees indirectement par le fait
qu’un produit de réaction de 1’urate avec les EROs, est présent a des taux élevés lors d’un

stress oxydant [35].

6.2.7. La bilirubine

La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de 1’héme et résulte essentiellement du
catabolisme de 1’hémoglobine par les cellules réticulo-endothéliales. Composé non
hydrosoluble, elle se lie & I’albumine dans un rapport steechiométrique 1/1, ce qui empéche sa
pénétration dans des tissus riches en lipides tels que le cerveau. La bilirubine est capable de
piéger les radicaux peroxyles et ’oxygene singlet. Ainsi, elle protége 1’albumine et les acides

gras liés a I’albumine des attaques radicalaires [35,41].

6.2.8. Les polyphénols

Ils constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les végétaux.
L’alimentation fournit environ 1g de polyphénols par jour principalement par I’apport en
fruits et, dans une moindre mesure, en légumes et en céréales. Ils sont présents sous forme
d’anthocyanine dans les fruits rouges et le vin rouge, sous forme de flavonoides dans les
agrumes, I’huile de lin et sous forme d’épicatéchine dans le vin, le thé, le chocolat, les
pommes, les oignons et les algues brunes. Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des

EOA et de trés bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre [35].

6.2.9. Les oligoéléments

Les oligoéléments ( zinc, cuivre et sélénium) ne sont pas des antioxydants en tant que tels, car
ils ne peuvent pas piéger les radicaux libres, mais ils jouent un role primordial comme
cofacteur de nombreuses enzymes. Le zinc et le cuivre sont des cofacteurs de la SOD alors

que le sélénium est un cofacteur de la GPx[35]. (voire chapitre I1)

7. Les consequences du stress oxydatif

Les consequences biologiques du stress oxydatif seront extrémement variables selon la dose
et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et I'expression de
protéines d'adhésion ; des stress moyens faciliteront I'apoptose, alors que de forts stress

provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane cellulaire,
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entrainant des lyses immédiates. De nombreuses autres anomalies biologiques sont induites
par le stress oxydatif : mutation, carcinogenése, malformation des feetus, dépdt de protéines
anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dép6t de lipides oxydés, et

immunosuppression.

Dans plusieurs maladies graves, notamment celles liées au vieillissement, le stress oxydatif
est le facteur déclenchant originel. C’est le cas des cancers, des pathologies oculaires
(cataracte et dégénérescence maculaire), des maladies neurodégénératives (ataxies, sclérose
latérale, maladie d’Alzheimer). La sclérose latérale amyotrophique familiale est I’exemple le
plus demonstratif, puisque cette maladie genetique est due a un défaut sur le géne de I’enzyme
antioxydant superoxyde dismutase. Dans de nombreuses autres maladies, le stress oxydatif est
secondaire a 1’établissement de la pathologie, mais participe a ses complications immunitaires
ou vasculaires. C’est le cas de maladies infectieuses comme le sida ou le choc septique, le

diabéte, la maladie de Parkinson ou I’insuffisance rénale[25].

Tableau I11 : Liens entre les maladies humaines et le stress oxydant[42].
Maladies dues a Maladies ou le stress Maladies ou le stress | Maladies entrainant
une production oxydant est la cause oxydant fait partie un stress oxydant
insuffisante de primordial des facteurs secondaire
radicaux libres déclencheurs
v Agranulo v Cancer v Maladie v Diabete
matose v Auto-immunité d’ Alzheimer v Insuffisance
septique v Cataracte v Stérilité rénale
v Psoriasis v Dégénérescence masculine v Mucoviscidose
maculaire v Maladies v Sida
v Sclérose latérale virales : EBV, v Choc septique
amyotrophique HBV v Infarctus de
v Photo- v Rhumatismes myocarde
vieillissement v Athérome v Parkinson
cutané v Asthme v Ischémies/repe
v Photosensibilisation v Insuffisance rfusion
v lrradiation respiratoire v Bralures
v Intoxication : CCla, v thalassémie
Fe, Cd, alcool v Greffe
v Hémochromatose d’organes

8. Evaluation du stress oxydant

Un grand nombre de techniques actuellement utilisables pour évaluer le stress oxydant ont fait
I'objet d'ouvrages ou de revues. Toutefois, ce domaine de la biologie n'a pas encore été étudié
avec la rigueur et le souci de standardisation et d'optimisation des méthodes, habituels en

biologie clinique. Une grande disparité de techniques et de résultats complique donc
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I'interprétation des résultats et alimente polémiques et désarroi de celui qui est désireux

d'aborder ces techniques. Par ailleurs, il existe des difficultés inhérentes a cette exploration,

liées a la rapide fugacité des especes radicalaires, a I'oxydabilité des parametres redox, ainsi

qu'a la localisation de ce stress dans un type donné et d'un nombre réduit de cellules dans un

tissu sain(21).

L'exploration du statut radicalaire peut se faire selon quatre axes[35] :

1.

2
3.
4

la détermination des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques;

le dosage des oligo-éléments;

la mesure des dommages oxydatifs au niveau des lipides, de I’ADN et des protéines;
I’identification de sources génératrices de stress oxydant (inflammation,

hyperglycémie, hyperhomocystéinémie).
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Tableau IV : Antioxydants et marqueurs d’oxydation[35].

ANTIOXYDANTS

vitamine C

piégeur de radicaux libres marqueur de la
consommation de fruits
valeur plasmatique basse associée avec
I’apparition de diverses pathologies

H:8,6a18,83ug/mi
F:6,21a415,18 ug/
ml

a- tocophérol

inhibiteur de la peroxydation lipidique
action de synergie avec la vitamine C
(rapport idéal de concentration)

8a15mg/ litre

y- tocophérol

valeur plasmatique basse plus prédictive que
1’a- tocophérol dans survenue de pathologies
cardiovasculaires et de cancer de la prostate

la0,28a2,42mg/
litre

vitamine A

piégeur de radicaux libres implication dans la
vision

1200 a 3700 Ul / litre

B- carotene

marqueur de la consommation de Iégumes
piégeur de 1I’oxygéne singulet, inhibition a forte
concentration de mécanismes physiologiques de
défense

0,052 0,68 mg/ litre

glutathion réduit

glutathion oxydé

glutathion réduit marqueur de la présence d’un
stress oxydant
action de synergie avec la vitamine C

717 a 1110 uMol/litre

1,17 a 5,32 uMol/litre

inhibiteur de la peroxydation lipidique

0,3a1,39 mg/ litre

phénomeénes d’ischémie - reperfusion

ubiquinone implication dans la chaine respiratoire
mitochondriale
antioxydant possédant la plus forte réactivité H <70 mg/ litre
acide urique avec les radicaux libres reflet de la présence de F <60 mg/ litre

vitamines B6, B9 et
B12

régulatrices de la concentration plasmatique
en homocystéine implication dans la synthese de
I’ubiquinone

B9:2,2a17,5ng/ ml
B12 > 200 pg / ml

superoxyde
dismutase (SOD)

¢limination de 1’anion superoxyde

785241570 Ul / g Hb

785 a 1570 Ul/g Hb

¢limination du peroxyde d’hydrogene et des
peroxydes lipidiques reflet d’une adaptation au
stress oxydant facteur de risque cardiovasculaire

H :20-56 Ul / g Hb
F:26-58 Ul / g Hb

OLIGOELEMENTS

co - facteur des différentes GPx

de peroxydes lipidiques

sélénium role dans immunité 94-130 pg / litre
cuivre co - facteur de la SOD F:0,8-1,55 mg/ litre
facteur prooxydant a forte concentration H:0,7-1,40 mg / litre
co - facteur de la SOD
zinc inhibe les réactions d’oxydation induites 0,8-1,20 mg / litre
par le cuivre-role dans I’immunité
marqueur de la présence d’un stress oxydant
rapport Cu/Zn corrélation positive avec le taux plasmatique 1-1,17
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Parmi tous ces parametres, pointons quelques analyses intéressantes :

- Le rapport vitamine C / a-tocophérol : ces deux antioxydants agissent en synergie et la
valeur optimale du rapport doit étre supérieure a 1,3. Des valeurs inférieures sont
clairement associées avec un risque accru de développer des maladies cardio-vasculaires.

- Le rapport glutathion réduit (GSH) / glutathion oxydé (GSSG) est un excellent
marqueur du stress oxydant et de son importance. En effet, le GSH réagit tres rapidement
avec les EOA pour former le GSSG ; plus la valeur de ce rapport est basse, plus le stress
oxydant est eleve.

- Le rapport Cu/Zn : & concentration élevée, le cuivre devient pro-oxydant et favorise la
formation des EOA. A I"opposé, le zinc inhibe les réactions radicalaires induites par le
cuivre. La mesure du rapport plasmatique Cu/Zn est donc un excellent marqueur du stress
oxydant. De plus, il existe une corrélation positive étroite entre la valeur de ce rapport et le
taux circulant de peroxydes lipidiques.

- Les isoprostanes : ils résultent spécifiquement de 1’attaque des radicaux libres oxygénés
sur 1’acide arachidonique et ils sont des marqueurs terminaux stables de la peroxydation
lipidique («gold standard technique»). lls sont stables in vivo et in vitrO+ ; ils peuvent étre
dosés a des concentrations picomolaires (GC/MS), mais il faut une extraction et un
appareillage spécifiques; ils ne sont pas affectés par 1’alimentation Par ailleurs, leur
formation in vivo est corrélée a I’importance du stress. L’étude CARDIA, réalisée chez
2.850 jeunes adultes, a montré la présence de calcifications des arteres coronaires chez
10% des sujets (21). Les taux plasmatiques de F2-isoprostanes étaient corrélés a la
présence de calcifications des artéres coronaires, confirmant ainsi que la peroxydation
lipidique pourrait avoir un role initiateur dans le développement précoce de la plaque
d’athérome (22). Il est a noter que ce marqueur est de loin beaucoup plus spécifique de la
peroxydation lipidique que le classique dosage (et malheureusement toujours utilisé) de la
malondialdéhyde par la méthode des TBARS.

- Les LDL oxydées et les anticorps anti-LDL oxydées : il existe une relation étroite entre
I’¢lévation des taux plasmatiques de ces marqueurs et la progression de 1’athérosclérose
(23). Des études ont montré que les taux plasmatiques de LDL oxydées sont élevés chez
les patients présentant un syndrome métabolique ou des troubles cardio-vasculaires (angor
instable, infarctus du myocarde) . De méme, I’instabilité de la plaque d’athérome est liée a

I’accumulation intrinséque de LDL oxydées .
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- La 8-OH-2-désoxyguanosine (8-OH-dG) : ce métabolite résulte de 1’action d’EOA sur la
guanine et son dosage urinaire correspond a une évaluation globale des dommages
oxydatifs du DNA.
- Les A.O.P.P. ou «Advanced Oxidised Protein Products» : les modifications des structures
primaire, secondaire et tertiaire des protéines sont la base de la formation de dérivés proteéi-
ques carbonylés. Des taux élevés de protéines oxydees ont été observés dans le liquide
synovial et le plasma de patients souffrant d’arthrite rhumatoide.
- La myéloperoxydase ou MPO : c¢’est un marqueur de I’activation des granulocytes et il
joue un role fondamental dans les processus de défense de I’organisme, via la production
d’acide hypochloreux (HOCI). Des études récentes ont montré que la MPO serait un
marqueur potentiel de 1’athérosclérose. Les individus déficitaires en MPO présenteraient
moins de maladies cardio-vasculaires alors qu’une élévation des taux de MPO serait
associee avec un risque plus élevé de maladie coronarienne. Une MPO > 350 pg/litre
permettrait d’identifier les personnes a risque d’infarctus du myocarde dans une période de
1 a 6 mois avant 1’attaque.
- La C-Réactive Protéine ou CRP : c’est une protéine de la phase aigué de I’inflammation,
synthétisée dans le foie et régulée par des cytokines, principalement 1’IL-6 et le TNF-alpha.
L’inflammation participe a la pathogénie de I’athérosclérose dés les stades les plus
précoces et pourrait influencer la survenue de syndromes coronaires aigus.
- Le statut en fer de I’organisme : le fer est indispensable a la vie, il joue un role important
dans le transport de 1’oxygene, le transfert des électrons et la catalyse enzymatique. A 1’état
libre, ce Fe2+ est un puissant donneur d’électrons, réagissant notamment avec 1’eau
oxygénée, pour générer des radicaux hydroxyles hautement réactifs (réaction de Fenton).

Dans les conditions physiologiques, la transferrine possede une capacité importante de
fixation du fer puisqu’elle est saturée a 30% environ. En situations pathologiques, le fer
peut étre libéré de ses protéines de transport (ferritine, lactoferrine) sous 1’action des EOA
et se retrouver dans le sang sous forme libre, capable d’initier des réactions radicalaires.

Le dosage du fer, de la transferrine et de sa saturation donnera une indication sur 1’état
de stress oxydant du patient.

- L’homocystéine : son élévation est un facteur de risque cardio-vasculaire indépendant.

L’hyperhomocystéinémie altére le phénotype antithrombotique physiologique des cellules

endothéliales, démasque leur potentiel pro-coagulant et perturbe les mécanismes de
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production de NOe endothélial. L’auto-oxydation de 1’homocystéine produit des EOA qui
stimulent la peroxydation lipidique et la production d’AOPP et de dérivés AGE, athérogénes .
- La capacité antioxydante totale du plasma : il s’agit d’'une méthode de mesure globale qui
consiste a évaluer 1’effet inhibiteur des antioxydants plasmatiques sur une réaction radicalaire
induite in vitro. De trés nombreux tests ont été proposés, mais la vérité oblige a dire qu’ils
sont relativement peu spécifiques. Une méthode eémergente semble étre le test ORAC («Oxy-
gen Radical Antioxidant Capacity»), mais il est absolument impératif de corréler sa mesure
avec celle des protéines totales et de I’acide urique pour interpréter correctement les données.

Ceci est vrai pour toutes les autres méthodes proposées dans ce domaine [35].
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1. Définition

La définition d’oligoélément fit donnée par Gabriel Bertrand, pharmacien et docteur en sciences,
au début du XXeme siecle. Quatorze éléments ont été identifiés comme essentiels pour le
fonctionnement de I'organisme (Zn, Cu, Fe, Mg...). Parmi ces éléments traces, 3 oligoéléments
jouent un role primordial dans I'activité antioxydante : Zn, Cu et Sn.

Les oligoéléments (du grec oliogos qui signifie peu) sont présents en faible quantité dans
I’organisme, a 1’état de trace, ils sont indispensables & de nombreuses fonctions biologiques et
physiologiques de I’organisme (figure 6)[43], ils ont la particularité de se fixer sur des protéines
(les métalloprotéines) en modifiant leurs propriétés. L’essentialité¢ des oligoéléments répond aux
criteres fixés par Cotzias en 1967, a savoir étre présent dans les tissus vivants a une
concentration relativement constante, et provoquer par leur retrait de 1’organisme, des anomalies

structurelles et physiologiques voisines dans plusieurs espéces[44].

 Fonctions cognitives |
 Zn, Se, Fe, Cu, Cr, | )

 Anabolisme st e
métabolisme Immunité

cellulaires ~ Zn,Se,Fe,Cu
Zn, Cu, Fe, Cr - e

Heématopoiese  Inflammation
Fe,8e,Cu . SgCuZn

_ Endocrinologie
. Zn,Se,Crl

 Equilibreredox
_ ZnSeMnCu

Figure 7: Principales fonctions des éléments-trace[43]
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2. Etude des principaux oligo-éléments
2.1. Zinc

2.1.1. Historique

Le zinc est un élément chimique relativement abondant. Il représente 0,004 % de la crolte
terrestre. C’est un oligo-élément essentiel intervenant notamment dans le développement
cellulaire et présent dans pres de 200 enzymes[45].

En biologie, Raulin (1869) découvre qu’Aspergillus niger contient du zinc. Quelques années plus
tard, Lechartier et Bellamy (1877) constatent sa présence dans divers organismes végétaux et
animaux; la méme année, Raoult et Breton révelent sa présence dans le foie humain. Dans les
années qui suivent, le zinc a été mis en évidence dans la plupart des plantes et des animaux a des
concentrations un peu moins élevées que le fer, mais plus importantes que celles du manganése
et du cuivre. En 1934, la diminution des performances de croissance des rats et des souris,
induite par la réduction de I’apport alimentaire du zinc a révélé le caractére essentiel de cet
élément. Cette observation a été rapportée presque simultanément en Europe et en Amérique.

En 1940, le zinc fut identifié dans I’enzyme anhydrase carbonique isolée et purifiée [46].

2.1.2. Variétés et propriétés physiques

Le zinc (Zn) est un métal de transition, de numéro atomique 30 et de masse atomique 65,38. Il
appartient au groupe 12, de période IV et de bloc d de la classification périodique.[47]. C’est
I’¢lément le plus abondant apres le fer, présent trés souvent a 1’état de traces dans les sulfures
naturels ou il se substitue au soufre. Il est présent dans la nature sous forme de cinq isotopes:
647n, %zn, 67Zn,®8zn et "zn [48].
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Atomic mass: 65.38
Electron configuration: 2,8,18,2

shutterstock.com - 320841998

Figure 8: Configuration électronique du zinc[49]

2.1.3. Propriétés chimiques

Chauffé a des températures élevées, le zinc brule dans l'air avec émission de fumées bleu-
verdatre d'oxyde de zinc, la poudre de zinc peut s'enflammer spontanément en présence
d'humidité.

A températures ordinaire et en atmospheére parfaitement séche, le zinc pur est stable. L’oxydation

ne commence d'une maniére sensible que vers 225°C.

v |l peut étre attaqué lentement par I'acide sulfurique et I'acide chlorhydrique dilués avec
dégagement d'hydrogene: la réaction est favorisée par la présence d'impuretés dans le
métal tel que le cuivre, le fer, le nickel...

v Le zinc réagit lentement avec I'ammoniaque et l'acide acétique, plus rapidement avec
I'acide nitrique (avec formation d'oxyde d'azote et parfois d'azote).

v 1l est sensible a la plus part des substances organiques, a conditions que celles-ci soient
exemptes d'acidité et d'humidité.

v' La poudre de zinc peut réagir de maniére explosive avec divers produits: soufres,

chlorates, chlorures, fluorures, nitrates de potassium...[50].

2.1.4. Role physiologique

Le zinc intervient dans les grandes voies métaboliques, grace a son r6le dans les systemes
enzymatiques: soit en faisant partie intégrante du site actif de nombreuses enzymes, soit comme
cofacteur régulant l'activité des enzymes dites enzymes dépendantes, soit en ayant un réle

structural propre.
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Le zinc influence ainsi l'activité de plus de 70 enzymes, dont l'anhydrase carbonique, la
superoxyde dismutase (SOD), la phosphatase alcaline, les glutamate et lactate déshydrogénases,
ADN et ARN polymérase... Il joue également un rdle dans l'activité de certaines hormones:
hormones de croissance, prostaglandines, insuline, prolactine, testostérone, thymuline. La
participation du zinc a l'activité de ces enzymes et hormones explique I'importance de ce métal
dans tous les métabolismes (lipides, protéines et glucides) et toutes les fonctions de I'organisme (
I'immunité, croissance, fertilité cicatrisation, gol(t et vision...), la prostate est la glande de
I'organisme qui concentre et contient le plus de zinc [48].

2.1.5. Principales sources alimentaires

Le zinc est certainement le micronutriment dont la biodisponibilité est la plus sensible aux
déficits, en raison des nombreux facteurs alimentaires qui peuvent interférer avec cet élément.
Certaines interactions sont bien décrites, notamment avec le fer, le calcium et les phytates qui
diminuent son absorption, ou avec le thé, les fructo-oligosaccharides qui la favorisent. Le zinc
est principalement apporté par la viande (43 %), les ceufs (24 %), les produits laitiers (24 %), les
céréales, les racines et les Iégumes secs (23 %). La biodisponibilité du zinc varie selon les
situations physiologiques. Ainsi, avec 1’age, la capacité d’absorption diminue alors qu’elle
augmente au cours du dernier trimestre de la grossesse et en cas d’allaitement. La
biodisponibilité du zinc, dans le cadre d’une alimentation variée, est estimée a 20-30 %, mais elle
peut s’¢lever a 50-55 % dans une alimentation a base de produits d’origine animale, et jusqu’a 60

% lorsque le zinc est ingéré seul [51].

2.1.6. Besoins et apport en zinc

Le corps humain contient 2 a 3g de zinc, et est ainsi le deuxiéme oligoélément le plus abondant
apres le fer. On retrouve le zinc partout dans le corps, mais avec toute fois des concentrations
plus élevées dans les muscles (60%), le squelette (30%), le foie, les reins et la prostate.

La dose journaliere de zinc recommandée est de 12mg/jour pour une femme adulte et de
15mg/jour pour un homme adulte. L'OMS conseille des fourchettes de 12,8 a 54,5 mg/jour. Cette
dose quotidienne dépend non seulement de la nourriture mais également du sexe, de I'age et de
I'état de santé générale de la personne. Les nourrissons en période de croissance, les enfants, les

adolescents, les femmes enceintes ( besoin étant doublés), pendant la lactation ( besoins étant
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quintuplés) et les personnes agées ont une demande accrue en zinc et présentent des risques de

carence en zinc plus important [52].

2.1.7. Carence en zinc

Si les carences profondes d’origine nutritionnelle ont disparu dans les pays industrialisés, des
études menées dans de nombreux pays européens ou nord-américains ont montré que la
fréquence des subdéficits y était encore non négligeable [51]. Les carences en zinc se traduisent
par un certain nombre de signes cliniques, en fonction de la gravité de la maladie. Les carences
sont d’origines variables, elles peuvent étre dues a un apport insuffisant de zinc dans
I’alimentation, a une malabsorption de cet oligoélément, a une augmentation des besoins
(croissance, grossesse) ou a des différents états pathologiques (diarrhée, alcoolisme, diabéte,
infection).

Les symptdmes carentiels varient selon leurs gravité : retard de croissance, altérations de la peau
et des muqueuses (dermite séborrhéique, inflammation de la commissure des lévres, éruption
semblable a I’eczéma ou au psoriasis), chute des cheveux, perte du gott, diminution de ’appétit,
problémes de cicatrisation, troubles de I’immunité et de la maturation sexuelle (atrophie des
gonades : testicules, ovaires), diminution de la spermatogenese et, chez la femme enceinte,

risque de malformations et d’hypotrophie feetales[53].
2.1.8. Toxiciteé du zinc

2.1.8.1. Toxicité aigue

Le zinc, sous sa forme métallique, présente une faible toxicité par inhalation et par voie orale.
Par contre, certains composés du zinc sont responsables d'effet déléteres chez I'homme et
I'animal. La plupart des cas sont la conséquence d'un empoisonnement alimentaire ou d'un

environnement industriel pollué. DL50 du zinc poudre est 2 g Zn/kg par voie orale [54, 55].

2.1.8.2. Toxicité chronique

> Effets systémiques
On connait peu de choses sur la toxicité a long terme du zinc par inhalation. Il a été rapporté que
des travailleurs dans la métallurgie présentaient une fréguence plus élevée de problémes gastro-

intestinaux. Toutefois, ces individus avaient pu entre exposées a d'autres composés chimiques.
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Par contre, des travailleurs ayant été exposes entre 2 a 35 ans a des concentrations inférieures a
130 mg Zn/ m?, ne présentaient qu'un léger dérangement abdominal occasionnel[55].

> Effets cancérigénes
Le zinc et ses dérivés n'ont pas fait I'objet d'une classification par le comité de recherche sur le
cancer (CIRC). Des études réalisées en milieu professionnel n‘ont pas montré d'augmentation

significative de I'indice des cancers en relation avec I'exposition au zinc[54].
2.2. Cuivre

2.2.1. Historique
Le cuivre est le métal le plus anciennement utilisé par I’homme, car on pouvait le trouver dans le

sol a I’état presque pur (état natif). Il ne nécessitait donc pas de gros travail d’affinage.

Le cuivre fut utilisé avant le bronze (alliage étain-cuivre utilisé a partir de 3500 avant JC), et le
fer (a partir de 1800 avant JC).

L’origine du nom cuivre (lat. : Aes Cyprium) vient de 1’ile de Chypre qui produisait du cuivre

d’une qualité supérieure aux autres.

Les boussoles, balances, pieces métalliques a bord des navires étaient en cuivre ou en laiton

(alliage de cuivre et de zinc), en raison de leur résistance a la corrosion[56].
2.2.2. Variétés et propriétés physiques

La plupart des composés de cuivre présentent deux états d’oxydation : cuivre(l) et cuivre (11) qui

sont nommeés cuivreux pour cuivre(l), et cuivrique pour le cuivre (I1).

% Cuivre (1)
Le cuivre (I) est la principale forme que ’on rencontre.les halogénures cuivreux sont bien

connus, sauf le fluorure : CuCl, CuBr, Cul.

% Cuivre (II)

Le cuivre (I1) se rencontre trés couramment.

29



CHAPITRE Il OLIGOELEMENTS

Le sulfate de cuivre (II) est constitué d’un penta-hydrate bleu cristallin qui est le composé de
cuivre le plus commun au laboratoire. On s’en sert de fongicide, sous le nom de bouillie

bordelaise.

Le carbonate de cuivre (II) constitue le dépot vert qui donne ’aspect spécifique des toits ou

coupoles recouverts de cuivre des anciens batiments.

Tableau V : Propriétés physiques du cuivre[57].

Poids atomique 63,54g/mol

Structure électronique 1s2, 252, 2p6, 3s2, 3p6, 3d10, 4s1

Isotopes Cu 63 (69,2%) ; Cu 65 (30,8%)

Densité 8,92 (selon une autre source 8,86 a 15°C et
8,36 a2 1100°C)

Température de fusion 1084°C

Température d’ébullition 2305°C

Le cuivre est de la méme famille que 1’argent et I’or, car chacun posséde une orbitale S occupée
par un seul électron sur des sous-couches totalement remplies, ce qui permet la formation de

liaisons métalliques.

Il se travaille facilement, étant ductile et malléable, ainsi que son excellente conductivité

électrique le rendent trés utile en électricité[58].

Le cuivre liquide apparait verdatre, une caractéristique qu’il partage avec I’or lorsque la

luminosité est faible [59].

2.2.3. Propriétés chimiques
» La plupart des éléments sont solubles dans le cuivre, et peuvent constituer avec lui des
alliages dont certains ont des applications d'un intérét considérable. Le domaine
d'application des alliages de cuivre et en particulier du laiton est immense.
> Le cuivre et ses alliages ne sont pas attaqués par I'eau ni par un grand nombre de produits
chimiques. On met cette propriété a profit pour faire des tuyaux en cuivre ou des
récipients et conteneurs pour de nombreuses industries. La robinetterie est en laiton ou en

bronze. Les toitures en cuivre défient le temps.
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» Le cuivre ne réagit pas avec ’eau, mais réagit lentement avec 1’oxygeéne de 1’air en
formant une couche d’oxyde de cuivre brin-noir. Contrairement a 1’oxydation de fer par
une atmosphére humide, cette couche d’oxyde de cuivre empéche toute corrosion en
masse [60].

2.2.4. Role de cuivre dans I’organisme

A trés faible dose, le cuivre est un élément essentiel chez I’homme et I’animal, impliqué dans de
nombreuses voies métaboliques. Reconnus des 1973 par ’OMS comme oligo¢lément essentiel,
le cuivre est un micronutriment faisant partie des douze métaux lourds indispensables aux

fonctions biologiques normales.[61]

Le cuivre est essentiel a 1’action de nombreuses enzymes. A ce titre, il intervient dans le

métabolisme de plusieurs nutriments : glucides, lipides et fer.

Il contribue a la formation des globules rouges, aux défenses immunitaires, a la minéralisation

osseuse, a la régulation des neurotransmetteurs, a la production de mélanine .

v Le cuivre a aussi un réle antioxydant, c'est un cofacteur de la superoxyde dismutase
(SOD).

2.2.5. Principales sources alimentaires
La teneur en cuivre est importante dans les abats, les crustacés, les escargots, les légumes et les
fruits secs (noix et cacahuetes), les champignons et le chocolat.

Tableau VI : teneur des aliments en cuivre par ordre décroissant des plus riches aux plus

pauvres[62].

Aliments Valeurs moyennes en mg/kg de poids
sec
Flocons d’avoine 8,8
Pain de seigle 3,5
Viande de poulet 3,4
(Euf de poule 2,5
Pomme de terre 2,2
Bananes 1,3
Viande de beeuf 0,9
Pommes et poires 0,9
Lait de vache 0,4
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2.2.6. Besoins et apports alimentaires
Les besoins optimaux en cuivre sont classiquement estimés a 2-3 mg/j pour 1’adulte, 80ug/kg/j

pour le nouveau-né et de 100ug/kg/j pour le prématuré [63,64].

Il est admis que ’apport quotidien en cuivre par la nourriture est chez 1’adulte de 1’ordre de
2mg/jour/kg de matiéres seches, dont environ 50% sera absorbé au niveau intestinal, le reste

étant éliminé tel quel par les feces [65].

2.2.7. Valeurs physiologiques
Chez ’Homme, ’intervalle des valeurs physiologiques de cuivre dans le sérum est en moyenne

de 800 a 1200ug/l (OMS 1996).
Ces valeurs sont plus élevées de 10% chez la femme, soit 1320ug/l [65].
A faible dose, c’est un oligoélément essentiel, tandis qu’en exces, c’est un redoutable toxique.

2.2.8. Carence en Cuivre
Les carences en cuivre sont trés rares, mais si elles existent, elles se traduisent par une
diminution de la concentration plasmatique en céruléoplasmine et donc par une mauvaise

utilisation du fer et des enzymes a cuivre.

On peut alors noter 1’apparition d’anémie résistante au traitement par le fer, d’arthrite, de
cancers, de maladies cardiovasculaires, d’épilepsie, de syndrome métabolique, d’une diminution

des fonctions immunes, des maladies inflammatoires, d’ostéoporose. ..

Un apport alimentaire faible, une absence des protéines de transport et de stockage, un traitement
corticoide au long cours (augmentation de I’excrétion en cuivre) sont des facteurs responsables

d’une carence en cuivre [65].

Tableau VII : La carence en cuivre peut étre d’origine génétique ou acquise [64].

Carences génétiques Carences acquises
maladie de menkes Malabsorption
maladie des cornes occipitales Pertes excessives
Neuropathies motrice distale liée a I'X Origine médicamenteuse
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2.2.9. Toxicité du cuivre
Le cuivre et les composés cupriques peuvent causer une action toxique par inhalation, ingestion,

voies cutanees et oculaires. Les sels de cuivre sont des agents particulieérement irritants.

Les principales formes toxiques chez I’homme sont les formes solubles de cuivre c'est-a-dire les

sels de cuivre Il (acétate, carbonate, chlorure, hydroxyle, nitrate, oxyde, oxychlorure de sulfate).

» Par inhalation
Chez les salariés exposés a des poussiéres ou des fumées de cuivre, des syndromes de
« fievre des fumées de métaux » (fievre, céphalée, sécheresse buccale, sueurs froides et
douleurs musculaires) ont été observés notamment pour des concentrations de 0,075 a

0,12 mg de cuivre/m®,

» Par voie orale
Généralement dus a des contaminations de boissons ou a des ingestions accidentelles ou
volontaires (suicides) de grandes quantités (de 0,4 & 100g de cuivre) de sels de cuivre Il
et notamment de sulfate de cuivre.
Les cas d’intoxication par I’eau de boissons correspondent également a des doses €levées,

de 35 a 200mg/L de cuivre.

» Par voie cutanée
Par voie cutanée, le cuivre et ses sels induisent une dermatite de contact allergique
prurigineuse. Le niveau de sensibilisation correspond a un contact de 24 a 48 heures avec

0,5 a 5% de sulfate de cuivre présent dans I’eau ou de I’huile de vaseline [66].

2.3. Sélénium

2.3.1. Historique

Le sélénium (Se) est un des éléments les plus rares avec une abondance dans la croute terrestre le
situant & la 70°™® place ; I’origine de son nom est séléne déesse de la lune chez les grecs. Il fut
connu depuis longtemps pour sa toxicité. Les premiers effets furent décrits et rapportés par
Marco Polo au 13ime siecle (1295) [67].
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En 1817 le chimiste suédois Jackob JOons Berzelius a identifié le sélénium dans un résidu de
préparation de I'acide sulfurique [68]. La relation sélénium-intoxication animale fut établie par
Japha en 1842. Alors que son role essentiel ne fut décelé qu‘en 1957 par Swarz et Foltz qui
démontrerent son effet préventif de la nécrose du foie chez les rats nourris aux levures de
torula[69] .Grace aux travaux de Rotruck le mode d’action de la vitamine E fut séparé de celui
du sélénium en découvrant la présence du sélénium dans le site actif de I’enzyme de la glutathion
peroxydase (GPx). Ainsi le rapport fondamental entre le sélénium et la GPx a été établi. En depit
de I'importance de ce processus métabolique, de nombreux chercheurs se sont intéressé aux

propriétés biologiques du sélénium et de son devenir chez I’animal et I’homme [70].

2.3.2. Variétés et propriétes physiques du sélénium
De la famille des chalcogénes, le sélénium est un métalloide du groupe de 1’oxygene de symbole
Se, de numéro atomique 34 et de masse atomique 78,96. Il appartient au groupe 16 (ou Vla) de la
classification périodique. C’est un ¢élément rare, présent trés souvent a I’état de traces dans les
sulfures naturels ou il se substitue au soufre. Il est présent dans la nature sous forme de six
isotopes stables: Se74, Se76, Se77, Se78, Se80 et Se82 et au moins 7 isotopes non stables. Parmi
eux Se75et Se81 [71,72].
Le sélénium se trouve dans la nature sous plusieurs formes allotropiques a savoir :

v Le sélénium rouge amorphe, poudre rouge-brique (Figure 7).

v' Le sélénium vitreux, masse amorphe, vitreuse et brunatre qui se forme par

refroidissement brutal du sélénium liquide.
v Le sélénium gris, parfois improprement appelé sélénium métallique, cristallisé dans le

systeme trigonal et considéré comme la forme la plus stable (Figure 7) [73].
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Figure 9 : Image des deux allotropes de sélénium gris et rouge [73].

2.3.4. Propriétés chimiques

Le sélénium est un produit solide, stable, insoluble dans I’eau et les solvants organiques usuels et
qui ne s’oxyde pas a température ordinaire. Fortement chauffé, il s’enflamme et brule avec une
flamme bleue et forme le dioxyde de sélénium en répandant une odeur caractéristique

désagréable.

Ses+ 8 O2— 8 SeO2

Le sélénium a des propriétés analogues avec le soufre et le tellure, ce qui explique la similitude
rencontrée entre leurs composeés et ceux du sélénium

Les degrés d’oxydation du sélénium sont nombreuses (-2, 0, +2, +4, +6). Il peut former des sels
oxygenés ou réaliser des liaisons covalentes. Ainsi il peut étre présent sous sa forme métallique
libre mais aussi sous formes minérales et organiques liées a d’autres éléments tel que le plomb et

le cadmium, les aminoacides et les protéines [74,75].
2.3.5. Role physiologique

Le sélénium est le constituant des sélénoprotéines, qui sont au nombre de 35 mais pour un grand
nombre d’entre elles, leur role n’a pas été élucidé. (10) La glutathion peroxydase connue pour
réduire le péroxyde d’hydrogéne et les hydroperoxydes en eau ou en alcool posséde quatre

atomes de sélénium dans ses quatre sous uniteés.
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En plus de son role antioxydant, le sélénium joue un rdle important dans I’immunité et
I’inflammation. Ainsi, le sélénium est impliqué dans la régulation du systeme immunitaire, et des
¢tudes ont montré que chez ’animal, un apport supplémentaire améliore I’immunité retardée,
stimule la réactivité des lymphocytes et favorise le rejet de greffe. Le sélénium montre également
a certaines doses une activité anti-tumorale qui permet de prévenir le cancer. Le sélénium permet

en effet aux cellules de conserver leur potentiel immunocompétent [76].

2.3.6. Principales sources alimentaires

Ce sont les aliments protéiques (viandes, poissons, crustacés, abats, oeufs, céréales) qui sont les
plus riches en sélénium, mais leur biodisponibilité varie de 20 % a 50 % pour les produits de la
mer et atteint plus de 80 % pour les céréales et la levure de biére. La sélénométhionine semble
étre le composé majeur des aliments solides, alors que le sélénium inorganique (sélénite et
sélénate) est présent dans les eaux de boisson. Les groupes thiols et la vitamine C favorisent la

biodisponibilité du selénium, alors que les fibres et les métaux lourds la diminuent.[51]

2.3.7. Besoins et apports

L’apport optimal est difficile a définir, mais la dose de 1 pg/kg de poids corporel est une dose qui
semble adéquate pour maintenir pertes et apports en équilibre. De tels niveaux d’apports
conduisent a une saturation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase, mais d’autres

sélénoprotéines optimisent néanmoins leurs activités pour des apports moindres en sélénium.

Certaines régions apparaissent particulierement dépourvues de sélénium (Chine, Nouvelle-
Zélande et certains pays européens, etc.), alors que d’autres ont des apports plus élevés (Etats-
Unis, Canada, Japon). Ces variations inter-pays trés marquées sont a prendre en compte lorsque
se pose la question de I'utilisation de suppléments formulés a 1’échelle internationale. Les
apports en Europe atteignent rarement les apports recommandés. En effet, des apports journaliers
aussi bas que 30 pg/j dans les pays de I’Estet 30 a 40 pg/j en France ont été rapportés. En
Angleterre, la diminution sensible des apports de 60 a 30 pg/j a provoqué un débat quant a la
nécessité d’augmenter les apports séléniés. Pour le moment, seule la Finlande a choisi via les

engrais un enrichissement du blé en sélénium pour lutter contre les déficits d’apports [51].
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2.3.8. Carence en Sélénium

Le sélénium plasmatique et la glutathion peroxydase érythrocytaires restent les marqueurs les
plus utilisés en biologie clinique. Les carences profondes se rencontrent dans les régions dont les
sols sont séléniprives (Chine). Deux maladies sont dues & une carence endémique sévére en
sélénium : la cardiomyopathie de Keshan et la chondrodystrophie de Kaschin-Beck. Les carences
marginales dues a des subdéficits d’apports sont plus fréquentes. Sur le plan biologique, on
observe alors une baisse du sélénium plasmatique et de 1’activité des GPx érythrocytaire et
plaquettaire, une augmentation des peroxydes, des troubles de I’immunité et des concentrations
élevées de T4. Les signes cliniques de carences marginales sont discrets, voire inexistants :
fatigue, infections accrues, dépigmentation des phaneéres, arthrose. En France, les déficits
biologiques séléniés (taux plasmatique de sélénium inférieur a 0,74 pumol/l) touchent seulement
1,6 % des hommes et 2 % des femmes adultes . Cette proportion augmente chez le sujet agé qui
représente un important groupe a risque de déficit sélénié, compte tenu des apports bas, de la
baisse de biodisponibilité due au vieillissement de I’entérocyte, et des besoins plus élevés pour

combattre un stress oxydant qui augmente avec 1’age [69,77].

2.3.9. Toxicité du Sélénium

Jusqu’a 1 000 pg/j, I’apport de sélénium n’est pas toxique. Une valeur maximale de 5 ug/kg/j a
¢été définie comme la dose n’induisant aucun risque déléteére toute la vie durant. En France, la
limite de sécurité a été fixée a 150 pg/j, ce qui est bas comparé aux apports journaliers en
Finlande ou au Venezuela (100 a 200 pg/j). Dans un récent rapport publié en 2006, plus réaliste
que les limites frangaises, I’European Food Safety Authority fixe a 300 pg/j les tolerable upper
levels.[51]Les intoxications aigués peuvent se traduire par une irritation des muqueuses
digestives, respiratoires et oculaires, cette irritation est variable selon le composé et peut aller
jusqu'a un effet corrosif sur la peau et les yeux. En cas d'ingestion, des signes neurologiques ont
été rapportés. L'inhalation répétée de faibles concentrations peut provoquer une altération de
I'état général et une irritation des muqueuses et de la peau. Les données sont insuffisantes
pour évaluer l'existence d'un effet cancérogéne du sélénium en milieu professionnel. Les
études environnementales ne montrent pas d'effet du sélénium sur la fertilité ou le

développement [78].
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3. L’activité antioxydante des oligoéléments :
v" Cuivre et Zinc

Les superoxydes dismutases (SOD1 et SOD3) sont destinées a éliminer 1’anion superoxyde (O2),
une espece réactive de I’oxygene trés toxique qui se forme au cours du métabolisme cellulaire,
en produisant du peroxyde d’hydrogeéne (H202) également trés dangereux pour la cellule mais

détoxifie par les peroxydases.

> La SOD1est localisée dans le cytoplasme et les peroxysomes de toutes les cellules. Une
forte activité est observée dans les cellules trés actives sur le plan métabolique comme les
hépatocytes ou les cellules rénales ainsi que dans les érythrocytes. Cette enzyme est un
dimere constitué de deux sous unités identiques, I’une contenant un atome de zinc et
I’autre un atome de cuivre. le zinc a un rdle structural tandis que le cuivre se trouve dans
le site actif.

» La SOD3 correspond a la SOD extracellulaire. Son activité et ses caractéristiques sont
similaires a celles de la SOD1 [63,79].

v Sélénium
Les sélénoprotéines jouent un réle clé dans la protection des cellules et de leurs constituants
contre I’attaque radicalaire. Cette fonction est due aux glutathion peroxydases (GPx), aux
Thiorédoxines réductases (TR) et aux sélénoprotéines P. Les GPx détoxifient les peroxydes
d’hydrogene et hydroperoxydes organiques, et les TR jouent un role essentiel dans les processus
antioxydants en réduisant les ponts disulfures intramoléculaires et en catalysant la régénération
de la forme réduite de substances telles que vitamines C et E. L’activité antioxydante maintient
I’intégrit¢ membranaire et réduit la probabilit¢ de propagation de Iésions oxydatives a des
biomolécules telles que les lipides, les lipoprotéines et I’acide désoxyribonucléique (ADN).
Les sélénoprotéines assurent, en synergie avec d’autres molécules de nature enzymatique
(superoxyde dismutase, catalase) ou non (vitamine E, C, caroténoides, groupes thiols,
polyphénols, coenzyme Q10) [I’équilibre intra- et extracellulaire de la balance pro- et
antioxydants [80].
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Géneralités:

L'objectif d'une méthode d'analyse est de pouvoir quantifier le plus exactement possible
chacune des quantités inconnues que le laboratoire aura a déterminer. C'est a dire que I'écart
du résultat d'analyse et de la valeur vraie inconnue soit inferieur a une limite d'acceptation (A)
qui peut étre variable selon les exigences de 1’analyste et de la finalité de la méthode
d'analyse. Il apparait ainsi deux principes fondamentaux: la notion de limite d'acceptation des
performances d'une procédure analytique et celle de la responsabilité de I'analyste dans la
décision d'accepter ou non une procédure en fonction de ses performances et de l'usage pour
laguelle elle est destinée.

Inspiré des travaux d'une commission de la SFSTP (2003et 2006), ce nouveau protocole de
validation se veut plus réaliste que le protocole de validation avec critéres, en essayant de
garantir la qualité des résultats ultérieurs avec un risque connu prédéfinis en fonction de la

finalité de la méthode d'analyse validé.

1. Définitions

La validation d'une méthode analytique par laquelle on démontre, preuves expérimentales a
I'appui, que les performances de la méthode permettent de répondre aux exigences de l'usage

auquel elle est destinée[81].

Selon la norme ISO 17025 (chapitre 4 et 5) « la validation est une exigence technique qui

permet I'évaluation des compétences des laboratoires d'étalonnages et d'analyse ».

Selon ICH Q2 « l'objectif de la validation d'une procédure analytique est de démontrer qu'elle

est appropriée a lI'usage auquel elle est destinée.

2. Cycle de vie d'une méthode analytique

Le cycle de vie d’une méthode est un concept souligné dans la norme ISO 17025. L’idée de
base est qu’une méthode d’analyse n’est pas statique, mais une entité vivante qui passe par
plusieurs étapes interdependantes. Ainsi, pour bien comprendre le role et la place de la
validation, il convient de décrire les différentes étapes de ce cycle[82].

La mise en ceuvre d’une procédure de dosage peut s’articuler en quatre grandes étapes tel que

I'illustre la figure 10 :
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Optimisation
(plans d'expériences)

DEVELOPPEMENT

Prévalidation
(cf. protocole)

/

VALIDATION

|
Reproductibilité
Transfert

Validation en routine
Validation partielle

figure 10: Cycle de vie d’une procédure analytique[83].

% Une phase de sélection: qui permet de définir les objectifs et les conditions opératoires
initiales;

% Une phase de développement: avec ou sans optimisation au moyen de plans
d’expériences (optimisation robuste) ;

% Une phase de validation précédée selon les cas, d’une phase de pré-validation ;

% Une phase d’application en routine: incluant le plus souvent une validation en routine.

3. Objectifs de la validation

La validation analytique a pour principal objectif de démontrer I’aptitude et la fiabilité d’une
méthode vis-a-vis des exigences réglementaires et normatives en vigueur.

Elle permet de garantir que chaque mesure qui doit étre réalisée en routine est comprise dans
une limite d’acceptation appropriée au type de procédure analytique et au produit concerné. Il
faut donc définir correctement a la fois les conditions et le but dans lesquels la méthode sera
utilisée.

Les objectifs de la validation ne sont pas seulement d’obtenir une estimation de la justesse, du
biais ou de la fidélité de la méthode, mais également d’évaluer le risque statistique lié a son

utilisation, qui peut étre exprimé par I’incertitude de mesure associée au résultat[82] .
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4. Critéres de validation
Les principaux criteres de validation selon SFSTP sont résumeés dans le tableau 7 suivant[84] :

Tableau VIII: Principaux criteres de validation (SFSTP 2003)

La spécificité La propriété qui fait qu’une méthode d'analyse rend comte sans
ambiguité de la substance analysée en présence d'autres composantes
normalement présentes. Ses derniéres peuvent inclure des impuretés,

des produits de dégradation, la matrice...

La linéarité La capacité d’une procédure d’analyse a donner des résultats qui sont
directement (a I’intérieur de certaines limites) proportionnels a la
concentration (quantité) de la substance analysée dans un échantillon.

La justesse Exprime 1’étroitesse de I’accord entre la valeur moyenne obtenue a
partir d’une série de résultats d’essais et une valeur qui est acceptée
soit comme une valeur conventionnellement vraie, soit comme une
valeur de référence acceptée.

La fidélité La fidélité exprime I’étroitesse de 1’accord (degré de dispersion,
coefficient de variation) entre une série de mesure provenant de
multiples prises d’un méme échantillon homogene (résultats d’essais
indépendants) dans des conditions prescrites. La fidélité fournit une
indication sur les résultats liés au hasard. La fidélité peut étre évaluée a
trois niveaux :

» La répétabilité : exprime la fidélité sous des conditions opératoires
identiques et sur un intervalle de temps ; la répétabilité est aussi
désignée par : précision intra-analyse.

» La fidélité intermédiaire: exprime les variations intra-
laboratoires : jours différents, analystes différents, équipements
différents...

» La reproductibilité : exprime la fidélité inter-laboratoires.

L’exactitude Exprime I’étroitesse de 1’accord entre le résultat d’essai et la valeur de
référence acceptée, aussi appelée «valeur conventionnellement
vraie ». 1’étroitesse de 1’accord ainsi observée est la résultante de la
somme des erreurs systématiques et aléatoires, en d’autres termes
I’erreur totale liée au résultat. Par conséquence, 1’exactitude est
I’expression de la somme de la justesse et de la fidélité.

Limite de détection La plus faible quantité de la substance analysée que la méthode permet
de détecter, mais non quantifiee comme valeur exacte dans les
conditions expérimentales décrites de la procédure.

Limite de La plus petite quantité de 1’analyte dans un échantillon pouvant étre

guantification dosée dans les conditions expérimentales décrites avec une exactitude
définie.

Robustesse La robustesse d’une méthode d’analyse est une mesure de sa capacité a

supporter sans conséquences de petites variations apportées
délibérément aux parameétres de la méthode ; elle donne une idée de la
fiabilité¢ de la méthode aux conditions normales d’utilisation.
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5. Choix du protocole de validation

Selon les référentiels, les principaux objectifs de la phase de validation sont de :
v Démontrer la spécificité (sélectivité),
Valider la fonction de réponse (ou modéle d’étalonnage utilisé en routine),
Estimer la fidélité (répétabilité et fidelité intermédiaire),
Estimer la justesse,
Estimer I’exactitude,

Valider les seuils de quantification,

AN NN N NN

Valider I’intervalle de dosage,

v’ Vérifier la linéarité de la procédure analytique.
Le logigramme de la figure 11 présente la démarche proposee par la SFSTP pour sélectionner
un protocole de validation en fonction des contraintes ou des spécificités liées a la procédure

de dosage.

COnNrnaisEsamnsh
antdrisuns do la
procedurs oo Sonags 7

Pranvalidadion

Efet de la
L=

Efaloninages & un
nivean de
concaniration 7

Etalonnage & un
nvaau de
concanbraton 7

[ Protecote va  |—— —{ Frotecoieva |
i J o
I Tester les modéles de régression sflectionndsa (SE) et estimer la justesse et la fidélitd par niveaw de concentratiaon (SWV) I
I Construine &l analyser les profils dexactiude obtenus I
I S&lecticnner ke profil répondant & I'objectif de la procédurs I

Figure 11: Logigramme permettant de sélectionner un protocole de validation[83].
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Tableau IX : Choix du nombre de standard d'étalonnage et de validation en fonction du
protocole choisi[83].

Standards Niveau de Protocole
concentration
V1 V2 V3 V4 V5
SE: Bas 2
Etalonnage Médian 2
sans matrice Haut >
SE: Bas 2 2
Etalonnage Médian 2 2 2
tri
avec matrice ot 5 5 5
Addit 2
SV: Validation | Bas 3 3 3 3 3
avecmatrice  "nacdian 3 3 3 3 3
Haut 3 3 3 3 3
Nombre minimum de séries 3 3 3 3
Nombre total d'essais (min) 33 45 39 63 45

6. Etude statistique de la validation
6.1. Fonction de réponse

Les mesures effectuées sur les standards d’étalonnage permettent de déterminer la relation
entre la réponse Y donnée par I’instrument et la concentration X des solutions. Cette relation

est une fonction de type :

Y=fX)+¢€

Avec ¢, ’erreur résiduelle associée a la fonction de réponse. Cette fonction n’est pas
nécessairement linéaire mais elle doit étre strictement monotone sur 1’intervalle de dosage

envisage.

La fonction de réponse doit étre ajustée, c’est-a-dire que ses parameétres doivent étre évalués

de telle sorte que I’erreur résiduelle € soit minimisée.

Tres vraisemblablement, la plupart des méthodes physicochimiques auront recours a la droite

(passant par 0 ou non).
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Le tableau 9 illustre ces deux fonctions de réponse.

Tableau X : Exemples de fonction de réponses [83].

Type Equation Parametres Linéaire
Droite pa}s§ant par Y = pX Pente B Bur
I’origine
Ordonnée a I’origi :
Droite Y = o+ BX raonnce a 1 origine o Oui

Pente

6.2. Alignement des observations

Si, pour un niveau de concentration, les quantités introduites ne sont pas identiques pour
toutes les séries, il est indispensable de procéder a un alignement sur la concentration
moyenne des lors qu'un calcul de variance doit étre effectué (estimation de la répétabilité et

de la fidélité intermédiaire).

Cela consiste a transformer les réponses observées (Yix — Yijkc) afin de les aligner sur cette
concentration moyenne. Cet alignement s’effectue par interpolation en ajoutant a la réponse
observée la différence entre la valeur de la fonction de réponse considérée a la concentration

moyenne et la valeur de cette fonction a la concentration introduite.

En validation, I’alignement s’applique aux réponses obtenues avec les échantillons de
validation en utilisant les équations ou les fonctions de réponse obtenues avec les standards
d’¢étalonnage. Ainsi 1’alignement des répétitions du niveau de concentration j de la série i

s’effectue comme suit :
YVijke = Yije + (%) = f(xijxc)
En résumé, pour les différentes fonctions de réponse.

Tableau XI : Régles d’alignement pour différentes fonctions de réponses[33].

Fonction de réponse Reégle d’alignement
Droite passant a Yijke = Yijie T B; [fij - xijk]
I’origine

Fonction quadratique Vijke = Yijk + Bil%i; — xijie] + 9il[%; — xijic]

Fonction logistique ]
N 1 1

Yijke = Yijke T (5i - “i)l 7 g.l
[1 (T/i)‘ (sz) J

+ (= 14—

Xij Xijk
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6.3. Prédictions inverses

Pour les méthodes indirectes, les modeles d’étalonnage servent a déduire les concentrations
calculées, a partir des données du plan de validation, en utilisant la fonction inverse du

modele d’étalonnage, selon le modéle mathématique suivant :

Xcale = f_l(y)
Si les observations ont été alignées, il faut remplacer les y par les ycar (Ia valeur de y alignee

sur la moyenne des x).

La fonction inverse est appelée équation de prédiction inverse. Le tableaull fournit ces
équations selon la fonction de réponse choisie au tableau 10.

Tableau XI1 : Calcul des prédictions inverses pour différentes fonctions de réponse.

Type Equation
droite passant par T = Yijk
origine R
Droite _ yijk - ai
Xijk,calc = G—
i
Fonction quadratique .
_Bi \/Bl _4YL(al _yijk)
Xijk,calc = G
i
Fonction logistique a 4 parameétres 5 —a Gi
G i
Xijk,cale = Yi <ylk——’oli - 1)
ij i
Fonction logistique a 5 parametres A Ei
A ~ T, \ Pt
o[ (0@ i
Xijk,calc = Yi T 1
ij i

6.4.Calcul de la justesse et de la fidélité
6.4.1.Modele

L’estimation de la justesse et de la fidélité de la méthode s’effectue avec les concentrations
calculées provenant des standards de validation en phase de validation. Cette estimation est
réalisée a chacun des j niveaux de concentration considérés a 1’aide du modele statistique

suivant :

xl]k M; +al] +81]k
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- Xijk est la k™™ concentration calculée du niveau j de la i*™ série,
- yj est la moyenne des concentrations calculées du niveau de concentration j,

- ajj est au niveau j I’écart entre la moyenne de la i*™

série et la moyenne pj ; aij est
considéré comme une variable aléatoire ayant une distribution normale de moyenne 0 et
i 2
de variance o°p ; .
- ¢gjjk est Derreur expérimentale, considérée comme une variable aléatoire ayant une
distribution normale de moyenne 0 et de variance o2, ;

L’erreur expérimentale est supposée indépendante de la série.

Les variances g% ;et o2, ; représentent les variances inter-série et intra-série, respectivement.

La méthode du maximum de vraisemblance restreint est utilisée pour estimer a chaque niveau

de concentration j les parametres pj, o2 jet o, ; du modéle.

Calculer la moyenne générale d’un niveau :

B 1
uj - xj,calc - I X K

K
z xik,calc

I
i=1 K=1
Calculer les écarts-types de répétabilité, inter-séries et de fidélité intermédiaire en effectuant
I’analyse de la variance d’un modéle a effet aléatoire, selon les principes décrits de la norme
ISO 5725, a savoir une décomposition de la somme des carrés des écarts totaux en deux

sommes des carrés d’écarts (I’indice j de niveau n’est pas noté pour cause de simplification) :

K K 1 K
_ 2 _ 2 _ _ 2
z (xik,calc - xi,calc) = Z Z(xik,calc - xk,calc) + Z I X (xik,calc - xi,calc)
k=1

I
k=1i=1 k=1i=1
SCE; SCE, SCEg

Cette équation est traditionnellement écrite sous une forme abrégée, faisant appel a trois
sommes de carrés d’écarts (SCE).

SCE, = SCEy + SCE,

Ou chacune des sommes est définie comme suit pour faciliter I’interprétation :

- SCE; : Somme totale des écarts a la moyenne générale du niveau
- SCEg : Somme des écarts inter-séries (due a la variance du biais)

- SCE, : Somme des écarts intra-série (due a la variance résiduelle)
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Comme le propose la norme ISO 5725, il n’est pas nécessaire de développer les trois sommes
de carrés pour effectuer les calculs ; le calcul de SCEy se fait par différence. Cette méthode

peut poser des problémes si le résultat est négatif : forcer alors la valeur de SCEj .

SCEy = SCE, — SCE, si SCEg > 0
SCEp = 0si SCE; < 0

Calculer la variance de répétabilité du niveau, Variance intra-série notée 62a partir des
répét|t|0ns xijk,calc .

SCE,

~2
T Ik -1

Calculer la variance inter-séries notée 32, comme sulit :

SCEp A2
-1 r

K

6% =

6.4.2. Justesse
La justesse (ou le biais) de la méthode au niveau de concentration est obtenue en calculant la
différence entre la moyenne arithmétique des concentrations introduites et la moyenne des

concentrations calculées. Le biais peut s’exprimer en termes absolu, relatif ou de

recouvrement par rapport aux quantités introduites, comme suit :

Biais; = [i; — X;

Biais (%); = = x 100

xj

recouvrement(%); = % x 100
j

X; : Moyenne des concentrations introduites

fi; - Moyenne des concentrations prédites

6.4.3. Fidelité

L’estimation de la variance intra-série donne une estimation de la variance de répétabilite
tandis que la somme des estimations des variances intra et inter-série donne une estimation de

la variance de fidélité intermédiaire.
L’écart-type de répétabilité : G,

L écart-type de fidélité intermédiaire du niveau : 6z, = /62 + 62
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6.5. Calcul de ’exactitude

L’exactitude d’un résultat (par opposition a celui de la méthode analytique) exprime
I’étroitesse de 1’accord entre le résultat d’essai et la valeur de référence acceptée, aussi

appelée valeur conventionnellement vraie, a savoir pour chaque mesure :

Exactitude = X- u

Pour chaque mod¢le et chaque observation 1’exactitude de la mesure en valeur relative est
donnée comme suit :

X—pu

Exactitude (%) = x 100

L’erreur maximale relative observée pour chaque modé¢le sur I’ensemble des séries montre

déja I’'impact du choix de la fonction de réponse sur I’exactitude des résultats.

6.5.1. Calcul de Pintervalle de tolérance

Ce qui nous importe en validation, c’est une garantie ou une représentation de ce que la méme
procedure analytique pourra donner comme résultats dans le futur. C’est le rdle de I’intervalle

de Tolérance. L’estimation des parametres u;, 0 ; €t 6. ; a chaque niveau de concentration j

a pour but de permettre d’estimer la proportion attendue d’observations dans les limites

d’acceptation prédéfinies [-A, A], ¢’est-a-dire :

EﬁM,b"M{Px[lX —url <A1ldy, 6m} = B

L’intervalle de tolérance sera calculé pour chaque niveau de concentration envisagé avec les

standards de validation et pour chaque modéle mathématique.

Pratiquement, I’intervalle de tolérance se calcule comme suit en valeur absolue :
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Epy o Pl — Quom < X < fiy + Q¢6uyliim, Gml} = B

Ou:
A2 _ a2 A2
Of1,j = Or,j T 0gj
A2
GB,j
Ri =—
0' .
r,]
_ (R+1)2
v= (R+1/K)2  1-1/K
-1 IxK

Q; (v;#): Quantile de la distribution t de Student pour v degrés de liberté et B la

probabilité.

Le méme intervalle en échelle relative devient :

1+,8)

1
biais(%); — O, (v; 7)1+ g Vi biais(%),

1+ !
pnB}

=)

+ Q¢ (17: CVrry

Deux termes sont contenus dans ’intervalle de tolérance : I'un étant la justesse et 1’autre
étant, a un facteur pres, le coefficient de variation de fidélité intermédiaire. C’est la raison
pour laquelle cet intervalle peut ainsi €tre considéré comme une expression de 1’exactitude des
résultats. Mais ’intervalle de tolérance intégre une dimension supplémentaire, celle de risque
pour des résultats futurs, conditionnellement a des résultats passés. La méthode peut dés lors
étre considérée comme exacte au niveau de chance B pour le niveau de concentration en

question, si ’intervalle de tolérance est inclus dans les limites [-y, y] définies a priori en

fonction des objectifs de la méthode.
6.4.2. Profil d’exactitude

Selon I’équation ci-dessous, les bornes de ces intervalles sont :

1+ﬁ)

L;(borne superieure) = biais(%); — Q. (v; —
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o o 148
Uj(borne inferieure) = biais(%); + Q¢ (v; > )

Le profil d’exactitude de la méthode s’obtient en reliant d’une part les bornes L;j entre elles
(L1 - L2 — ... — Lm) et d’autre part les bornes Uj entre elles (Ul — U2 — ... — Un)[85].

6.6. Choix de la fonction de réponse

L’utilisation de certaines fonctions ne permet pas a la procédure analytique d’atteindre ses
objectifs vus que pour certaines concentrations, les limites de tolérances sortent des limites
d’acceptation. Par ailleurs, parmi les fonctions de réponses acceptables, on pourra remarquer
que certaines fournissent des résultats meilleurs que d’autres. Ce seront ces derniéres qui
devront étre retenues, sachant que le coefficient de détermination R? ne renseigne pas sur la

qualité des résultats.

Le profil d’exactitude, qui est le reflet direct de ce que la procédure analytique est capable,
permet de juger I’adéquation de différentes pratiques et permet de prendre des décisions sur le

choix de la fonction de réponse adéquate[85].
6.7. Limites de quantification

Le profil d’exactitude, construit a partir des intervalles de mesures attendues, permet donc de
décider des niveaux de concentration pour lesquels une procédure est apte a fournir des
résultats dans les limites d’acceptation. Ainsi, par définition, quand elle se produit,
I’intersection entre le profil d’exactitude et les limites d’acceptation définissent les limites de
quantification basse (LQinf) et haute (LQsup) de la procédure. Entre ces deux limites, il y a bien
sir I’intervalle de dosage. De la sorte, les limites de quantification sont bien les valeurs

extrémes qui peuvent étre quantifiées avec une exactitude définie[85].

6.8. Linéarité
La linéarité d’une procédure analytique est sa capacité a I’intérieur de I’intervalle de dosage a
fournir des résultats directement proportionnels a la concentration ou quantité en substance
présente dans 1’échantillon.
En régle générale, la linéarité d’une procédure est établie en appliquant la méthode testée sur
des séries d’échantillons préparées a partir d’une solution mere.
Il est recommandé donc d’utiliser au minimum 5 niveaux différents de concentration et
d’effectuer au minimum 3 séries indépendantes de chacune des 5 concentrations (sur le PA

seul et sur la forme pharmaceutique reconstituée), a raison d’une série par jour.
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Pour évaluer la linéarité, il convient d’établir un graphique de réponses obtenues en fonction
de la concentration, et de procéder & un examen visuel de ce graphique. Si la relation est
linéaire, il faudrait alors analyser les résultats par des méthodes statistiques appropriées.

Dans un deuxiéme temps la linéarité de la relation entre les concentrations retrouvés (X caic) et

les concentrations introduites (x) est évaluée en représentant graphiquement la fonction

[xcaic=F(X)] pour les 3 séries de validation conjointement.

Une analyse statistique de la droite obtenue est effectuée, la pente est comparée a la valeur de
référence 1, I’ordonnée a I’origine est comparée a la valeur de référence 0, et une vérification

de I’ajustement est effectuée.

6.9. Outils de calculs pour la validation

Les calculs statistiques engagent divers outils opérationnels pour donner différents
significatifs des résultats pratiques, a savoir [8;6]:

v' Les logiciels statistiques commerciaux (SAS, Statgraphics, Systat...) ou en acceés libre
(ex : R): faire les analyses et les graphiques basiques (Boxplot, comparaison de
moyenne (test deStudent, Anova...), comparaison de variances (test de Fisher,
Bartlett, Levene, Cochran, Grubbs, Dixon ...), les calculs d’intervalle de confiance...

v' Les logiciels intégrés dédiés a la validation.

v Des feuilles de calcul du logiciel Microsoft Excel. Ces feuilles ont été développées
pour le calcul du profil d’exactitude ou pour le calcul de LOD pour les méthodes

qualitativ
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Le zinc est un métal de transition de numeéro atomique 30 et de masse atomique 65,38. C’est
I’élément le plus abondant aprés le fer. C’est un oligo-élément essentiel qui intervient dans de
nombreuses réactions enzymatiques et joue un role important dans le métabolisme des

protéines, des glucides et des lipides.

Le présent travail consiste a mettre au point et a valider une méthode de dosage du zinc dans
le plasma, par Spectrophotométrie d'Absorption Atomique/ flamme (SAA).

Cette étude a été réalisée au sein du laboratoire de toxicologie du Département de Pharmacie
de Tizi-Ouzou, selon les directives de la commission de la société francaise des sciences
techniques et pharmaceutiques (SFSTP) décrivant un protocole de validation harmonisé,

publié dans la revue STP Pharma pratique en janvier 2006.

Matériel et méthode

1.1. Appareillage

» Spectrophotométrie d’absorption atomique

AA-6200

_

Figure 12 : Spectrophotomeétre d’absorption atomique SHIMADZU AA-6200.

La spectrométrie d’absorption atomique est basée sur la théorie de la quantification de
I’énergie de I’atome. Celui-Ci voit son énergie varier au cours d'un passage d'un de ses
électrons d'une orbite électronique a une autre : AE=hv ou h est la constante de Planck et v est
la fréquence du photon absorbé. Généralement seuls les électrons externes de I'atome sont

concernes.
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o7 R —
e

Bl ——————

Absorption d'un photon

Les photons absorbés étant caractéristiques des éléments absorbants, et leur quantité étant
proportionnelle au nombre d'atomes d'élément absorbant selon la loi de distribution de
Boltzmann, I'absorption permet de mesurer les concentrations des eléments a doser.

L’analyse par absorption atomique utilise la loi de Beer- Lambert. S’il y a plusieurs éléments
a doser, on réalise cette manipulation pour chaque élément de 1’échantillon en se plagant a une
longueur d’onde fixée. Il faut donc a chaque manipulation choisir une source adaptée pour
¢éclairer I’é1ément que 1’on cherche a exciter.

Le spectrophotomeétre d'absorption atomique du laboratoire est de type SHIMADZU AA-
6200, équipé de:

v" une lampe cathodique de zinc de type HOLLOW cathode Lamp Zn0801A ;
v un compresseur de type JUN-AIR RoHS 0038 ;

v"une bouteille de gaz acétylene PHYWE SYSTEME GMBH & Co. KG ;
v"un ordinateur HP L1908w ;

v"un logiciel d’exploitation type WIZAAR.

» Purificateur Human Power 1 Scholar qui sert a la purification de 1’cau.
> Séchoir pour sécher la verrerie.

> Réfrigérateur marque Condor pour réserver le PFC et la solution du zinc.

2. Matériels

» Matiére premiére

- Solution stock de zinc 20. 10° ppm.

- Eau pure.

- Pool de Plasma Frais Congelé (PFC) contrblé, récupéré au niveau de I’unité CTS du
CHU Neddir Mohammed Tizi-Ouzou.

53



CHAPITRE Il PROTOCOLE DE VALIDATION

> \Verreries

- Fiolesde 50 £ 0,06 ml ;

- Béchers de différents volumes ;
- Tubes secs 5ml ;

- Pipettes en verres graduée 5ml;
- Erlen Meyer ;

- Entonnoir.

» Consommables
- Embouts ;
- Gants;

- Compresses.

> Autres

- Micropipette 100-1000ul (DRAGON LaB 1SO 9001/13485 CERTIFICATED) ;
- Poires;

- Pissettes ;

- Portoirs ;

- Bouchons ;

3. Méthode

3.1. Méthodologie de validation

Le présent travail est base sur les recommandations de la commission SFSTP publiées en
2003 complétées en 2006 qui propose de revoir les bases mémes de la validation analytique
pour une démarche harmonisée, en distinguant notamment les regles de diagnostic et les
régles de décision. Ces derniéres reposent sur 1’utilisation du profil d’exactitude, basé sur la
notion d’erreur totale (biais + écart type), permettant de simplifier 1’approche de la validation

d’une procédure analytique tout en contrdlant le risque associé a son utilisation.

3.2. Choix des parametres de validation

% Choix du protocole de validation

Afin de valider la technique de dosage plasmatique du zinc par SAA nous avons suivi le
logigramme de la SFSTP (figure 11) permettant de sélectionner le protocole de validation et
Vu:

» La connaissance préalable de la procédure de dosage;
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» La connaissance préalable de la présence d'un effet matrice ;
Nous avons opté pour le protocole V5 modifié (avec cing niveaux de concentrations) proposé
par la SFSTP 2006.
ce protocole recommande trois jours de validation (3 séries), chaque série comporte:
v" Une gamme standard d'étalonnage (SE) avec matrice, 5 niveaux de concentrations,
avec deux répétitions.
v" Une gamme standard de validation (SV) avec matrice, 5 niveaux de concentrations,

avec trois répetitions.

On obtient ainsi un nombre d'essaies égale a:

v Standards d'étalonnage avec matrice: 3(séries) x 2(répétitions) x 5(niveaux) = 30
essais.
v/ Standards de validation avec matrice : 3(séries) x 3(répétitions) x 5(niveaux) = 45

essais.

Le standard d'étalonnage et de validation avec matrice est réalisé avec un pool de PFC

(mélange de la totalité du plasma disponible).

Pour chaque série des blancs plasmas sont préparés et cette quantité a été soustraite par

I'option tare donnée par I'automate.

0,

«* Choix des niveaux de concentration

Le choix des niveaux de concentrations du zinc est fait de sort que la gamme des
concentrations puisse couvrir les valeurs physiologique et pathologiques du zinc dans le

plasma.
Les valeurs physiologiques du zinc: 0,80-1,20 mg/I.

Tableau X111 : Niveaux de concentrations choisi.

Niveau de
concentration 60 80 100 120 140
en%

Niveau de
concentration 0.6 0.8 1 1.2 1.4
en mg/|

55




CHAPITRE Il PROTOCOLE DE VALIDATION

% Choix des limites d'acceptabilité

Pour le dosage en milieux biologique, et a partir des recommandations données par la SFSTP,

la limite d’acceptabilité A est fixée a 20%.

3.3. Mode opératoire:

Il comporte plusieurs étapes réesumées comme sulit:

3.3.1. Préparation des solutions meéres a 100mg/I

- Dans une fiole de 50ml introduire 30ml d'eau pure;

- Prélever 0,25 ml (250pl) de la solution stocke de 20x10° mg/I du zinc;
- Introduire le volume prélevé dans la fiole de 50ml;

- Compléter avec de I'eau pure jusqu'au trait de jauge.

Chaque jour, deux solutions méres de zinc sont préparées, une pour le standard d'étalonnage

et une autre pour le standard de validation.

3.3.2. Préparation de la gamme de solutions filles

- Introduire 30ml du plasma dans une fiole de 50ml;

- Prélever de la solution mére le volume correspondant a chaque concentration (tableau 13);
- Introduire le volume prélevé dans la fiole de 50ml;

- Compléter avec du plasma jusqu'au trait de jauge.

Tableau XIV : Volume correspondant pour chague niveau de concentration.

Concentrations Blanc 0.6 0.7 1 1,2 13
(mg/l)
Solution meére de
zinc a 100mg/I 0 300 400 500 600 700
(ul)

Chaque jour, deux gammes de solution fille sont préparées, une pour le standard d'étalonnage

et l'autre pour le standard de validation.

3.3.3. Préparation des solutions a analysees :
Pour chaque solution fille préparée, une dilution au 1/3 est effectué avec de I'eau pure;

- Pour chaque concentration, introduire, dans un tube, 1ml de la solution de la gamme
d'étalonnage correspondante;

- Pour le blanc, introduire 1ml du pool PFC;
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- Ajouter 2ml d'eau pure pour chaque tube.

Chaque jour, pendant 03 jours, 05 répétitions sont préparées a raison de 02 répétitions pour le

standard d'étalonnage et 03 répétitions pour le standard de validation.

3.3.4. Analyse des solutions :
Chaque jour, pendant 03 jours, les dilutions de chacune des gammes standards et de

validations sont analysées par SAA/flamme.

3.4. Développement d'une feuille de calcul adaptée a la validation des méthodes
d'analyse selon le Protocole proposé par SFSTP 2006:

Les résultats obtenus sont recueillis et introduits dans le logiciel Excel de Microsoft office

2016 enregistré, installé sur le systeme d’exploitation Windows 10 authentique.

L’ensemble des équations rentrant dans 1’étude statistique de la validation et la construction
du profil d’exactitude sont introduites dans un tableur, permettant d'avoir des résultats

complets en tableaux et en graphes.
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Résultats
1. Spécificité et effet matrice

1.1. Spécificité de la SAA :
La SAA posséde une spécificité spectrale par rapport aux raies de résonance pour chaque
élément a doser. L'absorption de chaque élément est spécifique, aucun autre élément n'absorbe

a sa longueur d'onde.
1.2. Vérification de I’absence d'effet matrice et d’erreur systématique
Le tableau suivant résume les résultats obtenus sur la gamme de standard d’étalonnage:

Tableau XV: Résultats de la gamme de standard d’étalonnage

60 0.6 0.0104
0.6 0.0117
80 0.8 0.0187
0.8 0.0187
100 1 0.0219
1 0.0224
120 1.2 0,0241
1.2 0,0237
140 1.4 0,0286
1.4 0,0293
Pente 0.02050
Ordonnée a l'origine 0.00

Courbe d'étalonnage STDE

:.1035
:].103 Y= 0’0205){"'0} 0004
Leerett”
J[] | ® ......... L
J[ .........‘.......
J pest . .
J ! ‘

0,005

Absorbanc

0,5 0,7 0,9 1,1 1,3 1,5

Niveau de concentration en ppm

Figure 13: Courbe de standard d'étalonnage.
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Le tableau suivant résume les résultats obtenus sur la gamme de standard de validation

Tableau XVI: Résultat de la gamme de standard de validation

Niveaux de
concentration (%) Concentration Variable

60 0.6 0,0126

0.6 0,0132

0.6 0,0119

80 0.8 0,0166

0.8 0,0158

0.8 0,0173

100 1 0,0197

1 0,0193

1 0,0202

120 1.2 0,024

1.2 0,0239

1.2 0,0246

140 14 0,0288

14 0,0292

14 0,0295

Courbe d'étalonnage STDV
0,0350

0,0300 y =0,0204x + 4E-05 .
R2=0,9879 e

.
oooo
et
-
an®

0,0250
00200 | ™
00150 | e L

0,0100 '

0,0050

0,0000
0,5 0,7 0,9 1,1 1,3 1,5

Niveau de concentration en ppm

Absorbance

Figure 14: Courbe de standard de validation.
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e Présentation des parameétres de régression obtenue sur les deux standards
d’étalonnage et de validation

a. Représentation graphique

Superposition des courbes étalonnage et
de validation

Figure 15: Superposition des courbes étalonnages et de validation.

b. Représentation des parameétres de régression :

Les paramétres de régression obtenues sur la gamme de standard d'étalonnage et celle de

validation sont présentés et évalués dans les tableaux suivants :

TableauXVI1: Données de droite de standard d'étalonnage.

Ecart-type  Variance ‘
Pente 0.0397466 0.0014200  0.0000020
Ordonné a I'origine -0.07783360 0.0359024  0.0012890

Tableau XVIII: Données de la droite de standard de validation.

Ecart-type  Variance

Pente 0.0412089 0.0014478  0.0000021
Ordonnées a I'origine  -0.0915423 0.0366041  0.0013399
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> Recherche d’un éventuel effet matrice

Tableau XIX: Résultat de comparaison des pentes par le teste de STUDENT

0.95

o 0.05
to = 2.07961384
tc = 0.72110843

tc< t0: absence d'effet matrice

La confirmation par un test d’hypothése paramétrique la comparabilité des deux pentes des

deux standards, d’étalonnage et de validation confirme le choix de protocole de validation.
» Recherche des Erreurs systéematiques

Tableau XX: Résultat de test de STUDENT pour I'erreur systématique

0.95

a 0.05
to= 2.07961384
tc= 0.26732363

tc< t0: absence d'erreurs systématiques

Les résultats de tableau de comparaison confirment 1’absence d’erreurs systématique et d’un
effet additif.
2. Fonctions de réponse

La relation existante entre 1’absorbance (réponse instrumentale) et la concentration introduit
dans les standards d’étalonnage, obtenue sur chacune des trois séries, est représentée par trois

modeles mathématiques comme suit:
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- Profil d’exactitude obtenu avec le modéle régression linaire simple

Tableau XXI : Standard d’étalonnage (y = ax + b)

Niveaux de Série 1 (J1) Série 2 (J2) Série 3 (J3)

concentrations Variable réponse Variable réponse Variable Réponse
%

0,6 0,737 0,6 0,7806 0,6 0,765

60 0,6 0,724 0,6 0,7658 0,6 0,7857

0,8 0,796 0,8 0,8831 0,8 0,887

80 0,8 0,789 0,8 0,8672 0,8 0,8928

1 0,927 1 0,9497 1 0,9714

100 1 0,933 1 0,9482 1 0,9722

1,2 1,012 1,2 1,0599 1,2 1,079

120 1,2 1,015 1,2 1,0616 1,2 1,0727

14 1,116 14 1,171 14 1,1516

140 14 1,116 14 1,1416 14 1,1564
Pente 0.50 0.48 0.47
Ordonnée a ’origine 0.42 0.49 0.50

Tableau XXII : Standard de validation (y = ax + b)

Niveaux de Série 1(J1) Série 2 (J2) Série 3 (J3)

oW Variable  Réponse  Variable  Réponse  Variable  Réponse
0,6 0,723 0,6 0,726 0,6 0,711

60 0,6 0,719 0,6 0,732 0,6 0,711

0,6 0,731 0,6 0,719 0,6 0,713

0,8 0,741 0,8 0,866 0,8 0,872

80 0,8 0,773 0,8 0,858 0,8 0,865

0,8 0,776 0,8 0,873 0,8 0,871

1 0,919 1 0,957 1 0,962

100 1 0,902 1 0,963 1 0,964

1 0,898 1 0,962 1 0,971

1,2 1,025 1,2 1,024 1,2 1,024

120 1,2 1,024 1,2 1,023 1,2 1,023

1,2 1,023 1,2 1,024 1,2 1,024

14 1,126 1,4 1,128 1,4 1,1298

140 14 1,129 1,4 1,129 1,4 1,129

14 1,127 1,4 1,129 1,4 1,129
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- Profil d’exactitude obtenu avec le modé¢le régression linaire passant par zéro

Tableau XXII1: Standard d'étalonnage (y = ax)

Niveaux de Série 1(J1) Série 2 (J2) Série 3 (J3)
concentrations Variable Réponse Variable Réponse Variable Réponse
0,6 0,0093 0,6 0,0104 0,6 0,0089
60 0,6 0,0089 0,6 0,0117 0,6 0,0108
0,8 0,0135 0,8 0,0187 0,8 0,0113
80 0,8 0,0143 0,8 0,0187 0,8 0,0114
1 0,0197 1 0,0219 1 0,0184
100 1 0,0168 1 0,0224 1 0,0184
1,2 0,0243 1,2 0,0241 1,2 0,0227
120 1,2 0,0227 1,2 0,0237 1,2 0,0209
14 0,0266 1,4 0,0286 1,4 0.0233
140 14 0,0274 14 0,0293 1,4 0,0242
Pente 0,01870 0,02090 0,01720
Ordonnée a l'origine
0,00 0,00 0,00

Tableau XXIV : Standard de validation (y = ax)

Série 1(31) Série 2 (J2) Série 3 (J3)
Variable Réponse Variable Réponse Variable Réponse

0,6 0,0123 0,6 0,0126 0,6 0,0111
60 0,6 0,0119 0,6 0,0132 0,6 0,0111
0,6 0,.0131 0,6 0,0119 0,6 0,0113
0,8 0,0141 0,8 0,0166 0,8 0,0172

Niveaux de
concentrations

80 0,8 0,0173 0,8 0,0158 0,8 0,0165
0,8 0,0176 0,8 0,0173 0,8 0.0171
1 0,019 1 0,0197 1 0,0192
100 1 0,02 1 0,0193 1 0,0184
1 0,0198 1 0,0202 1 0,0201
1,2 0,024 1,2 0,024 1,2 0,0246
120 1,2 0,0246 1,2 0,0239 1,2 0,0231

1,2 0,0236 1,2 0,0246 1,2 0,0246
1,4 0,0264 1,4 0,0288 1,4 0,0298
140 1,4 0,0295 1,4 0,0292 1,4 0,029
1,4 0,0272 1,4 0,0295 1,4 0,0295
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- Profil d’exactitude obtenu avec la fonction racine carré \/y = f(Vx)

Tableau XXV: Standard d'étalonnage (/y = f(Vx))

Niveaux de
concentrations %

Série 1 (J1)

Série 2 (J2)

Série 3 (J3)

Variable  Réponse Variable Réponse Variable Réponse

60 0,77 0,10 0,77 0,10 0,77 0,09

0,77 0,09 0,77 0,11 0,77 0,10

80 0,89 0,12 0,89 0,14 0,89 0,11

0,89 0,12 0,89 0,14 0,89 0,11

100 1,00 0,14 1,00 0,15 1,00 0,14

1,00 0,13 1,00 0,15 1,00 0,14

120 1,10 0,16 1,10 0,16 1,10 0,15

1,10 0,15 1,10 0,15 1,10 0,14

140 1,18 0,16 1,18 0,17 1,18 0.15

1,18 0,17 1,18 0,17 1,18 0,16
Pente 0,17 0,15 0,15
Ordonnée a l'origine -0,04 0,00 -0,02

Tableau XXVI : Standard de validation \/y = f(v/x))
Niveaux de Série 1 (J1) Série 2 (J2) Série 3 (J3)

concentrations % Variable  Réponse  Variable  Réponse  Variable  Réponse
60 0,77 0,11 0,77 0,11 0,77 0,11
0,77 0,11 0,77 0,11 0,77 0,11
0,77 0,11 0,77 0,11 0,77 0,11
80 0,89 0,12 0,89 0,13 0,89 0,13
0,89 0,13 0,89 0,13 0,89 0,13
0,89 0,13 0,89 0,13 0,89 0.13
100 1,00 0,14 1,00 0,14 1,00 0,14
1,00 0,14 1,00 0,14 1,00 0,14
1,00 0,14 1,00 0,14 1,00 0,14
120 1,10 1,15 1,10 1,15 1,10 0,16
1,10 1,16 1,10 1,15 1,10 0,15
1,10 0,15 1,10 0,16 1,10 0,16
140 1,18 0,16 1,18 0,17 1,18 0,17
1,18 0,17 1,18 0,17 1,18 0,17
1,18 0,16 1,18 0,17 1,18 0,17

Les différents modeles de régression testés dans notre travail aboutissent aux profils
d’exactitudes élucidés dans le tableau 26 qui couvre tous les intervalles de dosage et la

fonction la plus simple.
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Tableau XXVI1: Critéres de choix de la fonction de réponse

Modéle de fonction de Intervalle de
réponse Profil d’exactitude dosage ppm
25
20
15
10 ’_—*\‘/—*_/‘
|U| 5
Fo
1]
-50,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00 1,10 1,20 1,30 1,40 1,50
y=ax+b 10 [0.6 - 1.4]
-15
-20
-25
o . Concentrationenppm o
——Limite d'acceptabilité supérieure —=— Limite d'acceptabilité inférieure
—8—Limite de tolérance inférieure Limite de tolérance supérieure
Profil d'exactitude de |a fonction racine carré
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® 5000 0,80 0,90 100 110 1,20 1,30 [0,6-1.4]
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-15
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-25
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—— Limite d'acceptabilité supérieure —=— Limite d'acceptabilité inférieure
—e— Limite de tolérance inférieure Limite de tolérance supérieure
—o— Biais relatif
Profil d'exactitude de la fonction Linéaire passant par zéro
25
20
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) ; W
i 0 '//\'//4’/’/'
2 50,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00 1,10 1,20 1,30 1,40 1,50
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-15
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-25
Concentration en ppm
—— limite d'acceptabilité supérieure —— Limite d'acceptabilité inférieure
—o— Limite de tolérance inférieure Limite de tolérance supérieure

—e— Biais relatif
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Les résultats qui seront désormais élucidés sont basés sur le modeéle mathématique choisi, en

I’occurrence la fonction de réponse : y=ax.

3. Alignement des observations

L’alignement appliqué aux réponses obtenues avec les trois séries des standards de validation,
sur la moyenne des concentrations introduites pour chaque niveau de concentration théorique

est résumé dans le tableau 27 :

Tableau XXVIII: Alignement des réponses observées sur les trois séries de validation

Niveaux de

concentrations Réponse Réponse Réponse Réponse Réponse Réponse

% instrumentale aligné instrumentale aligné instrumentale aligné

0,0123 0,012 0,0126 0,013 0,0111 0,011

60 0,0119 0,012 0,0132 0,013 0,0111 0,011

0,.0131 0,013 0,0119 0,012 0,0113 0,011

0,0141 0,014 0,0166 0,017 0,0172 0,017

80 0,0173 0,017 0,0158 0,016 0,0165 0,017

0,0176 0,018 0,0173 0,017 0.0171 0,017

0,019 0,019 0,0197 0,020 0,0192 0,019

100 0,02 0,020 0,0193 0,019 0,0184 0,018

0,0198 0,020 0,0202 0,020 0,0201 0,020

1,024 0,024 1,024 0,024 0,0246 0,025

120 1,00246 0,025 1,0239 0,024 0,0231 0,023

0,0236 0,024 0,0246 0,025 0,0246 0,025

0,0264 0,026 0,0288 0,029 0,0298 0,030

140 0,0295 0,030 0,0292 0,029 0,029 0,029

0,0272 0,027 0,0295 0,030 0,0295 0,030

4. Prédictions inverses

Le calcul des concentrations prédites dites en retour est présenté dans le tableau ci-dessous :
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Tableau XXIX : Prédictions inverses obtenus a partir des standards de validations

Niveaux de

Wop(MaliElioi Réponse  prédictions Réponse  prédictions Réponse prédictions Moyens/séries

% aligné inverses aligné inverses aligné inverses
0,012 0,66 0,013 0,60 0,011 0,60

60 0,012 0,64 0,013 0,63 0,011 0,63 0,64
0,013 0,70 0,012 0,57 0,011 0,57
0,014 0,75 0,017 0,79 0,017 0,79

80 0,017 0,93 0,016 0,76 0,017 0,76 0,88
0,018 0,94 0,017 083 0,017 083
0,019 1,02 0,020 0,94 0,019 0,94

100 0,020 1,07 0,019 0,92 0,018 0,92 1,04
0,020 1,06 0,020 0,97 0,020 0,97
0,024 1,28 0,024 1,15 0,025 1,15

120 0,025 1,32 0,024 1,14 0,023 1,14 1,28
0,024 1,26 0,025 1,18 0,025 1,18
0,026 1,41 0,029 1,38 0,030 1,38

140 0,030 1,58 0,029 1,40 0,029 1,40 1,53
0,027 1,45 0,030 1,41 0,030 1,41

5. Justesse :

La justesse est exprimée en biais absolu, biais relatif en sus du taux de recouvrement pour
chaque niveau de concentration théorique des standards de validation comme indiqué dans le
tableau 29 :

Tableau XXX : Calcul de la justesse pour chaque niveau de concentration des standards
de validation
Niveaux de

concentrations 80 100
%

Concentrations
moyennes 0,64 0,88 1,04 1,28 1,53
theorique
(ppm)
Concentrations
moyennes 0,6 0,8 1 1,2 1,4
introduites

(ppm)

Biais absolu 0,04 0,08 0,04 0,08 0,13

Biais relatifs
(%) 6,410 10,442 3,684 6,790 9,239
Taux de
Recouvrement 110,81 109,18 104,81 107,25 105,81
(%)
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6. Fidelite :
La fidelité en ses deux conditions de répétabilité et de fidélité intermédiaire est exprimée en
¢carts types relativisés en coefficients de variation suite a 1’étude de la variance du modele

choisi qui a donné les résultats suivants dans le tableau ci-dessous :

Tableau XXXI : Calcul de fidélité pour chaque niveau de concentrations des standards

de validation
Niveaux de
concentrations (6]0] 80 100 120 140
%

Concentrations

moyennes 0,6 0,8 1 1.2 14
(ppm)

S0 sl 0,00 0,03 0,02 0,05 0,08
St wele 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SCE inter- 0,00 0,01 0,01 0,01 0,02

series

Ecart type de 0,03 0,06 0,04 0,03 0,05

répétabilité
Ecart type 0,02 0,05 0,05 0,05 0,09
INnter series
Ecart type de
fidélité 0,03 0,08 0,06 0,08 0.11
intermédiaire
Cvde 4,39 8,08 3,52 2.88 3,74
répétabilité

CV de fidélite 5,23 10,31 6,05 6,49 7.60

intermédiaire

7. Erreur totale
Le tableau ci-dessous représente le calcul de I’erreur totale absolue pour chaque niveau de

concentration théorique :
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Tableau XXXII : Calcul de I’erreur totale absolu pour chaque niveau de concentration
des standards de validations.

Niveaux de
concentrations
%
Biais absolu 0,04 0,08 0,04 0,08 0,13
Ecart type de
fidélité 0,03 0,08 0,06 0,08 0,11

intermédiaire

Erreur total
absolu 0,07 0,17 0,10 0,16 0,24

Le tableau ci-dessous représente le calcul de I’erreur totale relative pour chaque niveau de

concentration théorique :

Tableau XXXI11 : Calcul de I’erreur totale relative pour chaque niveau de concentration
des standards de validations

Niveaux de

concentrations
%

Biais relatifs 6,410 10,442 3,684 6,790 9,239
(%0)

CV de fidélité 5,23 10,31 6,05 6,49 7,60
intermédiaire

Erreur total 11,636 20,754 9,730 13,281 16,841
relative

Erreur total

. 16,76 25,00 16,86 19,19 23,75
maximal

8. Intervalle de tolérance
Le calcul des limites de I’intervalle de tolérance pour chaque niveau de concentration

théorique est résumé dans le tableau suivant :
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Tableau XXXIV : Calcul des limites de I’intervalle de tolérances pour chaque niveau de
concentration

Niveaux de

concentrations
%
Limites de
tolérance 1,78 3,75 -2,05 0,29 2,42
inférieure

Limites de
tolérance 11,04 17,13 9,42 13,29 16,06

inférieure

La limite de tolérance a la différence de la limite d'acceptabilité représente la limite calculée a
partir de la série statistique en prenant en compte un facteur de correction k calculé a un

risque o et I’erreur apportée par la série statistique.
9. Profil d’exactitude

La figure ci-dessous dans laquelle 1’axe horizontal représente les concentrations théoriques
allant de 0,6 a 1,4 ppm et I’axe vertical le biais relatif, représente le profil d’exactitude :

Profil d'exactitude de la fonction Linéaire passant par zéro

Biais
o

50,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00 1,10 1,20 1,30 1,40 1,50

Concentration en ppm
—— limite d'acceptabilité supérieure —— Limite d'acceptabilité inférieure
—ae— Limite de tolérance inférieure Limite de tolérance supérieure

—o— Biais relatif

Figure 16: profil d'exactitude

10. Linéarité de justesse:

Le calcul des différents paramétres de la linéarité, nécessaires pour sa vérification est élucidé

dans le tableau suivant :
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Tableau XXXV: vérification de la linéarité de la méthode

conl:éx:?:t);o?\z % ancentrgtion Concentration prédite
introduite
0,6 0,64
60 0,6 0,64
0,6 0,64
0,8 0,85
80 0,8 0,88
0,8 0,92
1 1,02
100 1 1,02
1 1,06
1,2 1,29
120 1,2 1,27
1,2 1,29
1,4 1,51
140 1,4 1,55
1,4 1,53

1,8
16
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Concentrations prédites

A

e

¥

«

0,5 1

Concentrations introduites en ppm

1,5

y=1,09x - 0,016
R?=0,9908

—— Linéaire (Sériel)

Figure 17: Droite de régression linéaire entre les concentrations prédites et les

concentrations introduites en ppm.
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Tableau XXXVI : Données de la droite du standard de validation

Ecart-type Variance

Pente 1,09 0,03 0,00083
Ordonnées -0,02 0,03 0.00090
al'origine

Tableau XXXVII: Comparaison de la pente a 1 avec le test de STUDENT.

Ddl 13
B 0,99

o 0,001

t0 4,22083173
tc 3,11049564

Si vrai: différance non significatif (pente comparable a 1)

Tableau XXXVIII: Comparaison de ’ordonnée a I’origine a 0 avec le test de

STUDENT.
Ddl 13
B 0,95
a 0,05
to 2,16036866
tc 0,53061828

Si vrai: différance non significatif (I'ordonnée a I’origine est
comparable avec 0)
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Discussions
1. Spécificité et effet matrice :

1.1. Spécificité de la SAA :
La spécificité peut étre inhérente a la technique [83]: la SAA posséde une spécificité
spectrale par rapport aux raies de résonance pour chaque élément a doser. L'absorption de
chaque élément est spécifique, aucun autre élément n‘absorbe a sa longueur d'onde.
S’il y a plusieurs ¢léments a doser, on doit utiliser une lampe a cathode creuse correspondant
a une longueur d’onde fixée. 1l faut donc a chaque manipulation choisir une source adaptée
pour éclairer 1’élément que 1’on cherche a exciter.
Il semble alors claire que pour le dosage du zinc, I’absorption de cet élément lui est spécifique

a une longueur d’onde de 213,9 nm.

1.2. Effet matrice et erreur systématique
La comparaison des pentes et des ordonnées a 1’origine nous renseigne sur 1’absence ou la

présence d’un éventuelle effet matrice et d’erreur systématique.

Il semble alors évident que pour cette technique, il y’aurai absence d’effet matrice et d’erreur

systématique.

Tableau XXXIX : Effet matrice et erreurs systématiques

Test Résultats Signification

Les pontes sont-elles comparables ? Oui Pas d’effet matrice

Les ordonnées a I'origine sont-elles

comparables ? Oui Pas d’erreurs systématiques

2. Fonction de réponse :

Le non traitement de la fonction Ln est justifié par la non signification du modéle

mathématique obtenu apres transformation logarithmique d’une concentration égale a 1 mg/I.

La fonction y=ax est considérée comme étant le modele mathématique le plus simple, le

plus facile a mettre en ceuvre et adaptée a I'analyse en routine.
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3.Criteres de performance de la fonction de réponse choisie :

3.1. Justesse

L’accord entre la valeur de la concentration moyenne prédite obtenue a partir des trois séries
de validation et la valeur de la moyenne des concentrations théoriques considérées comme
étant la valeur de référence est assez étroit pour le niveaux 3, mais on remarque que pour le
reste des niveau, la concentration moyenne prédite s’¢loigne de la valeur de référence (les

biais relatif variant entre 3 et 10%).

3.2.Fidélité

Le degré de dispersion des concentrations prédites obtenues a partir des trois séries de
validation est large pour les 5 niveaux de concentrations, compte tenu du fait que le

coefficient de variation est inférieur a 10 %.

Ces écarts de valeurs en termes de justesse et fidélité restent tout-de-méme acceptables

compte tenu du faite que la matrice soit d’origine biologique (Bio-analyse).

Ces estimations (fidélité et de la justesse) ne sont qu’une étape intermédiaire obligatoire pour
pouvoir évaluer si la procédure analytique va pouvoir ou non quantifier avec une exactitude
suffisante chacune des quantités inconnues, elles ne renseignent pas sur la qualité des résultats

et ne permettent pas de prendre une décision sur la validité de la méthode.

4.Critéres de décision sur la validité de la méthode

4.1. Erreur totale

Selon les résultats du tableau 31, tous les niveaux de concentrations de la gamme sont inclues
dans l’intervalle de validité car présentant une erreur total inférieures a 20 % qui est

considéré comme la limite d’acceptabilité en bio-analyse.
4.2. Profil d’exactitude

Selon le profil d’exactitude élucidé dans la figure 11, la méthode mise au point dans cette
¢tude est valide sur I’intervalle de dosage ou le profil d’exactitude est compris dans les

limites d’acceptation.
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4.3. Intervalle de validité et limites de quantification

Selon les résultats, la méthode est tenue pour valide dans I’intervalle [0,6 ; 1,4 mg/l]

4.4. Linéarité

Le coefficient de détermination linéaire de la relation existante entre la concentration
introduite et la concentration prédite est acceptable (R2 = 0,9934), étant donné que les
deux variables ne sont pas toutes les deux indépendantes, il ne peut confirmer a lui seul la

validité de la linéarité de la justesse.

La pente est statistiquement comparable a 1, et I’ordonnée a I’origine est statistiquement
comparable a 0, donc on peut conclure que la linéarité de la justesse est validée pour le

modéle choisi.
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Conclusion

Le zinc est un élément indispensable et essentiel a 1’organisme humain car impliqué dans de
nombreux mécanismes physiopathologiques, en particulier comme cofacteur de hombreuses

enzymes, essentiellement la SOD.

Dans I'optique d’évaluer la concentration de cet oligoélément dans le plasma humain une
méthode de dosage du Zinc sanguin par spectrophotométrie d’absorption atomique/flamme
est élaborés selon le protocole développé et propose par les guides de validation SFSTP 2003-

2006, qui repose sur le profil d’exactitude comme outil de décision.

Les résultats obtenus prouvent que toutes les exigences spécifiques élaborées dans cette
approche harmonisée sont remplies, ce qui atteste la validité de la méthode mise au point dans
le présent travail, ce qui implique que I’appareil décrit peut garantir la fiabilité des résultats
de cette méthode de dosage et qu’elle est apte a étre utilisée et appliquée en routine pour le

dosage du zinc sanguin

Cette technique de dosage du Zinc dans le plasma humain constituerait alors une amorce dans
I’établissement d’un profil complet du statut radialaire chez des patients a haut risque de
développer certaines maladies  (pathologie cardiovasculaires, cancers...) comme les

tabagiques et les alcooliques ou apres exposition a certains xénobiotiques.
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ANNEXEI SPECTROPHOTOMETRIE D'ABSORPTION ATOMIQUE

I.1.Généralité:

La spectrométrie d’absorption atomique (AAS) est une technique décrite pour la 1ére fois par
Walsh (1955). SAA étudie les absorptions de lumiére par l'atome libre. C’est une des
principales techniques mettant en jeu la spectroscopie atomique dans le domaine UV-visible
utilisée en analyse chimique. Elle permet de doser une soixantaine d'éléments chimiques
(métaux et non-métaux). Les applications sont nombreuses étant donné qu’on atteint
couramment des concentrations inférieures au mg/L (ppm).

1.2. Principe:

L’absorption atomique de flamme est une méthode qui permet de doser essentiellement les
métaux en solution. Cette méthode d’analyse élémentaire impose que la mesure soit faite a
partir d’'un analyte (élément a doser) transformé a 1’état d’atomes libres. L’échantillon est
porté a une température de 2000 a 3000 degrés pour que les combinaisons chimiques dans
lesquelles les éléments sont engagés soient détruites.

La spectrométrie d’absorption atomique est basée sur la théorie de la quantification de
I’énergie de I’atome. Celui-Ci voit son énergie varier au cours d'un passage d'un de ses
électrons d'une orbite électronique a une autre : AE=hv ou h est la constante de Planck et v
est la fréquence du photon absorbé. Généralement seuls les électrons externes de I'atome sont

concernes.

E2 —m

A

Bl: —

Absorption d'un photon

Les photons absorbés étant caractéristiques des éléments absorbants, et leur quantité étant
proportionnelle au nombre d'atomes d'élément absorbant selon la loi de distribution de
Boltzmann, I'absorption permet de mesurer les concentrations des éléments a doser.

L’analyse par absorption atomique utilise la loi de Beer- Lambert. S’il y a plusieurs éléments
a doser, on réalise cette manipulation pour chaque élément de 1’échantillon en se plagant a une
longueur d’onde fixée. Il faut donc a chaque manipulation choisir une source adaptée pour

éclairer I’élément que 1’on cherche a exciter.
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1.3. INSTRUMENTATION DE BASE
Le dispositif expérimental utilisé en absorption atomique se compose d'une source , la lampe
a cathode creuse ™ , d'un brileur et un nébuliseur @ , d'un monochromateur ©® et d'un

détecteur  relié a un amplificateur et un dispositif d'acquisition.

LY,

D EOUrCE

: flamme

c réseau + fente = monochromatenr
détecteur

ol B =

figure 1: instrumentation de base de la spectroscopie d'absorption atomique.

e LaLampe a cathode creuse:

La lampe a cathode creuse est constituée par une enveloppe de verre scellée et pourvue d'une
fenétre en verre ou en quartz contenant une cathode creuse cylindrique et une anode. La
cathode est constituée de I'élément que I'on veut doser. Un vide poussé est réalisé a l'intérieur
de lI'ampoule qui est ensuite remplie d'un gaz rare (argon ou néon) sous une pression de
quelques mm de Hg.

Lorsqu'on applique une différence de potentiel de quelques centaines de volts entre les deux
électrodes, une decharge s'établit. Le gaz rare est alors ionisé et ces ions bombardent alors la
cathode, arrachant des atomes a celle ci. Ces atomes sont donc libres et sont excités par chocs
. il y a émission atomique de I'élément constituant la cathode creuse. La particularité du

rayonnement ainsi émis est qu'il est constitué de raies tres intenses et tres fines.
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Figure X : Cathode creuse : source pour la spectrométrie d’absorption atomique.

e Lenébuliseur:
L'échantillon a analyser est en solution. Celle-ci est aspirée au moyen d'un capillaire par le
nébuliseur. A l'orifice du nébuliseur, du fait de I'éjection d'un gaz a grande vitesse, il se crée
une dépression (effet Venturi). La solution d'analyse est alors aspirée dans le capillaire et a la
sortie, elle est pulvérisée en un aérosol constitué de fines gouttelettes. Cet aérosol pénétre
alors dans la chambre de nébulisation dont le réle est de faire éclater les gouttelettes et
d'éliminer les plus grosses. Ce brouillard homogéne pénétre alors dans le brileur.

e Laflamme — atomisation:
L'aérosol pénéetre dans le brdleur puis dans la flamme. Au bout d'un certain parcours au seuil
de la flamme, le solvant de la gouttelette est éliming, il reste les sels ou particules solides qui
sont alors fondus, vaporisés puis atomisés. La flamme air acétylene est la plus répandue et
permet de réaliser le dosage de nombreux éléments. Sa température est de 2500°C environ. A
la place d'une flamme, on peut également utiliser un four cylindrique en graphite pour
atomiser I'échantillon.
La lumiére qui quitte la source n’est pas monochromatique. On obtient un spectre de raies
contenant :

v les raies de I’élément a doser,
v' les raies du gaz de remplissage dans la source,
v’ les raies d’éventuelles impuretés,

v’ les raies de I’atomiseur (flamme).
Le réle du monochromateur consiste a éliminer toute la lumiére, quelle que soit son origine,

ayant une longueur d’onde différente de celle a laquelle on travaille.

e Le détecteur:
Le faisceau arrive ensuite sur le détecteur. Ce dernier mesure les intensiteés lumineuses
nécessaires au calcul des absorbances. Il est relie a un amplificateur et un dispositif

d'acquisition. On détermine :
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Absorbance spécifique = Absorbance totale — Absorbance non spécifique.

L'absorption spécifique est due a I'élément a doser (sur une raie). L'absorption non spécifique
est due a l'absorption continue de la matrice. Des mesures permettent la correction des

absorptions non spécifiques.

I.4. PERTURBATIONS PHYSIQUES ET CHIMIQUES:
Un élément est dosé par absorption de sa raie la plus intense. Cependant, plusieurs facteurs
peuvent affecter la position des raies donc conduire a des dosages inexacts.
Les interférences perturbant I’analyse sont de quatre types :

v chimique,

v" d’ionisation,
v physique,
v

spectrale.

I.5. DOSAGE PAR ABSORPTION ATOMIQUE:
La courbe d’étalonnage est déterminée de deux manieres différentes :
» Etalonnage direct — matrice simple (un seul élément a doser )

» Méthode des ajouts dosés — matrice complexe ou inconnue.

1.6. QUELQUES APPLICATIONS:
La spectrophotométrie d'absorption atomique est essentiellement une méthode d'analyse
quantitative qui convient beaucoup mieux a la détermination des traces qu'a celle des
composants majeurs. La spectromeétrie d'absorption atomique permet le dosage de nombreux
matériaux inorganiques (roches et minerais, métaux et alliages...). Elle est donc tres adaptée a
I'étude du matériel archéologique. Elle permet aussi de quantifier les éléments métalliques en
solutions (Gestion des déchets).Citons quelques exemples :

v T'analyse des constituants majeurs et mineurs de céramiques archéologiques
le dosage du Ca, Sr, Zn dans les 0s
I’analyse des éléments traces pour identification des pierres

la dégradation des verres

N N NN

dosage des particules métalliques (Cu, Fe...) dans le papier
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I’analyse des eaux
I’analyse des tissus végétaux et animaux, des liquides biologiques
I’analyse des aliments et boissons,

I’analyse des sols, engrais et sédiments

AN NN

I’analyse des produits industriels.

% Avantages:
haute sensibilité, grande spécificité, rapidité, faible quantité de substance nécessaire (1 ml de

la solution peut suffire) et facilité de préparation des solutions étalons.

% Inconvénients :
nécessité d'utiliser pour chaque élément a doser une source caractéristique, technique
d'analyse destructrice, domaine d'application limité presque exclusivement aux métaux (Cu,

Zn, Pb, Cr, Fe, Cd, etc....), nécessité d'avoir des concentrations assez faibles.
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Figure : Table de Student



Résumé

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’especes oxygénees
activées et les défenses antioxydantes de 1’organisme, en faveur des premiéres. Notre mode de
vie mais aussi nos mauvaises habitudes alimentaires, augmentent de fagon anormale la
production des EOA dans notre organisme. A long terme, ceci peut contribuer a I’apparition
de diverses pathologies. Dans un souci de prévention, il conviendra donc de disposer d’outils
performants permettant d’évaluer correctement le statut de stress oxydant. Pour cela, une
méthode de dosage du zinc sanguin par une technique de spectrophotométrie d’absorption
atomique / flamme est mise au point et validée selon les directives de la SFSTP suivant un
protocole de validation harmonisé, publié dans la revue STP Pharma pratique en janvier 2006
qui repose sur le profil d’exactitude comme outil de décision.

Les résultats obtenus prouvent que toutes les exigences spécifiques élaborées dans cette
approche harmonisée sont remplies, ce qui atteste la validité de la méthode proposee dans le
présent travail, prouvant ainsi mathématiquement la fiabilité et I’exactitude des résultats de

dosage sanguin du zinc par SAA.
Mots clés : stress oxydant, oligoéléments, zinc, validation, profil d’éxactitude.
Abstract:

Oxidative stress corresponds to an imbalance between the generation of activated oxygen
species and the antioxidant defences of the body, in favour of the former. Our lifestyle but
also our bad eating habits, abnormally increase the production of EOA in our body. In the
long term, this can contribute to the appearance of various pathologies. In the interest of
prevention, it will therefore be necessary to have efficient tools at one's disposal to correctly
assess the oxidative stress status. For this, a method for the determination of blood zinc using
an atomic absorption / flame spectrophotometry technique is developed and validated
according to SFSTP guidelines according to a harmonized validation protocol published in the
journal STP Pharma pratique in January 2006 based on the accuracy profile as a decision-

making tool.

The results obtained prove that all the specific requirements developed in this harmonised
approach are met, which attests to the validity of the method proposed in this work, thus
mathematically proving the reliability and accuracy of the SAA blood zinc assay results.

Keywords: oxidative stress, trace elements, zinc, validation, accuracy profile







