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Glossaire

e Cancérogénicité: Les produits chimigues sont définis comme cargémes s'ils
induisent des tumeurs, une augmentation de leuddnce et/ou de leur caractere
malin, ou s'ils diminuent la durée de leur appamiti

» Cryptorchidie : Malformation du I'appareil reproducteur maleawgrisée par la non
descente du testicule dans le scrotum.

e DJT : La Dose JournaliereTolérable représente la quantité d'une substanas qu'
individu moyen de 60 kg peut théoriguement ingépeotidiennement, sans risque
pour la santé. Elle est habituellement expriméengnde substance par kg de poids
corporel.

 Gamétogenese Processus qui aboutit, au cours de la vie d'ugarisme, a la
formation des cellules reproductrices, les gametes.

» Hypospadias: Est le développement anormal du pénis sur lebomidice, ou méat
urétral, ne se localise pas a I'extrémité du glaéien.

« LOAEL : «lowest observable adverse effect level »; c’est la dose minimale qui
provoque des effets toxiques.

» Mutagénicité : Correspond a l'induction de modifications pernmies transmissibles
dans la quantité ou la structure du matériel ggnétde cellules ou d'organismes. Ces
modifications peuvent intervenir sur un seul gamegensemble de génes ou sur des
chromosomes.

* NOAEL : «no observableadverseeffect level »; c’est la dose maximale sans effets
toxiques.

» Stéroidogenese Processus de synthése des hormones stéroidiemagsjncipale
étant la testostérone. Cette hormone est respensibla masculinisation chez le
foetus et de I'établissement et du maintien desctzes sexuels secondaires males et
de la spermatogenese chez I'adulte.

» Tératogénicité: Tératogene Mutagene agissant spécifiquement sur I'embryoteo

foetus.

» Toxicité aigué: La toxicité aigué concerne les effets néfastaspguvent résulter
d'une exposition unique, ou d'expositions multipdesl'espace de 24 heures, a une
substance, I'apparition de la toxicité est de edurée, I'absorption du toxique et les

manifestations d’intoxication sont rapides.
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Toxicité chronique : toxicité réitérée pendant plus de 90 jours. Densas d'une
intoxication chronique, les expositions sont réegt&ur de longues périodes, la
manifestation de l'intoxication dépend soit du poigjui s'accumule, soit des effets
engendrés qui s'additionnent.

Toxicité par dose répétée La toxicité par dose répétée correspond aux effets
toxiques généraux qui se produisent consécutiveraeabhe exposition journaliére
répétée d'une substance durant une partie (exgositibaigué ou subchronique) ou la

majorité (exposition chronique) de la durée de vie.

Toxicité pour la reproduction: Elle se caractérise par des domaines de
préoccupation multiples, tels que les dommages famctions ou capacité de
reproduction male et femelle (fertilité), l'appamit d'effets nocifs non héréditaires
dans la progéniture (toxicité pour le développemaintsi que les effets sur ou meédiés

par la lactation/lI'allaitement.

Toxicité subaigué: toxicité réitérée pendant au maximum 28 jourfmtaxication
subaigué correspond a des expositions fréquentegpétées sur une période de

plusieurs jours ou semaines pour que les symptdfimgsxication apparaissent.

Toxicité subchronique: toxicité réitérée pendant plus de 28 jours etnsiale 90

jours.

Toxicocinétique: La toxicocinétique est le devenir du toxiquensl I'organisme ;
I'expression de la toxicité suite a I'expositionng substance est la conséquence d'une
chaine d'événements qui se produisent dans les tgmcernés de l'organisme, en
contact avec le toxique ultime dans des quantitégepvoquent un effet néfaste. La
concentration du toxique ultime au niveau de lalecibiologique dépend de

labsorption, de la distribution, du métabolisme ede I'excrétion.
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Résumé

Dans la premiére partie de ce travail nous avoudi@&tl’effet d’'une expositionn
uteroa une faible dose DEHP (4 mg/kg/j) par un gavaggidien pendant toute la période de
gestation sur I'appareil reproducteur de la desarogl male chez le rat Wistar. Nos résultats
ont montré une altération importante du systemeedeoduction a savoir : Diminution de la
DAG, du poids testiculaire et une défaillance hamale sexuelle. Ces résultats fournissent
une nouvelle preuve sur les effets a faibles desesmettent en cause la NOAEL (5mg/kg/j)

fixée par la réglementation.

Dans la deuxiéme partie de ce travaill nous avonpliogg des méthodes
spéctrophotomeétriques UV visible et FTIR a la camasation du DOP et au suivi de sa
migration a partir de films fins en PVC vers lesienx simulants de denrées alimentaires et

I'influence de certains facteurs sur ce phénomeéne.

Les résultats ont montré que les deux techniquesgitent une bonne caractérisation
et le suivi de la migration dans le cas d'un flux mhigration important mais elles restent

limitées par manque de sensibilité dans le cas fiide migration faible.

Mots clés DEHP ; Faibles doses ; reprotoxicité ; PVC, Migna.
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Abstract

In utero di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) expaswvas examined in time-mated
Wistar rats gavaged during gestation period witeedo4 mg/kg-d, in the first part of this
study.

At a low dose of 4 mg/kg-d, DEHP caused adverséamurogenic effects on male rat
development as male anogenital distance, testighivand testosterone was decreased. The
results provide new evidence of low-dose effectbBHP and are consistent with the EU
NOAEL of 5 mg/kg for DEHP.

In the second part of this study we applied sp@bibtométric methods UV visible
and FTIR/ATR in the characterization of the DOP &nthe follow-up of its migration leave
in fine PVC films towards the simulants of foodslahe influence of certain factors on this
phenomenon.

The results showed that the two technics allow @dgtharacterization and the follow-up of
the migration in the case of a significant flowrofgration but they remains limited for lack

of sensitivity in the case of a low flow of migrai.

Keywords:DEHP; toxicity; Male offspring rats; Low dose; PVMjgration
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

u cours des dernieres décennies, les inquiétudes-vis des changements
survenus dans l'environnement et de leurs cons@gse possibles sur la
fonction de reproduction masculine se sont ampkfi@elbes et al., 2006 ;
Slama et al.,, 2006). En effet, le déclin de la qualité du sperhumain a été
observé par de nombreuses équipes scientifiquésaret de nombreuses régions du globe
(Nelsonet Bunge 1974 ;Carlsen et al, 1992 ;Auger, 1997; Adamopouloset al, 1996 ;
Irvine et al, 1996,De Mouzon et al, 1996). La concentration de spermatozoides décline
jusqu'a 50% ces cinquante derniéres anndearigen et al, 1992). Parallelement, la
fréquence des affections de I'appareil reproducteélle a augmenté dans I'espéce humaine
(Adami et al, 1994 ;SEER, 2003).Toppari et al., ont rapporté en 200dne augmentation
de lincidence de deux anomalies congénitales deganes génitaux externes : la

cryptorchidie et I'hypospadias.
Mais qu’elle est l'origine ou la cause de toutes pathologies ?

Une des premieres réponses par rapport a ce sejet apportée il y a déja plus de
cinquante ans pd&oy Hertz qui, en 1958, estimaitu’il fallait prendre en considération le
fait que l'utilisation d’hormones dans l'alimentati animale risquait d’exposer certains
individus a ces hormones, alors qu’ils n'auraiestnjais di étre en contact de leur vie avec de
telles molécules. ..., que nous étions en train @ercun cycle des stéroides dans notre
environnement, et que nous devions sérieusememdneren considérations les implications
gue cela pouvait entrainer pour notre développemartre croissance et peut-étre pour nos

fonctions de reproduction. »

Quatre ans aprefachel Carsonécrit son livre “Silent Spring”, qui provoque une
prise de conscience du public des problémes liésisgues toxiques des polluants chimiques

toxiques dans l'environnement.

De la est née I'hypothése que des xénobiotiquesgwts dans I'environnement,
retrouvés dans l'alimentation, et capables de mimer d’interférer avec I'action des
hormones endogenes, seraient responsables de addesr du développement, de la
reproduction et du comportement observés dansags ipdustrialisés et les zones polluées.
Hypothese amenée paheo COLBORN qui donnera le nom de perturbateur endocrinien a

ces molécules en 1991.
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En 2008,Rouiller-Fabre etal., ont constaté qu’'un certain nombre d’argumenig so
en faveur d'un effet délétére d’'une famille parigre de perturbateurs endocriniemss
phtalates sur la fonction de reproduction masculine. EQ&Qatini etal., ont indiqué que
le phtalate le plus important retrouvé dans I'eomirement est 1®i-2(éthylhexyl) phtalate
(DEHP).

Le DEHP est classé par les agences réglementaioesne substance hautement
préoccupante, toxique pour la reproduction catégatB, sur la base des études
toxicologiques a des doses supérieures a la NOAHdr. ailleurs,Rouiller-Fabre et
al.,(2008), ont indiqué que, des études récentes ébabli des corrélations entre le
développement du testicule foetal et la reprotckiaies phtalates, aux concentrations

environnementales (faibles doses).

Le professeurFRED VOM SAAL, Biologiste a l'université du Missouri, Colombia
suggere gu& La dose ne fait jamais le poison pour les horrsogei ne suivent pas les
régles classiques de la toxicologie. Le principese-effet, est complétement erroné, il peut
marcher pour les produits traditionnels mais pasumpdes hormones, pour aucune
hormone ! »PourMICHAEL THUM , représentant de la société américaine de caxbes,

effets a faibles doses sont une réalité sciengfigtablit».

Selon I'Office Fédérale de I'Environnement (OFEV), la source principale
d’exposition aux phtalates est 'emballage alimeataia le phénoméne de migration.

Afin de réduire le risque pour la santé de consotauralereglement n°10/2011de
la Commission Européenne "concernant les matégaokjets en matiére plastique destinés a
entrer en contact avec des denrées alimentairesétalalit des limites de migrations

spécifiqgues « LMS » pour les phtalates, pour I¢iBHa LMS est del, 5 mg/kg d’aliment.

Néanmoins, le respect de telles faibles limiteBI$l). et la détermination des ces
substances n’est pas une chose aisé, la contraimiure réside dans la présence de ces
molécules a I'état de traces dans les alimentscoustituent des matrices complexes .Ceci

impose donc de disposer d’outils analytiques teFfopmants hautement sensibles et sélectifs.

Les méthodes de références mises au point, esnhéthodes chromatographique,
chromatographie en phase gazeuse (CG) et la chwgrapghie en phase liquide (HPLC), avec
divers détecteurs, la chromatographie en phaseugazcouplée au spectrometre de masse
(CGMS), s'impose de plus en plus car lui seul @asurer la confirmation de la présence de
composé recherchéCémel V et Rega B.2012). Cependant la mise en ceuvre de ces
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meéthodes est fastidieuse, trés onéreuse et semhéodes indisponibles, inaccessibles dans

la majorité des cas.

La mise en place de nouveaux outils analytiquesplsisnet moins onéreux en
parallele des méthodes de références reste urcaéfies méthodes doivent étre au moins
aussi performantes que les méthodes de référerme wve valeur ajoutée en terme de

technicité et de fiabilité.

bY

Ce travail a pour objectif d’identifier les effet&ine expositionn utéro au DEHP, a
de faible dose, proches de celles de I'environmensair le systeme de reproduction chez le
rat Wistar et développer une méthodologie analgtigumple et fiable pour le suivie de la
migration de DEHP d'un film en pvc plastifié verauaigues simulants de denrées

alimentaires.
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Chapitre |

Geénéralités sur les erballages plastiguest législatior

I.1. Généralités sur les emballages plastiqu
[.1.1) Définitions

e Matieres plastiques: Les matériaux plastiguesu matériaux polymeres, sont (
matériaux constitués de macromolécules obtenuepgbamérisation a peir d'un ou
plusieurs motifs unitaireGillet, 2008).

+ Emballage: L'emballage est défini comme tout objet constiteérthtériaux de tou
nature, destiné a contenir et a protéger des madades données, allant des matie
premieres aux produits finisl permet leur manutention et leur acheminemen
producteur au consommateur ou a l'utilisateur,ssui@ leur présentati (Marcel,
2002).

1.1.2) Le polychlorure de vinyle (PVC]

Le PVC est un polymere linéaire obtenu par polysadior du monomere chrure de vinyle

C1 H

| |

C C

| |

H H n

Figure 1Formule chimique générale du PV( (ineris 2006

La production industrielle du PVC remonte au débas années 1930. C’est
plastique trés présent dans notre vie quotidiemand’'ensemble de ses prcétés mécaniques
et physiques et son aptitude a étre modifié sasrbesoins en font un matériau adapté
multiples usage@Hruska etal., 2007).

Selon la commission EuropéenrCE) (2005), le PVC est le 3éme polymere uti
dans le monde apres lesly#ihylenes et les polypropylen(20 % de la consommatic

mondiale totale des plastiques, soit de I'ordr@8enillions de tonnes

Ineris (2006) indique qu'il est utilisé dans de nombreeaxteurs industriels grace
ses caractéristiquésesistance,isolation, légereté, imperméabilité, durabilité,siséance
meécanique, etc.). Il représente 11% de marché emelsallages plastiques en Euro
(Mkacher, 2012).
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On distingue, habituellement le PVC non plastifie;on appelle PVC rigidet le
PVC plastifie qui contient une grande quantité Retgfiant et qu’on appelle PVC souple.

Tableau | : Principales propriétés des différentsypes de PVC (Mark 1999)

Propriétés Unités | PVC rigide PVC souple

Température de fusion °C 160 a 170 140 a4 170

Température de transition vitreus °Q 75 a 105 -40

D

[.1.2.1. Plastifiants

Les plastifiants sont des additifs utilisés en rjis@ é€levée pour moduler les
propriétés mécaniques des polymeres, ces additifseptent un risque tres important de
contamination des aliments emballés car ce somtetites molécules extrémement mobiles
dans la matrice polymére et utilisées en quantifgortante. Les phtalates sont les plastifiants

les plus utilisés\(itrac etJoly 2007).
1.1.2.1.1. Phtalates

Selon l'office fédéral de la santé publiqu@HSP) (2013), les phtalates sont des
plastifiants, ils rendent le plastique souple eiifhle et sont utilisés dans de nombreux

produits de la vie quotidienne, notamment les diadpes.

Le nom « phtalate » dérive du terme « aqutealique » lui-méme dérivant du
mot « naphtaléne ». Les phtalates ressemidehihuile végétale pure, ont peu d'odeur
et conférent des caractéristiques apprécialdes emballages: flexibilité, durabilité,
longévité et colt peu élevé. Produits pour tanpere fois dans les années 1920, ils ont
connu un essor tres important dans les annE¥s0, lorsque le PVC est apparu
(ineris, 2005).

Les phtalates ou esters phtaliques sont le pratistérification d’'un acide phtalique
avec un ou plusieurs alcools. lls sont globalentamactérisés par une structure chimique
incluant un cycle benzénique substitué en orthodeax groupements carboxylates dont la
taille des chaines alkyles est variable. Selorcd@all d’estérification, on distingue des esters
phtaliques symétriques ou les deux fonctions acele¥ estérifiées par le méme alcool
(DEHP, DBP), dissymétriques ou les deux fonctiocisles sont estérifiees par des alcools
différents (BBP), et non totalement définis lorsdpmfonctions acides sont estérifiees par des
alcools de type oxo (DINP, DIDPngerm, 2011).
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Selon Conseil Européen des Plastifiants et Inddraires ECPI) (2012), les phtalates

se divisent en deux sous groupes :

* Les phtalates a longue chaine moléculaire ou dgibtalongs », comme le DINP et
le DIDP, constituent plus de 80% des phtalatess@si en Europe. Ces molécules
sont enregistrées par la réglementation européREACH et ne sont pas classifiées
comme substances a risque pour la santé ou I'emaroent.

» Les phtalates dits a courte chaine moléculaire phtalates courts », tels que le DBP,
le BBP, le DIBP et le DEHP, sont reconnus commeukstnces extrémement
préoccupantes » par la réglementation européenrse sdbstances chimiques
(REACH) en raison de leurs effets sur la reprodunctibservés dans le cadre d’études

menées sur des animaux.
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Tableau Il : Identité des principaux phtalates (NICNAS, 2008 ;INSERM, 2011 ;ECPI,

2012)
R1 R> Nom PM Exemples dutilisatior
(g.mol-1)
Phtalates court:
C2H5 C2H5 Diéthyl-phtalate
Cosmeétiques, solval, dispositifs
(DEP) 2222 meédicaux ...
Produits en PVC souple (récipients
Di (2-éthykhexyl)- nourriture, films  platiques pour
CgHi7 | CgH1v phtalate 390,6 'emballage des aliments, tuya
d’arrosage, poches de sang, cathé
(DEHP) .
gants....), cosmétiques... €
Cosmétiques, adhésifs et coll
Butylbenzy-phtalate _ _ R
CsHy | C/Hy (BBP) 298,3 produits automobiles, revétements
sol en vinyle.
_ PVC souple, les adhésifs, les enc
Dibutyl-phtalate o .
CsHo | C4Hg (DBP) 278,3 d'imprimante, les cosmétiques et
insecticides...
Phtalates long: Emballages alimentaires, céab
électriques, revétements, indus
Diisonony-phtalate automobile, semell:
C9H20 C9H20 418,6
(DINP)
Diisodécy-phtalate Cables électriques, revétemel
CioH21 | CioH21 447,0

(DIDP)

peintures, matériel médic

Formule chimique

o
R
o~

O
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[.2. Réglementation sur les matériaux et les substaes chimiques dans

I'emballage plastique
1.2.1. Réglement N. 10/2011

Depuis le 1 avril de 2011, I'aptitude des matéri@nentrer en contact avec les
aliments est régie par le reglement (EU) N° 10/2@lblié au Journal Officiel de la

Commission Européenne le 14 janvi@ttp://www.contactalimentaire.com).

Le reglement européen n°10/2011 de la Commissiomdeenne "concernant les
matériaux et objets en matiere plastique destinémtéer en contact avec des denrées
alimentaires" établit "des exigences spécifiguepliegbles a la fabrication et a la
commercialisation de matériaux et d’objets en maf@astique qui sont destinés a entrer en
contact avec des denrées alimentaires, qui soatetegontact avec des denrées alimentaires
ou dont on peut raisonnablement prévoir gu'ils enant en contact avec des denrées
alimentaires”. Le texte couvre tous les plastigoness aussi les multicouches et, sous
certaines conditions, les multimatériaux. La lides substances autorisées a été complétée
pour constituer une liste exhaustive pour les marems et les additifs (liste positive), et le
statut de certains ingrédients, comme les subsatiaéde a la polymérisation, les colorants,
les solvants, les substances non intentionnellemjentées, a été clarifié. Un changement
important intervient dans la prise en compte dektiésl des additifs analysés lorsqu'ils sont
présents dans les produits finis mais égalemeligé@gien production. Détaillés dans I'annexe
[, les simulants de denrées alimentaires onte¥gaht évolué, tout comme les modalités des

essais de conformité (annexe \ipdustrie.com)

Le reglement CE n°10/2011a fixé certaines restrictions d’utilisation et sdeMS pour

certains phtalate :

 Le BBP: Matériaux et objets réutilisables ; matéxi et objets a usage unique en
contact avec des aliments non gras a I'excepti@pdéparations pour nourrissons ;
Auxiliaire technologique a des concentratict®31% dans le produit final ; LMS =

30mg/kg simulant de denrée alimentaire),

* Le DEHP :Matériaux et objets réutilisables en contact aves aliments non gras ;
Auxiliaire technologique a des concentratie®s1% dans le produit final ; LMS = 1,5

mg/kg simulant de denrée alimentaire,
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 Le DBP: Matériaux et objets réutilisables en contact aves aliments non gras ;
Auxiliaire technologique a des concentratiet@®05% dans le produit final ; LMS =
0,3mg/kQ).

1.2.5. Le reglement REACH

Le reglement européen n° 1907/2006 concernantéd@gsirement, I'évaluation et
l'autorisation des substances chimiques, ainsilgsieestrictions applicables a ces substances
(REACH) (Registration, Evaluation, Autorisation and Restdot of Chemicals prévoit un
régime d’autorisation spécifigue pour les substanpeésentant un risque carcinogene,
mutagéene ou toxique pour la reproduction (CMR) deeau 1 ou 2 selon la directive
67/548/CEE.

1.2.6. Réglement (CE) N° 1272/2008 (CLP)

La reglementation concernant le classement dedaswdes chimiques est issue de la
directive 67/548/CEE remplacée depuis le 20 janvier 2009 parédglement (CE) n°
1272/2008 appelé reglemenCLP (Classification, Labelling andPackaging) relatif a la
classification, a I'étiquetage et a I'emballage debstances et des mélanges. Obligatoire a

partir du 01/12/2010 pour les substances et duslA@A5 pour les mélanges.

Le présent réglement compléte le systeiREACH pour l'enregistrement,

I'évaluation, I'autorisation et les restrictions @ebstances chimiques introduit en 2007.

La classification CMR (cancérogenes, mutagenesxéjues pour la reproduction) prévoit

trois niveaux de risque par agent :

Tableau 1l : Classification réglementaire — expli@tion

Classification des substances CMR par catégorie

Directive 67/548 CE | Reglement CLF

avéré pour 'homme 1 1A
Avéré pour [l'animal et suspecté pour 2 1B
'homme

)
w
N

suspect-doute en l'absence d'information

sérieuses disponibles
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Tableau IV : Classification de certains phtalates e tant que CMR (criteres CLP)

Identification chimique internationale

Numéros CAS

Classification

dibutyl phthalate (DBP)

84-74-2

Repro. 1B

benzyl butyl phthalate (BBP)

85-68-7

Repro. 1B

SelonEuropa.eu (2011), depuis février 2011, I'Europe a décidetefdire le DEHP,
le DBP et le BBP d'ici 2014-2015. Ces substanc@wmigbes seront interdites dans I'Union
Européenne conformément a l'alerte REACH, sauf pesirentreprises ayant obtenu une
autorisation individuelle d'utilisation ; ils devroprouver que les mesures de sécurité requises
ont été prises pour controler efficacement lesugsgou que les avantages pour I'économie ou

la société I'emportent sur les risques, et ce gugle soit la quantité de substances.
1.2.7. Réglementation Algérienne, lalécret exécutif n° 91-04

le décret exécutif n° 91-04du 19 janvier 1991 relatif aux matériaux destiaéstre mis en

contact avec les denrées alimentaires et les geodainettoyage de ces matériaux, est le seul
reglement qui existe concernant les matériauxtird=sa entrer en contact avec les denrées
alimentaires , il précise dans l'article 05 qudes matériaux destinés a étre mis en contact
avec les denrées alimentaires doivent étre élalmtélsisivement avec des constituants ne

présentant aucun risque d’atteinte a la santé@dscmmmateur »

Le mot « phtalates » ne figure pas dans la réglatien Algérienne , il ne fait pas
encore I'objet d’une réglementation spécifique, sran peut l'inclure dans I'article 07 di
Loi n° 09-03 du 25 février 2009 relative a la protection dusmnmateur et a la répression
des fraudes, qui stipule que « Les équipemerasénrls, outillages, emballages et autres
instruments destinés a étre mis en contact avecddéesées alimentaires, doivent étre

composés exclusivement de matériaux ne pouvant pHeérer ces denrées.

10
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Chapitre 1l

Phénomeéne de migration

II.1. Les interactions emballage/alimen

Un des rbles essentiels de I'enlage alimentaireest d’assurer une bonne protect
du produit qu’il cotient. Cependant, s évite les pollutions, les contaminations extérie
gue pourraient subir les produits emballés ; €iinpet de contribuer au maintien de la qu
et de la sécuritdemballage est rarement inerte. L'interaction erdé& contenant et le conte
peut aboutir a des transferts de matiére. Ces pm&mes sont susceptibles d’altérer la qui
de laliment, de détériorer les propriétés meécagsqule I'emballage ede causer des
problemes toxicologiques Zaki, 2008). Bach Campa (2011) indique trois type:
d’interactions possibles entre I'emballage etif@nt : la perméation, la sorption et

migration.

 La perméation: La permeéation se caractérise par le trar de gaz a travers
'emballage, notamment I'O2 vers I'aliment, le C@&s I'extérieur de I'emballage

le passage des composeés volatils de I'extériewr R@iment Severinetal., 2011)

* La sorption : La sorption est I'assimilation des constituants’aliment pa la paroi
'emballage plastiquesuivie de leur pénétration dans le polymere. Lecgssus d
sorption peut induire une perte des arébmes den&it et entrainer une modificati

structurale du polymereSeverinetal., 2011).

* La migration : La migration des constituants de I'emballage (monmemeésiduels
additifs, etc.) vers le produit conditionné estaurire type d’échange de matiere
constitue un probléme de sécurité alimen (Bach Campa 2011).

-
rMMigration

< Adsorptiorﬁo:/bsorption
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\
I FPerrmeation | <

Produit Materiau Externieur
d'emballage

Figure 2. Schéma des différentes ileractions possibles entre I'emballage, sc

>
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|
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I
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° I
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contenu et le milieu extérieu.
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[I.2. Fondements sur la migration polymere/aliment

La migration peut se définir comme le transfertntigiere d’une source externe vers
l'aliment. De fagcon générale, ce transfert de matEeut se produire pendant la production, le
transport, le stockage, la cuisson ou méme perdaansommation de I'alimeng{moneay
2008).

[1.2.1. Mécanisme de migration

Les additifs peuvent migrer du polymére vers I'aithselon un processus purement
physique. Ce processus conduit a une réductioraddutée de vie du matériau et a une

pollution de I'aliment (Bach Campa 2011).

La perte des additifs, d’apr&ach Campa(2011), peut étre décrite comme une
séquence de deux actes élémentaires : la diffukiocceur vers la surface et le passage des

molécules a travers l'interface polymere/environaem

SelonLau et Wong (2000), le processus de migration de I'emballaglyrpérique
vers le produit fini peut étre décrit en trois @spetroitement liées entre elles. Ces étapes

selon les auteurs sont les suivantes :
[1.2.1.1. Diffusion du migrant a travers le polymée

La diffusion, selorPoulard (1998), est un phénoméne de transport moléculiaing
l'origine est l'existence d’'un gradient de concatibn. En effet, la diffusion tend a
homogénéiser la répartition de I'additif dans léypwere, elle se fait des points de plus forte

concentration vers les points de plus faible cotra&on.

La diffusion est plus rapide dans un matériau cdmutique et peu cristallin, qui
présente une plus grande mobilité moléculaire,dgpend principalement de la température,

gue dans un matériau vitreux et semi-cristallisu(et Wong 2000).

On considere en général, d’apreBick (1855), que la diffusion des molécules
simples est Fickienne, c’est-a-dire que le fluxdd@usion du pénétrant est proportionnel a

son gradient de concentration.

Le coefficient de diffusion (D) représente la vitlesde migration d’'une substance a
travers chaque phasea(l et Wong 2000). La migration des substances dans les systemes

polymere/aliment peut étre modélisée par la Idrid& suivant I'équation :

12
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ac_ 9 (DaC)
ot  dx\ 9x

Ou Cest la concentration du composé diffusix est la position dans le matériaut est le

temps
11.2.1.2. Solvatationdans I'interface polymére / aliment

Dans le cas ou I'additif est contact avec m liquide, la perte d’additif lieu par

extraction(Bach Campa 2011).
Lors de I'extraction, on peut distinguer deux d’apresFayolle (2005)(Figure 3) :

* Le liquide ne pénetrpas ou peu dans le matériac’est seulement scapacité a
dissoudre I'aditif (bon ou mauvais solvant la surface dypolymeére qui détermine la
vitesse d’extraction. La perte d’additif dans lguide esicontrbléepar sa vitesse de
diffusion dans le liquide

* Le liquide pénétrgrofondémer dans le matériau. Il va aloascélérer lediffusion de

I'additif en plastifiant lepolymeére.

@)
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O O O molécule de solvant ~__ chaine macromoléculaire

Figure 3: Schématisatior de la plastification des polymeregFayolle, 2005)
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[1.2.1.3. Dispersion de la molécule diffusante

SelonLau et Wong (2000), au-dela de l'interface du polymere, les énoles se
dispersent dans l'aliment au hasard. Le fait deangdr ou agiter le produit conditionné
pourrait accélérer la cinétique de décrochement cdesposés de la surface du matériau
plastique. Cependant, les principaux facteurs tfactent la dispersion sont la solubilité du

migrant envers l'aliment et le coefficient de ddfon de chaque molécule.
[1.2.2. Types de migration
Le reglement n°® 10/2011envisage deux notions de migrations :

» La migration globale, qui n'évalue que la masse globale de migrantslysepar
'emballage, sans distinguer la nature et la spitgfde ces migrants. La «limite de
migration globale» (MG ), est la quantité maximale autorisée de substanoes
volatiles cédées par un matériau ou objet aux simsilde denrées alimentaires;

* Les migrants spécifiquesqui, au contraire, s’efforcent de qualifier etddntifier
chacun de ces éléments. La «limite de migraticgcifigue» (MS), la quantité
maximale autorisée d'une substance donnée cédéeirpamatériau ou objet aux

denrées alimentaires ou aux simulants de denriesrdahbires;

Le reglement n° 102011, indique que, la fixation des limites de miigmarepose sur
'hypothése conventionnelle selon laquelle 1 kg denrées alimentaires est consommé
guotidiennement par une personne de 60 kg et lede sont emballées dans un récipient

cubigue d’'une surface de 6 dm2 cédant la substance.
Cette limite est liée a la dose journaliere tol&adDJT) calculée selon la relation:

LMS (mg/kg aliment) = 6G DJT (mg/kg poids corporel/jour) ou LMS (mg/kg) ==6_LMS
(mg/dm2) ou LMS (mg/dm2) = 10 DJT.

[1.2.3. Simulants de denrée alimentaires

La mesure de la migration spécifique, en particidigec un aliment donné, est une
approche qui a été remise en question par plusiautsurs a cause des difficultés des
procédures d’analyses. Pour y pallier, plusieupsidies simulateurs d’aliments ont été utilisés

pour étudier le phénomenBach Campag 2011).
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» Définition
«Simulant de denrée alimentairepest un milieu d’essai qui imite une denrée aliraiee et

qui, par son comportement, reproduit la migratigpaétir des matériaux destinés a entrer en

contact avec des denrées alimentaingglément 2011)

Tableau V : Liste des simulants de denrées alimerntas

Simulant de denrée alimentaire Abréviation
Ethanol a 10 % (v/v) Simulant A
Acide acétique a 3% (m/v) Simulant B
Ethanol a 20% Simulant C
Ethanol a 50 % Simulant D1
Huile végétale ou Ethanol absolu Simulant D2
Oxyde de poly(2,6-diphényl-p-phényléne Simulant E

[1.2.3.1. Affectation générale des simulants aux aeées alimentaires

Les simulants A, B et C sont affectés aux denréeeeataires a caractére hydrophile
qui peuvent extraire des substances hydrophilessithelant B est utilisé pour les denrées
alimentaires dont le pH est inférieur a 4,5. Le ”dant C est utilisé pour les denrées
alimentaires alcooliques ayant une teneur en alc®ol20 % maximum et les denrées
alimentaires contenant une quantité significativiegdédients organiques qui les rendent
davantage lipophiles.

Les simulants D1 et D2 sont affectés aux denréesataires a caractere lipophile qui
peuvent extraire des substances lipophiles. Le lamhuD1 est utilisé pour les denrées
alimentaires alcooliques ayant une teneur en ale@oérieure a 20 % et pour I'huile dans les
émulsions aqueuses. Le simulant D2 est utilisé peEsidenrées alimentaires contenant des

matieres grasses libres en surface.

Le simulant E est affecté aux essais de migratp@tiique dans des denrées alimentaires

seches.
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[1.2.3.2. Conditions de contact(reglement n° 10/2011)

La migration est déterminée sur le matériau oujébbu, si cela n'est pas possible,
sur un échantillon prélevé sur le matériau ou Bobpu un échantillon représentatif du
matériau ou de I'objet. Un nouvel échantillon dassst utilisé pour chaque simulant ou type
de denrées alimentaires. Seules les parties dealdition destinées a entrer en contact avec
les denrées alimentaires dans I'utilisation réstiat mises en contact avec le simulant ou la

denrée alimentaire.

L’échantillon est mis en contact avec le simulaetndaniere a reproduire les pires

conditions d’emploi prévisibles quant a la duréedetact et a la température de contact

Pour les durées de contact supérieures a 30 jotempérature ambiante ou a une
température inférieure, I'’échantillon est testés Idiun essai accéléré a température élevée

pendant maximum 10 jours a 60 °C.
Les conditions de contact normalisées sont résuddesle tableau VI ;

Tableau VI : Conditions de contact normalisées

Durée de contact en N )
_ , Conditions de contact prévues
jour (j) ou heure (h)

Toute condition comprenant le chauffage a 70 °Cnaaximum

5 h 470 °C pendant 2 heures au maximum ou le chauffage a @G “maximum
a o

pendant 15 minutes au maximum, non suivie d'unepogsage de

longue durée a température ambiante ou a |'étagésé.

L’'essai pendant 10 jours a 50 °C couvre toutes desées
d’entreposage a I'état réfrigéré et congelé, y aisrlp chauffage a 70
10jabs0-°C °C au maximum pendant 2 heures au maximum ou lefigwe a 100
°C au maximum pendant 15 minutes au maximum etdlages

d’entreposage de maximum six mois a températureaanted

L’essai pendant 10 jours a 4°C couvre les duréentEposag

D

10ja4°C o ke e A
inférieures a 30 jours a I'état réfrigére.
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[1.2.4. Facteurs d’influence sur la migration

Il existe des facteurs internes et des facteursreg$ qui ont un effet direct sur la
diffusivité des molécules présentes dans I'emballages facteurs internes font référence a
des propriétés inhérentes des molécules diffusagttesux matériaux tels que la nature
chimique des substances (monomeres, additifs) messelans les matieres plastiques ainsi
gue I'état structural et la morphologie du polyméke contact avec I'aliment (composition et
propriétés chimiques) et les conditions d’expositio d’'usage du matériau sont des éléments

externes influencant la diffusivitéch Campa 2011).
* La nature des constituants du polymére

De facon générale, toutes les substances entraust ldacomposition (monomeres,
catalyseurs, additifs, etc.) des matieres plassiqgent susceptibles de migrer. Les additifs
(stabilisants et adjuvants technologiques), uslipéur donner des propriétés spécifiques au
produit final, ne sont pas liés a la chaine polyquér par des liaisons fortes et leur risque de
migration est plus élev&éki, 2008 etBach Campg 2011)

e La nature et I'état du polymeére

Le coefficient de diffusion évolue d’'une fagon piogortante en fonction de la nature
et de I'état des polyméres. La diffusion dans lelymperes a I'état caoutchouteux, comme le
PVC plastifié, est plus rapide que pour les polyséx I'état vitreux et semi-cristallin (PET,
PVC, PA). Pennarun, 2001;afssg 2006).

* Le milieu au contact

Le caractére lipophile ou hydrophile du migrantdéerminer sa capacité a diffuser
vers l'aliment. Les monomeres, stabilisants etaldditifs sont habituellement des molécules
lipophiles. Méme si leur diffusion est possible sléas aliments aqueux, ils migrent davantage

dans les aliments graBdigenbaumetal., 1993).
* Le conditionnement

Il est généralement admis que toute étape impliquarséjour a haute température au
cours du conditionnement, du stockage et de laagpafipn finale de l'aliment emballé

augmente le risque de migratipvitrac etJoly, 2007).
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e La surface de contact

Il existe une relation proportionnelle entre la wfité de DEHP relarguée et la surface

de contact entre 'emballage et I'alimeRt{genbaumetal., 1993).
« Le temps de contact

La quantité de DEHP relarguée augmente avec leselagontact entre le contenant
et le contenu jusqu’a épuisement de la quantitptdalate dans le matériau. Cependant le
taux de plastifiant migrant n’évolue pas de facmdire dans le temps, généralement le

relargage est tres important pendant les 24 presilggures puis s’atténuéaki, 2008).

» Latempérature

L’augmentation de la température favorise la migmten augmentant la mobilité
moléculaire du polymére, d’apre&ki (2008), la vitesse de diffusion est fonction de la

température.
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Chapitre 11l

Di (2-éthylhexyl) phtalate (DEHP)

Tres apprécié pour les propriétés mecaniques gorifere au PVC et pour la facilité
de sa transformation, il présente un tres bon mapgaalité prix, le DEHP est considéré
depuis plus d'une trentaine d’années comme le jratiandard du marché des plastifiants
(ECPI, 2012).

Le DEHP connu aussi sous le nom de dioctylphtd[2@P), est un ester ramifié de la
famille des phtalates. Il a pour formule chimiqugHzsO, et pour numéro CAS 117-81-7
(ineris, 2005).

[11.1. Propriétés physico-chimiques

Les principales propriétés physico-chimiques du PEdént réesumées dans le tableau

suivant ;

Tableau VIl : Propriétés physico-chimiques du DEHP(CIRC monographie 2012)

Forme physique Liquide huileux tres peu volatil, incolore, odeur
trés faible.

Poids moléculaire (g.mol™) 390,57

Point d’ébullition (°C) 384

Point de fusior (°C) -55

Pression de vapel (mm Hg a 25 °C) 1.42 x 10-7

Densité (g/cnt & 25°C) 0,981

Solubilité Peu soluble dans 'eau (0,27mg/l & 25°C), soluble
dans les solvants organiques et dans le sang.

Point d’ébullition (°C) 384

[11.2. Production de DEHP

Selon linrs (2013), le DEHP a eu ces 50 dernieres années op®rtance
économique considérable au regard des quantitéwlipes. La production mondiale a atteint
2 millions de tonnes (t) en 2002 puis sa consononadi diminué notablement dans I'union
européenne. Ainsi de 595 000 t produite en 1997 cptantité est passée a 340 000 t en 2007
et serait inférieure a 100000 t actuellement. Néansnle DEHP fait encore partie
de I'environnement quotidien il peut se retrouveansl de nombreuses formulations

industrielles et domestiques.
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[11.3. Principaux usages intentionnels du DEHP
L’ineris a identifié en 2010, trois (3) principales applicas du DEHP en Europe :

* Plastifiant du PVC (~95%) : Plus de 95 % du DEHRsmmnmé est employé comme
plastifiant dans l'industrie des polyméres, et ghasticulierement dans la production
de produits en PVC souple (emballages alimentditadectrique, revétement de sol,
isolation), appareils médicaux, jouets et cuirdisgtiques ;

e Plastifiant de polymere non-PVC (résines vinyliquessters cellulosiques,
caoutchoucs) (~2%) : agent anti-mousseux dansolduption de papier, émulsifiant
pour cosmétique, parfums et pesticides ;

» Usage Non-polymére (~3%) : peintures, encre etiendigtanchéite.
Plusieurs auteurs rapportent I'utilisation de DEtdiFhme plastifiant dans :

* Le polyéthylene téréphtalate (PET¥asajuana et Lacorte, 2003; Biscardi et al.,
2003 Fankhauser-Noti et Grob 2006;Montuori et al, 2008 ;Marie-Hélene, 2013).
En effet les auteurs ont signalé la présence systsnatigue de DEHP dans les eaux
embouteillée en PET a des concentrations tresblasiguivant les étudeBigcardi et
al., 2003 ;Dargnat, 2008 ; Senthil et Ligy, 2009 ; Bach Campa2011 ; Marie-
Héléng 2013).

* Le polyuréthane le substitut de PVC pour les prisdeinarmaceutiqugBergé,2012).
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l1l.4. Réglementation et limites de tolérance de DHP

[11.4.1. Classification réglementaire (inrs 2010)

Mutagene -UE : non classé

-UE : non classé

-IARC : groupe 3 l'agent est inclassable quant a sa cancérogérpoitr

Cancérogene P'Homme (2000)

-EPA : groupe B2 l'agent est supposé cancérogéene pour I'Homme
(1988)

- Directive 67/548 CE: cat Z2: substance devant étre assimilées a|des

14

substances altérant la fertilité humaine (phrasesdge R60 : peut altérer
la fertilité) et substance devant étre assimiléees substances causant
des effets toxiques sur le développement dansd&shumaine (phrase de
Toxique pour | risque R61 : risque pendant la grossesse d'efféfastes pour I'enfant)

la (1996)

reproduction , . : :
P - CLP : Cat 1B: Substances présumées toxiques pour la reproductio

humaine (phrase de risque H360FD : peut nuirefartéité peut nuire au
foetus (2008).

Pictogramme selon le reglement CLP
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[11.4.2. Valeurs toxicologiques de référence

Les évaluations de risque effectuées pBF8A ont abouti a une dose journaliére
tolérable DJT) de50 png/kg pc/j (efsa 2005).

En 2010, laConsumer Product Safety Commissi@méricaine (CPSC) déterminait
uneDJT deb5,8 ng/kg pclj.

Le tableau suivant résume les valeurs toxicologigde référence de trois agences

gouvernementales pour les principaux phtalates.

« NOAEL, no observable adverse effect level

« LOAEL , lowest observable adverse effect level

Tableau IX: Valeurs toxicologiques de référence carues pour le DEHP (OMS, EFSA,
CPSC).

Valeurs toxicologiques de référence de DEHP
OMS 2003 EFSA 2005 CPSC 2010
NOAEL (mg/kg/)) 2,5 5 5,8 (LOAEL)
Facteur de sécurité 100 100 1000
DJT (ng/kg pclj) 25 50 5,8
Espece Rat Rat Rat
Etude de référence Wolfe etLayton, 2003 | i etal., 2000

[11.4.3. Limites de tolérance dans les emballagedimentaires

Le reglemenCE n°10/2011a interdit le DEHP dans les matériaux et objetmatiere
plastique destinés a entrer en contact avec degatealimentaires grasse et fixe une LMS de
1,5 mg/kg simulant de denrée alimentaire pouroletact avec les aliments non gras, avec

utilisation comme auxiliaire technologique a desamtrations<0,1%.

Le DEHP a été inscrit sur la liste des substandesitpires a entrer sur la « liste des
candidats » pour l'autorisation sous REACH, publ&28 octobre 2008 par 'TECHABErgé
2012).
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[11.5. Sources de contamination et voies d’exposin
[11.5.1. Sources de contamination
[11.5.1.1. Contamination de I'environnement

Selon LOFSP, les phtalates sont utilisés dans de nombreux mh@®at sont donc
omniprésents dans l'environnement. lls ne sont [@s chimiquement aux matiéres
plastiques, ils sont dispersés dans la massedtluipret sont donc relativement diffusibles
dans le proche environnement. Leur dispersion penenir a différents stades : fabrication,

transport, utilisation et enfin, lors de la dégtamtaet/ou du recyclage des produits finis.

Les principales voies d’apport des phtalates a/ltennement selon I'office fédéral de

'environnement QFEV) sont :

* Les émissions dans lair (volatilisation), dégramfatdes produits en PVC au niveau
d’industries, ou autre, en contenant dans leur ositipn ;

* les pertes par lessivage et/ou solubilisation gmlisment sur les toitures et les
chaussées lors des phénomenes pluvieux, nettoyageéhicules, de surfaces

intérieures, etc), ils se retrouvent ensuite dasghaux, les sols et les sédiments.

En générale, d’aprédNRS (2013), les sources de contamination environneaent

peuvent étre ponctuelles ou diffuses.

* Sources ponctuelles sont les émissions lors de la production de plasjdors de la
production de PVC et de polymeres ainsi que lossusages industriels du PVC. Elles
représentent de 5 & 10 % des rejets a I'environneme

* Sources diffuses :sont beaucoup plus importantes (90 a 95 %) et cemment les
émissions de phtalates lors de I'utilisation dedpits finis ainsi que la dégradation de

déchets (incinération, décharges, démantelemevéltdeules).
[11.5.1.2. Contamination de I'étre humain

Les sources de contamination pour I'étre humaagrs OFSP en 2012, sont diverses, les

principales sont :

» Alimentation, matériaux d’emballage, eau potableolgiets usuels (Gants en PVC,
ustensiles, récipients, tuyaux, jouets ...).
e Air ambiant intérieur ou I'environnement intérie(niégagement de gaz par les

revétements de sols et les meubles revétus dermplastique)
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* L’environnement extérieur (eau, air, sol)
» Les dispositifs médicaux

» les produits cosmétiques

Figure 4 : Diffusion des phtalates dans I'environnement (RES@®.3).
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[11.5.2. Voies d’exposition chez 'homme
L’exposition humaine aux phtalates peut se faire pa

* Voie orale

* Voie respiratoire
* Voie cutanée

* Voie parentérale

* Voie transplacentaire

* Voie orale (ingestion)

L’emballage alimentaire est la principale sourcexgosition humaine aux phtalates,
d’apresINSERM (2011).

L'ingestion d’aliments contenant des phtalatesnayidrement diffusé a partir des
matériaux d’emballages ou lors de leur manipulasierait la principale source d’exposition
humaine Dargnat 2008,Muczynski 2011)

En raison de leur solubilité dans les corps gras, ghtalates ont tendance a se
concentrer dans les aliments les plus gras teldegbeurre, le lait ou le fromage, mais aussi
dans la viandel{argnat 2008).

Plusieurs études ont montré la présence des pgalans divers produits alimentaires
ainsi que dans I'eau de bouteille suite a leur atign a partir d’emballages, les chercheurs
ont mis en évidence la pénétration de DEHP dassdenrées alimentaires durant leur

transformation, leur conditionnement et leur stgeka

Cependant, une étude récenteSkthyanarayana de I'Université de Washington,
publiee le 27 février 2013, réveéle que méme lesnaiits biologiques ou préparés
artisanalement, cuits et conservés dans des carisesans plastique peuvent étre contaminés
aux phtalates tout simplement parce que I'ensembla chaine alimentaire est contaminée.
Les chercheurs ont mesuré les concentrations dePDB&hs différents aliments; Les
produits laitiers dont le beurre, la creme, le &ile fromage, avaient des concentrations de
plus de 440 nanogrammes / gramme, la cannelle pbilee supérieures a 700 ng / g, la

coriandre 21.400 ng / g.

Les enfants peuvent ingérer des phtalates en conantrde la nourriture contaminée
et en sucant des objets en P\Ricard, 2011). En effetd’apresAlmeras et al., (2010), les
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jouets constituaient une source d’exposition ingoad pour les enfants notamment du fait
gu’ils ont tendance a les porter a la bouche pesrnhacher, les sucer voire en avalant de

petits morceaux.
* Voie respiratoire (Inhalation)

Selon Muczynski (2011), linhalation de particules contaminées teaant des
phtalates constitue le deuxiéme mode d’expositaialie.

Les phtalates sont omniprésents dans I'air aml@amnaison de leur ubiquité dans les
matériaux et les produits industriels. Cependass, akrosols a forte teneur peuvent étre émis
au voisinage des postes de travail ou les phtadaté®uvent utilisés a chaud et sous pression.
Ceci survient frequemment lors de leur mise en esundustrielle (fabrication de films,
d’articles finis), et représente généralement la@® majeure de I'exposition professionnelle
et d’émission dans l'air intérieur et extérieurtt€alerniere peut atteindre de 1 a 10 mg.m-3

en 8 heures pour les postes les plus expddéasgiiat 2008)

Le consommateur est également exposé de maniemmajime a de faibles
concentrations par inhalation d’aérosols issus aesnétiques (parfums, déodorants), des

produits ménagers, des colles ou des revétemdatgeins. Dargnat, 2008)
* Voie cutanée

Le contact cutané avec les phtalates purs peutosklipe pour les ouvriers pendant la

fabrication industrielle.dargnat, 2008)

SelonRicard (2011), I'absorption dermique de DEHP, en raiser'application de
produits de soins tels que les cremes solairesp@biags, déodorants, lotions, et autres
cosmetiques, peut étre considérée comme une v@ieriamte d'exposition particulierement
pour les enfants. D’apres I'étude \Wermuth (2006), plus de 80% de l'exposition au DEHP
est due a l'application dermique de produits dessdparfums, créemes pour la peau,

déodorants) chez les enfants comme chez les adultes
» Voie parentérale (Contamination médicale)

Pour les personnes hospitalisées, d’apiesard (2011), la transmission directe dans
la circulation sanguine par les tubulures intragases est la voie d'exposition majeure aux

phtalates.
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Selon la commission européenne (2008), le DEHHeepremier plastifiant utilisé
dans les dispositifs médicaux en PVC comme lesec@utrs pour le sang ou les nutriments,

les tubes et les cathéters.

Une autre source potentielle d’exposition, seldauser et al, 2004, serait les
capsules enveloppant les médicaments. En effemé&Bcaments nécessitant une absorption
spécifiqgue au niveau de l'intestin sont entourasd’capsule de polyméres pouvant contenir

des phtalates et plus particulierement du DEHP.

Un taux élevé de DEHP ayant été dosé dans les podbesang médicales, la
transfusion sanguine peut des lors, constituerfarte source ponctuelle de contamination
Wormuth (2006).

* Voie transplacentaire

Il existe une transmission de I'exposition matdenal foetus par le cordon ombilical.

Le DEHP traverse la barriére placentaBathyanarayang 2008).

Les sources et voies d’exposition environnementales phtalates sont resumées dans la
figure 4
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SOURCES VOIES DE TRANSFERT EXPOSITION
HUMAINE
Matériaux
ﬁ%ﬁﬁﬁ& — Volatilisation, solubilisation — Inhalation

Produits PVC

(" Inhalation
Applications non polyméres

Cosmétiques, produits de soin personnel Ingestion

Embakages aimentaires — Volatilisation, solubilisation ——— .

Textiles Contact cutané

Majén‘el médcg,_ médicaments

Peintures, adnesifs Contamination
\ sanguine

Industrie

Production des phtalates — — .

Fabrication des produls i ———— \Volatilisation, solubilisation — Inhalation

Agriculture (" Inhalation

N Volatilisation, solubilisation ———

Médicaments vétérinaires Inaestion

Equipements techniques . g

Déchets [ Inhalation

Rejets de STEP »  Volatilisation, solubilisation ——— .

Décharges L Ingestion

Figure 4. Sources et voies d’exposition environnementales ayshtalates (Dargnat,
2008)

[11.6. Niveaux d’exposition au DEHF
I11.6.1. Exposition en population général

L’exposition chez I'adulte au DEHP est estimée eyemne a environ a 5ug/kg/j de
poids corporel par jour d'aprés les données de coratenmts urinaires en DEHP ou de :

meétabolites dans les populations occidentinserm, 2011)

Une récente étude Allemande Heinemeyeretal., en 2013, a estimé une exposit
moyenne au DEHP via I'mhentation de 3,9 a 9,3 ug/ki
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[11.6.2. Exposition des enfants, nourrissons et noteau-nes

Wittassek etal., (2007b) ont estimé les niveaux médians d’exposéu DEHP entre
4,3 et 7,8ug/kg pc/j chez les enfants agés de 2 a 14 ans.0BB, 2EFSA estimait que
I'exposition au DEHP d’enfants de plus de 6 moissmammant des aliments pour bébés préts

a I'emploi était, dans les cas les plus défavoslde 23,519/kg pclj.
[11.6.3. Exposition in utero

Dans sa thése de doctorat en 20Ricard indique que I'exposition foetale a été
démontrée dans plusieurs études, elle est cordéléaposition de la mére. Dans leur étude,
Wittassek etal., (2009) ont mesuré les concentrations de métabalies principaux phtalates
dans le liquide amniotique récupéré au cours daedldsances par césarienne. Le niveau de

MEHP a été estimé en moyenne deig8.
[1l.7. Toxicocinétique et métabolisme
» Toxicocinétique

Le DEHP pénetre dans I'organisme essentiellemanbnade (pour plus de 75 %) mais
aussi faiblement par voie cutanée (pour 2 a 5 Y%xbsorption digestive est rapide et
importante de I'ordre de 50 a 75 % inré 2013).

Le DEHP se distribue dans le foie, le rein, kestitules et le sangnéerm, 2011 ;
anses2012 ;inrs 2013). Des résidus de DEHP ont été détectéslddage des foetus de rats
dont la mére avait été traitée par gavage duragestation, démontrant la capacité du DEHP

a traverser la barriére placentaigriyastavaetal., 1989 ;Stroheker etal., 2006).
e Métabolisme

Le métabolisme du DEHP aboutit a la formation d’'wiregtaine de métabolites. Le
DEHP est d’abord hydrolysé par des lipases avendtion du mono (2-éthylhexylphtalate)
(MEHP), métabolite majoritaire dans le sang, et 2héthylhexanol, lui-méme étant
rapidement hydrolysé en acide 2-éthylhexanoiqués RuUMEHP est oxydé en différents

métabolites et dans une moindre mesure hydrolyse€idie phtaliqueATSDR, 2002).

Selon IECB, (2008), les dérivés monoesters sont souventtpkigues que le phtalate
de départ, c’est en particulier le cas du MEHPs pghxique que le DEHP dont il est issu.
Latini a indiqué en 2005, que les métabolites seconddurd3EHP sont jusqu'a 100

fois plus toxiques que le MEHP.
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« Demi-vie

Sous sa forme libre, le DEHP a une demi-vie saregoaurte de I'ordre de 28 minutes
: le MEHP a une demi-vie sanguine supérieurdnaudes NRS 2013).

* Elimination

Les métabolites sont éliminés pour une grandeepddns les urines, Une étude sur
volontaire a montré que 74,2 % de la dose de DHigErée sont éliminés dans les urines
(INRS 2013).

Une excrétion dans le lait maternel et une distion placentaire (détection dans les
tissus foetaux) ont également été rapport@BSES 2012).

En fin, le rapport d’expertise « reproduction et@léppement » de INSERM en
2011 indigue que méme si on n‘observe pas de hioadation, il est important de signaler
gue I'exposition est continue du fait de la divirsles sources de contamination.

[11.8. Toxicité de DEHP sur I'organisme
[11.8.1. Notion faibles doses

Selon EFSA (2012) etANSES (2013), durant la derniere décennie un nombre
croissant d’études se penchent sur les effets ulestagces chimiques a faibles doses, et
notamment les « perturbateurs endocriniens». SEhypothese de la faible dose, il est
possible que ces substances entrainent des efifdésirables a faibles doses, mais pas
nécessairement a certaines doses plus élevées. ridlsuivent donc pas la courbe dose-
réponse classique, selon laquelle les effets iraldiss sont plus probables lorsque les doses
sont plus élevées. Au contraire, elles peuventrsuim autre type de courbe dose-réponse,
une courbe en forme de U avec des effets obseraés doses faibles ou élevées, mais pas a
des doses intermédiaires. Une telle courbe dosmsépest désignée par I'expression «courbe
dose-réponse non monotone». Ces observations egrhett question les concepts actuels de

I'évaluation des risques associés aux produits icjuies.
» Définition

Le terme « faibles doses » peut se définir en detons selotJNEP et OMS (2012) :
1) Doses inférieures aux NOAEL, LOAEL ;

2) Doses réelles auxquelles I'Homme est exposé qeotdiment dans son
environnement ;
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* Impact de la fenétre d’exposition
Ce n’est pas la dose qui fait le poison mais c’dst période d’exposition !

Les périodes d’exposition les plus sensibles semtelkpositions lors de la vie intra-
utérine (NSERM, 2011), d’apresSharpe (2006) les effets toxiques de DEHP observés
chez l'adulte prendraient leur origine dans unetupbation du développement et des
fonctions testiculaire durant la vie foetale (hygstn d'origine foetale des maladies de
I'adulte). Cette origine feetale des effets toxiqdesDEHP observé chez I'adule s’appuie sur
le fait que les deux grandes fonctions du testjcldegamétogenése et la stéroidogenese,

prennent place au cours de la vie foet8legn 2011).

[11.8.2. Effets sur la santé humaine
[11.8.2.1. Effets perturbateur endocrinien (effetssur la fonction de reproduction)

Le DEHP est reconnu pour étre un perturbateur eimden par les différentes
autorités mondialesOQMS, 2012 ;EFSA, 2013 ;OFEV, 2013).

» Définition d’'un perturbateur endocrinien

« Substance ou un mélange exogene altérant leidoa du systeme endocrinien et
induisant de ce fait des effets nocifs sur la sdhté organisme intact, de ses descendants ou
au niveau des (sous-)populationsANSES, 2013 elEFSA 2013).

« Définition du systeme endocrinien

« Systeme complexe composé de nombreux organexrgas, surrénales, testicules,
ovaires, thyroide et parathyroides sécrétent demdnes diffusées dans I'organisme par le

sang ». Son fonctionnement est indispensable antieraide la vie.

L’appareil reproducteur en faisant partie, soncfmmnement peut étre altéré si le

systeme endocrinien est défectueliMRS)

Le DEHP est surtout étudié pour sa toxicité sdofetion de reproduction méale et le
développement de cette fonction au cours de lasgsse. Ce point est celui qui suscite le plus
de débat et d’effervescence, soulevant un problémeur de santé publique en raison du

large champ d’utilisation de cette molécule.
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Le DEHP, qui est classé comme toxique pour la foncde reproduction, est
€galement incriminé en tant que perturbateur emuearchez le rat, de par I'altération de la

synthése des stéroides qu'il entraideiczynski, 2011).

D'apres INRS 2012 «la toxicité pour la reproduction » se tradudr mles effets
néfastes sur la fonction sexuelle et la fertiliés tommes et des femmes adultes, ainsi que par

des effets indésirables sur le développement ds trscendants.

Les effets observables a la naissance apres ¢igposu DEHPpendant la vie foetale
sont représentés dans le tableau VIl ; les diftéreffets sont regroupés en deux catégories:
Insuffisance foetale en androgenes (altération deretion stéroidogene) ou altération du
développement des cellules germinales (altératienlad fonction gamétogene). D'apres
Saillenfait etal. (2009 et 2010.)

Tableau X: Effets d'une exposition fcetale au DEHP w8 les fonctions testiculaires

néonatale de rat.

Effets de DEHP sur les fonctions testiculaires

espece FONCTION STEROIDOGENE FONCTION GAMETOGENE

- Cryptorchidie - Diminution du poids et de la taille

- Hypospadias des testicules

. Réduction de la Distance Anbo- Diminution de la quantite et de |a

- Génitale (DAG) qualité spermatique

- Retard d'acquisition de la puberté Baisse de la fertilite

- Rétention des aréoles et des tétons Pas de cancer testiculaire

- Diminution de la testostérone
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[11.8.2.2. Toxicité aigué

Chez 'Homme et I'animal, il n'y a pas de toxicisgué observée par ingestion de
DEHP, (par voie orale : DL50 : 20 000 mg/kg, et pdralation : CL50 : 10 600 mg/m3
pendant 4h chez le raGECB, 2008).

[11.8.2.3. Toxicité subchronique et chronique autreque reprotoxique

D’aprésANSES (2012), chez I'animal, les organes cibles affepiisune exposition orale au

DEHP sont principalement le foie, les reins, etsdame moindre mesure le systéme nerveux.

Munczynski, (2011) indique que le foie est le premier orgarsecidentifié de I'effet
delétére des phtalates. Selon l'auteur l'effetlies @vident d’'une contamination chronique au
DEHP par voie orale se traduit par une hépatomggpibnoncée. Au niveau fcetal,
'exposition in utero au DEHP entre 11 et 19 de gestation entraine ugmentation de
I'hépatostéatose (rétention des triglycérides dassvacuoles hépatocytaires) ainsi que la
réduction du stockage du glycogene dans le foidaéss. Klaranghi et al, 2010).

Au niveau rénal, une augmentation du poids du eeimne minéralisation des papilles
rénales sont essentiellement observées apres gesitons chroniques au DEHP par voie
orale chez le ratNSES (2012).

[11.8.2.4. Cancérogénicité

ANSES (2012), indique que le centre international de eecte sur le cancer (CIRC) a
reclassé le DEHP en 2011 comme substance cancérpgssible pour ’'Homme (du groupe

3 au groupe 2B) sur la base de données animales.
111.8.2.5. Génotoxicité/ Mutagenicite

L’ ECB conclut que les études menées sur I'animal ne gtéznt pas de classer le DEHP

parmi les substances génotoxiques ni mutagene.
111.8.2.6. Tératogénicité

Chez le rat et la souris, des effets tératogenehjant notamment une augmentation de
la mortalité foetale, du nombre de foetus résorbéduwonombre de malformations chez les

survivants, ont été décrits suite a l'ingestiorDieHP @nses2012).
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TRAVAIL EXPERIMENTAL

Notre travail expérimental se divise en

deux grandes parties

A. L'étude de la reprotoxicité a faible
dose de DEHP chez le rat Wistar.

B. Application des méthodes
spectrométriques au suivi de la
migration du DEHP d’e PVC vers les

simulants des denrées alimentaires.



PARTIE A

Ftude de la reprotoxicité d
faible dose de DEHP chez le

rat ‘Wistar exposé in utero




MATERIELS ET METHODES




Ftude toxicologique Matériels et méthodes

A) Etude de la reprotoxicité a faible dose de DEHP @z le rat Wistar

exposén utéro.

Objectif

La concentration de spermatozoides décline jus§0% ces cinquante derniéres
années Carlsen et al, 1992). Parallélement, la fréquence des cancedestaffections de
I'appareil reproducteur méale a augmenté dans lespamaineRES, 2013).

Plusieurs études expérimentales ont suggeéeré quelt@&smtions de la fonction de
reproduction male pourraient étre dues auRerturbateurs Endocriniens » présents dans

notre environnement.

Le DEHP est le perturbateur endocrinien le pléopcupant, classé toxique pour la
reproduction catégorie 1B sur la base des étuddsotogiques chez le rat a des doses

supérieures a la NAOEL.

Actuellement, il parait qu’'on rentre dans une ndlevére en toxicologie ; plusieurs
études se penchent sur les effets des perturbaadocriniens a faibles doses et remettent

en question les concepts actuels de I'évaluatemridques associés aux produits chimiques.

L’objectif principal de cette étude est d'iderdifiles risques d’'une expositiom

uteroa une faible dose dBEHP sur le systeme de reproduction chez le rat Wistar.
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L’étude de la toxicité pour la reproduction a ééalisée conformément a la ligne
directrice de IOCDE (2012), pour les essais de produits chimiques noié8 relatif a

I'étude étendue de toxicité pour la reproductionusie génération.

A. 1) Matériels et méthodes

A.l.1) Matériel

A.l.1.1) Matériel non biologique
* DEHP : la substance testée, liquide incolore visqueurdrque LG CHIMICAL
* Huile d'olive : utilisée comme veéhicule.

A.l.1.2) Matériel biologique

Nous avons utilisé 14 rattes et 14 rats de souclstavVsexuellement matures de
poids corporel compris entre 200 et 207g, provedanitélevage du Centre de Recherche et
de Développement SAIDAL (CRD). Les animaux ontes@d libituma la nourriture et a

I'eau.
A.l.2.) Méthodologie expérimentale

Le protocole de I'expérimentation de I'étude dedprotoxicité de DEHP chez le rat

est réesumé dans par le schéma suivant :

Traitement : administration de DEHP
Accouplement Apres accouplement Mise bas
PQ 2 semaines Gravidité Lactatign
Développemenin-utero sevrage | sacrifice
Observation, PC, DAG Sang Organes
/ v
Testostérone Histopathologie

Figure 5: Organigramme de I'expérimentation
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A.l.2.1) Les animaux

Les femelles sont réparties au hasard en deux gsowje maniere a ce que les poids
moyens de chaque groupe soient comparables (x 22 9a moyenne globale). L'un des
groupes, servant de témoin (T) (7 femelles), regeit’huile d'olive (véhicule). L'autre (7
femelles), servant de traités, recoit le DEHP pavage quotidien (voie orale) pendant
'accouplement et durant toute la période de gestatisqu’a la mise bas. Les rats males ne

sont pas traités, ils sont réservés uniguementlfmoouplement.

Les animaux sont hébergés individuellement dasscdges en polypropyléne et en
polycarbonate présumées exemptes de phtalates.u€ragmal a été identifié avec un

numero unique sur la queue avant le début du inaite.

Les animaux témoins et traités sont pesés au mwiesfois par semaine avant la

gestation et au moins deux fois par semaine penageistation.
A.l.2.2) Le choix de dose

Conformément a la définition de «faible dose »usx@avons choisi la dose de
4mg /kg/j, inférieure a la NOAEL (5mg/kg/j) fixéeapl’EFSA. Le choix de cette dose nous
permet de se rapprocher plus de ce qui se passend&re environnement.

A.1.2.3) Préparation de la solution a administrée

La dose recue par chaque femelle est calculéeashade de poids corporel, et est
ajustée au moins une fois par semaine pour leslifEsn®os gravides et tous les deux jours
pour les femelles gravides. Nous avons choisi éhdiolive comme véhicule, le volume de
suspension (DEHP + huile d'olive) administré pobmagque femelle est de 1ml par un gavage

quotidien 7jour sur 7 jusqu’a la mise bas.
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Le calcul de la dose a administrer se fait comnite su

Pour la dose 4 mg/kg/j au premier jour de I'ekpéntation (par exemple) nous
avons le poids moyen des femelle de 200g. En apptigla régle de trois nous calculons la

dose a administrée pour chaque femelle.

X mg » 200g

Donc la dose a administrée pour chaque femelldee8t8 mg de DEHP.

4 mg > 10009} X=0,8 mg

Pour préparer un volume Y de suspension (10 mépample) on multiplie le X (0,8 mg) par
Y le volume voulu (10 ml) on aura 8 mg de DEHP/il(de suspension.
Pour préparer la suspension, nous pesons 8 mg & Dians une fiole puis nous ajustgns
jusqu'a 10 ml par l'huile d'olive, une petite agiifm et la suspension est préte pour

I'utilisation (gavage).

A.l.2.4) L’accouplement

L’accouplement a été fait en monogamie, un maler mhaque femelle, jusqu'a
I'apparition des signes de grossesse. Le jour [ destation est celui ou I'accouplement est
avéré (observation de sperme ou d’'un bouchon vBgimes femelles gravides sont séparées

des males des gqu’elles sont pleines.
A.l.2.5) Taille des portées

La taille des portées et le sexe des ratons sdetrdiéés le jour de la naissance
(1JPN), les ratons sont pesés le 1JPN et 21JPN.

A.l.2.6) La distance anogénitale (DAG)

La DAG (distance entre I'anus et I'appareil génitéd chaque petit méale a été mesure
le jour de sacrifice (21JPN) a l'aide d’'un pied aultsse, rapportée a la racine cubique de

poids corporel comme l'indique l'article 45 de moole de 'OCDE.
A.l.2.7) Prélevement des échantillons

Tous les ratons males sont sacrifiés au 21JPNa@ey par décapitation pour éviter
'effet du stress. Le sang de la plaie est récuplemds des tubes secs, placé a froid, puis

centrifugé. Le sérum est congelé pour le dosade tstostérone sérique. Les testicules sont
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prélevés, débarrassés de leurs tissus adipeuy siil a puis pesés puis sont fixés dans du

formol 10% pendant 24H pour I'analyse histologique.
A.1.2.8) Dosage de la testostérone sérique

Pour le dosage de la testostérone nous avons primsard un (1) échantillon par
portée. Le dosage a été fait par la technique tmnmescence qui a un seuil de détection de
0,1 nmol/l. Cette technique est basée sur lecype de la compétition, réaction entre un
anticorps et antigénes. La concentration en tEstmse de I'échantillon est donnée

directement en nmol/l.

» Exploitation statistique des résultats

Elle est effectuée a l'aide du test T de Studems0.05 est considéré comme
significatif. Les résultats sont représentés sousé de moyenne + SEM, avec signalisation

si la différence avec les témoins est significabuenon.
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Ftude toxicologique

Résultats

A.ll) Résultats et discussion de I'étude toxicobique

A.ll.1. Résultats

A.ll.1.1. Résultats préliminaires

Les différents résultats préliminaires de notrelétsont résumés dans le tableau Xl

Tableau Xl : Récapitulatifs des résultats prélimiraires

témoins traités
nombre de femelles parentes 7 7
avant
PC moyen (g) 207 £ 10,35 200 £5,14
accouplement
mortalités 0 0
% des femelles gestantes 100% 85,71 %
gestation |retard a concevoir - +
mortalités 0 0
mise bas |taille de portée 6 £2 52
mortalité au 1JPN 15 13
nombre des ratons survivants au 21JPN 20 12
lactation et _
nombre des méles au 21 JPN 9 7
sevrage
PC 1JPN (g) 595+0,22 522+0,14
PC 21 JPN (sevrage) 40,27 £ 2,03| 25,13 £1,37

JPN= Jour postnatal
PC= Poids corporel

A.ll.1.1.1) Pendant I'accouplement

L’exposition au DEHP pendant I'accouplement n'aumeincidence significative sur

I'évolution pondérale ni sur le comportement desnamix. Aucun signe de toxicité générale

n'a été enregistré chez les traités.

A.ll.1.1.2.) Gestation

Un taux de gestation de 100% a été observé chet&nesins et 85,71 % chez les

traitées (Une femelle non gestante).

39



Ftude toxicologique Résultats

Pendant la gestation, aucune mortalité, aucun &megt de comportement ni signe
de toxicité générale n’a été observé chez les t@&sndioutefois nous avons enregistré un petit

retard a concevoir, chez les traitées.
A.ll.1.2.3) Mise bas

La durée de la mise bas n’'a pas été enregistrdajlla des portées était différente

chez les traitées par rapport aux témoins, néarstaidifférence n’est pas significative.

Quant aux mortalités nous avons enregistré dix @8z les nouveaux nés des traités

et quinze (15) chez les témoins.

L’exposition au DEHRN uteron’a pas d’incidence significative sur le poids d&®ns
a la naissance, toutefois nous avons observé geeel@iminution chez les traités, en effet

nous enregistré 5,22g + 0,14 chez les traitéegsedrd5g + 0, 22 chez les témoins.
A.11.1.2) Poids corporel des ratons au 21 JPN

Nos résultats montrent que l'exposition utero a une faible dose de DEHP
(4mg/kg/j), a une incidence significative sur I'Gwion pondérale des ratons traités par
rapport aux témoins, en effet nous avons obsereé diminution de 37,59 % de poids des
traités par rapport aux témoins, le résultat asitilé par la figure 5.

45
40,27

40

PC (9)

35
30
25

2513 %

20

15

10

W témoins M traités

Figure 5 : Effet d'une expositionin utero a 4 mg/kg/j de DEHP sur I'évolution pondérale

des ratons males au 21JPN.
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A.1.1.3) Distance anogénitale DAG

La DAG mesurée au 21JPN, rapportée a la racineqoaliu poids corporel, montre
une diminution de 19,36%, statistiquement sigatfiee (p<0,05) chez les traités par rapport

aux témoins comme le montre bien la figure 6.

6 5.74

DAG/racine cubique du PC
(mm)

W témoins M traités

Figure 6 : Effet d’'une expositionin utero a 4mg/kg/j de DEHP sur la DAG chez

le rat male au 21 JPN.

A.ll.1.4) Poids des testicules

Les poids relatifs des testicules martttene diminution de 21,58 %, statistiguement
significative chez les traites par rapport auxdirs. Les poids absolus quant a eux montrent
une diminution hautement significative (90%) chez traités par rapport aux témoins, les

résultats sont illustrés sur la figure 7.
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Figure 7 : Effet d’'une expositionin utero a 4mg/kg/j de DEHP sur les poids

relatifs et absolus des testicules chez le rat mae 21JPN

A.ll.1.5) Dosage de la testostérone

Le dosage de la testostérone chez les rats mgdesé&sn uteroa 4mg/kg/j au DEHP
a montré une diminution de 47,49 %, statistiquersatificative par rapport aux témoins.

H Témoins

M traités

Testostérone nmol/l

Figure 8 : Effet d’'une expositionin utero a 4mg/kg/j du DEHP sur le taux de la

testostérone chez le rat male au 21JPN
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A.ll.2. Discussion

La physiologie de la fertilité chez les mammiféess tres sensible aux perturbations
de l'organisme par des agents exogerlegdu 1996). Les phtalates, particuliéerement le
DEHP, sont des perturbateurs endocriniens, dedamomants ubiquitaires de notre
environnement et classés comme de véritables agexigues preoccupants touchant la
fertilité masculineINSERM, 2011).

La vie intra-utérine est la fenétre d’exposititan plus sensible par ce que les

principales fonctions des testicules prennent ptecwlant la vie foetale.

Ces dernieres années plusieurs études concluerieswgffets a faibles doses des
perturbateurs endocriniens, dans cette optiqup®wt se rapprocher plus de ce qui se passe
dans notre environnement, nous avons voulu confiten@résence ou lI'absence d’effet du
DEHP a une dose de 4mg/kg/j, dose inferieure 20ARL.

Dans nos conditions expérimentales, nous avons gistm& une diminution
significative du taux de la testostérone chez lemaux exposés a 4mg/kg pc/j par rapport
aux témoins. Cette diminution pourrait étre expdguwar I'action cytotoxique de DEHP sur
les cellules des testicules responsables de laiptiod de la testostérone. Il semble donc que
I'exposition in utéroa une faible dose de DEHP induit une défaillancemiomale sexuelle

chez le rat.

La testostéroneselonFriry-Santini (2007), permet la différenciation, la croissantce e
le fonctionnement des organes reproductdunsiwig (2011), indique que la production de
testostérone au cours de la vie fcetale est resplenda la masculinisation du tractus génital

et notamment la descente testiculaire.
« DAG

Les conséquences de la diminution de taux deektodtérone ont été clairement
visibles chez les rats traités, en effet, nos téumontrent une diminution significative de

la DAG rapportée au poids corporel chez tous lemsamale.

La DAG est un dimorphisme sexuel qui es sous lérgende taux de la testostérone,
ce critére est utilisé comme indicateur sensibentd androgénicité, est un paramétre

couramment décrit pour mesurer I'effet de I'expositaux perturbateurs endocriniens.
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D’aprésSwan (2011), DAG détermine la qualité du sperme, p@lls est importante
meilleure est la qualité du sperme, les auteurs comstaté que les hommes infertiles

présentent toujours une DAG courte.
* Poids des testicules

Un autre parametre qui a été fortement altéré’papdsition au DEHP est le poids
testiculaire, en effet nous avons observé une ditin significative des poids relatifs des
testicules, chez les traités. Cette diminution pouétre expliquée par lI'action cytotoxique du
DEHP qui entrave le développement des cellulegtasires. La diminution du nombre et du
volume des cellules testiculaires en fin de vieafeesuite & une expositiam uteroau DEHP
est la cause de la diminution du poids des testcet sera responsable de la diminution de la
guantité du sperme a I'age adultéisper etal., 2003 ;Jonhsonetal., 2008 ;Boekelheideet
al., 2009).

Nos résultats prouvent donc les effets reprotesgaqliune expositiom uteroa faible
dose de DEHP.

Ces effets délétéres sur le systeme de reprodu@@ioninution de la testostérone, de
la DAG et du poids testiculaire) suite a une exjpmsin utéroau DEHP sont regroupés sous

le nom «syndrome des phtalates(Swan, 2011).

Dans la littérature le syndrome des phtalates est rapporté de maniere quasi-
systématique chez le rat suite a une expositiontero aux fortes doses de DEHBr@y et
al., 2000 ;Akingbemi etal., 2001 ;Borch etal., 2004 ;Anderson et al...2006 ;Lin etal.,
2008 ;Saillenfait etal., 2008 ;Drake etal., 2009 ;Martino-Andrade etal... 2009 ;Gray et
al., 2009 ;Lin etal., 2009 ; Saillenfait etal., 2009 ;Saillenfait, 2010; Vo etal., 2009g
Munczynski, 2011).

A faibles doses le peu d’études qui traitent Iéstefreprotoxiques d’une exposition
utero au DEHP rapportent des résultats controversé&hristiansen et al ... (2010), ont
rapporté le « syndrome des phtalates » a 3mg/kdjEEHP, chez le rat, suite a une exposition
in utero chez le rat.Sofie et al.., (2010) ont observé le «syndrome des phtalates »
uniquement a partir 10mg/kg/j, aprés une expmsiti uteroau DEHP a des doses de 3 a

500 mg/kg/j, d’aprés les auteurs les effets a Xgiphe sont pas significatifs.
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En revanche, dans leur étudeAnderson et al.,, (2006), ont rapporté une
augmentation significative de la DAG a une doss faéble de 0,015mg/kg/j et augmentation

significative du poids des testicules & 5mg/kg/j !
» Poids corporel

Bien que I'exposition au DEHP ne semble pas aveifet significatif, sur le poids a
la naissance, la croissance des ratons est obsaprés la mise bas jusqu’au sevrage et
montre que les males exposés au DEHP ont un poigerel inférieur a celui des males du

groupe témoins, en effet nous avons observe uniauliion de 37,59%.

L’évolution pondérale est I'un des parametres lks plifficiles a contrdler par ce
gu’elle est influencée par plusieurs parametreseagtie I'exposition au DEHP, dans nos
conditions expérimentales la diminution du poidgooeel pourrait étre la cause d’'un mauvais

allaitement ou le stress des animaux.

Dans la littérature, les données sont controverséasernant les effets du DEHP a
faibles doses sur le développeméiifie etal.., (2010) ont rapporté une diminution du poids
corporel a 3mg/kg/j du DEHP au 21JPN, par coftrejerson etal., (2006) ont rapporté une
légere augmentation du poids corporel a la naigsabh@ucune variation significative au 21
JPN !Saillenfait et Laudet-Hesbert (2005) ont indiqué que I'exposition au DEHP provequ
un retard de développement et de croissance. Eositjgm, Saillenfait et al., (2009) ont
rapporté une augmentation de poids dose dépend@etite divergence de résultats peut étre
due aux différences de conditions expérimentalegpgrient sur la sensibilité des modeles
biologiques utilisés (rats de souches différentes)e stress des animaux pendant la période

de I'expérimentation.

En ce qui concerne les différents résultats préi@mes, nous avons enregistré chez les
traités un retard a concevoir qu’ es un effet typig’'une exposition au DEHP, et plusieurs
mortalités a la naissance chez les traités ainei chez les témoins qui pourraient étre
expliquées, dans nos conditions expérimentales, pamauvais allaitement, la température
de I'animalerie Iégérement élevée et les mamansn@nigent leurs petits dans des conditions

de stress.
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Conclusion

En conclusion, dans nos conditions expérimentalette étude confirme les effets a
faible dose de DEHP sur le développement et swtesye de reproduction (diminution de
taux de la testostérone, de la DAG et du poidstesgules) chez le rat exposeutérg et

souligne la vulnérabilité élevée pendant la périaigeine.
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Essais de migration Matériels et méthodes

B. Etude de la migration de DEHP a partir d’un film en PVC plastifié vers

quelques simulants de denrées alimentaires.

L’étude de la migration du DEHP a été réalisée a@onément au reglement de 2011
de I'Union Européenne No 10/2011 de la commissianld janvier 2011 concernant les
matériaux et objets en matiere plastique destinémntéer en contact avec des denrées

alimentaires.
B.l. Matériels et méthode

B.l.1. Matériels

Les deux matériaux utilisés sont des formulatiamdustrielles des emballages

alimentaires. Ceci permet de donner a cette étnagspect plus appliqué et concret.

Les produits utilisés dans les films plastiques, dolvants et les milieux simulateurs

d’aliments utilisés sont regroupés dans les talzledl Xlll et VIX.

Tableau XlI: Produits utilisés

Produit Nom Marque Aspect
commercial
Di (2-ethylhexyl) phtalate | Dioctylphtalate | LG CHIMICAL | Liquide incolore
(DEHP) visqueux
Polychlorure de vinyle | Polychlorure de SHINTECH Poudre blanche
(PVC) vinyle

Tableau XllI : Solvants utilisés

Solvant Formule chimique Pureté Marque
Ethanol CH3;CH,OH 96° Panreac
Tetrahydrofuranne (THF) C4HgO 99,5% Panreac
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Tableau IVX : Simulants utilisés

Simulant Abréviation |Denrées alimentaires

Moyennent grasses: Lait et produits laitiers.
. Boissons troubles: Jus, nectars et chocolat leguid
Ethanol & 50% (v/v) D1 ) o )
boissons alcoolisées titrant plus de 20 % vol. et

toutes les ligueurs a base de creme.

Graisses et huiles. Produits de la boulang
biscuiterie, patisserie présentant des matieressgga
en surface, Chocolats, confiserie. Produits ankmau
Ethanol D2 _ o )
et ceufs. Poissons frais, réfrigérés, transfornadés|s
ou fumés. Viandes de toutes espéces zoologjques

fraiches, réfrigérées, salées, fumeées.

Eau distillée ED Boissons transparentes.

B.l. 2 Méthodologie des essais de migration

Nous avons réalisé des essais de migration ensautili10 films par chaque
formulation pour chaque milieu simulateur d’alimemntconditions de contact prévue, afin de
déterminer l'influence de la température, la da@®€eontact, la nature du milieu simulateur et

la concentration de DEHP.
Notre étude est basée sur :

* Des essais de migration réalisés par immersiorfithes en PVC plastifié dans des

milieux simulateurs d’aliments.

» Application des deux méthodes UV visible et FTIR suivi de la cinétique de

migration du DEHP dans les milieux sélectionnésueties films.
B.l.2.1. Préparation des films en PVC

Nous avons préparé des films en PVC a différentmscantrations en DEHP,
'ensemble est dissout dans du THF et soumis aagition, une solution homogéne

incolore est ainsi obtenue, nous avons versé dastites 10 ml de cette solution dans des
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boites de pétri en verre et laissées a températateante pendant 24h pour faire évaporer le
solvant. En suite nous avons détaché les films decsupport en verre et nous les avons
déposé sur un papier filtre et placés dans I'éau88C° pour éliminer le solvant résiduel. En
suite nous avons découpé les films en carrés dergiion (2x2 ctf).

B.l.2.2. Formulations réalisées

Nous avons prépare trois (3) formulations de cotmagons différentes en DEHP, tel

gu'il est mentionné dans le tableau 4.3
Tableau VX: Formulations réalisées

Nous avons réalisé trois formulations, 1% et 15%PD qui correspond

respectivement, au PVC rigide et semi rigide, 0863 OP qui correspond au PVC plastifié.

Formulations

F1 F2 F3

% de DEHP 1% 15% 30%

L'ensemble des essais de migration réalisés atoleditions de contact utilisés sont

regroupés dans le tableau IVX.

Tableau IVX : Conditions et essais de migration rélisés

Durée de contact en
jours [j] ou heures D1 D2 ED
[h] a la température

de contact [°C]

Essais2ha 70 °C F3 F1, F2, F3 F3
Essais 10 ja 50 °C F3 F3 F3
Essais 10 ja 4°C / F3 /
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B.1.2.3. La cellule de migration

Elle est constituée d’'une série de tubes en vefeendeture hermétiques, d’'une série
de films de masses proches et de liquide sieuiaDans chaque tube nous avons introduit
10 ml de liquide et un film carré (2x2ém

Les prélevements sont faits :
* Toutes les 10mn pour les essais de 2 heures.
* Toutes les 24 heures pour les essais de 10 jours.

Les films prélevés du simulant sont séchés avkepour éliminer les traces du solvant, et
analysés par la spectroscopie FTIR. Les échardillmuides obtenus sont conservés pour

des analyses par UV.
B.1.2.4. Techniques d'analyses utilisées
B.1.2.4.1. Spectrométrie Infrarouge (IRTF/ATR)

La spectroscopie infrarouge a transformée de Hoariété appliquée aux films

plastiques avant et aprés les essais de migratiarésine de base et au DEHP.

La spectrométrie infrarouge permet d’identifier Hature des fonctions chimiques
présentes au sein du polymere a partir de la deétedes modes de vibration caractéristiques
des liaisons chimiques. La spectrométrie infraroeigenode transmission permet, en plus de
l'identification des groupements fonctionnels, &eafmination de leur concentration via la loi

de Beer-Lambert.

Les spectres IR ont été realisés au moyen d’'untrgpeetre IRTF de typePerkin
Elmer Spectrum TwaC 91380) avec une résolution spectrale de 4 cnethbre de scan 30,

dans un domaine de nombre d’onde s’étendant d® 4 @00 cm-1.

Deux types de mesures ont été réalisés : une mesusdlexion totale atténuée (RTA)
a l'aide d'un cristal diamant (Golden Gate Speciamg)ice de réfraction égale 1, spécifique de
'analyse de surface, et une mesure en transmissida faisceau traverse toute I'épaisseur de

I'échantillon (films).

Le traitement des spectres infrarouges est effggauée logiciel IR solution.
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B.1.2.4.2. Spectrométrie ultraviolet (UV)

La spectrométrie ultraviolet-visible est une tecue d’analyse dans laquelle les
molécules, qui sont soumises a un rayonnementldatmmaine ultraviolet-visible (de 200 a
800 nm), subissent une transition électroniqueioppht les photons.

Les analyses par spectrométrie ultraviolet ontédésées dans I'étude cinétique de la

migration de DEHP dans les simulants utilisés.

Le balayage a été réalisé par un spectrophotoro&treisible typeSHIMADZU UV-
1601 sur les solutions entre 200 et 400 nm.

B .1.2.4.2.1. Conditions opératoires et validationle la méthode
e Choix de la longueur d’onde
Afin de sélectionner des bandes spécifiques au DpHBieurs solutions ont été prépareées ;

Solutionl : 0.02mg/ml de DEHP dans I'éthanol
Solution2 : 0.02mg/ml de DEHP dans un mélange Eitieau 50/50%
Solution3 : obtenue par chauffage a reflux pen@nd’un film en PVC vierge dans
I'éthanol pur ;

[0 Solution4 : obtenue par chauffage a reflux pen@and’un film en PVC vierge dans
un mélange Ethanol/eau 50/50%.

0 Solution 5: 0.02mg/ml de DEHP dans l'eau distillée

Un balayage a été réalisé par un spectrophotoro&trésible typeSHIMADZU UV-

1601 sur les solutions entre 200 et 800 nm.

La vérification de certains parametres de valida{iISO/CEl 17025 :2005) a été réalisée
afin de s’assurer la fiabilité des résultats obésnu

e Linéarité de la méthode

Pour la réalisation de I'étude, une gamme détalgparea été préparée dans les trois
milieux de simulation ; les différentes solutionst @té analysées par spectrométrie dans
'UV-visible.

51



Essais de migration Matériels et méthodes

Le choix des concentrations a été fait de telle sgue les absorbances soient
linéaires en fonction de la concentration conforregta la loi de Beer — Lambert donnée par

la formule :

A=¢IC

A : absorbance
L : le trajet optique (cm)
¢ : coefficient d’extinction molaire (I'tpm™)

C : concentration (g/l)

* Sensibilité de la méthode

Pour étudier la limite de détection (la plus petjtgantité qui peut étre détectée et
guantifiee), des dilutions successives ont étéeegagur la plus petite concentration de la
gamme d’étalonnage dans les trois milieux. Lesédbfites solutions obtenues ont été
analysées par spectrométrie UV-visible.

» Spécificité de la méthode
La spécificité a été vérifiée par balayage réaeéspectrométrie sur la solution 4.
Les résultats de la validation de la méthode UM donnés en ANNEXE A.

Des solutions étalons ont été préparées pour chadigel simulateur, par dilution a
partir d’une solution meére contenant une conceptrtatonnue en DEHP. Les courbes

d’étalonnage dont représentées en ANNEXE B.

52



Essais de migration Matériels et méthodes

Organigramme récapitulatif de la partie expérimentde

DEHP PVC

+ THF

Films en PVC plastifié a difféerentes
concentration en DEHP F1, F2, F3

FTIR, ATR

Essais de migration

4/'\;

2h 70°C 10j & 50°C 10ja 4°C
F1,F2,F2/D1, D2, F3/D1, D2, ED F3/ D2
Films Solutions
Séchage
Analyse FTIR, ATR Analyses par UV

Masse migrée de DEHP
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B.ll. RESULTATS ET DISCUSSION

B.ll.1. Résultats de a caractérisation initiale

B.Il.1.1. Caractérisation par la spectroscopie FTIR/ ATF

La caractérisation a été effectuée sur le DOPpoladre de PVC et les films en P\

avec et sans DOP.

Pour caractériser nos matériaux, poudre de RMIOE® nous eons eu recours a la

spectrométrie IR en mode réflexion (AT
B.Il.1.1.1. Caractérisation de la poudre de PV

La spectroscopie ATR de la poudre de PVC a dderspectre illustré par la figL 9,
Dans une premiere étape, nous avons Vvérifie l'emc# ds bandes d’absorption |
caractéristiques du PVC dans la région-700 cni* (zone X dont le zoom est illustré pai
figure 10) En effet, c’est dans cette région, que figutestrois vibrations d’élongation de
liaison C-Cl.Ces bandes sont a 0, 635 et 615 cm;Id’apres le spectre de référence Ald,
elles sont clairement mises en évidesur le spectrece qui confirme que notre matériau
bien du PVC.

100f Zone X
%T |
_ A\ 4
98—
96— /WW
] ‘ 5
o | s | .
92—
] c-Cl o
90— |
] > &
\‘\ \‘\ \‘\ \‘\ \‘\ \‘\ T

! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
1/cm

Figure 9 : Spectre ATR de la poudre de PVC
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I
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Figure 10: Zoom de la zone X du spectre ATR de lagudre de PVC
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B.11.1.1.2. Caractérisation du DOF

L’analyse du DOP par la spectroscc ATR a donné le spectre illustré par
figure 11.Nous retrouvons dans nc DOP toutes les bandes caractéristigues iderd
par ALDRICH, les attributions des bandes d’absorgs aux groupements fonctionnels «
ete faites en se référant aux travawTabb et Koenig, (1975) menés sur un PVC plastii
par le DOP.

Arb.Units
: o /CH3
0,5*: [ ] ’ C;O 8 Elongation
- o R ™ co
0.4~ o ¥
- |(|‘ —O 7(‘|H—C5Hu ?5 c-H
0,3{ o CHZ\CH; @ /| aromatique
_ g -
4 5 NI
] S |
0,2 ] £
0,1-
0—
-0,1-
T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
1l/cm
Figure 11: Spectre ATR du DOP

B.11.1.1.3. Comparaison des sgctres FTIR du PVC avec et sans DO

Les spectres FTIR du PVC avec et sans DOP sordtrifsl par la figui 12, la
superposition des deux spectres nous a permisndfide les bandes caractéristiques du C
les plus intenses pour le suivi de la migratOn observe nettement que la présence du
est bien marquée par la bande caractéristiqudyusaimense, de la fonction carbonyle (C=
& 1720 crit, ainsi que par les deux bandes de la fonction {GxGmatique & 1580 et 16

cmt,
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Figure 12: Spectre FTIR du PVC avec et sans DOP

Le zoom de la zone spectrale Y illustré par lariggd3, permet de visualiser
nettement les bandes caractéristiques du DOP ddréC plastifié, 1720, 1580 et 1600°tm

[— PVC AVEC DOP (plastifié) ]

—— PVC SANS DOP

1600—
1580—

1718

T LA R B R I L — L L — LA L N R A E A I L I T
1850 1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500

1/cm

Figure 13: Zoom de la zone Y des spectres FTIR duME avec et sans DOP.
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B.1.1.1.4. Comparaison des spectres FTIR des filmsorrespondant

aux différentes concentrations du DOP réalisées.

Afin d'observer les modifications spectrales déwdiaux difféerentes concentrations

du DOP (1-15-30%), nous avons comparé l'aire lmodeactéristiques sélectionnées du DOP,

comme il estillustré par la figure 14, on obsemettement que la surface des bandes évolue avec

la concentration du DOP.

— 15% DOP
r—— 1% DOP
—— 30% DOP

T ‘ T T ‘ T T T T ‘ T
1700 1650 1600 1550

T ‘ T T ‘ T T ‘ T
1850 1800 1750
1A 1/cm

Figure 14: Spectres FTIR des bandes caractstiques des films aux différentes

concentrations du DOP.
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B.11.1.2. Caractérisation du DOP par la spectroscpie UV

Une solution de 0.02 mg/ml du DOP dans I'éthanétéapréparée et analysée par
balayage dans la zone spectrale comprise enfret240Cnm.

Le spectre obtenu (illustré par la fig 15), est conforme au spectre UV de référe

cité dans laépertoire UV and IR Spectra Pharmaceutical Substanes, il présente deux
maximums d’absorptionsianax = 225nmet Amax = 276nm.

Les deux maximums d’absorptions observés peuventBoisis pour I'analyse
DOP dans les différents milieux étud

‘ 3 Dt
i it
¥ S TaTE T 7
Lk, 2H
Fdiy) |
!f
!
1
.l’!- i
THR B (100 d1y) GOE A
Figure 15: Spectre UV du DOP dans I'éthanol.
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B.1l.2. Etude cinétigue de la migration du DOP para spectroscopie UV

L’ensemble des échantillons des simulants des sslaimigration réalisés ont été
analysés par la spectroscopie UV a 225 nm et ar27Bexploitation des résultats a permis
d'observer l'effet de la concentration de DOP, ldenature du milieu simulateur et de la

température sur le phénomene de migration de DOP.

B.11.2.1 : Effet de la concentration en DOP

Pour voir l'effet de la concentration en DOP sur taigration, nous avons réalisé
'essai de 2h & 70°C dans un seul milieu simulatétimanol 96°, avec des films en PVC aux
concentrations 1%, 15% et 30 % DOP, Afin de bikrsiter I'effet de la concentration sur la
migration du DOP, nous avons comparé les resutthtsnus a y = 225nm, qui est plus
spécifigue au DOP, la 276 nm est communes a dawdelitifs des matériaux plastiques

comme l'irganox. Les résultats sont illustrés pafigure 16.

L’évolution du taux de migration observée danshiétol 96 % a 70°C en contact des
films contenant 1%, 15% et 30% de DOP est croissantfonction de la concentration du
plastifiant comme le montre la (figure 16), on alieequ’a I'équilibre, la migration du DOP
atteint 20,6%, 45,2% et 87,8% respectivement pesipréparations a 1%, 15% et 30% en
DOP.

Nos résultats montrent que, quelle que soit la eotnation du DOP dans les films,

I’éthanol provoque une migration importante a 70°C.

Le classement par ordre croissant des % de migratio DOP en fonction de la

concentration est :
1 %< 15 %< 30%

Ces résultats concordent avec la littérature quitimene que la migration augmente
avec la quantité de plastifiant dans le matérididnfan etal... (1981) ;Fayolle 2005,Yu et
Selvadurai 2005).
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« 30% DOP

Le PVC a 30% DOP est un PVC plastifié, il se canase pas une grande souplesse, et
un espace inter chaine important par conséquerdtadion facile et rapide de solvant, ce qui

s’est traduit par un taux de migration importaniB84.

Fayolle (2005), a indiqué que le PVC plastifié se cars&déar une mobilité moléculaire
élevée et par un espace inter chaine importantc@aséquent, par de nombreux volumes

accessibles a la diffusion ce qui se traduit pae migration importante.
« 1% DOP

Le PVC a 1% DOP c’est un pvc rigide, il se camaséépar une cristallinité élevée
qui constitue une barriére contre la migrati@régory (2009), précise que la cristallinité
diminue la migration, en effet, les zones cristaldi sont imperméables au solvant, les chaines
de polymeére sont serrés entre elles et donc I'espige est trés réduit, pas ou peu pénétration

de solvant, ce qui donne migration trés petite.
« 15 % DOP

Le PVC 15 % DOP est un PVC semi rigide, il se darége par une cristallinité plus
au moins élevée, par conséquent le vide intermtaielest faible ce qui donne une migration
faible. Grégory (2009), a expliqué que le solvant pénétre peu arns/c semi rigide ce qui

se traduit par une faible migration de plastifiant.

Dans leurs travaw&idman etal... (1981), ont mentionné que la migration du DOP

est trés réduite aux basses concentrations.

Néanmoins, dans nos conditions expérimentales, re@ss obtenu un taux de
migration de 20% dans le cas de PVC a 1% DOP etd#% le cas de PVC a 15% DOP. Ces
résultats pourraient étre dus a I'effet additiodeda température (70°C) et l'utilisation d’un
solvant (éthanol 96°) qui a une grande affiniterdeuDOP, ou encore la contamination des

solutions par les phtalates qui sont des contartsnarquitaires de I'environnement.

En effet, la température de 70°C est supérieuaet@ de PVC (qui est de 60°C d’'apres
Mark (1999)), ce qui ramollit d’avantage le pvc (rigige semi-rigide) et favorise la
pénétration de I'éthanol a l'intérieur par conséguaigration du DOPPfab (1973) suggere
gue la migration est beaucoup plus importante denpolymére quand la température est
supérieure a la tg. L'auteur précise que Tg dimiauvec I'augmentation de la concentration

du DOP ce qui rend le pvc plus flexible et favotesenigration.
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Figure 16: Variation du % de migration du DOP des fims aux différentes
concentrations en DOP (1-15-30 %) dans I'éthanoled pendant 2h a 70°C.
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B.11.2.2 : Effet du milieu simulateur

Pour voir I'effet du milieu simulateur sur la migien nous avons réalisé les essais avec
une seule concentration (30% DOP) dans : Ethandld@é représente les aliments gras,
éthanol 50% qui représente les aliments moyennegrastet I'eau distillée qui représente les

boissons transparentes.
» Essais a 70°C

La nature du milieu de contat est 'un des paraesetes plus importants qui
determinent la migration; nos résultats montrarg ge taux de migration du DOP diminu
lorsque la proportion d’eau augmente dans le miielcontact ; le taux passe de 78% dans
'étahnol 96° a 20% dans I'éthanol /eau 50/50 patieindre 0.3% dans l'eau distillée ,
comme le montre la figure 17. Le classement pareactbissant des % de migration du DOP

dans les simulants utilisés est :
ED < Ethanol 50 % < Ethanol 96°.

Ceci concorde parfaitement avec la littératuré rqgpporte une diminution de la
migration lorsque la quantité de I'éthanol diminekela quantité d’eau augmente dans le
milieu (Pfab 1973;Yu etSelvadurai 2005).

« Ethanol 96°

Le taux de migration le plus important (78%) a @servé dans I'éthanol 96°, ceci
est du au caracteére lipophile du DOP qui a unedgraffinité pour I'éthanol ANSES (2012)
a indigué que le DOP est une substance lipophilke,aeplus d’affinité pour les matiéres

grasses représentées par le solvant éthanol.

Grégory (2009), a indiqué que capacité de solvant a ddisol’additif détermine la
migration. Dans le méme sensgigenbaumet al., (1993) ont indiqué que le milieu de
contact et le caractére lipophile du migrant saeg darametres importants qui détermine la
migration, ces auteurs ont indiqué que, méme siitgation est possible dans les aliments

agueux, ils migrent davantage dans les aliments gra
» Ethanol 50%

Dans le milieu éthanol 50%, nous avons observéaum tle migration quatre fois
moins que celui observé dans I'éthanol, (20% ddhan®l 50% contre 78% dans éthanol

96°). Aussi nous avons observé la reprécipitationDDP dans ce milieu alors que les

63



ESSAIS DE MIGRATION Résultats et discussion

solutions ont resté limpides dans I'éthanol 96<ci@st du a la quantité importante d’eau dans
le milieu (50%d’eau), ce qui diminue le pouvoir de solubilitéldthanol et son affinité pour

le DOP, par conséguent diminution de taux de laatign. En effet, d’apréBayolle (2005),

la dilution de I'éthanol par I'eau conduit a la dimtion de son pouvoir de solubilité et donc

diminution de sa capacité a extraire I'additif.
» Eau distillée

Le taux de migration du DOP obtenu dans I'eaulldist(0,3 %), est le plus faible
par rapport aux autres simulants. Ceci est du #@ugize le DOP est une substance
hydrophobe, il présente une tres faible solubilitns I'eau (0,27mg/)QIRC 2012).
Boussoum (2010) a rapporté des valeurs d’extraction de Di@#s I'eau distillée entre 0,00
% et 2,05%.
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Figure 17 : Variation de % de migration du DOP desfilms a 30 % DOP
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B.11.2.3 : Effet de la température

La température est un autre facteur tres détermiteams le phénomene de migration
du DOP. Pour voir ses effets, nous avons réatisés$sais de 10 jours a 4°C dans I'éthanol
96° et dans I'eau distillee a 50°C, avec les filtn80% DOP. Nous avons comparé les
résultats obtenus a ceux que nous avons eu ap&idant 2h dans les mémes milieux. La

variation de taux de la migration en fonction déelapérature est illustrée par la figure 18.

* 4°C et 70°C/Ethanol 96°C.

La migration du DOP des films en PVC plastifié #3DOP, dans I'éthanol 96° a 4°C
est croissante en fonction du temps, comme le mdafigure 18 (a), plus de 20 % du DOP a
été migré dans le®ljour et presque la moitié (46%) au bout de 9emugsj Ces résultats
indiquent que dans le milieu éthanol (matieres ggssla migration du DOP des films en
PVC plastifié est aussi importante méme aux teatpégs de réfrigération (4°C). Ceci est du
au caractere lipophile du DOP et sa grande affpoidr I'éthanol, aux quels s’ajoute le degré
de plastification (30% DOP) qui favorise la migoat (comme nous l'avons déja expliqué

dans l'effet de la concentration).

Cependant le taux reste inferieur par rapport ai addservé dans le méme milieu a
70°C, comme le montre la figure (c), il diminue siyee de la moitié, il passe de 78% a 70°C
a 46 % a 4°C. Ces resultats montrent que la terypérde réfrigération (4°C) diminue le
taux de migration du DOP des films en PVC plastifans le simulant des matieres grasse

mais ne l'inhibe pas !

La cinétique de migration a 4°C est n’est pas iegul(figure 18 a) contrairement a
celle observée a 70°C qui est nette puis arriveeail ou I'équilibre est atteint ; Ceci pourrait
étre attribué aux fluctuations de la températureafiegérateur provoquéees par les coupures
d'électricité.

4°C est une température largement inférieuret§ the PVC, ce qui garde les films

fermes et augmente leur rigidité, par conséquenindie ou ralentit la migration.
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* 50°C et 70°C / Eau distillée.

La cinétique de migration dans I'eau n’est pasdireé¢ comme le montre les figures
(18 d et e). Les taux de migration du DOP dessfitm PVC plastifié a 30% DOP, dans lI'eau
distillée a 50°C sont trop faibles voire méme rgggibles, un taux de 0,27 % a été observé la
fin des essais (10eme jours), comme le montliguae (18 e). A 70°C le taux de migration
reste toujours tres faible et proche de celui abt&b0°C, nous avons observé 0,3% a la fin
des essais a 70°C et 0,27% a 4°C, comme l’illdatfegure (b). Ces valeurs restent proches
et négligeables et montrent que la températurdluménce pas la migration dans le cas de

I'eau qui ne présente aucune affinité pour le DOP.
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Figure 18 : Variation du taux de migration en foncton de la température
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B.11.2.4. Détermination du coefficient de diffusiondu DOP par UV.

Le coefficient de diffusion (D) représente la vitesde migration d’'une substance a
travers chaque phadeau etWong 2000).

Le coefficient de diffusion est calculé a partirldgente, exprimée par la relation (I)

pour L=0,012 cm, des courbes représentatives’"’&g!MOO en fonction de la racine carré du

temps exprimée par la relation (1) issue deékolution de la second loi de Fick dans le cas
des temps de contact courts, pour deux cas arsa@P 30% dans I'éthanol 96°/ 2h
70°C et DOP 30% dans I'éthanol /eau 50/50/2h 70°C.

="

y
M, 4 [D.t 2
T L

M, T
ou
» Preprésente la pente de la courbe de Mt/dh fonction de la racine carrée du
temps pour Mt/Mo < 0,66 {/ergnaud 1991).
« Mt et Mo représente respectivement la quantité de l'espeggante a
l'instant t et a I'équilibre

+ D : coefficient de diffusion.

e L : épaisseur du film plastique
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Le tracer de Mt/Mb en fonctiom/T pour a donné des droites linéaires de coeffisien

de corrélation > 0.98, comme le montre la figure 19

8 17 y=o0,1382x-0,6u3 y = 0,1518xX - 0,6289
2 _ Rz =
% 08 - R? = 0,9817 0,9915
=
0,6 -
04 7 @ Mt/MooEthanol
0,2 B Mt/MooEthanol 50%
(0] T T 1
5 10 15
0,2 1 VT
-0,4 -
Figure 19 : Variation de Mt/M o du DOP en fonction\T dans
I'éthanol 96° et éthanol 50% pendant 2h a 70°C.

Les valeurs des coefficients calculés sont dondags le tableau

Tableau VIIX : Coefficients de diffusion dans I'éthanol 96° et éthanol 50% a 70°C.

30% DOP/ethanol 96°/2h70°C 30% DOP/ethanol 50% /219PC

D 6,452 10-7 cris 5,397 10-7 chfs

Les résultats montrent que le coefficient de diffascroit en fonction du milieu en
contact, il est plus important dans le milieu étla®6° que dans le milieu qui contient de

I'eau a 50%.

La migration ainsi que le coefficient de diffusidépendent du milieu en contact, de la
température, de la teneur de I'additif dans lanesiainsi que des propriétés de la résine

méme, sa pureté, sa structure, son épaisseur .... ;

L’objectif des études de diffusion est de détermieetemps pendant le lequel une
substance donnée migre totalement dans le milieaodéact. L'utilisation de modeles, de

plus en plus variés, mais tous issus des lois de, Felatifs aux phénoménes de migration
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permettent de prédire les temps pour lequel la masse de I'espece migrante attémnidans

un milieu donné, a une température donnée (dansoaheltions bien déterminées).

B.11.2.5. Détermination de la dose limite migrée diDOP

La dose limite spécifique DLS du DOP est détermiaépartir de la masse du DOP
qui a migré a I'equilibre ; elle est représentéeMe et estimée par la plus grande masse du
DOP qui a diffusé. Celle-ci est convertie par’dile matériau pour I'évaluer aux teneurs

retenues par la réglementation.

Le tableau suivant regroupe les DLS obtenues amxlitons les plus agressives a savoir
2h/70°C.

Le passage a la dose DLS par kg de denrée alimertt déterminée en multipliant
par un facteu6 la DLS déterminée par dnJO 15.1.201) ;

Tableau VIIIX : Doses limites spécifiques du DORlans les différents milieux a 70°C

milieu Ethanol96% Ethanol/eau 50/50
DLS
mg/dm? 334.775 103.05
mg/kg denrée 2008.65 618.3

Nos résultats montrent que les doses limites spaes du DOP obtenues, sont
largement dépassées dans I'éthanol et I'éthanéb50eci est dU a la grande affinité de DOP
pour les simulants des matiéres grasses. Le DEHRteslit dans les matériaux en contact

avec des denrées alimentaires grasggde(ment 2011).
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B.11.3. Etude cinétigue de la migration du DOP para spectroscopie

IRTF/ATR appliquée aux films.

La migration du DOP par FTIR a été suivie en smabasur la variation de I'aire de la
bande caractéristique la plus intense du DOP, &2®i' correspondant au groupement

carbonyle C=0.

B.11.3.1. Effet de la concentration en DOP

La concentration en plastifiant dans les fiimsRWC a un effet important sur le
matériau ainsi que sur le phénoméne de migraties films a 1%, 15% et 30% DOP ont été

analysés par FTIR/ATR avant et apres migration.

L’évolution du taux de migration observée danthbéol 96% a 70°C pendant 2h en
contact de films contenant 1%, 15% et 30% de DOWPcesssante en fonction de la
concentration du plastifiant comme le montre laifgg20; Le taux de migration en fonction
de la concentration atteint a I'équilibre envirod?8 dans les films a 30%, 20% pour ceux a

15% et enfin 0% pour les films a 1% .

Ces résultats concordent avec la littérature qgntranne que la migration augmente

avec la quantité de plastifiant dans le matérzay¢lle, 2005 ;Gregory, 2009).
+ 30% DOP

L’analyse par FTIR des films a 30% DOP a montré omgration intense et rapide,
plus de 30% du DOP a été migré dans les premi@easrilde contact et plus de la moitié,

63% apres 2H de contact, comme l'illustre bieridare 20.

Ces résultats concordent avec la littérature quitimene que la migration du DOP est
fonction de degré de plastification des filmsgéfet I'addition de plastifiant diminue la tg du
polymere, elle fait passer le PVC de I'état vitreukétat caoutchoutique qui se caractérise

par une mobilité moléculaire élevée, ce qui fazilia migration du DORZregory, 2009).
« 15% DOP

Le taux de migration dans les films a 15% est t(8)sfois inférieure a celui observé
dans les films a 30% DOP, en effet, nous avonsreésen taux de 10 % dans les 10 mn

premiéeres de contact et un taux qui ne dépasse0sasapres 2H de contact. (Figure 20).
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Ces faibles taux de migration s’expliquent paratétemi cristallin des films, qui se
caractérise par une rigidité un peu élevée et ursse amorphe réduite donc une faible

mobilité moléculaire par conséquent diminutiortalex de la migration Hayolle, 2005).
e 1% DOP

Les pourcentages de migration du DOP obtenus dessfilns PVC 1% DOP
imprégnés dans I'éthanol 96° pendant 2H a 70°C m@sque nuls (figure 20).

Les spectres FTIR des films PVC 1% ont montré égere augmentation de l'aire de
la bande 1720 cth figure (22 a) due & la pénétration du solvanir@étieur. ATR par
contre, nous a permet d’observer une migratioaldatn surface des films, tout le DOP en
surface a migré, figure (22 b). Donc méme si Iataltinité des films empéche la migration
de l'intérieur des films (FTIR), le DOP de la suw#amigre dans les solutions.

Par ailleurs, une apparition de poches de gonfleraetté observée sur les films a
1% ; ce gonflement pourrait étre attribué a uneépdétion de molécules du solvant a
l'intérieur du polymere (éthanol) qui restent piégé lintérieur de la matrice et provoque
ainsi une modification des propriétés du matériaanfirmé par I'apparition d’'une bande aux
environs de 3600cthattribuée & la fonction O-H (figure 23Fayolle (2005) etGregory
(2009), ont indiqué que la premiere conséquencdadpénétration du solvant dans le
polymére est le gonflement.
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o L A%1720 30%
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Figure 20 : Présentation graphique de la variatiorde % de migration du
DOP des films a 15 et 30 %, et 1 % dans I'éthanob9 pendant 2H a 70°C.
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50 Evolution de

] l'aire de la bande

40 | 1720 Ccm-1  en
E fonction du
30
] N 9
20 FTIR 1% DOP
T T | T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T | T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T | T T T T ‘ T T T T | T T T T | T T T
1800 1785 1770 1755 1740 1725 1710 1695 1680 1665
a 1/em
| — 120mn aprés
]
%T
100

99,5 Migration totale

4 | du DOP er
99’25? surface
99
98,75
i ATR 1 % DOP
L L B L B B SN B
1770 1755 1740 1725 1710 1695 1680
b 1/em

Figure 22: Spectres FTIR et ATR des films 1% DOP dans I'éthaol 96° pendant
2h a 70°C.
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Figure 23 : Zoom de la zone spectrale de groupeme®iH de I'éthanol, dans 1% DOP
avant et aprés miaration par FTIR.

Figure 24 : Gonflement des films 1% DOP aprés le & de migration, 2H dans
éthanol96° a 70°C
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B.11.3.2. Effets du milieu simulateur

Pour étudier I'effet du milieu sur la migration @OP, nous avons réalisé I'essai de
2H a 70°C avec les films PVC 30% DOP dans ; eéthaitbanol 50% et dans I'eau distillée
(ED).

La diffusion du DOP est influencée par le milieucemtact ; en effet, les résultats des
taux de migration obtenus montrent une diminutamsdue le milieu contient une proportion

d'eau ;
+ Ethanol 96°

Les résultats de la migration du DOP dans étha@dls®nt illustrés par la figure 25,
nous observons une migration croissante en foncliotemps jusqu’a atteindre 88% a la fin
des essais. Ces résultats sont dus a I'effet addii du solvant et de la température, en effet
I'éthanol a une grande affinité pour le DOP d'utrawcoté la température (70°C) favorise et

accélere le processus de migration.

+ Ethanol 50%

Les pourcentages de migration dans le milieu éthadfh diminuent de 20% environ
par rapport a ceux observés dans éthanol 96° fennefus avons enregestré un taux de 70%
dans I'éthanol 50 % , (figure 25). Ces résultatst stus a la reprécipitation du DOP dans le

milieu qui contient 50% d’eau, et diminution du poir de solubilité de I'éthanol.
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% 80 - ° ® \4 ¢
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Figure 25 : Variation de la migration du DOP dans éthanol et éthanol
50 % pendant 2H a 70°C.
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« Eau distillée

Dans le cas de 'eau, I'étude de la migration ddPDa partir de film a 30% conservés a
70°C pendant 2h, par FTIR a donné des valeurgemiént négligeables ; I'eau reste un
milieu pour lequel le DOP ne présente pas d’d#fiet ou la migration est négligeable (figure
26). Cependant la cinétique de migration a étéupdsde par la pénétration de l'eau a
l'intérieur des films ce qui s’est traduit par kealeurs négatives. Par ailleurs, 'ATR nous a
permet d’observer une migration presque totale @PRIe la surface des films a la fin des

essais, comme [lillustre la figure 27.
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Figure 26 : Présentation graphique des % de migratin du DOP dans I'eau
distillée pendant 2H a 70°C.
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Figure 27 : Spectres ATR d’un film 30% DOP avant eaprés migration dans I'eau

distillee
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B.11.3.3. Effet de la température

Le phénomeéene de migration est thermo-dépendangffen la température contréle
'aspect et I'état du polymere, les températurevéss activent la migration en augmentant
d’avantage la souplesse et la mobilité moléculi@cditant ainsi la migration, a contrario, les
basses températures inhibent ou ralentissent leatiig en augmentant d’avantage la rigidité

du polymere diminuant de la mobilité moléculaire.

Les résultats de la variation des taux de migragiorionction de la température sont
illustrés par la figure 30, la figure 30 montreega migration a 4°C ne dépasse pas 20 %
alors qu'il atteint le double (40%) a 50°C.

Pour mieux visualiser l'influence de la températusur la migration du DOP, nous

avons regroupé les pourcentages de migration nobta 4, 50 et a 70°C dans la figure 30b.

On observe clairement que le taux de migration aumen avec la température.

g 30%DOP d"‘/qz%tggno' a4et50°C 30% DOP dans éthanol 96° & 4, 50 et
£ : 70°C
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Figure 28 : Variation des taux de migration du DOPdans I'éthanol 96° a 4, 50 et 70 °C.
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B.1l.4. Etude comparative entre les deux techniguedV et FTIR

L’étude cinétique de la migration du DOP dans le da film PVC plastifié dans
I'éthanol (figure 31 c), a donné des résultatcpes par les deux FTIR et UV visible du fait
de degré de plastification du matériau qui peramet diffusion importante et aisée du DOP

ainsi qu’une évaporation totale du solvant damaa¢eriau par chauffage ;

Dans le cas de films rigides ou semi rigide, a éi%45% DOP respectivement, les
taux de migration observés par les deux technigli¢R et UV sont différents (figure 31 a et
b) ; nous retrouvons 20% pour le PVC a 15% DOP%tour celui a 1% par FTIR alors que
UV visible donne 48 % pour PVC a 15% DOP et 2p6tir celui a 1%. Les résultats donnés
par FTIR concordent parfaitement avec la littémgui rapporte des taux de migration faibles
ou nuls aux basses concentrations en D@3&(1973;Yu etSelvadurai 2005).

Par ailleurs I'ATR a permis de constater la diffus presque totale du DOP en
surface des films rigides et semi rigide, ce dquiftme que la migration du DOP, méme si

elle est considérée négligeable, elle n’est pagptEement nulle.

La divergence des résultats trouvés par UV pouétaé due a la contamination des
solutions, en effet les phtalates sont des comi@mi$ ubiquitaires de I'environnemelNRS
(2005) a mentionné que I'une des contraintes megedianalyses des phtalates réside dans le
fait que sont des contaminants ubiquitaires dIfieioire impossible de les éliminer pendant
la manipulation. Les erreurs de manipulation ’'étdporation de petites quantités des

solutions pendant la conservation peut augmentariaentration du DOP dans le milieu.

L’étude de l'influence du milieu sur la migratiom dOP, réalisée sur des films en
PVC a 30% DOP dans I'éthanol pur pendant 2h, 7@°@pnné des taux 86% par FTIR et
78% par UV visible (figure 31f); cette différengeut étre attribuée a la présence d’'une faible
guantité d'eau dans le milieu qui provoque uneéeipitation du DOP ; cette différence est
beaucoup plus prononcée dans le milieu éthanol éeala proportion d’eau est de 50%
(figure 31e) ; on retrouve des taux de migration d’envirofo2far UV alors qu'il atteint le
70% par FTIR.

Donc la spectrométrie UV ne peut pas étre appdigae suivi de la cinétique de
migration du DOP dans le milieu éthanol/eau esoraide la reprécipitation du DOP dans ce

milieu, les solutions présentent une opalescencparturbe I'analyse par UV visible.
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Dans le cas de I'eau, (figure 31 d), le suivi denigration du DOP par FTIR a donné
des valeurs plus ou moins perturbés, provoquésgtmipar la pénétration de I'eau dans la
résine mais elles restent négligeables ; ’ATR shalpermis de constater une migration du
DOP qui se retrouve en surface, mais le taux réstde. L'UV a confirmé aussi ces

résultats ; Ces taux faibles sont attribués a davaise solubilité de DOP dans I'eau.

Les valeurs trouvées dans le cas de l'eau, padéex techniques ne sont pas

significatives du fait de leur manque de senséflit 10 pg/ ml).
Conclusion

La technique UV visible est une technique simplepgumet de caractériser le DOP et
de suivre sa migration a partir du PVC dans aastaiilieux ou se dernier présente une bonne
solubilité, mais elle ne peut s’appliguée au suiei migration du DOP dans les milieux
agueux en raison de la reprécipitation du DOP dassmilieux et le manque de sensibilité

dans le cas de I'eau ou la migration de DOP estaees.

La spectrométrie FTIR/ATR est certes une technijogle et accessible qui permet
une tres bonne caractérisation du matériau, reate rlimitée par la pénétration des solvants
agueux a l'intérieur des films, ce qui augmente dasfaces et perturbe la cinétique de
migration. ATR a un avantage de donner des picsdirbien séparés dans le cas des grandes

concentrations en DOP et permet de suivre la mayr&n surface des films.
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Figure 29 : Variation de % du DOP migré mesuré pares deux techniques, spectroscopile
UV et FTIR, dans les différentes conditions opéraices adoptées.
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Conclusion générale

CONCLUSION GENERALE

Notre travail a eu pour objectif d’évaluer les &ffea faible dose de DEHP sur le
systeme de reproduction chez le rat Wistar exposéterq et de mettre en place une
meéthodologie analytique simple et fiable pour levistde la migration du DEHP des films en
PVC a différentes concentration en plastifiantrsvguelques milieux simulants de denrées

alimentaires.

Dans la premiere partie de ce travail, nous avdngié I'effet d’'une expositionn

uteroa une faible dose de DEHP (4mg/kg/j) sur I'appaegroducteur de rat male.

Dans nos conditions expérimentales, nos résultaiBgsent la vulnérabilité élevée
pendant la période utérine et confirment les effat faible dose de DEHP sur le
développement et sur le systeme de reproductivaffet nous avons observé une défaillance
hormonale sexuelle et une forte altération de Eadce anogénitale DAG et du poids

testiculaire.

Ces résultats fournissent donc une nouvelle presuvdes effets a faible doses de
DEHP et remettent en cause la limite sans effeE(DS NOAEL) fixée par la |égislation.

Mais malheureusement, malgré le fait que nousrsdgxposeés tout le long de notre
vie afaibles dosesles toxicologues de l'industrie continuent aiddes études a des doses
supérieures a la NOAEL, et les agences de régleti@mtcontinue de baser leurs évaluations

sur les études de I'industrie !

Il est maintenant évident que les perturbateuro@mudens, le DEHP en particulier,
ont des effets: reprotoxiques, auxquels se rajoutEmutres notions telles que : les faibles
doses (doses équivalentes aux taux d’expositiorameyjy la fenétre et la durée d’exposition
(in utero, postnatale ou tout au long de la vi¢.Jeemode d’exposition (cutanée, orale,
inhalation..). Tout ceci rend le sujet encore mosplexe et implique d’adopter une nouvelle
démarche d’évaluation des risques liés aux prodoligniques particulierement les

perturbateurs endocriniens.
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La deuxieme partie de ce travail porte sur la douation des techniques
spectrophotométriques a la caractérisation du DEBEIS le film en PVC et au suivi de sa

migration vers quelques milieux simulateurs de desmlimentaires.

Les deux techniques spectrométrique a savoir, 'BVI'FTIR ont permis de

caractériser de DEHP dans les solutions et dafiisi@lastique.

Les deux techniques ont été appliqguées au suivestas de migration du DOP menés
a trois températures (4, 50 et 70°C) sur des f@m®VC a 1%,15% et 30% en DOP dans les

milieux éthanol pur, éthanol 50% et eau distillée.

Elles ont pu mettre en évidence linfluence desapwitres physico-chimiques

(température, nature du milieu et concentratioD@#) sur le phénoméne de migration ;

Les résultats obtenus par les deux techniquesceomparables dans certains cas mais

guelques écarts ont été notés dans d’autres ;

La spectrométrie FTIR s’applique directement sumiatériau, ce qui est un grand
avantage mais le moindre changement dans sesérigtgties lors de I'étude altere I'analyse
(cas du PVC rigide);

La spectrométrie dans 'UV s’applique sur les dohs, I'effet hydrophobe du DOP
permet une reprécipitation de ce dernier dans iosrtrailieux aqueux, ce qui entraine une
perturbation des résultats de migration. De pkigaux de migration du DOP dans I'eau n'a
pas été évalué du fait du manque de sensibilité deéthode.

Les deux techniques spectrométriques proposéed’poalyse du DOP et le suivi de

sa migration ont donné des résultats satisfaises@s certaines limites d’utilisation.
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Perspectives

Pour aller plus loin dans le sujet, il serait frégéressant de :

il

Etudier l'effet cocktail mimant les conditions eronmnementales puisque nous
sommes exposeés a plusieurs phtalates en méme temps

Caractériser les dangers de DEHP pour I'environmémteles écosystémes ;
Rechercher le DEHP dans les aliments et boisgas<(en bouteille) ;

Estimer le niveau d’exposition du consommateur A&ge a travers le dosage des
métabolites de DEHP dans les urines ;

Développer les méthodes immunologiques, pour lei sié la migration dans I'eau,
comme  ELISA « Enzyme  Linked Immunosorbent Assay fdosage
d'immunoadsorption par enzyme liée) qui est unehoa simple, sensible et surtout
tres sélective et c’est une bonne alternative éoamee, au lieu d’aller vers HPLC et

CGMS qui restent inaccessibles.
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ANNEXES

ANNEXE A

Vérification de certains parametres de validation & la méthode UV
1) Linéarité de la méthode
Les résultats des absorbances aux deux longueandes fixées (225 et 275nm) pour
les différentes concentrations de la gamme omhigsede tracer les courbes (figure Al) des

absorbances en fonction des concentrations.

A Linéarité du DEHP dans f2 linéarité du DEHP dans
18 - I'Ethanol/eau (50/50) I'Ethanol
1,6 - 17
’ y = 0,0184x + 0,1287 y = 0,0215X + 0,0834
L4 R? = 0,9955 R?=0,9943
0,8 -
1,2 -

L @ A (275 nm) o & A (275nm)
s | B A (225 nm) WA (225nm)
0,6 - 0,4 1

Y = 0,0031X + 0,0121 Y = 0,0031X + 0,0079
0,4 R?=0,9938 o - R2 = 0,9968
. W‘/‘/‘/‘ | M
0 ! ! O T T 1
o 50 100 o 20 40 60
C10-3 (mg/ml) C 10-3 (mg/ml)

Figue A 1 : Linéarité du DEHP dans les deux milieusimulants d’aliments

Les graphes des absorbances en fonctions des t@tices dans les deux milieux,
sont des droites linéaires de type y = A x +@&qai est en corrélation avec la loi de Beer

Lambert.

Les coefficients de corrélation proche de 1 cordimtlabonne linéarité de la méthode

dans le domaine des concentrations choisies.
2) Sensibilité de la méthode

La méthode proposée ayant pour objectif la quaatitn du DEHP qui migre a partir
du plastique tel le PVC, ce dernier peut se rewouvl’état de trace ; il est donc intéressant

d’étudier la limite de détection (la plus petiteaqgtité qui peut étre détectée).
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A des concentrations inférieures & 4°Iig/ml, les valeurs des absorbances ne sont
plus significatives ; la limite de détection retenest donc Cimie ~ 4 10° mg/ml. Cette
méthode est donc pas sensible et ne permet mhssdele DEHP a I'état de traces.

3) Spécificité de la méthode

Le matériau vierge a subi un reflux dans I'éthapal, le balayage n'a pas montré
d’absorbance significatives aux deux longueurs dégrce qui signifier que la méthode est
spécifique.

Conclusion :
Les résultats obtenus de I'étude des difféerentamatres de validation montrent :

* Une bonne spécificité
* Une bonne linéarité

* Manque de sensibilité

Elle peut étre proposée pour le suivi de la mignatiu DEHP a partir du PVC dans

les milieux simulateurs d’aliments.

La méthode spectrométrique FTIR va permettre ddierfa diffusion du DEHP a
partir du film plastique en PVC et la spectrométiié- visible va confirmer sa présence dans

les milieux simulateurs.
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Courbes d’étalonnage du DOP dans les milieux simatieurs par UV

Yy = 0,0215X + 0,0834
R*=0,9943

= 0,0031X + 0,0079

y

T T

10 20 30 40

@ A276
BA225
50
C10-3 mg/ml

Figure B.1. Courbe d’étalonnage du DOP dans éthan@i6°
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Figure B.2. Courbe d’étalonnage du DOP dans éthandb0 %.
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Figure B.3. Courbe d’étalonnage du DOP dans eau diée




