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Résume

Résumé

L'objectif de cette étude consiste a évaluer Idsteftoxiques pour la reproduction et
de mettre en place une méthodologie analytique lsirap pertinente pour le suivie de la
migration du DEHP d'un film en PVC plastifié vagselques milieux simulants de denrées
alimentaires. Dans la premiere partie de ce tranails avons étudié I'effet d’une exposition
in uteroet pendant la lactation au DEHP sur I'appareitedpcteur de rat male. Nos résultats
ont montré une altération importante de la morpdiel et de la fonction des testicules. Dans
la deuxieme partie de ce travail nous avons swvilJV et I'IR la migration de DEHP de
PVC plastifié vers deux milieux simulants de deasréémentaires, éthanol et éthanol eau. Les
deux techniques ont révélé des taux de migrationpemables dans le milieu éthanol (en
moyenne 88 %). Dans I'éthanol 50 % I'UV a donné&aux de 22 % et I'IR a donné 66%. La
méthode UV-visible présente un inconvénient liéaardéprécipitation de DEHP dans les
milieux ou il présente une faible solubilisatiorLa spectrométrie FTIR est tres intéressante

pour le suivi de I'étude de migration car elle ghgue directement sur le matériau.

Mots clés: DEHP ; Toxicité ; Rat méle ; dose ; développemd&tV/C, Migration
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Résume

Abstract

The objective of this study consists in estimatimg toxic effects for the reproduction
and to set up a simple and relevant analytical auztogy for followed by the migration of
the DEHP of a in PVC plasticized towards some samid circles of foodstuffsin the first
part of this work we studied the effect iof uteroand lactational exposure to DEHP on the
reproductive apparatus in male offspring ratst. @sults showed a significant deterioration
of the morphology and function of testis; In the@®d part of this work we followed by the
UV and the IR the migration of DEHP of PVC plast&il towards two simulants circles of
foodstuffs, ethanol and ethanol water. Both tecdmesqrevealed comparable results of
migration in the ethanol (88 %). In the ethanol%Q@he UV gave a 22 % and the IR gave 66
%. The UV-visible method presents an inconveniaetated to the reprécipitation of DEHP
in the circles where it presents a low solubilizafiThe spectrometry FTIR is very interesting
for the follow-up of the study of migration becadutsapplies directly to the material.

Keywords:DEHP; toxicity; Male offspring rats; Dose; Develoent; PVC, Migration
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Introduction

Introduction

'emballage plastique épouse le quotidien, sa miiditi® lui permet d’étre présent
dans tous les secteurs de I'industrie : de l'adimmentaire, de la cosmétique, de la
santé, des produits d'entretien, des produits aches, du transport, de la
distribution, des produits industriels et agricoles

La production mondiale des matieres plastiquesganauté de 10 millions
de tonnes (3,7 %) pour atteindre prés de 280 mdlide tonnes en 2011,
conformément a un rythme de croissance que le weeteconnu depuis 1950

d’environ plus 9 % par arP(asticsEurop.org 2012).

Avec une consommation annuelle d’'un million de &s)rdont la moitié est importée
d’Asie et d’Europe, le potentiel du marché algéraes plastiques est considérable. La
consommation par téte se situe entre 8 et 10 lagtgdber.com)

Le secteur des emballages est le plus gros constuntge plastique ; plus de 50 %
de toutes les marchandises en Europe sont embedléesdu plastique ; Ce matériau présente
'avantage d’étre peu codteux, plus léger, résisaam chocs et facile a mettre en ceuvre. Il est
recyclable, ce qui permet d’éviter son amoncelléndens les décharges publiques.

Un des roles essentiels de I'emballage est d’assure bonne protection du produit
gu'’il contient. Cependant, si 'emballage évite fEslutions, les contaminations extérieures
gue pourraient subir les produits emballés ; €iinpet de contribuer au maintien de la qualité
et de la sécurité, il est rarement inerte. En gffes de 5000 substances chimiques se caches
derriéres les emballages a des quantités qui peatrertoxiques selon I'OFEV.

Plusieurs études ont démontré, chez 'Homme, umgséale la production et de la
gualité spermatique au cours du temps. En outnejdence du cancer du testicule, qui est le
cancer le plus fréquent chez ’lhomme jeune, a aatgde facon réguliére au cours des vingt
derniéres années.

Le di (2-ethylhexyl) phtalate (DEHP), est un pl&afit, il rend le plastique souple et
flexible. Cette substance chimique officiellemenassifiée comme toxique pour la
reproduction et dit « poison migrant » n’est jasri@e chimiquement aux matieéres plastiques
et migre ainsi facilement de I'emballage vers iant.

Aisé a transformer et d’'un excellent rapport deé#irix, le DEHP demeure le
plastifiant de référence pour de multiples appiicet du PVC souple malgré les restrictions

réglementaires.
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La mesure de la migration spécifique est une ahy@aui a été remise en question
par plusieurs auteurs a cause des difficultés desdures d’analyses.

L’objectif général de cette étude consiste a @rales effets toxiques pour la
reproduction d’'une expositian utero et pendant la lactation au DEHP et de développer u
méthodologie expérimentale simple et pertinenter deusuivi de la migration de cette

substance de PVC plastifié vers les simulants decgs alimentaires.
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Généralités sur les emballages plastiques Chapitre I

Chapitre |
Généralités sur les emballages plastiques

1.1. Définitions

1.1.1. Emballage L'emballage est défini comme tout objet conétitie matériaux de toute
nature, destiné a contenir et a protéger des madddes données, allant des matiéres
premieres aux produits finis. Il permet leur mantits et leur acheminement du producteur

au consommateur ou a l'utilisateur, et assuregeigentationNlarcel, 2002).

1.1.2. Matieres plastiques :Les matériaux plastique, ou matériaux polymeéresyt skes
matériaux constitués de macromolécules obtenuespplmeérisation a partir d’'un ou

plusieurs motifs unitairesS(llet, 2008).

1.1.3. Polymere Selon la norme ISO 472 (Plastiques- Vocabulalee)définition d’'un
polymere est : « Produit constitué de moléculesaatarisées par un grand nombre de
répétitions d'une ou de plusieurs especes datomesde groupes d’atomes (motifs
constitutionnels) reliés entre eux en quantité isafite pour conduire a un ensemble de
propriétés qui ne varient pratiguement pas aveiditeon ou I'élimination d’un seul ou d’'un
petit nombre de motifs constitutionnels. »REACH, 2011). Les polyméres sont des
macromolécules constituées par un enchainementitifépie motifs élémentaires ou

monomeresl(ezervant, 2007).

1.1.4. Monomeére :Selon la norme ISO 172 (Plastiques — Vocabulaira)monomeére est
« Produit constitué de molécules dont chacune geutnir un ou plusieurs motifs
constitutionnels » selorREACH, 2012) D’aprésPlasticsEurop.org (2012) un monomere
(du grec mono « une » et meros « partie ») est petée molécule qui peut se lier

chimiquement a d’autres monomeres pour former Uynpere.

1.2. Types de plastique
SelonREACH (2011), on distingue deux (2) grands types dgrpétes selon leurs

propriétés thermiques: Les thermodurcissablessahlErmoplastiques.

1.2.1. Les thermodurcissables

Les plastiques thermodurcissables sont transforseés I'impact conjugué de la
température, la pression et les produits chimigues.macromolécules réticulent pendant la
cuisson. Cet état de la matiére est irréversibhldpac les thermodurcissables ne peuvent étre
fondus de nouveau aprés leur réticulation. llsergssolides et rigides presque jusqu’a la
température de décompositidREACH, 2011).

3
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1.2.2. Les thermoplastiques

Un polymére thermoplastique posséde une structbim@igquement linéaire. Il est
composé de chaines macromoléculaires liées eras ghr des forces de cohésion. Les
thermoplastiques peuvent étre fondus a plusieprises et sont capables soit de se dissoudre
ou au moins d’étre sensibles au gonflement sowdidia de nombreux solvants. lls sont
rigides a température ambiante, ramollissent alaaymentation de la température puis
finalement deviennent fluides. lls constituent laspgrande proportion de matiéres utilisées
dans le mondeREACH, 2011).

1.3. Principaux polymeres thermoplastiques utilisés dansles emballages

alimentaires

Les principales matiéres plastiques utilisées diEnsnarché d’emballage selon
PlasticsEurop.org(2012) sont :
* le polyéthylene (PE) (29%) < le polypropylénedP]R19%) ¢ le polychlorure de vinyle
(PVC) (11%) » le polyéthylene téréphtalate (PETH%) ¢ le polystyréne (PS) (4,6%). Ces
plastiques représentent pres de 80 % de la dentatadie de plastiques en Europe.

En Algérie on ne dispose pas de données suffisaméés il semble que le PP et le
PVC sont les principales matieres utilisées, le RgCdestiné principalement a la fabrication

des films (pour la biscuiterie) car il est plus liydque d’aprédmar Yahia et al., (2007).

1.3.1. Le polychlorure de vinyle (PVC)

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

Selon la commission Européenr@H) (2005), le PVC est le 3eme polymere utilisé
dans le monde aprés les polyéthylenes et les ppypmes (20 % de la consommation
mondiale totale des plastiques, soit de I'ordre28emillions de tonnes)INERIS (2006)
indique qu'il est utilisé dans de nombreux sedeundustriels grace a ses
caractéristiques (résistance, isolation, |égéreidpermeéabilité, durabilité, résistance
mécanique, etc.). Il représente 11% de marché emalsallages plastiques en Europe
(Mkacher, 2012). Il semble que c’est le polymere principalisé en Algérie pour la

fabrication des films alimentairédmar Yahia et al., 2007).
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1.3.1.1. Fabrication de PVC

Le PVC est un polymere linéaire obtenu par polysadior du monomere chlorure de viny

~ ™
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| I
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| I
H H n
— _/

Figure 1 : Formule chimique générale du PVC (INERIS2006
Il est dérivé du sel (57 %) et du pétrole (43 %@.RVC est fabriqué a partir de chl
et d'éthylene qui est obtenu a partir du pétrofges plusieurs étapes, cela méa la
production d'un autre gaz, le chlorure de vinylenomoere (VCM). Ensuite, dans une at
réaction connue sous le nom de polymérisation,nlesécules de VCM s'associent pc
former une poudre blanche fine (le PVC). Cette peuelst mélangée avec dedditifs
(stabilisants et/ou plastifiants) pour obtenir lepriétés exactes nécessaires pour
applications spécifiques. Les granules (composdaspoudres prétes a I'emploi de PVC
en résultent sont ensuite transformés en prodhat (PlasticsEurop.org 2013)

1.3.1.2. Les avantages de PV

La combinaison des propriétés du PVC lui permeffrd’ales avantages en termes
performance qui sont difficiles a égaler. Ce matéest durable et Iéger, solide, résistan
feu, avec d'excellentes propriéd'isolation et une faible perméabilité, transpaegiégéereté
bonne étirabilité, résistance au vieillissement..f&sant varier les additifs utilisés dans
fabrication des produits en PVC, les caractérigtigtelles que la solidite, la rigidite,
couleur et la transparence peuvent étre ajustéesrngpondre a la plupart des applicatis
dans le secteur d’emballages des produits alimesta&t de confiseries, d'eau et de jus
fruits (Bouteilles, barquettes, films étirablesjtes alimentairesPlasticsEurop.or¢, 2013)
La méme source indique que le pvc est égalemegerteent utilisé dai :

+ les produits pharmaceutiqut

+ les produits médicaux tels que les poches de $asgLibes de transfusion et les ge

chirurgicaux.

- les conduites, y comp les conduites et accessoires d'alimentation en e
évacuation des eaux us¢
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1.4. Les additifs

La fabrication des polymeéres et des emballaggsastiques nécessitent ['utilisation
d’additifs (Mkacher, 2012). Les additifs sont ajoutés afin de fadilga mise en ceuvre, de
diminuer la fragilité du polymere, le rendre soype d’augmenter leur durée de vigaki,
2008 ;Mkacher, 2012).Severinetal., (2011) indiquent que les additifs sont la souacglus
importante de migrants potentiels en générant deformés parce qu’ils ne sont pas liés
chimiguement a la chaine polymérique. Les additifs PVC sont principalement les
plastifiants de type phtalatéMkacher, 2012).

1.4.1. les phtalates

Selon l'office fédéral de la santé publiquU@HSP) en 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 alcoolNSERM, 2011).

La structure des phtalates est la suivante :

o)
R4
o~
0
o)

Figure 2 : Structure chimique de base des phtalat§sNSERM 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 «lgibta longs », comme le
Diisononyl-phtalate (DINP) et le Diisodécyl-phtdaDIDP), constituent plus de
80% des phtalates utilisés en Europe. Ces moléadesont pas classifiées comme
substances a risque pour la santé ou I'environnemen

» Les phtalates dits a courte chaine moléculaire qhtalates courts », tels que le
Dibutyl-phtalate (DBP), le Butylbenzyl-phtalate (BB et le Di(2-éthylhexyl)-
phtalate (DEHP), sont reconnus comme « substandeSmement préoccupantes »
par la réglementation européenne des substancesqadeis (REACH) en raison de
leurs effets sur la reproduction observés dansaldrec d’études menées sur des

animaux.

1.4.1.1. Production et domaines d’utilisation

Globalement, approximativement six (6) millions dennes de plastifiants sont
consommeés chaque année, dont la consommation Ewmopé compte pour
approximativement 1 million de tonneslgsticisers.org 2010). Le DEHP représente
environ 50% de la production totale de phtal@®sjnenburg et Struijs, 2006).

OFSP en 2012 indique que, les phtalates sont largeméligsés comme plastifiants
(assouplissant et lubrifiant) du polychlorure deye (PVC) (95% de leur consommation) et
d’autres matieres plastiques, ils leur conferemt sbuplesse, I'extensibilité et I'élasticité
voulues. Les domaines d’application les plus casrdes phtalates sont les films plastiques,
barquettes, bouteilles et boites alimentaires. rBR&RIS (2005) la majorité des articles en
matiéres plastique rigides, semi-rigides ou soupta#tiennent des phtalates, la proportion
pouvant atteindre 50 % dans certains produits, stcfgar exemple le cas des films
alimentaires. Toujours seldNERIS (2005) les phtalates sont également utilisés ddarean
restreinte (2 a 3 % de leur consommation) dan®aposition d’autres types de polymeres
tels que les résines acétovinyliques, les esteceltldose et le caoutchoucezervant (2007)

a signalé que les phtalates sont aussi utilisés lgéaRS et PET.
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1.4.1.2. Caractéristiques physico-chimiques

Almeras et al.., ont indiqué en 2010 qu’a température ambidetephtalates sont
des liguides organiques visqueux, huileux et parents dont le point d’ébullition est élevé
(> 250 °C). Ce sont des composés faiblement pelagelubles dans les graisses et les
alcools et trés peu a non solubles dans I'daur solubilité s’étendant de 1 g/L pour les

plus lourds a quelques g/L pour les plus Iégers.

Selon LOFSPen 2013, les phtalates sont dit des « poisonsamigr», ils ne sont pas
liés chimiguement aux matiéres plastiques, ilsvpatidonc migrer facilement & partir des
produits auxquels ils ont été ajoutés a differemdsles : fabrication, transport, utilisation et
enfin, lors de la dégradation et/ou du recyclagemteduits finis, lls se retrouvent alors dans

les denrées alimentaires et I'eau potable.

1.5. Les interactions emballage/aliment
Un des réles essentiels de I'emballage alimen&sted’assurer une bonne protection

du produit qu'il contient. Cependant, s'il évitesIpollutions, les contaminations extérieures

gue pourraient subir les produits emballés ; €iinpet de contribuer au maintien de la qualité
et de la sécurité, 'emballage est rarement inéfieteraction entre le contenant et le contenu
peut aboutir a des transferts de matiere. Ces ph&mes sont susceptibles d’altérer la qualité
de l'aliment, de détériorer les propriétés mécamsqule I'emballage et de causer des
problemes toxicologiques Zéki, 2008). Bach Campa (2011) indique trois types
d’interactions possibles entre I'emballage etid@nt : la perméation, la sorption et la
migration.

1.5.1. La perméation : La permeéation se caractérise par le transfert de &aravers
'emballage, notamment I'O2 vers I'aliment, le C@&s I'extérieur de I'emballage et
le passage des composés volatils de I'extériesr Raiment Severinet al., 2011)

1.5.2. La sorption : La sorption est I'assimilation des constituantd’dément par la paroi
'emballage plastique suivie de leur pénétratiomsdée polymeére. Le processus de
sorption peut induire une perte des arobmes dem&ii et entrainer une modification
structurale du polymere&eéverinetal., 2011).

1.5.3. La migration : La migration des constituants de I'emballage (mo&@s résiduels,
additifs, etc.) vers le produit conditionné estautre type d’échange de matiere qui
constitue un probleme de sécurité alimentdd@ch Campg 2011). Dans la présente
étude, nous allons nous intéresser a ce phénonwmel’additif di (2-ethylhexyle)
phtalate (DEHP) utilisé comme plastifiant dansdesallages en PVC plastifié.

8
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1.6. Fondements sur la migration polymere/alimer

La migration peut se définir comme le transfertnutiere d’une source externe v
l'aliment. De fagcon générale, ce transfert de matgeut se produire pendant la productiol
trangort, le stockage, la cuisson ou méme pendantraatomation de I'alimenSimoneay
2008). SelonLau et Wong (2000), le processus de migration de I'emballaglgrpérique
vers le produit fini peut étre décrit en trois @spetroitement liées entre el Ces étapes
selon les auteurs sont les suiva :
1.6.1. Diffusion du migrant a travers le polymere

Le coefficient de diffusionD) représente la vitesse de migration d’une subeta
travers chaque phase. La migration des substarmeslés systemes polyre/aliment peut
étre modélisée par la loi de Fick suivant I'équat

ac l.-'Dacw'
ot  9dx\ 9x/

Ou Cest la concentration du composé diffusix est la position dans le matériaut est le
temps
1.6.2. Solvatation dans l'interface polymére / alimen

Le coefficient de partage est quilibre thermodynamique entre les deux phi
aliment /polymere. Le coefficient de partaK) de chaque migrant est défini par le r:
entre la concentration en équilibre dans le polgmCp) et dans I'alimentCs), représenté
par I'équation :

1.6.3. La dispersion de la molécule diffusants

SelonLau et Wong (2000), audela de l'interface du polymere, les molécules
dispersent dans l'aliment au hasard. Le fait deanmgdr ou agiter le produit condition
pourrait accélérer la cinétique de décroctnt des composés de la surface du mate
plastique. Cependant, les principaux facteurs ffactent la dispersion sont la solubilité

migrant envers l'aliment et le coefficient de ddfon de chaque moléct
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1.7. Les facteurs d’influence sur la migration

Il existe des facteurs internes et des facteursree$ qui ont un effet direct sur
diffusivité des molécules présentes dans I'emballafjes facteurs internes font référenc
des propriétés inhérentes dewlécules diffusantes et aux matériaux tels que dture
chimique des substances (monomeres, additifs) messelans les matieres plastiques ¢
gue I'état structural et la morphologie du polyméke contact avec I'aliment (composition
propriétés himiques) et les conditions d’exposition ou d’'usdgematériau sont des éléme

externes influencant la diffusivitBach Campa 2011).

1.7.1. La nature des constituants du polymere

De fagon générale, toutes les substances entraust ldacomposition (monones,
catalyseurs, additifs, etc.) des matiéres plassicgant susceptibles de migrer. Les add
(stabilisants et adjuvants technologiques), uslipéur donner des propriétés spécifique:
produit final, ne sont pas liés a la chaine polyquér par ds liaisons fortes et leur risque

migration est plus élev&éki, 2008 etBach Campg 2011).

1.7.2. La nature et I'état du polymére

Le coefficient de diffusion évolue d’'une facon piogortante en fonction de la natt
et de I'état des polyméres. La diffun dans les polyméres a I'état caoutchouteux, coter
PVC plastifié, est plus rapide que pour les polysex I'état vitreux et se-cristallin (PET,
PVC, PA). Pennarun, 2001;AFSSA, 2006).

1.7.3. Le milieu au contact

Le caractere lipophile ou hydrophile migrant va déterminer sa capacité a difft
vers l'aliment. Les monomeres, stabilisants etaldditifs sont habituellement des moléct
lipophiles. Méme si leur diffusion est possible slégs aliments aqueux, ils migrent davant
dans les aliments graBdigenbaumetal., 1993).

1.7.4. La température
Les phénomenes de diffusion d’'une molécule dangolymere, d’apreZaki (2008),
suivent un processus d’activation de type Arrhénmisitesse de diffusion est fonction de

température selon la relation :

RT |

D = Do.exp[
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Ou T est la température en Kelvin, Ea est I'énedjetivation en J.mol-1 et R est la
constante des gaz parfaits (R = 8,314 J.mol-1.K-1).
Le facteur pré-exponentiel DO représente le caefiicde diffusion pour une température
infinie.
1.8. Les technigues expérimentales utilisées

Plusieurs techniques expérimentales sont utilipées étudier les polyméres et les
phénomeénes de transport dans les polymeres :daadse magnétique nucléaire (RMN), la
spectroscopie infrarouge a transformée de FOUFEIR), la spectroscopie ultraviolet (UV) et
les techniques chromatographiqugaki, 2008). La spectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier a été largement étudiRegguet etal., (1998) I'ont utilisée pour étudier la sorption
de I'huile d'olive dans le polypropyléne et détemeri les profils de concentration dans
I'épaisseur des filmsSafa et al.,(2002) I'ont largement exploitée dans leurs ttew@aour
étudier les cinétiqgues de sorption d’esters damssfittas ou des flacons de polypropyléne.
Bach Campa(2011) I'a utilisée pour suivre la migration daesHET etMkacher (2012) a
utilisé la FTIR et la spectroscopie ultravioletipguivre le vieillissement de PVC.

1.9. La réglementation sur les matériaux et les substaes chimiques dans

I'emballage plastique
1.9.1. Reéglement No. 10/2011 de la Commission Européenng s matériaux

Depuis le 1 avril de 2011, l'aptitude des matérianentrer en contact avec les
aliments est régie par le reglement (EU) N° 10/2@Llblié au Journal Officiel de la
Commission Européenne le 14 janvi@rttp://www.contactalimentaire.com).

Le reglement européen n°10/2011 de la Commissiomd&enne "concernant les
matériaux et objets en matiére plastique destinéntéer en contact avec des denrées
alimentaires" établit "des exigences spécifiquepliegbles a la fabrication et a la
commercialisation de matériaux et d’objets en matmastique qui sont destinés a entrer en
contact avec des denrées alimentaires, qui soatetégontact avec des denrées alimentaires
ou dont on peut raisonnablement prévoir gu’ils enaint en contact avec des denrées
alimentaires”. Le texte couvre tous les plastiquesliste des substances autorisées a été
complétée pour constituer une liste exhaustive pesrmonomeres et les additifs (liste
positive). Détaillés dans l'annexe lll, les simitade denrées alimentaires ont également

évolue, tout comme les modalités des essais datimgr(annexe V).ifjdustrie.com)

11
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Le reglement envisage deux notions de migrations :

e 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 cédéeirpanatériau ou objet aux
denrées alimentaires ou aux simulants de denriesrddires;

Bach Campa (2011) indique que la LMS est basée sur desresttoxicologiques et
peut s’exprimer en mg de migrant / kg d’alimentoien en mg de migrant / dm2 de matériau.
Cette limite est liée a la dose journaliere tol&adDJT) calculée selon la relation:

LMS (mg/kg aliment) = 6& DJT (mg/kg poids corporel/jour) ou LMS (mg/kg) =<6LMS
(mg/dm2) ou LMS (mg/dm2) = 10 DJT. Le réglement @E0/2011 a fixé certaines
restrictions d'utilisation et des LMS pour cergphtalate :

 Le BBP: Matériaux et objets réutilisables ; matéxi et objets a usage unique en
contact avec des aliments non gras a I'excepti@npdéparations 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,

 Le DBP: Matériaux et objets réutilisables en contact aves aliments non gras ;
Auxiliaire technologique a des concentratict®s05% dans le produit final ; LMS =
0,3mg/kQ).

La mesure de la migration spécifique, en particudieec un aliment donné, est une
approche qui a été remise en question par plusieursurs a cause des difficultés des
procédures d’analyses. Pour y pallier, plusieupsidies simulateurs d’aliments ont été utilisés
pour étudier le phénomenBgch Campa 2011).

12
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* «Simulant de denrée alimentairep est un milieu d’essai qui imite une denrée
alimentaire et qui, par son comportement, reprodaitmigration a partir des
matériaux destinés a entrer en contact avec de®aemlimentaires;réglement
2011)

Tableau | : Liste des simulants de denrées alimentas

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-phénylene Simulant E

% Affectation générale des simulants aux denrées alantaires

Les simulants A, B et C sont affectés aux denréeeataires 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@l20 % 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
emulsions aqueuses. Le simulant D2 est utilisé peridenrées alimentaires contenant des
matieres grasses libres en surface.

Le simulant E est affecté aux essais de migratm@tiique dans des denrées alimentaires
seches.

1.9.2. Réglement (CE) N° 1272/2008 (CLP)s¢lon [eRES, 2012)

La reglementation concernant le classement dedaswdes chimiques est issue de la
directive 67/548/CEE remplacée depuis le 20 janvier 2009 pamrédglement (CE) n°
1272/2008 appelé réglemenCLP (Classification, Labelling andPackaging) relatif a la

classification, a I'étiquetage et a 'emballage desstances et des mélanges.

13
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Le présent reglement complete le systeREACH (Registration, Evaluation,

Autorisation and Restriction of Chemicgfsour I'enregistrement, I'évaluation, l'autorieatet

les restrictions des substances chimiques intrestu007.

L’Agence Européenne des Produits ChimiqueSHA) (European Chemicals Agency

effectue les propositions de classement « lissecd@didats » a la Commission européenne

pour I'autorisation sous REACH.

La classification CMR (cancérogenes, mutagenesx@jues pour la reproduction) prévoit

trois niveaux de risque par agent :

Tableau Il : Classification réglementaire — explicéion

Comparatif de la classification des substances @siRcatégorie/Date

Directive Reglement CLP (obligatoire a partir
67/548 CE (France |:du 01/12/2010 pour les substances
arrété du 20 avril et du 01/06/2015 pour les mélanges)
2004)

avéré pour 'homme 1 1A

Avéré pour l'animal et 2 1B

suspecté pour I'hnomme

suspect-doute en [l'absence 3 2

d'informations sérieuses

disponibles

Tableau 1l : Classification de certains phtalatesen 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

14
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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.

1.9.3. Réglementation Algérienne, lalécret exécutif n° 91-04

N\ A

le décret exécutif n° 91-04du 19 janvier 1991 relatif aux matériaux destinéstre
mis en contact avec les denrées alimentaires @rdekiits de nettoyage de ces matériaux, est
le seul reglement qui existe concernant les neatgridestinés a entrer eontactavec les
denrées alimentaires , il précise dans l'articleg0B « les matériaux destinés a étre mis en
contact avec les denrées alimentaires doivent étaborés exclusivement avec des

constituants ne présentant aucun risque d’attaitdesanté du consommateur »

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

composés exclusivement de matériaux ne pouvardlfgasr ces denrées. »
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Chapitre 1l
L’appareil reproducteur méle

2.1. Geénéralités

L'appareil reproducteur male est formé par I'ensiembties organes chargés de
I'élaboration du sperme. Il comprend deux gongtlesticules), un systéeme de conduction
(tubes droits etrete testis canaux ou cones efférents, épididyme, canal eidéfércanal
€jaculateur) qui assurent le transport des speruites et des glandes accessoires (vésicules
séminales, prostate et glandes de Cowper) quitsetie liquide de transport et de nutrition
des spermatozoides, constituant le sperbh@s¢heketal., 1998;Creasyetal., 2002;Friry-
Santini, 2007)

viésicules

epididyme séminales

vessie

testicules

Figure 3: Photographie de la cavité abdominale d’'urat méale montrant une partie des
organes composant le systeme uro-génitalD’apres Thése d&ophie Ludwig, PARIS-
SUD 11, 2011)

Les testicules, les épididymes, les vésicules s@lesnret la prostate sont des organes
dits hormono-dépendants. Ceci signifie que leurelidppement et leurs fonctions sont
contrblés de maniere étroite par les hormones,cipatement les androgénes et les
cestrogened (1dwig, 2011).

2.2. Lestesticules

Les testicules sont deux organes pairs ovoidesguchlogé dans une poche revétue
d’'une peau appelée scrotufrify-Santini , 2007).Ludwig (2011) indique que le scrotum a
pour fonction de maintenir les testicules a unepienature inférieure de 2 °C a celle du reste

du corps, condition indispensable pour permettprdauction des spermatozoides.
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2.2.1. Physiologie et fonctions du testicule

Le testicule, d'apredouiller-Fabre etal., (2008), assure deux grandes fonctions : la
gameétogenese et la stéroidogenese.

« La gamétogenése correspond a la mise en plaae ééveloppement des cellules
germinales pendant la vie feetale et néonatale latspermatogenese qui S’instaure
apres la puberté et aboutit a la production densgizoides.

* La stéroidogenése correspond, quant a elle, a nghése et a la sécrétion des
hormones stéroides, la principale étant la testoste Cette hormone est responsable
de la masculinisation chez le feetus et de I'étabtizent et du maintien des caracteres
sexuels secondaires males et de la spermatogdmeséadulte.

Les mémes auteurs indiquent que cette double fanctrrespond a une organisation
anatomique en deux compartiments fonctionnels :

> Le tissu interstitiel, conjonctif vascularisé (sépkes tubes séminiféeres), contenant les
cellules de Leydig responsables de la productiorestestérone ;

> Les tubes séminiferes, de nature épithéliale, aNaises, contenant les cellules
germinales et les cellules de Sertoli qui serversupport a la spermatogenese.

Ces deux fonctions s’établissent durant la vie ekt cette ontogenese est
fondamentale puisque du nombre et de la qualitécdligles germinales qui se mettent en
place pendant la période foetale dépend, en plarfiertilité de I'individu a I'age adultedrth
etal., 1988 etLu etal., 2003). Jost etal., ont indiqué en 1973 que c’est la productionale |
testostérone qui assure la masculinisation demegygénitaux internes et externes.

2.2.2. Les cellules du testicule
2.2.2.1. Les cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli sont les premieres celldese différencier au sein de la
gonade. Pendant la vie fcetale et périnatale, lebr@me cellules de Sertoli augmente
fortement en raison d’une prolifération active ds cellulesNluczynski, 2011).

Les cellules de Sertoli jouent un réle fondamerdahs la survie des cellules
germinales. au cours de la vie foetale, la cellelé&sdrtoli sert de support au développement
des cellules germinales ainsi qu’a leur différeticra (Sharpe et al, 1999) Muczynski,
(2011) indique gu’'un développement correct dekilesl de Sertoli est, par voie de fait, un
critere essentiel au développement des cellulesnigaltes ainsi qu’a la fonction de

reproduction de I'individu adulte.
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2.2.2.2. Les cellules de Leydig

Les cellules de Leydigont les cellules majoritaires de l'interstitiumegHhe rat. Elles
représentent moins de 5 % des cellules du testfEualg-Santini , 2007).Muczynski, (2011)
indique que les cellules de Leydig foetales sorpamrsables de la production des androgénes
nécessaires a la masculinisation du foetus ainailgudescente testiculaire sous l'action de la
testostérone.

* RoOle de la testostérone :

La testostéronest une hormone multifonctionnelle seleriry-Santini, (2007). Elle
permet, selon le méme auteur, la différenciati@nciloissance et le fonctionnement des
organes reproducteurs; elle est responsable destéses sexuels secondaires masculins
(pilosité, mue de la voix, musculature, pulsiongusdes et comportement agressif) et elle
joue un réle essentiel au cours de I'embryogerasdwig, (2011) indique que la production
de testostérone au cours de la vie foetale estneable de la masculinisation du tractus
génital et notamment la descente testiculaire.
2.2.2.3. Les cellules germinales

Les cellules germinales fcetales (gonocytes) sontype cellulaire qui prolifére
activement afin de constituer le stock de spernmt@$ souches nécessaire a la fertilité de
lindividu adulte Muczynski, 2011). Les cellules de la lignée germinale swissleux
grandes phases de développement. La premiére gihasss a lieu au cours de la vie foetale
et néonatale et permet la transition de la cetheleninale primordiale vers la spermatogonie.
La deuxiéme phase, quant a elle, a lieu au mometa guberté et représente le cycle de la
spermatogénése qui, a partir de la spermatogorudupa le pool de spermatozoid€xulty,
2009).
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2.3. Perturbations du développement testiculaire

Au cours des dernieres décennies, les inquiétudes-vis des changements survenus
dans I'environnement et de leurs conséquenceshbessur la fonction de reproduction
masculine se sont amplifiéd3€lbes etal., 2006 ;Slamaetal., 2006).Sharpe a indiqué en
2006 gque plusieurs études ont démontré, chez I'Hemme baisse de la production et de la
gualité spermatique au cours du temps. En outnejdence du cancer du testicule, qui est le
cancer le plus fréquent chez ’lhomme jeune, a aatgde facon réguliére au cours des vingt
dernieres années dans tous les pays ou des étndésearéaliséesRpuiller-Fabre et al.,
2008) Toppari et al.,, ont rapporté en 200iLne augmentation de lincidence de deux
anomalies congénitales des organes génitaux estetaeryptorchidie et I'hnypospadias.

En 1993,Sharpe et Skakkebaek ont émis I'hypothése selon laquelle ces différente
altérations pourraient représenter différentes faeatations d’'une méme entité pathologique,
le syndrome de dysgénésie testiculaire (TDS), $ymdrqui aurait pour origine une altération
du développement du testicule pendant la vie foe@as troubles résulteraient seBimarpe
et Skakkebaek, (993) des effets délétéres de polluants chimiqieglus en plus variés et
concentrés dans I'environnement, qui agiraient centles perturbateurs endocriniens (PE).
Les principaux polluants incriminés, d’'aprés lesmaé auteurs sont des composeés a activité
ostrogénique ou antiandrogénique qui, de par laatura, peuvent dérégler la balance
estrogene/androgeéne en jouant sur la quantitéolduption et/ou I'action de ces hormones
chez le male et, ainsi, perturber le développertesticulaire.

En 2008,Rouiller-Fabre etal., ont constaté qu’'un certain nombre d’argumentg so
en faveur d’'un effet délétére d’'une famille de pdrateurs endocriniens, les phtalates, sur la
fonction de reproduction masculine. Les mémes asiiediquent que des études récentes ont
établi des corrélations entre le développement aticule foetal et la reprotoxicité des
phtalates, aux concentrations environnementalesi/Awan etal., ont rapporté en 2005 des
corrélations entre des niveaux élevés de phtalddes les urines de la meéere pendant la
grossesse et une réduction de la masculinisatidiefant a la naissance, de méme qu’entre
les concentrations de phtalates dans le lait meltedles premiers jours post-partum et
différents indicateurs de la fonction des testiswes nourrissons. En 20Q&tini etal., ont
indiqué que le phtalate le plus important retrow@ns I'environnement et qui est
officiellement classifié comme toxique pour la mguction est le DEHP.
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Chapitre 11l
Di (2-éthylhexyl) phtalate (DEHP)

Le DEHP connu aussi sous le nom de dioctylphtd2€@P), est urester ramifié de la
famille des phtalates. Il a pour formule chimiqu4H3304 et pour numéro CAS 1-81-7
(INERIS, 2005).

Le DEHP est reconnu pour étre un perturbateur emden par les différente
autorités mondialesOQMS, 2017 ; EFSA, 2013 ;OFEV, 2013).

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) définit perturbateur endocrinie
comme suit: « une substance ou un mélange exod&rana les fonctions du syster
endocrinien et induisant de ce fait des effetsfaaur la santé d'un organisme intide ses
descendants ou au niveau des (-)populations ». (SeloANSES, 2013 eEFSA 2013).

La formule développée de DEHP est la suiv :

o) H;
|| CH,
C — O —CH—CsHy;
c —0 — C‘I'I—CsH“
|| CH2
o
\CH3

Figure 6 : Formule développée de DEHP

Tableaux IV : Identification du DEHP

CAS: N°11%81-7
Numéro EINECS: N° 204-211-0

Nom Phtalate de bis -éthylhexyle)

Phtalate de di -éthylhexyle) (DEHP)
Synonymes Phtalate de ~sec-octyle (DOP)

Formule brute eH3504
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3.1. Propriétés physico-chimiques

Forme physique Liquide huileux tres peu volatileggue incolore, odeur tres faible
(INRS, 2004)

Poids moléculaire 390,57 g.molINRS, 2004)

Point d’ébullition 384°CKECB, 2008)

Point de fusion -47°CHCB, 2008)
Pression de vapeur 3,471Pa (20°C) ECB, 2008)
Densité 0,984 g/ml & 20°E&CB, 2008)
Pratiguement insoluble dans I'eau (41 ug/l a 25%0)ble dans les
Solubilité solvants organique&(CB, 2008)
Point d’éclair 196°CHECB, 2008)

3.2. La production de DEHP

Selon IINRS (2013), le DEHP a eu ces 50 dernieres années mpertance
économique considérable au regard des quantitésipgs. La production mondiale a atteint
2millions de tonnes (t) en 2002 puis sa consommadiaiminué notablement dans l'union
européenne. Ainsi de 595 000 t produite en 1997 cpiantité est passée a 340 000 t en 2007
et serait inférieure & 100000 t actuellement.

Trés apprécié pour les propriétés mécaniques gorifere au PVC et pour la facilité
de sa transformation, il présente un tres bon nampalité prix. Il est considéré depuis plus

d’une trentaine d’années comme le produit standancharché des plastifiantSsCPI, 2012).

3.3. Les 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 DEHRsmnmé est employé comme
plastifiant dans I'industrie des polymeéres, et pghasticulierement dans la production
de produits en PVC souple (emballages alimentditedectrique, revétement de sol,
isolation), appareils médicaux, jouets et cuirdisgtiques ;

* 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 etiediétanchéité.
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Plusieurs auteurs rapportent I'utilisation de DE¢tiPhme plastifiant dans :

* Le polyéthyléne téréphtalate (PETLasajuana et Lacorte, 2003; Biscardi et al.,
2003Fankhauser-Noti et Groh 2006;Montuori et al, 2008 ;Marie-Hélene, 2013).

En effet les auteurs ont signalé la présence systshatique de DEHP dans les eaux

embouteillée en PET a des concentrations treshlasiguivant les étudeBigcardi et

al., 2003

; Dargnat, 2008 ; Senthil et Ligy, 2009; Bach Campa, 2011; Marie-

Hélene 2013). Il est largement utilisé en Algérie plygaalement pour les corps

gras et conditionnements des eaux.

* Le polyuréthane le substitut de PVC pour les prisdoinarmaceutiquegBergé,2012).
3.4. Classification réglementaire (Selon ANSES 2012)

Mutagéne UE : non classé

-UE : non classé

-IARC : groupe 2B, I'agent cancérogene possible pour I'Homme (201
Cancérogene | -EPA: groupe B2 l'agent est supposé cancérogene pour I'Hon

(1988)

Toxique pour |3

reproduction

- Directive 67/548 CE: cat Z: substance devant étre assimilées a
substances altérant la fertilité humaine (phrasesdge R60 : peut altére
la fertilité) et substance devant étre assimiléees substances causi
des effets toxiques sur le développement dansd@shumaine (phrase ¢
risque R61 : risque pendant la grossesse deffétastes pour I'enfant
(1996)

- CLP : Cat 1B: Substances présumées toxiques pour la reprodu
humaine (phrase de risque H360FD : peut nuirefartéité peut nuire al
foetus (2008).

Pictogramme selon le réeglement CLP
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3.5. DEHP dans les emballages alimentaires

Le reglemenCE n°10/2011a interdit le DEHP dans les matériaux et objetmatiére
plastique destinés a entrer en contact avec deéatealimentaires grasse et fixe une LMS de
1,5 mg/kg simulant de denrée alimentaire pouroetact avec les aliments non gras, avec
utilisation comme auxiliaire technologique a desaamtrations<0,1%.

Le DEHP a été inscrit sur la liste des substandesitpires a entrer sur la « liste des
candidats » pour 'autorisation sous REACH publé28 octobre 2008 par 'TECHABErgé,
2012).

3.6. Exposition Humaine au DEHP

Selon le rapport d’expertise « reproduction et mmnement » de INSERM 2011,
I'exposition humaine au DEHP est importante etta@gulierement en raison de la tres large
utilisation de ce compose et de 'augmentationrdesaux de production au cours des trente
derniéres années.

La particularité des phtalates utilisés en plastutignt au fait qu’ils ne sont pas liés
de maniére covalente aux polymeres auxquels iléeoemt leur souplesse. lls peuvent donc
facilement migrer dans les matériaux d’emballagésétee relargués dans le milieu
environnant, en particulier lorsque les plastiqoes en contiennent sont soumis a des
températures élevéeddiSERM, 2011 ;OFEV, 2011).

3.6.1. Source d’exposition

L’ingestion d’aliments ayant été en contact aves elmballages contenant de DEHP
demeure la principale source d’exposition pour ¢tgpypation généraleDargnat, 2008 ;
INRS, 2010 ; Muczynski, 2011 ;INSERM 2011 ; ANSES, 2012 ;OFSP, 2012 et 2013;
Heinemeyer,2013).

Dargnat en 2008, indique que le DEHP a tendance a se ntecealans les aliments
les plus gras tels que le beurre, le lait ou lenfrge, mais aussi dans la viande en raison de sa

solubilité dans les corps gras.

D’aprésHeudorf etal.., (2007), plusieurs études ont montré la préseasettalates
dans divers produits alimentaires ainsi que dagmul’de bouteille suite a leur migration a
partir d’emballages, les chercheurs ont mis endende la pénétration de DEHP dans les
denrées alimentaires durant leur transformatiam, éenditionnement et leur stockage. Selon
les mémes auteurs, les gants jetables utilisésir [aopréparation des repas sont aussi
considérés comme une autre source plausible dermuésde DEHP, le phtalate que I'on

mesure en plus grande quantité, dans la nourriture.
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Les enfants peuvent ingérer des phtalates en conantrde la nourriture contaminée
et en sucant des objets en P\Ricard, 2011). En effetAlmeras et al., (2010), indiquent
que les jouets constituaient une source d’expositigportante pour les enfants notamment du
fait qu’ils ont tendance a les porter a la boucberpes macher, les sucer voire en avalant de

petits morceaux.

Cependant, une étude récenteS#ghyanarayana, de I'Université de Washington,
publiee le 27 février 2013, réveéle que méme lesnaits biologiques ou préparés
artisanalement, cuits et conservés dans des caorsesans plastique peuvent étre contaminés
aux phtalates, tout simplement parce que I'ensemdl& chaine alimentaire est contaminé.
Les chercheurs ont mesuré les concentrations dePDdats les aliments livrés aux familles
de I'étude. Les produits laitiers dont le beurge,cteme, le lait et le fromage, avaient des
concentrations de plus de 440 ng /g, la cannelle gbivre de Cayenne supérieures a 700 ng /
g, la coriandre 21.400 ng / g. A partir de ces @asn les chercheurs ont estimé que la
moyenne des enfants dgés de 3 a 6 ans étaientésxpo&83 mg/kg pc/j. Or la limite
recommandée par I'’Agence ameéricaine de proteceédievironnement (EPA) est de 20 mg /

kg / jour.

3.6.2. Limites de tolérance de DEHP
Les évaluations de risque effectuées pBF8A ont abouti a une dose journaliére
tolérable DJT) de50 pg/kg pc/j (EFSA, 2005).

En 2010, laConsumer Product Safety Commissi@méricaine (CPSC) déterminait
uneDJT de5,8 ng/kg pclj.

Selon IINSERM (2011), IEFSA a basé son évaluation sur 'étude \Gelfe et
Layton (2003) mettant en évidence la toxicité du DEHP Isutesticule et les cellules
germinales chez le rat. A partir de cette étudejdse maximale sans effe@QAEL, no
observable adverse effect levest estimée & mg/kg pc/j et un facteur de sécurité de 100 a
été appliqué. L&PSC a considéré I'étude de toxicité chronique chemtedeDavid et al.,
(2000) mettant en évidence un effet sur la spemgeaigse a partir d&8 mg/kg pc/j la dose
minimale ayant entrainé un effet néfast®AEL , lowest observable adverse effect It
facteur de sécurité de 1 000 a été appliqué.

D’apresRicard (2011), les évaluations de risques réalisées 'gp@Bl en 2004 ont
établi différentes marges de sécurité en foncties @&ges (adultes, enfants de 3 a 12 mois et

nouveau-nés de moins de 3 mois). Pour les groaggsluis sensibles, des limites plus faibles
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devraient donc étre appliquéeg5s pg/kg pc/j pour les enfants de 3 a 12 mois2étpg/kg
pc/j pour les nouveau-nés.
Le tableau suivant résume les valeurs toxicologigde référence de trois agences

gouvernementales pour le DEHP.

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

Valeurs toxicologiques de référence de DEHP

OMS 2003 EFSA 2005 CPSC 2010
NOAEL (mg/kg/j) 2,5 5 5,8 (LOAEL)
Facteur de sécurité 100 100 1000
DJT (ug/kg pcl)) 25 50 5,8
Espece Rat Rat Rat
Etude de référence Wolfe etLayton, David etal., 2000
2003

3.6.3. Exposition en population générale

L’exposition chez I'adulte au DEHP est estimée asyemne a environ 2 a |m/kg/j
(inférieure a la DJT) de poids corporel par jounpdés les données de concentrations
urinaires en DEHP ou de ses métabolites dans [mdatons occidentale$NSERM, 2011)

Une récente étude Allemande ldeinemeyeretal., en 2013, a estimé une exposition
moyenne au DEHP via I'alimentation de 3,9 a 9,kagWy/( plus faible que DJT fixée par
EFSA en 2005 et dépasse la DJT fixée @RSC en 2010).
3.6.4. Exposition des enfants, nourrissons et nouveau-nés

Wittassek etal., (2007b) ont estimé les niveaux médians d’exjpysiu DEHP entre
4,3 et 7,8ug/kg pc/j chez les enfants agés de 2 a 14 ans(faible que DJT fixée p&FSA
et dépasse la DJT fixée p@PSC). En 2005, [EFSA estimait que I'exposition au DEHP
d’enfants de plus de 6 mois consommant des alinpis bébés préts a I'emploi était, dans
les cas les plus défavorables, de 2@gskg pc/j (proche de DJT dEFSA et dépasse
largement DJT fixée p&PSQO).
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3.6.5. Exposition in utero

Dans sa thése de doctorat en 20Ricard indique que I'exposition foetale a été
démontrée dans plusieurs études, elle est coraéléxposition de la mére. Dans leur étude,
Wittassek etal., (2009) ont mesuré les concentrations de métabalies principaux phtalates
dans le liquide amniotique récupéré au cours dealdsances par césarienne. Le niveau de
MEHP a été estimé en moyenne deig8.

3.7. Toxicocinétigue et métabolisme

Le DEHP pénétre dans l'organisme essentiellemenopaEe (pour plus de 75 %);
I'absorption digestive est rapide et importante ldedre de 50 a 75 %INRS 2013).

Le DEHP se distribue dans le foie, le rein, Estitules et le sangNSERM, 2011 ;
ANSES 2012 ;INRS 2013). Des résidus de DEHP ont été détectéslddoge des foetus de
rats dont la mere avait été traitée par gavagentllmagestation, démontrant la capacité du
DEHP a traverser la barriere placentaibei(astava et al., 1989 ;Stroheker et al., 2006).

Le métabolisme du DEHP aboutit a la formationnd'wingtaine de métabolites. Le
DEHP est d’abord hydrolysé par des lipases avendton du mono (2-éthylhexylphtalate)
(MEHP), métabolite majoritaire dans le sang, et 2héthylhexanol, lui-méme étant
rapidement hydrolysé en acide 2-éthylhexanoiqués RuMEHP est oxydé en différents
métabolites et dans une moindre mesure hydrolys€ide 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.

Quatre métabolites secondaires du MEHP sontuweéodans le sang, chez I'homme :
le mono (5-carboxy-2-éthylpentyl) phtalate (5cx-MBPle mono (2-éthyl-5 hydroxyhexyl)
phtalate (50H-MEHP), le mono (2-éthyl-5-oxo-hexghtalate (50xo-MEHP) et le mono (2-
carboxymeéthyl) hexylphtalate (2cx-MMHP). Ces métdabs sont excrétés sous forme
conjuguée a I'acide glucuronique pour environ 6QRIRS 2013).

Latini a indiqué en 2005, que les métabolites seconddird8EHP sont jusqu'a 100
fois plus toxiques que le MEHP.

Sous sa forme libre, le DEHP a une demi-vie sguggcourte de I'ordre de 28 minutes
; le MEHP a demi-vie sanguine supérieure a 3 heles métabolites (50xo-MEHP, 50H-
MEHP, 5¢cx-MEPP) ont des demi-vies sanguines compmsitre 2 et 2,5 heures tandis que le
2cx-MMHP présente une demi-vie dans le sang pligyde, d’environ 5 heures. Les
métabolites sont éliminés pour une grande partis ts urinesiNRS 2013).

Une excrétion dans le lait maternel et une distion placentaire (détection dans les

tissus foetaux) ont également été rapport@BKSES 2012).
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En fin, le rapport d’expertise « reproduction et@léppement » de INSERM en
2011 indique que, si on n'‘observe pas de bioacttion, il est important de signaler que

I'exposition est continue du fait de la diversigsdources de contamination.

3.8. Toxicité de DEHP sur I'organisme
3.8.1. Effets sur la fonction de reproduction(effets perturbateur endocrinien)

Le DEHP est surtout étudié pour sa toxicité sdotection de reproduction male 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 problé@eur de santé publique aussi bien en
Europe qu’aux Etats-Unis, en raison du large chdmiilisation de cette molécule.

D’aprés INRS 2012 «la toxicité pour la reproduction » se tradudr ples effets
néfastes sur la fonction sexuelle et la fertilig&s sthommes et des femmes adultes, ainsi que
par des effets indésirables sur le développemel@uls descendants.

Le rapport d’expertise collective « reproductioneetvironnement » déINSERM
(2011)indique que les périodes d’exposition les plussxes sont les expositions lors de la
vie intra-utérine et néonatale. Selon le méme rdpf@otrés grande majorité des études chez
I'animal ont été réalisées par gavage par voieeattatrant la gestation et rapportent des effets
sur les trois principaux types cellulaires du tegé : cellules de Leydig, cellules de Sertoli et

cellules germinales.

3.8.1.1. Effetsin utero et néonatalesur le testicule fcetal

Il a été démontré que le DEHP passe efficacemdmariaere placentaire et atteint les
gonades chez le rat en administrant du DEHP ratiigaer voie orale aux rates gestantes
(Stroheker etal., 2006).

In utero,l'exposition en fin de vie feetale et début de vastpnatale, au DEHP pour
des doses allant de 100 a 1000 mg/kg/jour provatee le rat une réduction de la distance
ano-génitale de la progéniture maleh(istiansen et al, 2010; Saillenfait et al, 2011).
Saillenfait et al., (2009) constatent que le DEHP entraine égalerfapparition de cas
d’hypospadias. Ainsi que de cas de cryptorchidie’anomalies de la descente des testicules
(Saillenfait et al, 2011). Par ailleursMunczynski (2011) indigue que d’autres études de
gavages de rattes gestantes ont montré que le DBdHRt un défaut de masculinisation
pendant la vie fcetale, qui se traduit par l'apparita I'dge adulte d’anomalies de la
différenciation des caracteres sexuels secondalteseffet, I'exposition au DEHP (500
mg/kg/jour) entraine un retard d’acquisition d@udberté ainsi qu’une rétention des aréoles et
tétons et I'apparition de séveres malformationgtgkas [Tyl et al, 2004; Saillenfait et al,
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2009).Alam et al, (2010) ont constaté que le DEHP (750 mg/kg/jadiministré au cours de
la vie feetale provoque une diminution du poids tssicules et une baisse de la qualité et

quantité du sperme, corrélées a une baisse digédelfTableau 6).

Tableau VI: Effets d’une exposition foetale au DEHPsur les fonctions testiculaires

néonatale de rat.

Effets de DEHP sur les fonctions testiculaires

espéece FONCTION STEROIDOGENE FONCTION GAMETOGENE
-Cryptorchidie - Diminution du poids et de la taille
- Hypospadias des testicules

- Réduction de la distance Anp- Diminution de la quantité et de |a
rat Génitale gualité spermatique
- Retard d'acquisition de la puberté| - Baisse de la fertilité

- Rétention des aréoles et des tétons Pas de cancer testiculaire

Récapitulatif des symptdmes observables a la maisesaprés exposition au DEkEndant la
vie foetale. Les différents effets sont regroupésdemx catégories: Insuffisance foetale en
androgénes (altération de la fonction stéroidogeme)altération du développement des
cellules germinales (altération de la fonction gengéne). D'apreSaillenfait etal. (2009 et
2010.)

3.8.1.1.1. Effets sur les cellules de Leydig (Altération de lfonction stéroidogene)

Le DEHP, qui est classé comme toxique pour la foncde reproduction, est
également incriminé en tant que perturbateur eiteorchez le rat, de par l'altération de la
synthése des stéroides qu'il entraidefczynski, 2011).

En effet, le rapport d’expertise collective « raprotion et environnement » de
I'Inserm (2011), indique que la diminution de la productamtestostérone testiculaire en fin
de vie foetale est rapportée de maniére quasi sgtira chez le rat et que de nombreux
travaux, signalent de maniére cohérente : la ditiwinude la production de testostérone et une
agrégation des cellules de Leydig et ; une augrtientadu diamétre des cordons
testiculaires ; I'apparition de gonocytes (cellujesminales feetales) multinucléés

D’apresMunczynski, (2011), I'exposition de rattes pendant la phasgeitation au
DEHP (pour des doses de 100 a 1000 mg/kg/jouraier@tmune diminution de la production de
testostérone en fin de vie fcetale et I'agrégaties ckllules de Leydig sous forme de clusters

de cellules au centre du testicugulty, (2009) a constaté que cette agrégation peut étre
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accompagnée d’'une diminution du nombre total déulesl de Leydig, ainsi que d'une
hyperplasie de ces cellules.

Les mécanismes responsables de la diminution dgnidneése de testostérone suivant
immédiatement une exposition utero au DEHP chez le rat ont été décrits dans plusieurs
études et des résultats concordants décrivent inmiaudion de I'expression des enzymes de
transport du cholestérol et de biosynthése des drmemstéroides. Ce blocage des différentes
étapes clefs de la stéroidogenése du testiculé éogitique probablement l'effet net sur la
production de testostérone feetalBlISERM, 2011).

Les conséquences d'une inhibition de la synthésetedéostérone foetale sont
clairement visibles et encore plus fréquemment gepps chez les rats traitédurant la
gestation. Ainsi, différents défauts de masculiisasont décrits : une diminution de la
distance anogénitale, la rétention d’aréoles mamamadu de mamelons chez le male, la
diminution de la longueur du pénis, une baisse adspde la prostate, une augmentation des
hypospadias et du taux de cryptorchidilSERM, 2011).
3.8.1.1.2. Effets sur les cellules de Sertoli (Altération deal fonction gamétogeng

Concernant les cellules de Sertoli, le rapport pggtise collective « reproduction et
environnement » dénserm (2011), indique que plusieurs études ont décriteffiets sur ce
type cellulaire lors d’'une expositiom utera Le modele utilisé est essentiellement le rat
Wistar gavé au DBP (500 mg/kg/j) pendant la gestati

Dans ce modéle, un gavage pendant toute I'orgamsgetesticulaire (13e au 21e jour
de gestation) induit une chute importante, de Feme 50 %, du nombre de cellules de Sertoli
en fin de gestatiorH{sher etal., 2003).Scott etal., (2008), ont démontré que la prolifération
des cellules de Sertoli est réduite en réponseeaexposition aux phtalates utero. En
faisant jouer la fenétre d’exposition, les mémegwas indiquent qu’une exposition en toute
fin de vie foetale (19e-20e jour de gestation) syffiur diminuer le nombre de cellules de
Sertoli.Auharek et al, (2010), décrivent également une diminution du b@nde cellules de
Sertoli persistant a la puberté si I'exposition qhtalatesin utero est poursuivie par une
exposition via la lactation jusqu’au 15eme jourtpatal.

Cette diminution de la prolifération des cellules $ertoli semble étre la cause de la
diminution du poids testiculaire a la naissancs lune exposition aux phtalates pendant la
gestation rapportée par de nombreux auteurs. ten &s cellules de Sertoli sont le type
cellulaire majoritaire dans le testicule en finue foetale. Fisher etal., 2003 ;Jonhsonet
al., 2008 ;Boekelheideetal., 2009).

30



DEHP Chapitre 111

En plus de diminution de la prolifératioklunczynski, (2011) a rapporté un défaut de
maturation et une vacuolisation des cellules deoser

Les cellules de Sertoli ayant pour fonction, entngires, d’étre un support du
développement des cellules germinales, ces doneée®ent aisément expliquer la réduction
du nombre de cellules germinales observée duramielafcetale, comme a I'dge adulte
(Ferrara et al, 2006). En effet, selon les mémes auteurs, leetra@ntin utero de rats aux
phtalates entraine une diminution du nombre deulesligerminales en fin de vie fcetale.
L’ensemble de ces données sur la diminution du merdb cellules germinales (précurseurs
de la spermatogénése adulte) pendant la vie foperaet d’étayer I'hypothése d’une origine
foetale de la diminution de production spermatiglgeovable a 'age adulte-drrara et al,
2006).
3.8.1.1.3. Effets sur les cellules germinales

Concernant les cellules germinales, le phénomeépkitevisible immédiatement aprés
une expositionin utero aux phtalates est I'apparition de cellules gerneimaanormales,
multinucléés. Il semble que des doses supériewregyales a 100 mg/kg/j soient nécessaires
pour induire I'apparition de ces gonocytes multidés. Ces cellules sont observées en fin de
vie foetale et disparaissent peu aprés la naissanse 0 joursKisher etal., 2003).

Tableau VII : Effets d’'une exposition fceetale aux plalates sur les différents types

cellulaires du testicule foetal de rat.

Espéce | Cellules de leydig Cordons séminiferes

- Diminution de la production de- Altération de la structure des cordong
testostérone - Défaut de maturation des cellules
- Agrégation des cellules de Leydigéritubulaires

(avec généralement une hyperplasieDéfaut de maturation des cellules |de

des cellules) Sertoli
Rat - Localisation anarchique des cellules Diminution du nombre et de la
de Leydig au sein des cordons prolifération des cellules de Sertoli

- Perturbation de la communication
entre cellules de Sertoli et cellules
germinales
- Diminution du nombre de cellules
germinales

- Apparition de gonocytes plurinucléeés.
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Le tableau rassemble les effets d'une exposditi@itro ouin uteropendant la période fcetale,
sur les cellules de Leydig ainsi que sur les ceflutomposant les cordons séminiferes
(cellules de Sertoli et cellules germinales). (DEgNSERM, 2011).

3.8.1.2. Effets lors d’une exposition périnatale

D’aprés le rapport d’expertise collective « reprcithn et environnement » de I’
INSERM (2011) plusieurs auteurs ont adressé la questi@adar si les phtalates pouvaient
également agir comme des anti-androgénes en irthidamoissance des organes androgéno
dépendants a travers une exposition par voie peidant la gestation et pendant la lactation.
En régle générale, indiquSERM (2011), les effets d’'une expositiaomuteroet pendant la
lactation sont supérieurs a ceux induits uniquerpentlant la gestation. Ainggray et al.,
(2009) ont exposé des rats Sprague-Dawley du 8eunedg gestation au 17eme jour de vie
postnatale a 300 mg/kg/j de DEHP et analysé letsetfhez I'adulte (65 jours). Les auteurs
décrivent alors une diminution du poids des tektgude la prostate ventrale et des vésicules
séminales qui s’accompagne d’'une diminution du rmrendle spermatozoides.

L’expositionin utero et lactationnelle diminue, d’aprédsNSES (2012), de maniére
plus importante que I'expositidn uteroseule, la distance anogénitale et la longueur dispé

mesures a la puberté selon les mémes auteurs.

3.8.2. Toxicité aigué
Chez 'Homme et I'animal, il n'y a pas de toxicisdggué observée par ingestion de
DEHP, (par voie orale : DL50 : 20 000 mg/kg cheral@ ECB, 2008).

3.8.3. Toxicité subchronique et chronique autre que repradxique

D’aprés ANSES (2012), chez I'animal, les organes cibles affegé@s une exposition
orale au DEHP sont principalement le foie, lesgeet dans une moindre mesure le systéeme
nerveux. En effet, des résidus de DEHP ont étethstelans le foie des foetus de rats dont la
mere avait été traitée par gavage durant la gestatiémontrant la capacité du DEHP a
traverser la barriére placentai®riastavaetal., 1989 ;Stroheker etal., 2006).

Munczynski, (2011) indique que le foie est le premier orgareecidentifié de I'effet
délétére des phtalates. Selon 'auteur I'effetlles g@vident d’'une contamination chronique au
DEHP par voie orale se traduit par une hépatom&galononcée, conséquence d’une
hyperplasie et d'une hypertrophie des hépatocytes’gccompagne d’'une accumulation de
lipides. Au niveau feetal, 'expositidn uteroau DEHP (25 et 100 mg/kg/jour) de souris entre

11 et 19 de gestation entraine une augmentationl'rdpatostéatose (rétention des
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triglycérides dans les vacuoles hépatocytaireskiafue la réduction du stockage du
glycogéne dans le foie des faetus, et ce de mamidse dépendant®d@ranghi et al, 2010).

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

3.8.4. Cancérogénicité

ANSES (2012), indique que le centre international de eedhe 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.
3.8.5. Génotoxicité/ Mutagenicite

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

parmi les substances génotoxiques ni mutagene.

3.8.6. Tératogenicité

Chez le rat et la souris, des effets tératogenekjant notamment une augmentation de
la mortalité feetale, du nombre de feetus résorbéduonombre de malformations chez les
survivants, ont été décrits suite a I'ingestiorDdeHP ANSES 2012).

3.9. Meécanismes d’action cellulaires de DEHP dans le tesule

Les travaux expérimentaux décrivant I'impact dékStdes phtalates sur le testicule
foetal de rat ont amené a considérer l'altérationlad@roduction de testostérone comme
I'action majeure de ces compos&tutzynski 2011).

Chez le rat, les études d’analyse de génes réali@ét montré que I'expositian
utero au DEHP entraine la modulation de I'expressionndgrand nombre de génes du
testicule foetalQhultz et al., 2001;Liu etal., 2005;Johnsonet al., 2007). Les auteurs ont
notamment mis en évidence une diminution de I'esgio; de plusieurs familles de génes
impliqués dans la régulation et le transport dulestérol ainsi que dans la synthése de
testostéroneMuczynski a indiqué en 2011 que c’est la diminution d’esgien de ces
différents génes impliqués dans la chaine de syatbées stéroides qui serait responsable de
la baisse de production de testostérone pendaid faetale.

Concernant l'agrégation des cellules de Leydigdpat la période fcetal€jsher et
al., (2003) etLin etal.,( 2008) ont indiqué que différentes études monhtgere cette effet
n'est pas due a une augmentation du nombre degesethais plutdt a une altération de leur
répartition dans le testicule, suite a un défautmigration. Quant aux cellules germinales,
Muczynski (2011) et INSERM (2011) ont indiqué que 'observation de la diminatde leur
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nombre, 'augmentation de leur apoptose et de #dappn de gonocytes plurinucléés a
soulevé une importante question a I'heure actuetieore non résolue d'apres plusieurs

études.
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l. Matériels

1.1. Matériel chimique

Les deux matériaux utilisés sont des formulatiomdustrielles des emballages
alimentaires (films en PVC alimentaires). Ceci petrisie donner a cette étude un aspect plus
appligué et concret. Il s’agit de:

* Poly (chlorure de vinyle) (PVC) -(CH2=CHG) de marque SHINTECH sous forme
de résine blanche pure fourni par TRANSPOLYMEREShtreprise Nationale des
Plastiques et Caoutchoucs (ENPC). (La fiche teclen@st jointe en annexe ).

NB : Au début de I'étude nous avons commence é&iltaw sur des films alimentaires en
PVC (destinés a la biscuiterie) qui contiennentplastifiant de type phtalate, fournis par
AVANCE FOOD, fournisseur des fournitures d’embgdaet de conditionnement, ALGER,
lui-méme les, a importé de la société productriceMARAGHY PACK pour les matériaux
d’emballage et d’impression EGYPTE avec l'étigeetiessus qui indique qu’il s’agit de
PVC. Mais, la formule exacte des films et la conicion initiale de ce plastifiant ne nous
ont pas été communiquées. Il a donc été néceskmiles déterminer a l'aide de différentes
techniques d’analyse disponibles au laboratoiren eHet I'lR a confirmé la présence de
DEHP dans tous les films fournis mais la surpcisst que il ne s’agit pas de PVC pour la
plupart des films (contrairement & ce qui a étéquél sur I'étiquette) mais d’'un autre
polymére non identifié, ce qui a été confirmé @anbn solubilisation des films en question
dans la THF. C’est pourquoi nous avons choisipd&parer nous méme les films au
laboratoire a base des matieres premiéres.

» Di (2-éthylhexyl) phtalate (DEHP), ¢@H3s04) de marque LG CHIMICAL, fourni par
ENCP. (La fiche technique est jointe en annexe 1)

e Ethanol absolu ¢Hs0H (simulant d’aliments)

* THF (tetrahydrofurane) 15O comme solvant.

1.2. Matériel biologique
Nous avons utilisé 17 rattes et 6 rats de souclsaWsexuellement matures de poids

corporel compris entre 242 et 252g, provenant éiedage du CRD dans une animalerie
maintenue entre 22 °C et 24 °C, avec hygrométmblest et munie d'un systeme de
ventilation et d'un systéme réglant les périodasbsgéurité (10 h) et de lumiére (14 h). Les

animaux ont acceéad libituma la nourriture et a I'eau.
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I. Méthodologie expérimentale
2.1. Etude de la toxicité pour la reproduction
L'étude de la toxicité pour la reproduction a ééalisée conformément a la ligne
directrice de 'OCDE pour les essais de produitsn@fues numéro 443 relatif a I'étude
étendue de toxicité pour la reproduction sur umegaion. 2012.
Tableau VIl : Protocole de I'étude étendue de toxiité pour la reproduction sur une

génération

traitement

Avant accouplement Accouplemegmitprés accouplement

PQ 2 semaines 2 semaines Gravidité Lactatjon

Développemenn-utero |sevrage | sacrifice

2.1.1. Les animaux

Les femelles sont réparties au hasard en troispg®ude maniere a ce que les poids
moyens de chaque groupe soient comparables (+ 22 %& moyenne globale). L’'un des
groupes, servant de témoin (T) (5 femelles), redeitl'eau distillée (véhicule). Les deux
autres (6 femelles par groupe), servant de traiegsivent le DEHP par gavage quotidien a
raison de 100 mg/kg/j (groupe D1) et 1000 mg/kgfpgpe D2) (ajustées en fonction de
poids corporel) durant toute la période de I'expé@mtation (avant et pendant I'accouplement,
pendant la gestation et la lactation jusqu’au spvrdes petits. Les rats males ne sont pas
traités, ils sont réservés uniquement pour I'actzuapnt.

Les animaux sont hébergés par groupe de 3 dansades en polypropyléne et en
polycarbonate présumées exemptes de phtalates.u€hagmal a été identifié avec un
numMero unique sur la queue avant le début du naiée.

Les animaux témoins et traités sont peser au moiagois par semaine avant la gestation et
au moins deux fois par semaine pendant la gestetilactation.

2.1.2. Le choix de doses

En nous référant a la littérature, nous avonssetiieux niveaux de doses de DEHP,
100 et 1000 mg/kg/j, connues pour affecter le anivde la testostérone et capables d’induire
des altérations au niveau de I'appareil reproductéle.

2.1.3. 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 leslissn@os gravides et allaitantes et tous les
deux jours pour les femelles gravides. Nous avdwsst'eau distillée comme véhicule, le
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volume de suspension (DEHP + eau distillée) adstrinipour chaque femelle est de 1ml par
un gavage quotidien 7jour sur 7 jusqu’a la nécmpss petits au sevrage (21JPN).
Le calcul de la dose a administrée se fait commeastu:

Pour la dose 100 mg/kg/] (par exemple) au prejoigr de I'expérimentation nous avons le
poids moyen des femelle de 242g.

En appliquant la régle de trois nous calculordolse a administrée pour chaque femelle.

100pg [, _
2425F X=24,2 mg

Donc la dose a administrée pour chaque femelldee24,2 mg

100mg
X mg

v VY

Pour préparer un volume Y de suspension (10 mepample) on multiplie le X (24,2 mg
par Y le volume voulu (10 ml) on aura 242 mg de [PEHO ml de suspension.
Pour préparer la suspension, nous pesons 242 m&H® dans une fiole puis nous ajustgns

jusqu'a 10 ml par I'eau distillée, 'émulsion etdlslisée par deux gouttes de TWEEN 80.

P

Apres une agitation de 3mn a 1800tr/mn la susperesbpréte pour l'utilisation (gavage).

On fait la méme chose pour la deuxiéme dose.

2.1.4. L’accouplement

L’accouplement a été fait en polygamie, un maler@ofemelles, jusqu’a I'apparition
des signes de grossesse. Le jour O de la gestasibeelui ou I'accouplement est avére
(observation de sperme ou d’un bouchon vaginal).
Les femelles gravides sont séparées dans desiodfaduelles des gu’elles sont pleines.

2.1.5. 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, 14JPN Bt\21J

2.1.6. La distance anogénitale (DAG)

La DAG de chaque petit male a été mesurée ledewacrifice (21JPN) a I'aide d’'un

pied a coulisse, rapportée a la racine cubiqueoiltsorporel comme I'indique I'article 45
de protocole de 'OCDE.

2.1.7. Prélevement des échantillons
Tous les ratons males sont sacrifiés au 21JPNagey par décapitation pour éviter
I'effet du stress. Le sang de la plaie est récupkmds des tubes secs, placé a froid, puis

centrifugé. Le sérum est congelé pour le dosada thstostérone sérique. Les testicules, les
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reins et le foie sont prélevés, débarrassés de tesus adipeux s’il y en a puis peseés. Les
deux testicules sont fixés dans du formol 10% pah@4H pour I'analyse histologique.

2.1.8. Dosage de la testostérone sérique

Pour le dosage de la testostérone nous avonsiphisasard deux (2) échantillons par
portée. Le dosage a été fait par la technique iradioinologique (RIA), c’est une technique
tres sensible qui a un seuil de détection de Ml Cette technique est basée sur le
principe de la compétition réaction entre un ampscet deux antigénes identiques I'un d’eux
est marqué l'autre est a dosé. La testostéronmasjuée a l'iode 125 (élément radioactif).
L’anticorps est préalablement fixé a la paroi deses. La testostérone a doser (échantillon) et
la testostérone marquée (traceur) sont ajoutéesltamément aux tubes renfermant les
anticorps. Apres homogénéisation et incubatiofrgletion libre est séparée par aspiration. La
fraction liée attachée a la paroi des tubes estiréesa I'aide d’'un compteur gamma relié a un
ordinateur. Elle est inversement proportionnellex daux de la testostérone ajoutée
(échantillon). La concentration en testostérond’é@ehantillon est donnée directement en
nmol/l. (Lnmol/I= 0,31 ng/ml).

2.1.9. Etude histologique des testicules

Nous avons suivi les étapes classiques de I'hgield.a déshydratation s’est fait par
bains successifs de 30 min d’éthanol (70, 95, 10p&id I'éclaircissement par deux bains
successifs de 30 mn de toluéne. Les piéces sonttemsises dans de la paraffine liquide
(60°C) pendant au moins 4h puis incluses dans amd# paraffine. Les blocs sont coupés au
microtome avec une épaisseur de coupe de 5 microns.

Les rubans des coupes sont incluses dans un bgélatine dissoute dans I'eau, puis
montées sur les lames, en suite déparaffinées wamssuccession de bains de toluéne et
réhydratées progressivement par des bains de 8'éthanol de concentration décroissante.

Pour la coloration, nous avons utilisé la technigudématoxyline-éosine (HE). Les
lames sont plongées 5 mn dans I'Hématoxyline (aolonucléaire bleu), puis plongées dans
I'Eosine (colorant cytoplasmique rose) et rincédégthanol 100. Aprés une nouvelle série de
bains de toluéne pour la déshydratation, les lasoes montées dans la résine Eukitt pour
coller les coupes entre lame et lamelle. Les baorg séparés par des lavages a I'eau du

robinet.
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» Exploitation statistique des résultats
Elle est effectuée a l'aide du test T de Studem0.05 est considéré comme
significatif. Les résultats sont représentés soasié de moyenne + SEM, avec signalisation

si la différence avec les témoins est significatiuenon.

2.2. Etude de la migration du DEHP du PVC plastifievers certains simulants de
denrées alimentaires
L’étude de la migration du DEHP a été réalisée @mmément au reglement de 2011

de I'Union Européenne No 10/2011 de la commissianld janvier 2011 concernant les
matériaux et objets en matiere plastique destinéntéer en contact avec des denrées
alimentaires. Notre étude est basée sur :

» Caractérisation spectroscopique dans [ultravioddt l'infrarouge des matieres
premiéres : le PVC et le DEHP.

« Validation des méthodes analytiques pour l'idecdifion et la quantification du
DEHP dans le PVC par spectrométrie dans I'infraeoefigdans les milieux simulateurs
d’aliments (Ethanol 100% et Ethanol/eau 50/50%) gpectrométrie dans I'UV-
Visible.

» Des essais de migration réalisés par immersiorfibhes en PVC plastifié dans des
milieux simulateurs d’aliments.

» Application des deux méthodes (UV visible et IR) swivi de la cinétique de

migration du DEHP dans les deux milieux sélecti@nné

2.2.1. Choix des simulants de denrées alimentaires

Le reglement 2011 cité ci-dessus, affecte chaguelant a une catégorie de denrées
alimentaires. Les simulants utilisés dans notusléd et les denrées alimentaires pour les
quelles ils ont été affectés sont représentésldaableau suivant ;

Tableau IX : les simulants et leur affectation auxcatégories de denrées alimentaires

Simulant AbréviationDenrées alimentaires
. Moyennent grasses: Lait et produits laitiers. Borns
Ethanol & 50% (v/v) D1 _ o
troubles, boissons alcoolisées.......
Huile végetale Graisses et huiles. Produits de la boulang
(remplacée par éthanol D2 biscuiterie, patisserie présentant des matieressgsa
absolu) en surface, Chocolats, confiserie. viandes et ceufs
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2.2.2. Conditions d’essais

Les films sont mis en contact avec le simulantrdmiére a reproduire les méme
conditions d’emploi adaptées a la denrée alimentaisée quant a la durée et a la
température de contact. (Tableau Xl). (Reglemehl ZENNEXE V pg 83)

Tableau X : Conditions d’essais de migration

Durée de contact en

g

jours [j] ou heures [h] N ] . .
] Conditions de contact prévues simulant utiljsé
la température de contact

[°C]

Toute condition comprenant le chauffage a 70

°C au maximum pendant 2 heures au maximum

. ou le chauffage a 100 °C au maximum pendant
2ha70°C _ _ o D1 et D2
15 minutes au maximum, non suivie djun
entreposage de longue durée a température

ambiante ou a I'état réfrigéré.

L’essai pendant 10 jours a 50 °C couvre toutes
les durées d’entreposage a l'état réfrigéré et
congelé, y compris le chauffage a 70 °C| au
. maximum pendant 2 heures au maximum ou le
10jas0-°C . . D2
chauffage a 100 °C au maximum pendant 15

minutes au maximum et les durées

QJ/

d'entreposage de maximum sSiXx mois

température ambiante.

2.2.3. Préparation des films en PVC

Nous avons préparé des films en PVC a 30% de DEHRé&angeant 30 g de DEHP
avec 70 g de PVC, I'ensemble est dissout dans 108enTHF. Une solution homogene
incolore est ainsi obtenue. Des quantités liquidesméme volume sont versées sur un
support en verre (boite de pétri). Celles-ci sdat@es sous hotte pour évaporer le solvant
pendant 24 heures a température ambiante. Les Bkos sont par la suite détachés du
support en verre et déposés sur une feuille despéifire et placés dans I'étuve a 60C° pour
éliminer le solvant résiduel. Dans les films biets nous avons découpé des carrés de

dimension (2x2 cf), de masses voisines et d’épaisseur moyenne (120Qmn).
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2.2.4. La cellule de migration

Elle est constituée d’'une série de tubes en vefegndeture hermétiques, d’'une série
de films de méme masse et de liquide simulaf2ans chaque tube nous avons introduit 10
ml de liquide et un film carré (2x2én

Les prélévements sont faits chaque 10mn, le filns@saré du liquide ensuite remis a
I'étuve pour éliminer les traces du solvant résidue

2.2.5. Les techniques d’analyses utilisées

2.2.5.1. Spectrométrie Infrarouge (IRTF)

La spectroscopie infrarouge a transformée de Hoariété appliquée aux films
plastiques avant et aprés les essais de migratiamrésine de base et au DEHP.

La spectrométrie infrarouge permet d'identifier dature des fonctions chimiques
présentes au sein du polymere a partir de la détedes modes de vibration caractéristiques
des liaisons chimiques. La spectrométrie infraroeigenode transmission permet, en plus de
I'identification des groupements fonctionnels, &eatmination de leur concentration via la loi
de Beer-Lambert.

Les spectres IR ont été réalisés a l'aide d’'untspeetre IRTF de type Perkin Elmer
C 91380 avec une résolution spectrale de 4 crmafis d&in domaine de nombre d’onde
s’étendant de 4 000 a 450 cm-1.

2.2.5.2. Spectrométrie ultraviolet (UV)

La spectrométrie ultraviolet-visible est une tecfuei d’analyse dans laquelle les
molécules, qui sont soumises a un rayonnementldat@maine ultraviolet-visible (de 400 a
800 nm), subissent une transition électroniqueiomppht les photons.

Les analyses par spectrométrie ultraviolet ontédéisées dans I'étude cinétique de la
migration de DEHP dans les deux simulants utilisés.

2.2.5.2.1. Conditions opératoires et validation de la méthode
2.2.5.2.1.1. Choix de la longueur d’'onde
Afin de sélectionner des bandes spécifiques au DpHBieurs solutions ont été préparées ;
Solutionl : 0.02mg/ml de DEHP dans I'Ethanol
Solution2 : 0.02mg/ml de DEHP dans un mélange Et@au 50/50%
Solution3 : obtenue par chauffage a reflux pen@ard’un film en PVC vierge dans I'Ethanol
Solution4 : obtenue par chauffage a reflux pend@ntd’'un film en PVC vierge dans un
mélange Ethanol/eau 50/50%.
Un balayage a été réalisé par un spectrophotoroétrésible typeSHIMADZU UV-

1601 sur les quatre solutions entre 200 et 800 nm.
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2.2.5.2.1.2. Linéarité de la méthode
Pour la réalisation de I'étude, une gamme détalpara été préparée dans les deux
milieux de simulation ; les différentes solutionst @té analysées par spectrométrie dans
'UV-visible.
Le choix des concentrations a été fait de telle sguie les absorbances correspondantes ne

dépassent pas 1 conformément a la loi de Beer -bédrdonnée par la formule :

A=¢lC

A : absorbance

L : le trajet optique (cm)

¢ : coefficient d’extinction molaire (Itcm™)
C : concentration (g/l)

2.2.5.2.1.3. Sensibilité de la méthode
Pour étudier la limite de détection (la plus petitentité qui peut étre détectée et quantifiée),
des dilutions successives ont été faites sur Ila petite concentration de la gamme
d’étalonnage dans les deux milieux. Les différesi@stions obtenues ont été analysées par

spectrométrie UV-visible.
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l. Résultats de I'étude toxicologique
Les différentes observations constatées duraneé teupériode de I'expérimentation sont
résumes dans le tableau suivant :

Tableau XII : Etude préliminaire, résultats récapitulatifs

TEMOIN 100 mg/kg/j | 1000 mg/kg/
nombre de femelles
5 6 6
avant parentes
accouplementPC moyen (g) 252+ 4,89 252 £ 5,11 242 £ 6,13
mortalités 2 0 0
% de femelle gestante 100% 83% 100%
retard a concevoir - - +
gestation |durée de gestation
_ 21,66 +0,66 | 21,4+0,24 27+2,3
(jours)
mortalité 0 0 1
_ taille de portée 10 £2 8+3 52
mise bas
nbr total des ratons 30 43 29
mortalité au 1JPN 0 3 10
nbr des ratons
_ 30 40 19
survivants
lactation et | % des males 0,5 0,57 0,36
sevrage |sexe ration 1 1,35 0,58
PC 1JPN (g) 5,95+ 0, 22 5,60 +0, 12 522 +0,14
PC 14 JPN (g) 18,86 + 1,12 20,78 £ 0,85 26 +0,43
PC 21 JPN (sevrage) | 27,266 + 0,997 33,217 + 1,863 25,142 + 4,306
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1.1. L’évolution pondérale des femelles parentes

Nos résultats montrent que I'exposition au DEHP adurtoute la période de
I'expérimentation, avant accouplement, gestatiopegtdant la lactation, n’a pas d’incidence
significative sur les poids des traitées par rappox témoins (figure 6), cependant des
changements intergroupes et intragroupes biemgusont pas significatifs ont été observes
chez les femelles exposées a la forte dose (10@Kgf)gpendant la gestation par rapport aux

témoins et aux traitées par la faible dose (100gig/k

350
300
- W
S 200
[%2)
.’g 150 = temoin
o ——DOSE 1
100 ——DOSE 2
50
0
1 2 6 8 121316 19 21 23 26 28 30 33 35 37 40 42 44 47 4Rurs
< 3 >
avant accouplement accouplement + gestation + lactation

Figure 6 : Effet d'une exposition au DEHP sur I'évéution pondérale des
femelles parentes avant accouplement et pendantd@station et la lactation.
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1.2. Reésultats préliminaires
1.2.1. Avant accouplement

L’exposition au DEHP avant accouplement n’a aucinuédence significative sur
I’évolution pondérale ni sur le comportement desnaix. Aucun signe de toxicité générale
n'a été enregistré chez les traités, cependant aooiss enregistré deux mortalités chez les
témoins.

1.2.2. Gestation

Un taux de gestation de 100% a été observé chetZnesins et les traitées par la
deuxiéme dose, 83% chez les traitées par la prerdase. (Une femelle non gestante).

Pendant la gestation, aucune mortalité, aucun emaegt de comportement ni signe
de toxicité générale n'a été observé chez lestasipar la premiére dose par rapport aux
témoins, toutefois nous avons enregistré une nigrt@l 18jours de gestation chez les traitées
par la deuxiéme dose et plusieurs signes de téxg@nérale ont été observés a savoir, un
retard important a concevoir, une gestation pméden(27j + 2,3 contre 21,4j £ 0,24 et 21,66j
+ 0,66 chez les traitées par la premiere dose tédmoins), et une évolution pondérale
perturbée.

1.2.3. Mise bas

La durée de la mise bas n'a pas été enregistréajlla des portées était différente
chez les traitées par rapport aux témoins, noumsawnregistré une différence non
significative entre les traitées par la premiersedet les témoins, (8 ratons = 3 contre 10
ratons + 1 chez les témoins) et une diminutiomiSative de la taille des portées chez les
traitées par la deuxieme dose (5 ratons + 2).

Pour le sexe ration, nous n'avons pas enregisteédifférence significative entre les
traitées par la premiére dose (1) et les témoif&S)1Cependant une diminution significative
a éteé observée chez les traitées par la deuxiesee(6(h8).

Quant aux mortalités nous avons enregistré dix (Idez les nouveaux nés des
traitées par la deuxieme dose, trois (3) chez Haisées par la premiere dose et aucune
mortalité chez les témoins.

L’ exposition au DEHIh uteron’a pas d’incidence significative sur le poids d&®ens a la
naissancetoutefois nous avons observé une légére diminutfez les traités, en effet nous
enregistré 5,609 + 0, 12 et 5,229 + 0,14 chetrées par la premiére et la deuxieme dose

respectivement contre 5,95g £ 0, 22 chez les tésnoi
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1.2.4. Lactation

L’exposition des meres allaitantes au DEHP pentialactation a une forte incidence
sur I'évolution pondérale des ratons, en effet, 4™ JPN nous avons observé une
augmentation de 10% et de 37 % chez les ratondraiéSes par la faible et la forte dose
respectivement, par rapport aux témoins. Au*21JPN (sevrage) une chute de poids de
7,77% a été enregistrée chez les males exposderéelalose, et une augmentation de 21,82%
chez les males exposés a la faible dose par rappoitemoins.
Aucune mortalité n’a été enregistrée pendant katem.

1.3. Poids relatifs et absolus des organes

Tableau XIllI : Effet d'une exposition in utéro et pendant la lactation sur les
poids relatifs et absolus du foie et des reins chézrat male de 21JPN.

foie (Q) reins (g)
PA PR PA PR

Temoins 1,095 £ 0,050 4,033 + 0,149 0,161 +£0,006] 0,593 + 0,017
100 mg/kg/j | 1,333+0,10% 3,930+0,115 0,179690, 0,546 + 0,010
1000 mg/kg/j | 0,989 + 0,25Pp3,650 + 0,285 0,157 + 0,022 0,641 + 0,020

Nos résultats montrent de Iégeres variations diks @isolus et relatifs du foie et des
reins des traités par rapport aux témoins, en dédéfetpoids absolus de foie et des reins
montrent une légere augmentation chez les tradaésapfaible dose et une Iégere diminution
chez les traités par la forte dose. Quant aux poddstifs, le foie montre une légere
diminution chez les traités par la forte et la laiose et le rein montre une diminution chez
les traités par la faible dose et une légere autatien chez les traités par la forte dose.
Néanmoins ces variations sont statistiquement significatives.
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Toutefois, les poids absolus des testiculesntrent une augmentation de 27
statistiqguement significative chez les males egpasla aible dose de DEHP (100 mg/kg
et une diminution de 18,84%, statistiquement sigaiive chez les méles exposés a la f
dose (1000 mg/kg/j). Les poids relatifs quant a mwontrent des variations statistiguem
nos significatives chez les traitéar les deux doses par rapport aux témoins, en, eibets
avons enregistré une augmentation de 3,54% chewrdiéés par 100 mg/kg pc/j et u
diminution de 3,14% chez les traités par 1000 mgk{g (fig7).

100 - 275 -
90 - i
S 270

S 80 1 é 265 -
= 70 (%]
S o D 260 -
»n 60 - =]
Ro) 2 255
3 ] 3
= 250 A
g 40 ;
230 D 245 -
o i X 240 -

20 o

10 235 A

0 230 T T )
0 100 1000 temoin 100 1000
DEHP (mg/kg/)) DEHP (mg/kg/j

Figure 7 : Effet d’'une expositionin utero et pendant la lactation au DEHP sul
les poidsrelatifs et absolu: des testicules chez le rat male de 21JF
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1.4. Distance anogénitale (DAG)

La DAG mesurée au 21JPN montre une diminution dgl4®s, statistiquement
significative (p<0,05 et p<0,01) chez les maleso=és a la forte dose (1000 mg/kg/j), et une
|égere augmentation de 5,8%, statistiguement ngmifgiative chez les males exposés a la
faible dose. Cependant, la DAG rapportée a la eacubique du poids corporel (DAG/racine
cubiqgue PC) montre une diminution drastique de (B%,%, statistiguement hautement
significative (p<0,001) chez les traités par 160@kg/j et une légére diminution de 0,19 %
chez les traités par 100 mg/kg pc/j.

16
5 -
14 - O as -
12 * Q4 -
E 10 - 2357
3 S 3
o ° o 25
<DE 6 - £ 2
4 g 1,5 -
QO 1 -
2 7 < o5 -

0 0 . :
0 100 1000 temoins 100 1000
DEHP (mg/kg/)) DEHP (mg/kg/j)

Figure 8 : Effet d’'une expositionin utero et pendant la lactation au DEHP sur
la distance anogénitale chez le rat male de 21JPN.
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1.5. Dosage de la testostérone

2,5 +
— 2 7
g
c 1,5 A
()
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f.ﬁ 0,5 -
O .
temoin 100 1000
DEHP mg/kg/j

Figure 9 : Effet d’'une expositionin utero et pendant la lactation au DEHP sur
le taux de la testostérone chez le rat méle nés 2&JPN.

Le dosage de la testostérone chez les rats madedasémeres exposéiesutero et
pendant la lactation au DEHP montre une diminudierb2,8 %, statistiquement significative
par rapport aux témoins chez les males exposés farta dose (1000 mg/kg/j) et une

diminution de 34%, statistiquement non significatichez les méales exposés a la faible dose
(200 mg/kgl)).
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1.6. Histopathologie

Les coupes histopathologiques des testicules @gt&dd@ine immense altération de la
structure histologique chez tous les animaux exp@sd000 mg /kg pc/j par rapport aux
témoins qui montrent une bonne intégrité, des tudgmminiferes serrés avec des espaces
interstitiels étroits. En effet a 1000 mg/kg peius avons observé un desserrage du tissu
conjonctif qui s’est traduit par des espaces iftitels trés important dans les quels se
dispersent quelques cellules de Leydig (nombre fadble) en agrégats avec hyperplasie
phénoménale. Nous avons aussi observé une héneomggystitielle sporadique. Quant aux
cellules de Sertoli nous avons observé presquelisparition, diminution drastique de leur
nombre avec une trés petite taille accompagnéaes mdmbre réduit de cellules germinales
gui montraient des signes réduits de différenamfetite activité). En opposition, les coupes
histopathologiques des testicules des animaux éggos 100 mg/kg pc/j révélent une
intégrité plus homogéne de la structure histologiguec de |égéres altérations a savoir : des
espaces interstitiels larges par rapport aux tésnalans les quels se trouve les cellules de
Leydig d'une taille plus grande et en un nombreauitégbar rapport aux témoins. Les cellules
de Sertoli présentent un bon aspect accompagriéee douche épaisse et homogene de

cellules germinales qui ne présentent aucun si@igichtion ni de différenciation.

Figure 10 : Structure histologique des testicugede rats témoins et traités par DEHP.
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ll. Reésultats de I'étude de migratior

2.1. Caractérisation initiale et validation de la méthode UWisible
2.1.1. Caractérisation de PVC par spectroscopie IRT

Dans une premiére étape, nous avons Vvérifie l'excs des bandes d’absorption
caractéristiques du PVC en le comparant au spealgreéférence deAldrich (2006)
particulierement dans la région 700 cm4 (Figure 11). En effet, c’est dans cette re,
que figurent les trois vibrations d’élongation ddidison (-Cl. Ces bandes sont situées a ¢
636 et 610 cm-1 seloAldrich . Elles sont clairement mises en évidence surdarBillce

qui confirme que notre matériau est bien du PV«

981 | “'. 1“"
| V e U ‘} | 2 *1 I
96 AR TR ! ﬁf{“
i il al \ i
| | i b
94 I A 1
/ \'| P ’1064.15!:!111 ‘ A
951 2012 48cm-1 ' H i |
& /o
3 i l 2l
904 o / 957,720m1 /|
1426,33cm-1 ; £
88 1331,88cm-1  / / i r
86, ; ey | |
t
84- =
636,27cm-1 i
| | 61004cm1
82, | 8o
1 T T T T , g |
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cm-1

e PV/C pur
Figure 11 : Spectre IR de film de PVC pur et banded’absorption caractéristiques de le

liaison C-CI.

2.1.2. Caractérisation de DEHP par spectroscopie IRT
En comparant les spectres IR du PVC pur et du P§lifie 30% DEHP, nous avol

pu identifier ledbandes caractéristiques de DEHP (Figure
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Figure 12 : Spectres IR du PVC pur et du PVC plasfie 30% DEHP avec les bande

caractéristiques de DEHP.

Tableau XIV : Identification des bandes IR d’absorption du plasifiant DEHP (Tabb et
Koenig, 1975)

Fréquences (cm-1) Attributions

1720 élongation (C=0)

1256 élongation (C-O)

1123 élongation (C-O)

1072 élongation (C-O)

742 déformation CH hors du pl

Ces attributions ont été faites en se référantmwaux deTabb et Koenig menés sur
un PVC plastifie par le DEH

Nous retrouvons, dans notre échantillon de PVCitifia80% DEHP la plupart de
bandes du plastifiant DEHP identifiées [Tabb et Koenig en 1975 ce qui confirme que

plastifiant est bien le DEHP.
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2.1.3. Analyse du DEHP par la spectroscopie dans I'U-Visible et validation

de la méthode.

2.1.3.1. Le choix de longueur d’ondt

Les résultats obtenus par le balayage UV sur lagrggolutions sont représes par la figure

13.
I
Abscis| ABS
275,5 | 0,162 .
226,5 | 0,967
(H, 20
:.*"'r i:i ; ¥ i !
!z
i
1
1 '1!
; i - i_i” ;:’!‘i'; ,"'-.: \
200 Onm  THE d1y) BHE  Fnm

Figure 13: Analyse de DEHP par U\-visible

Le méme spectre a été obtenu pour les deux solltair?, il présente deux maximt
d’absorption akmax = 22501 et Amax= 276nm voir la figure, et actne absorption n’est

observée pour les deux solutions 3 et 4 aux lomgu#andes spécifiques au DE}

Les deux extractions a reflux effectuées sur e fén PVC vierge dans les de

milieux étudiés n’ont montré aucune absorbaiceci prouve que larésine étudiée
est une matiere premiere pur ;

Les deux maximums d’absorptions observés peuveatadipisis pour I'analyse
DEHP dans les deux milieux étuc ;

La méthode est donc spécifique pour une étude dedeation du DEHP a partir ¢
PVC.
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2.1.3.2. Linéarité de la méthode
Les résultats des absorbances aux deux longueandeas$ fixées (225 et 275nm) pour
les différentes concentrations de la gamme sordrtégs dans les tableaux Al et A2 en
annexe A.
Les résultats trouvés ont permis de tracer lesbasu(figures 14) des absorbances en

fonction des concentrations.

A Linéarité du DEHP dans 12 - linéarité du DEHP dans I'Ethanol
1,8 1 I'Ethanol/eau (50/50)
1,6 14

’ y =0,0184x + 0,1287 y = 0,0215x + 0,0834

1,4 - RZ=0,9955 RZ=0,9943
0,8 -
1,2 -

L. ¢ A (275 nm) e | & A (2750m)
05 | WA (225 nm) WA (225nm)
0,6 - 0,4 4

y=0,0031x+0,0121 y =0,0031x + 0,0079
0,4 7 R = 0,9938 0 2 | R2 = 0,9968
0,2 b W’/‘/ ’
O | | 0 _M‘I/‘/I‘ |
0 50 ioo 0 10 20 30 40 50
C 103 (mg/ml) € 103 (mg/ml)

Figue 14 : Linéarité du DEHP dans les deux milieugsimulants d’aliments
Les graphes des absorbances en tonctions des ¢@icers dans les deux milieux,
sont des droites linéaires de type y = A x +@8qai est en corrélation avec la loi de Beer
Lambert.
Les coefficients de corrélation proche de 1 cordimtmlabonne linéarité de la méthode

dans le domaine des concentrations choisies.

2.1.3.3. 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 reowdvi'état de trace ; il est donc intéressant
d’étudier la limite de détection (la plus petiteagtité qui peut étre détectée et quantifiee).
A des concentrations inférieures & 4°I@ig/ml, les valeurs des absorbances ne sont
plus significatives ; la concentration limite ratendans les deux milieux de simulation est
donc :Ciimie ~ 4 10° mg/ml. Cette méthode est donc sensible et permet de BoBEHP &

I'’état de traces.
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Conclusion :
Les résultats obtenus de I'étude des différentarpatres de validation montrent :
* Une bonne spécificité
* Une bonne linéarité
* Une bonne sensibilité
Elle est donc fiable et peut étre proposée pousulei de la migration du DEHP a
partir du PVC dans les milieux simulateurs d’alingen
La méthode spectrométrique FTIR va permettre ddie®ta diffusion du DEHP a
partir du film plastique en PVC et la spectroméUhé- visible va confirmer sa présence dans
les milieux simulateurs.
2.2. Résultats de I'étude de la migration du DEHP
2.2.1. Essais de 2h a 70°C par UV-visible

migration du DEHP dans I'Ethanol 601‘9 ; T'g:‘at'orl] du DEHP da:s
100% Ethano /e.auh'SO/S%A)
A 0,8 - [ |
0,4 -
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[ |
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0,3 - u
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0,2 - 04 -
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01> 1 g mA(225) |03 ® WA (225)
0,1 -
- 0,2 - u
0,05 —,‘“00 L 4 on _' ”‘. VDS ®
O =1 T T 1 "
0 100 200 300 0 w . . .
Temps mn
0 100 200 300
temps mn

Figure 15 : Cinétique de migration du DEHP par spctrométrie UV-visible

L’'absorbance étant proportionnelle a la masse dii®Eontenue dans 10 ml du
milieu simulateur, une représentation graphique alesorbances en fonction du temps de
contact a éteé realisée (figures 14).

La figure montre que la migration de DEHP dans desx milieux augmente en
fonction de temps jusqu'a atteindre une valeur maki{0.3577 dans éthanol absolu, 0.8372
dans éthanol 50% sur la longueur d’onde 225 nmQ@&1% dans éthanol absolu, 0.146 dans
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éthanol 50 % sur la longueur d’onde 276 nm) pliésse stabilise. Nous remarquons que la
vitesse de migration est plus rapide dans le méibanol absolu.

Le calcul de la masse qui a diffusé est détermirgardir des équations de Beer
Lambert liant I'absorbance a la concentration \&ifpar I'étude de la linéarité de la
méthode ; la masse limite qui a diffusé corresp@nda valeur limite moyenne des
absorbances relevées entre 2h et 4h de contextrédeltats obtenus sont résumés dans le
tableau XV :

Tableau XV : Reésultats de migration obtenus par UWisible dans les deux

milieux
% moyen
Longueur Amoyw My (mg) Momg) | % migration| de
d’onde (nm) migration
Ethanol 225 0.3577 13.08 16.38 79.85 %
100% 276 0.0515 13.08 16.38 90.55 % 85.20 %
Ethanol 225 0.8372 3.94 19.08 20.65 %
50% 276 0.146 4.46 19.08 23.37%| 22.01 %

Comme les résultats le montre clairement, la migmatlans le milieu éthanol 100 %

est beaucoup plus importante que dans le milieanélrb0 %.

2.2.2. Essais de 2h a 70°C par FTIR

Les films, aprés étude cinétique, ont été analysésFTIR ; Pour le suivi de la
migration du DEHP ; Parmi I'ensemble des bandeb®sigtion du DEHP préalablement
identifiées sur les spectres IR du PVC 30% DEHRsravons choisi de suivre la bande la
plus intense, située & 1720 ¢nla surface de la bande a été relevée avant & &mise en
contact du film avec les milieux simulateurs. Laiaon représentera la quantité de DEHP
qui a migré. La Figure 16 montre la diminution @étte bande dans les deux milieux pendant
2h & 70°C.
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e .
Lo ——

Ethanol absolt Ethanol 50 %

Figure 16 : Diminution de la bande 1720 dans les films en PVC0% DEHP dans
I’éthanol absolu et éthanol 50 % (les spectres olilgaux sont en annexe:

La figure montre que la diminution de la bandeessfonction de temps dans les d
milieux mais elle est plus intse et plus rapide dans le milieu éthanol absolunous
observons une diminution plus de la moitié au loleu10 mn et une disparition au bout de

Les résultats des surfaces en fonction du tempsodéact dans les deux milie
simulateurs et les % daigration du DEHP sont résumés dans les tableauetGd2 er

annexe C. Une représentation graphique du % deatiigrdu DEHP en fonction du tem
dans les deux milieux simulateurs est donnée gdidares 7.
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Figure 17: Cinétigue de migration de DEHP dans lesleux milieux éthanol absolu et
éthanol 50% (2h/ 70°C).

La figure montre que la migration augmente en fionctle temps de contact dans les
deux milieux mais elle est plus rapide et plusrisgedan le milieu éthanol absolu. En effet au
bout de 20 mn de contact nous avons enregistrawn de migration de 61.53 % dans
I’éthanol absolu contre 36.92 % dans I'éthanol 58%heur de contact le taux de migration a
atteint 79.59% dans I'éthanol absolu et 51.22 %sd@&thanol 50 %. A 2heurs de contact le
taux de migration atteint 89.97 % dans éthanoblabsontre 61.18 % dans I'éthanol 50 %.

e Taux de migration: Le tableau suivant donne une valeur moyenne lirdis
pourcentages de migration du DEHP a partir du P\dDsdles deux milieux

simulateurs correspond au % noté entre 2h et 4owkact dans les deux milieux ;

Tableau XVI : les pourcentages de migration obtenupar IRTF dans les deux milieux
a 70°C/2h.

% migration

Ethanol absolu 89.56 %

Ethanol 50 % 66.75 %
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2.2.3. Essais de 10 jours 50°C par FTIR

L’analyse des films avant et apres la migrationsd&thanol absolu a 50 °C pend:

10 jours par IRTF a donné le résultat sui :

Figure 18 : Diminution de la bande 1720 dans les films en PVC0% DEHP dans
I'éthanol absolu a 50°C pendant 10 jours (le spearoriginal est en annexe

Comme le montre clairement la figure, il ya unepdr#tion totale de pic au bout !
10J et une diminution inteast rapide en fonction de temps. Au bout d'unenjée il ya une
disparition presque de la moitié de

Les résultats des surfaces en fonction du tempsodéct et la masse migrée

DEHP sont résumés dans le tableau D en anne
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e Taux de migration: Les taux de migration obtenu sont résumés dantwhbleau

suivant :

Tableau XVII: les pourcentages de migration obtens par IRTF dans le milieu
éthanol absolu a 50°C/10J.

Taux de migration de DEHP & 50°C (essai de 18)our

4 heurs 10 jours
Ethanol absolu 20 % 90.52 %

La cinétique de migration pendant 10 jours/50 fi@8ol absolu, est représenté par la

figure suivante :

Migration du DEHP (10j/50°C/Ethanol)
Mt (mg) 18 -
16 - R . * o
14 - * *
12 A
10 A
g -
c . @
4
.}
0 T . T . . T .
0 2 4 6 8 10 12 14
temps (jour

Figure 19: Cinétique de migration du DEHP (10J/50C/Ethanol absolu) par FTIR.

La figure montre que migration accroit en fonctaa temps mais elle est beaucoup
plu importante aux premiers temps de contact; aut lo’'une journée (1J) nous avons
enregistré une migration de 6.36 mg puis elle dal bout de deuxiéme journée (2J) ou
elle atteint une valeur de 13.74 mg. A dix jourJL@& migration se stabilise a une valeur de
16.68 mg.
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l. Discussion des résultats de I'étude toxicologique

La physiologie de la fertilité chez les mammiféess trés sensible aux perturbations
de l'organisme par des agents exogerlegdu 1996). Les phtalates, particulierement le
DEHP, sont des perturbateurs endocriniens etédassmme de véritables agents toxiques
préoccupants touchant la fertilitdlSERM, 2011).

Le DEHP est surtout étudié pour sa toxicité suotection de reproduction male et le
développement de cette fonction au cours de lssgsse. Ce point est celui qui suscite le plus
de débat et d’effervescence, soulevant un problémieur de santé publique, en raison du
large champ d'utilisation de cette molécule.

En 2011, INSERM a indiqué dans son rapport d’expertise collecthue les
perturbateurs endocriniens « reproduction et enmement », que les périodes d’exposition
au DEHP les plus sensibles sont les expositiossdera vie intra-utérine et néonatale, et que
les effets d’'une expositiom utero et pendant la lactation sont supérieurs a ceuxitsdu
uniguement pendant la gestation. Par ailleurs¢ttadémontré pagtroheker etal., en 2006,
que le DEHP passe efficacement la barriere plairenga atteint les gonades chez le rat en
administrant du DEHP radioactif par voie orale sabes gestantes.

Dans nos conditions expérimentales, nous avoregistré une diminution de

52,8 %, statistiquement significative, du taux dedstostérone chez les animaux exposeés a
1000 mg/kg pc/j et une diminution bien que stajigiment non significative de 34%, chez les
animaux exposeés a 100 mg/kg pc/j. Ces résultatsesoparfait accord avec ceux de I'étude
histopathologique des coupes des testicules qunomtré une légére diminution de nombre
des cellules de Leydig chez les traités par 10kkgngt /j, par rapport aux témoins ce qui
explique la diminution de la testostérone, et umeirtution drastique du nombre avec une
forte altération de ces cellules, agrégation etelplpsie phénoménale chez les traités par
1000 mg/kg pc/j. Les mécanismes responsables tke dietinution de testostérone ont été
décrits dans plusieurs études et des résultatsomatts décrivent une diminution de
I'expression des enzymes de transport du choldse&irale biosynthese des hormones
stéroidesINSERM, 2011).

Ces effets sont rapportés de maniéere quasisystgrmatchez le rat. Ainsi,
Munczynski, (2011), indique que, I'exposition des rates pendanphase de gestation au
DEHP (pour des doses allant de 100 a 1000 mgikg/jentraine une diminution de la
production de testostérone en fin de vie fcetalkagtégation des cellules de Leydig sous

forme de clusters de cellules au centre du testicDllty, (2009) a constaté que cette
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agrégation peut étre accompagnée d’'une diminutitomambre total de cellules de Leydig,
ainsi que d’'une hyperplasie de ces cellules. Cheaatl de lignée Wistar, I'administration de
150 mg/kg/j de DEHP a la femelle gestante ne diminpas de maniere significative la
production de testostérone durant la vie feetalake etal., 2009 ;Martino-Andrade etal.,
2009). En revanche, la dose de 750 mg/kg/j de PEdministrée pendant la gestation
diminue significativement le taux de la testostérdoetale chez le rat de lignée Long-Evans
(Lin et al., 2008).Vo et al., (2009a) indiquent un effet semblable chez ledatlignée
Sprague-Dawley lors d’'un gavage au DEHP (500 mp/kghdant la gestatiomrake etal.,
(2009) indiquent que des doses plus faibles de DgldB 117 mg/kg/j) diminuent également
la sécrétion de testostérone chez le rat SpraguwdepaD’autres auteursAkingbemi etal.,
2001) ont gavé des rates de lignée Long Evans pétalgestation (du 12e au 21e jour) avec
100 mg/kg/j de DEHP et observent une diminutiortedgostéronémie des males nés de ces
animaux. Il nous semble important de signaler cereains auteurs rapportent un effet du
DEHP dés 100 mg/kg/Mo et al., 2009a) et d’'autres auteurs n’indiquent pas dtedf une
dose procheMartino-Andrade et al., 2009). La diminution de taux de la tegtoste a 100
mg/kg/j chez le Wistar, pourrait aussi étre due afigts de stress. En effeDrake etal.,
(2009) ont identifié le stress comme parameétrevaouaccroitre la sensibilii@ utero aux
phtalates, dans cette étude, les auteurs ont gav/éates gestantes lignée Wistar, avec 100
mg/kg/j de DBP accompagné d’'un élément de stresgedultat a été une amplification des
effets notamment la diminution de taux de la téstosie, ce qui suggére que le stress pourrait
sensibiliser a I'action des phtalates.

Il semble donc largement prouvé que le DEHP adtnénisux rates gestantes inhibe
I'activité stéroidogéne du testicule foetal dansdies lignées de rats, mais l'effet a faible
dose (100 mg/kg/j) varie surtout en fonction ddigaée de rat, la lignée Sprague-Dawley
apparait comme plus sensible que la lignée Wistar.

Les conséquences de la diminution de taux destostérone feetale (responsable de
la masculinisation et de différenciation des orgamgroducteurs) ont été clairement visibles
chez les rats traités. Ainsi, nos résultats montrame diminution de 25,44%, statistiguement
significative de la distance anogénitale absolugGPet une diminution drastique, hautement
significative, de 34% de la DAG rapportée au paagporel chez les méles exposeés a la forte
dose (1000 mg/kg/j), et de l|égere variation rigniicative chez les traités par 100mg/kgl/j,
a savoir une augmentation de 5,8% de la DAG absetiume diminution de 0,19% de la
DAG rapportée au poids corporel. Des résultats lsiras sont rapportés d’'une maniére

quasisystimatique par les auteurs. Ainsi, une ditom marquée de la DAG, a des dose
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supérieures a 250 mg/kg/j, est décrite dans less jqui suivent la naissance par plusieurs
auteurs Gray et al., 2000 ;Borch etal., 2004 ;Anderson etal., 2006 ;Lin etal., 2008 ;
Saillenfait etal., 2008 ;Drake etal., 2009 ;Gray etal., 2009 ;Lin etal., 2009 ;Martino -
Andrade etal., 2009 ;Saillenfait etal., 2009 ;Vo etal., 2009a).

Le DEHP a pour effet de réduire la distance andgkn{environ de 30%) a une dose
de 750 mg/kg pc/jMunczynski, 2011). Il a été démontré pSaillenfait (2010)que la DAG
est diminué par le DEHP a des doses qui concog#amdralement avec les effets observés sur
la sécrétion de testostérone chez le rat, et |& ma@ppelons que nous avons enregistré une
diminution de 34 % de taux de la testostérone nséagistiquement non significative,
parallelement une Iégére augmentation de 5,8 %siauwon significative statistiquement) de
la DAG a 100 mg/kg/j chez le Wistar. Des effetsikiires ont été rapportés paAnderson et
al., (2006), les auteurs ont observé une augmentatarsignificative de la DAG au 21JPN
chez le rat male né des meres exposées au DEHRmidadgestation et la lactation a une
dose de 135 mg/kg/j, pour ces auteurs, cette effetndépendant de traitementlartino-
Andrade etal. (2009) ont indiqué que la dose de 150 mg/kglp&&iP n'a pas d’effet sur la
DAG chez le rat Wistar. Il nous semble que c’espontant de signaler que nous avons
remargqué une corrélation positive entre le poidpa®l et la DAG, ce qui indique que ce
paramétre n'est pas affecte d’'une maniere directés il dépend du développement totale de
corps.

Un autre parametre qui semble fortement altérdepBXEHP est le poids testiculaire,
en effet nos résultats montrent une diminution 884%, de poids absolu, statistiquement
significative et une diminution 3,11% de poids tiglatatistiguement non significative, chez
les males exposés a la forte dose (1000 mg/kgdj)céSultat concorde parfaitement avec les
résultats de I'histopathologie qui ont montrés dimainution drastique de nombre et de la
taille des cellules de Sertoli. Cette diminutide la proliféeration des cellules de Sertoli
semble étre la cause de la diminution du poidsctdatre lors d’'une exposition aux phtalates
pendant la gestation rapportée par de nombreuxisutdn effet, les cellules de Sertoli sont
le type cellulaire majoritaire dans le testicule fende vie foetale. Kisher et al., 2003 ;
Jonhson et al., 2008 ;Boekelheide et al., 2009). Cet effet est rapporté d’une maniere
quasystimatique par les auteurs mais sans pramdeonsidération le poids relatif qui ne
semble pas affecté d’'une maniére significativeriB\i Scott etal., (2008), ont démontré que
la prolifération des cellules de Sertoli est réel@h réponse a une exposition aux phtaiates
utero.Fisher etal., (2003) ont rapporté une chute importante, deli®de 50 %, du nombre

de cellules de Sertoli en fin de gestation cheligfeee Wistar gavé au DBP (500 mg/kg/j).
63



Ftude expérimentale Discussion

Etonnement, a 100 (mg/kg/j) nous avons enregisteéaugmentation significative de
27 % de poids absolu et une augmentation nos migtive, de 3,51 % de poids relatif des
testicules. Cette augmentation pourrait étre gugk par la hausse de volume des cellules de
Leydig montrée par les coupes histopathologiques tdsticules des rats exposés a 100
mg/kg/j. Culty etal., (2008) ont indiqué une hausse de volume leydigi€34 mg/kg/j de
DEHP. Anderson et al., (2006) ont rapporté une augmentation de poisisctdaires a une
dose de 135mg/kg/j, pour ces auteurs cet effet iagpendant de traitement.
L’augmentation de poids corporel observé a cettseedpourrait étre aussi la cause de
'augmentation de poids testiculaire puisque uneétation positive a été observée entre les
deux.

Les cellules germinales, comme l'ont bien montgérésultats de I'étude histologique,
ont connues une diminution importante de leur n@@b1000 mg/kg/j, cette diminution est la
conséquence de la diminution du nombre des celllgéeSertoli. En effetfFerrara et al,
(2006) ont indiqué que les cellules de Sertoli pour fonction d’étre un support du
développement des cellules germinales ce qui axplig réduction du nombre de ces
dernieres observée durant la vie feetale, comni&ga hdulte. Selon les mémes auteurs, la
diminution du nombre de cellules germinales (préeurs de la spermatogénese adulte)
pendant la vie feetale, permet d’étayer I'hnypothé&sme origine foetale de la diminution de
production et de la qualité spermatique observallgge adulte. D’aprés résultats de I'étude
histologique, les cellules germinales montrent y®dite différenciation. Ceci pourrait
s’expliquer selon certains auteurs par une pulpgééoce Culty etal., 2008). 100 mg/kg/j
de DEHP n’a aucun effet observable sur les cellgsninalesFisher et al., (2003) ont
indiqgué que doses supérieures ou égales a 100 fngtkat nécessaires pour altérer les
cellules germinales.

Quant aux poids absolus et relatifs des orgame<t reins, nos résultats ne montrent
pas une variation significative chez les traités pgpports aux témoins. Des résultats
similaires ont été obtenus panderson etal., (2006), ces auteurs n’ont pas observé d’effet
significatif sur les poids de foie et des reinszles rats nés des meéres exposées au DEHP
(135 mg/kg/j et 450 mg/kg/j) pendant la gestatibtadactation. Une étude a été publiée en
2007 parGrande etal., sur I'effet de faibles et fortes doses de [PEtthez les rates Wistar
exposées par gavage du jour 6 de gestation alRjopostnatal (sevrage), qu’elle que soit la
dose, aucun effet n’est observable sur le poidgiti&sents organes analysés (foie, rein).

Toute fois de légeres variations ont été enneggasta savoir une Iégére augmentation

de poids absolus de foie et des reins chez legdrpar la faible dose (100 mg/kg/j). Ceci
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pourrait étre expliqué par le fait que le foie kestentre de métabolisme et le rein le centre
d’élimination. En effet, d’apresATSDR (2002) et ANSES (2012), les données
expérimentales recueillies chez I'animal indiquem¢ les résidus de DEHP (DEHP inchangé
+ métabolites) sont principalement localisés damsfdie et le rein (organes cibles).
Srivastava et al., (1989) ;Stroheker etal., (2006) indiquent que, des résidus de DEHP ont
été détectés dans le foie des feetus de rats doméra avait été traitée par gavage durant la
gestation, démontrant la capacité du DEHP a travdes barriére placentaire. Au niveau
foetal, I'expositionin utero au DEHP (25 et 100 mg/kg/jour) de souris entre tL1%de
gestation entraine une augmentation de I'hépatosedrétention des triglycérides dans les
vacuoles hépatocytairesMéranghi et al, 2010). Au niveau rénal, une augmentation du
poids du rein est observée apres des exposittmasiques au DEHP par voie orale chez le
rat ANSES, 2012).

En ce qui concerne le poids corporel des rators @aissance (1JPN) nos résultats
montrent une légére diminution chez les traitédgmdeux doses par rapport aux témoins, en
effet nous avons enregistré : 5,60g + 0, 12 etp2R,14 chez les traitées par la premiére et
la deuxieme dose respectivement contre 5,95g 20, chez les témoins, toutefois cette
diminution n’est pas significative statistiquemeBaillenfait et al., (2009) ont rapporté des
résultats similaires, diminution du poids desmatportés par des méres ayant recu 500 et
750 mg/kgl/j

Cependant le développement des ratons pendanttédide a été fortement perturbé
chez les traités par rapport aux témoins. En eifet21JPN nous avons enregistré une
augmentation de 21,82 % chez les traités par 10@gfiget une chute de poids de 7,77 %
chez les traités par 1000 mg/kg/j. Des résultatdaires ont été rapporté panderson etal.,
2006 au 21JPN, aprés une expositiontero et pendant la lactation, les auteurs ont observé
une augmentation de poids des ratons a une dasgbdmg/kg/j et une diminution a une dose
de 450 mg/kg/j. Cependant, dans ce sens, les aut@pportent des résultats différents voire
contradictoires, entre ceux qui rapportent un detir croissance et de développement et ceux
qui suggerent un lien entre I'exposition aux phtsdaet I'obésité. EN effeSaillenfait et
Laudet-Hesbert (2005) ont indiqué que l'exposition au DEHP provequn retard de
développement et de croissance. En oppositiBaillenfait et al., (2009) ont rapporté une
augmentation de poids dose dépendante (corrélatamitive entre la dose et le poids
corporel) pendant la lactation. Récemment, certairieurs suggérent un lien entre I'obésité

et I'exposition aux phtalates, mais c’est une higpsé non encore démontrée.
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Dans nos conditions expérimentales, il nous semb&ele parametre de I'évolution
pondérale des ratons est difficile a 'associequament au DEHP puisque plusieurs autres
facteurs l'influence, en effet, 'augmentation deids chez les traités pourrait étre expliqué
par la diminution de la taille des portées. Aimgius avons remarqué une corrélation positive
entre la taille de portée et poids corporel desnstchez les portées de petite taille (nombre
de raton est petit), c’est le cas des traités,am@/kg/j nous avons eu une taille de portée 8
ratons =+ 3 et a 1000 mg/kg/j on a eu une diminutioastique 5 ratons * 2 nous avons
enregistré un développement croissant de poidsooarmes ratons (un gain de poids
important) par rapport aux temoins qui ont undeaile portée de 10 ratons + 2. Ceci nous
semble évident puisque quand la taille de portéaéekiite, il y'aura pas une compétition
entre les ratons pour sS’allaiter et chacun peutirauoe quantité du lait suffisante,
contrairement a ce qui se passe quand la tailleatess est grande, c’es le cas des temoins
oU nous avons remarqué que certains ratons sona @sart (nous avons observé certains
ratons a estomac vide). La chute de poids obseher les traités pas 1000 mg/kg/j apres le
14JPN, pourrait étre due aux effets de stres$agorise I'effet de DEHP, puisque ce virage
de poids a été observé uniqguement dans une seatéepo

En ce qui concerne les différents résultats préimes, nous avons enregistré chez les
traités par 1000 mg/kg/j, un retard important acemoir, une gestation prolongée (27j £ 2,3
contre 21,4j + 0,24 et 21,66) = 0,66 chez les déest par la premiére dose et les témoins
respectivement) et des signes de tératogénicibé ;noortalité au 18jours de gestation dont
'autopsie a révélée une mortalité embryonnairedigt (10) nouveaux nés mort. A 100
mg/kg/j nous n'avons observé aucun signe de t@xgpinérale a part la mortalité de trois (3)
nouveaux nés. Aucune mortalité n’est observée lgsetzemoins.

Un taux de gestation de 100% a été observé chegnssins et les traitées par 1000
mg/kg/j, 83% chez les traitées par 100 mg/kg/j.

C’est résultats sont en parfait accord avec ceagtli€ rapporté dans la littérature, en effet,
d'apresINSERM (2011), en 2009, une équipe japonaise a utiligérdes Sprague-Dawley
ayant recu oralement 300, 1 000 mg/kg/j de DEHRixdgemaines avant I'accouplement
jusqu’au jour 7 de gestation pour évaluer I'effet la fertilité et le début du développement.
lIs ont montré que seule la forte dose de 1000 gigiirduisait un retard a concevoir et des
mortalités embryonnaires. Les doses inférieurestrdtent aucun effet sur la fertilité ou le
développement embryonnaire. Le protocole de I'OCib#iqgue dans l'article 26 que le
traitement des femelles avant accouplement a poud’mentifier d’éventuels effets nocifs

sur la cyclicité et la fertilité. Une étude de tégenicité d'apre€CB (2008), réalisée avec
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des rats exposés par gavage a des doses alla@3de B120 mg/kg/j pendant la gestation
montre retard a la mise bas (gestation prolongéey s méres exposées aux doses de 750 et
1120 mg/kg/j de DEHP. Une gestation prolongée a&gtdement rapportée p&aillenfait et
al., (2008 et 2009) apres une exposition des merstame a 750 mg/kg/j de DEHP.
Saillenfait et Laudet-Hesbert (2005) ont indiqué que de nombreuses études chat é¢ la
souris montrent que l'ingestion de DEHP pendantgkstation provoque des morts
embryonnaires et un retard a la mise bas. En 28@8lenfait et al., ont rapporté une
importante mortalité embryonnaire a 750 mg/kg/janB le méme sen&ray et al, (2006)
ont indiqué que le dose de 500 mg/kg/j de DEHP quae une augmentation de la miort
utero des foetus. SelonANSES (2011)une étude de tératogénicité réalisée avecrats
Wistar exposés par gavage a des doses de 40, 20008t mg/kg/j pendant la jours la
gestation montre des effets sérieux sur la desoeedanortalité embryonnaire importantes
(40%) et baisse du poids fcetal) a la dose la piis.f

En fin, en ce qui concerne I'évolution pondérales theres nos résultats montrent que
I'exposition au DEHP durant toute la période dexpé@rimentation, avant accouplement,
gestation et pendant la lactation, n’a pas d’inoigesignificative sur les poids des traitées
par rapport aux témoins. Dans ce seélWNSES (2011) indique que I'exposition au DEHP
pendant la gestation n’a aucun effet néfaste ademeres. Cependant des variations bien que
ne sont pas significatifs ont été observés chefelaslles exposées a 1000 mg/kg/j pendant la
gestation par rapport aux témoins et aux traitéeP0Omg/kg/j. Ceci pourrait étre en relation
avec le nombre et le poids d’embryon porté par gbaaere, comme nous l'avons déja
signalé la taille des portées et le poids des safola naissance ont diminué chez les traités
par 1000 mg/kglj.
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I. Discussion des résultats de I'étude de migration

Les résultats obtenus apres 2h de contact a 70°@gpdeux techniques, UV et IRTF
sont comparables, en effet les deux techniqueséwdié des taux migration proches de
DEHP dans les deux milieux mais il est plus imaortdans le milieu éthanol absolu que
dans le milieu éthanol 50 %.

Dans I'éthanol absolu nous avons obtenus un taumidration de 85,20% par I'UV
et 89,56% par IRTF a 70°C pendant 2heurs de cqoraaB0°C pendant 10 jours I'IRTF a
donné un taux de migration 90,52% atteint au bautdatrieme jours (4J). Des résultats
similaires ont été rapportés paRahmani (2011) dans sa these de magistere ou elle a
enregistré un taux de migration de 90 % dans Ilf@habsolu par 'UV Mkacher (2012), a
observé une disparition totale de la bande 172DEEP aprés 4 jours a une température de
60°C.

Dans I'éthanol 50% le taux de migration a dimineg, effet nous avons enregistré
66,75% par IFTR et 'UV a donné une valeur de 2Z30beaucoup plus faible que celle
trouvée par FTIR, ce résultat est lié a la mauvsidebilisation de DEHP dans ce milieu qui
contient 50% de l'eau, les solutions obtenues d@ssaig présentent une opalescence et un
trouble au de la de 1h de contact a 70°C. Dansm®ANSES (2012) a indiqué que le DEHP
n’est pas soluble dans 'eau, ce qui explique dmntaux faible de migration.

Ces résultats sont dus d’une part a la tempérdaimmntact (50°C et 70 °C) et d’autre
part a la nature de milieu de contact (éthanol labsbéthanol 50 %). En effezaki (2008)
indiqgue que la température est I'un des paramdassplus importants qui contrble la
migration Dans ce sens nos résultats ont montré que I'évolali taux de migration dans le
méme milieu (Ethanol absolu) et pour un méme tedegpsontact est plus importante a 70°C
ol nous avons enregistré 89,56% qu’a 50°C ou nemssaenregistré 20 % pour un temps de
contact 4 heurd-eigenbaumetal., (1993) ont indiqué que le milieu de contacketdractére
lipophile du migrant sont aussi des parametres fapts qui détermine la migration, ces
auteurs ont indiqgué que, méme si la migration essiple dans les aliments aqueux, ils
migrent davantage dans les aliments gAd$SES (2012) a indiqué que le DEHP est une
substance lipophile donc a plus d'affinité pour lestieres grasses. Ceci explique la
migration importante de DEHP dans le milieu éthdB86l %) et sa diminution dans le milieu
éthanol 50 %.

Concernant la cinétique de migration, nos résultatsmontré que cette derniére est

plus importante aux premiers temps de contact femd vers une stabilité pour donner une
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valeur limite de migration dans tous les milieuxcenditions utilisés. Ceci s’explique par le
fait que la migration est due a un gradient deceatration entre le liquide simulant
d’aliment et le film de PVC 30 % de DEHP, jusqatfeindre un équilibre. Ce résultat est en
corrélation avec I'approche théorique de procedsusigration décrit pataki (2008).
Rappelons que le milieu éthanol absolu représestaliments gras et I'éthanol 50%
représente les aliments moyennement gras, a leetandes résultats obtenus il est donc
certains que toutes les denrées alimentaires &teeza lipophile emballées par le PVC
contiennent le DEHP a des quantités importantesjtdht plus que le conditionnement est
toujours associé a de mauvaises conditions de agecldurant tout le processus de
fabrication. C’est le cas par exemple du lait e$ geoduits laitiers qui sont préparés et
fermentés dans des récipients plastiques et emshadliédes films plastique, sans parler des
fluctuations de la température pendant le stockageansport ou dans les frigo (qui sont la
plupart du temps éteint la nuit) des alimentatigéséralesINERIS a indiqué en 2005, que
la majorité des articles en matieres plastiquadefget semi rigides ou souples contiennent de
DEHP. Dargnat (2008) a détecté 172,7 ng.gdans le gruyére et 105,7 ng.gle DEHP
dans le camembert. Concernant les corps gras, muglation est beaucoup plus importante
comme l'ont montré les résultats, nous avons cthstae leur emballage est la plupart de
temps en PET et comme nous l'avons signalé enogiiaiphie certains auteurs ont indiqué
que le DEHP est utilisé comme plastifiant dans ET RCasajuana et Lacorte, 2003;
Biscardi et al., 2003 Fankhauser-Noti et Groh 2006; Montuori et al, 2008 ; Marie-
Héleng 2013). OFSP (2012) a indiqué que le c’est au moment de misieode (margarine)
ou en bouteille (huiles) aprés une pasteurisaticihyp un pic de relargage. Au quel s’ajoute
la migration pendant le stockage et le transpamsdbes conditions de température qui atteint
les 40°C pour les huiles, d’autant plus que laedgntation algérienne n’exige pas leur
transport dans des camions frigorifique! Les prtsddie biscuiterie et de boulangerie sont
(2007), et sont souvent stocké dans de mauvaigditaos de température pendant de longue
durée, particuliéerement les produits importés gui ene chaine de transport tres longue.

Nous sommes donc tous exposés au DEHP a traveesatiobentation.
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Conclusion

Notre travail a eu pour but d’évaluer les effetgiqaes pour la reproduction et de
mettre en place une méthodologie analytique sireppertinente pour le suivi de la migration
du DEHP dun fiim en PVC plastifié vers quelqueslienx simulants de denrées
alimentaires.

Dans la premiére partie de ce travail nous avoundi&tl'effet d’'une expositionn
utero et pendant la lactation a une faible et & uneefalvse de DEHP sur I'appareil
reproducteur de rat male. Nos résultats ont maqiela forte dose altere d’'une maniere tres

importante la morphologie et la fonction des celiulesticulaires ;

L’altération des cellules de Leydig a inhibé larééon de la principale hormone, la
testostérone, cet effet a qualifié le DEHP de pbateur endocrinien. Les conséquences de la
diminution de cette hormone responsable de la niiagation, ont été clairement visibles
chez le rat, en effet nos résultats ont montré dimeinution drastique de la distance

anogeénitale.

Quant aux cellules de Sertoli (support des caliderminales), nos résultats ont
montré une diminution drastique de leur nombreeetedir taille qui s’est traduite par une

diminution drastique du poids testiculaire et dmbee des cellules germinales.

Concernant les cellules germinales la diminutienl&lur nombre pourra se traduire
par une diminution de la quantité et de la qualiéésperme chez I'adulte ce qui permet
d’étayer I'hypothese d’'une origine foetale des meakddultesINSERM, 2011)

Plusieurs autres effets toxiques ont été observémavair . gestation prolongée,

mortalité foetale et un retard de développemeng eraissance.

A la faible dose, nos résultats n’ont pas monte aféets toxiques significatifs mais il
est encore incertain si les effets toxiques de DEdRt uniquement dépendants d’une
exposition a de fortes doses ou si ces effets peweemanifester a des doses beaucoup plus
faibles chez certains animaux. Quelques travaugesegt, selodiNSERM, que tel pourrait

étre le cas mais ceux-ci sont encore a confirmer.

Enfin la question se pose de savoir si les rat$ derbons modéles animaux pour
I'étude des effets chez 'homme. SellNSERM, il y a indubitablement des différences de

métabolisme et de physiologie a prendre en compte [@s difféerentes espéces mais sans
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connaitre les effets sur les cellules humainesespaondant aux types et stades les plus

sensibles chez les rongeurs, il est difficile ei@sononcer !

Dans la deuxieme partie de ce travail nous avons em place méthodologie
analytique simple et pertinente pour le suivi denigration de DEHP de PVC plastifié vers

deux milieux simulants de denrées alimentairesréthet éthanol eau.

Les essais de migration ont été menés a deugératures (50 et 70°C) sur des films en
PVC souple a 30% et le suivi a été réalisé par dedthodes d’analyse a savoir la

spectrométrie dans I'UV-visible et la spectroméKidR.

Dans I'éthanol absolu, les deux techniques ont éates résultats trés proches, en
effet, I'infrarouge a révélé un taux de migratiom 89.56 % contre 85,20 % par ultraviolet a
70°C pendant 2heures. A 50°C pendant dix jourstau de migration de 90, 52 % a été

révélé par I'infrarouge.

Dans I'éthanol 50% les résultats donnés par leg texhniques divergent un peu, en
effet l'ultraviolet a révélé un taux de migratiore 22,01% contre 66,75% révélé par

I'infrarouge. Ceci est di a la non solubilisatian@EHP dans 'eau.

La variation du taux de migration du DEHP est tant de la température, de la

nature de migrant et de milieu et du temps de corm effet :

* Plus la température augmente et plus la migratigmante;
« Etant donné que le DEHP est une substance lipg®alenigration est beaucoup plus
importante dans les denrées alimentaires a cagdgtephile;

* Plus le temps de contact est long et plus la magrast importante;

les résultats obtenus par les deux techniquesnstlda deux milieux laissent supposer
gue toutes les denrées alimentaires a caracteophiip emballées par des emballages
plastiques souples contiennent des quantités immmed de DEHP qui dépassent largement
les limites fixées par la réglementation, nous sesidonc tous exposes a ce « poison

migrant » a des doses qui peuvent étre toxiques !

Les deux techniques proposées peuvent étre dolisées pour le suivi de la
migration de DEHP de PVC vers les milieux simulatgsienrées alimentaires.

La méthode UV-visible présente un inconvénienallé reprécipitation de DEHP dans

les milieux ou il présente une faible solubilisatio
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La spectrométrie FTIR est tres intéressante pogui@ de I'étude de migration car
elle s’applique directement sur le matériau (filmyondition de trouver les vibrations les plus
spécifiques a I'additif et de sécher les films péviter les interférences avec les vibrations du

milieu simulateur.
Perspectives

Pour aller plus loin dans la problématique de aedit, il serait trés intéressant de :

+ Etudier les effets toxiques pour la reproductiodeatrés faibles doses ;

+ Etudier I'effet cocktail puisque nous sommes expaélusieurs phtalates en méme
temps ;

+ Faire une recherche de DEHP directement dansitesrgk ;

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

+ Suivre la migration dans I'eau aux conditions ezllle conservation et d’utilisation
(température ambiante et temps de contact long) ;

£ Mettre au point des méthodes telles HPLC, CPG pmguivi de la migration car le
DEHP est souvent associé a d’autres adjuvantssené&hodes chromatographiques

seraient plus appropriées pour son analyse.
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ANNEXE

ANNEXE A : Etude de la linéarité de la méthode UV- visible

Tableau Al Linéarité du DEHP dans I'Ethanol

C (mg/ml)| 4.251 8.604 17.208 25.812 34.416 43.02(
10°

A (276nm)| 0.019 0.036 0.063 0.084 0.117 0.139
A (225nm) | 0.151 0.287 0.478 0.608 0.845 0.999
Tableau A2 : Linéarité du DEHP dans I'Ethanol/eau(50/50)

C (mg/ml)| 8.604 17.208 25.812 34.416 43.02¢ 85.00
10°

A (276nm)| 0.046 0.058 0.086 0.127 0.143 0.276
A (225nm) | 0.290 0.413 0.572 0.811 0.945 1.670




ANNEXE

Annexe B :Essais de migration de 2h & 70°C par UV-visible

Tableau B1 : Etude de la migration du DEHP dans I'Ehanol 100% par UV-visible

Tempsmn | 10 20 30 40 50 60 80

A (276) | 0.001 0.006 0.015 0.028 0.034 0.033 0.039
A (225) / 0.063 0.134 0.183 0.238 0.240 0.284
Tempsmn | 100 120 150 180 240 2bux | Blanc

A (276) | 0.048 0.051 0.054 0.054 0.053 0.049 0.003

A (225) | 0.320 0.351 0.352 0.361 0.367 0.419 0.048

Tableau B2: Etude de la migration du DEHP dans I'Ehanol/eau 50% par UV-visible

Tempsmn | 10 20 30 40 50 60 80

A (276) | 0.025 0.027 0.033 0.052 0.075 0.090 0.106

A (225) | 0.145 0.157 0.228 0.320 0.374 0.498 0.555

Tempsmn | 100 120 150 180 240 2bux | Blanc

A (276) | 0.118 0.141 0.146 0.146 0.151 0.149 0.005

A (225) | 0.690 0.811 0.842 0.851 0.845 0.869 0.051




ANNEXE

ANNEXE C : Essais de migration de 2h a 70°C par FTIR

Tableau C1 : Cinétique de migration du DEHP dans Ethanol 100 % par FTIR

Temps | Momg S (1720cnt) | S (1720cm) | my % migration
mn

10 16.41 1008.75 352.53 10.67 65.02
20 15.96 987.74 379.72 9.82 61.53
30 16.68 936.81 298.82 11.36 68.10
40 15.96 11088.89 314.73 11.34 71.05
50 16.44 1005.57 236.61 12.57 76.46
60 16.17 944.49 192.44 12.87 79.59
80 16.38 998.87 163.06 13.70 83.64
100 16.02 746.25 117.94 13.49 84.08
120 16.65 1000.76 100.37 14.98 89.97
150 16.74 907.62 93.82 14.68 87.69
180 16.35 962.46 108.36 14.51 88.74
240 16.50 1003.14 81.61 14.74 91.84
2h reflux | 16.74 965.36 52.07 15.83 94.56




ANNEXE

Tableau C2 : cinétique de migration du DEHP dans Ethanol/eau 50% par FTIR

Temps mn| N mg S (1720cnt) | S (1720cnt) | my % migration
10 18.21 828.76 872.25 / /
20 18.36 1065.01 671.34 6.78 36.92
30 18.48 1065.21 680.85 6.67 36.09
40 19.32 871.70 524.39 7.69 39.80
50 19.14 885.74 440.90 9.61 50.20
60 19.20 949.94 461.06 9.88 51.22
80 19.26 1018.13 448.18 10.78 55.97
100 19.32 1166.59 493.43 11.15 57.71
120 18.60 1101.67 455.23 10.91 58.65
150 18.90 996.99 405.59 11.21 59.31
180 19.29 962.39 286.43 13.55 70.24
240 18.93 882.75 186.98 14.92 78.81
2hrefulx | 19.85 976.52 220.52 15.36 77.38




ANNEXE

ANNEXE D : Essais de migration de 10 jours a 50°C par FTIR

Tableau D: Cinétique de migration du DEHP (10J/50°CEthanol 100%) par FTIR

Temps (jour) Mmg $(1720cm’) S (1720cm) M; mg
0.083 17.34 807.17 716.18 1.95
0.166 17.31 500.72 392.43 3.74
1.0 17.28 1113.29 703.13 6.36
2.0 17.37 1109.45 231.24 13.74
4.0 15.99 1147.07 106.33 14.5
5.0 17.01 801.04 80.82 15.29
8.0 18.0 1055.91 104.75 16.21
11.0 18.09 1117.71 86.77 16.68
12.0 18.06 1176.01 119.43 16.22




