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RESUME

La consommation quotidienne des aliments qui contiennent des pesticides et des
additifs alimentaires méme a de faibles doses peut provoquer de graves
problemes sur la santé a long terme. Le recours a des substances naturelles telles
que largile et le psyllium, peuvent étre une alternative pour la préserver. Ce
travail, a pour objectif d’évaluer la toxicité chronique d’'un mélange de sept
pesticides et/ou dix additifs alimentaires (DJA : dose journaliere admissible et
DJAx2) et I'étude de l'effet protecteur de l'argile verte et du psyllium par voie orale

chez les rats de la souche Wistar.

Au bout de sept mois d’expérimentation, les rats du lot traité par mélange de
pesticides et/ou additifs alimentaire sont présenté des signes de toxicité
chronigue méme a la dose de DJA, qui se manifestent par une diminution du
nombre de bactéries de le microbiote intestinale jusqu’a 73 %, diminution du
temps de transit intestinal (7 %), perturbation du bilan hépatique et rénal des
parametres biochimigues du sang, anémie et diminution du taux d’hémoglobine,
hématocrite et plaquettes sanguines, atteinte et inflammation de [I'histologie
hépatique et rénale, avec une diminution des poids absolu et relatif du foie (5 %),
et 'apparition d’'une tumeur maligne sous cutanée de type myosarcome.

Par contre chez les rats du lot traité par le mélange de pesticides et/ou additifs
alimentaires associés a l'argile verte et /ou psyllium, nous avons constaté d’une
facon globale une régression significative de la majorité des effets toxiques
observés avec un effet protecteur et stimulant des bactéries du microbiote
intestinal sur tous les Bactériodes jusqu’a 65% avec un effet laxatif trés
remarquable du psyllium sur le transite digestif, des rétablissements dans les
parametres biochimiques du foie : ASAT, ALAT, PAL, GGT, Bilirubine, protéines
totales et albumine jusqu’a 47%, du bilan rénal sur tous l'urée et I'acide urique et
du poids absolu et relatif du foie surtout en association psyllium - l'argile et enfin

une diminution de la glycémie pour le lot nourri par le psyllium.

Mots clés : Pesticides, additifs alimentaires, toxicité, argile, psyllium, effet
protecteur



ABSTRACT

The daily consumption of foods containing pesticides and food additives, even in
small doses, can cause serious long-term health problems. The use of natural
substances such as clay and psyllium can be as alternative to preserve it. The
objective of this work is to evaluate the chronic toxicity of a mixture of seven
pesticides and/or ten food additives (ADI: acceptable daily intake and ADIx2) and
to study the protective effect of green clay and psyllium by the oral route in Wistar
rats.

After seven months of experimentation, the rats of the batch treated with a mixture
of pesticides and/or food additives showed signs of chronic toxicity even at the ADI
dose, manifested by a decrease in the number of bacteria of the intestinal
microbiota up to 73%, a decrease in intestinal transit time (7%) disturbance of the
hepatic and renal balance of the biochemical parameters of the blood, anemia and
decrease of the hemoglobin, hematocrit and blood platelets, damage and
inflammation of the hepatic and renal histology, with a decrease of the absolute
and relative weights of the liver (5 %), and the appearance of a malignant tumor

under the skin of the myosarcoma type.

On the other hand, in the rats of the batch treated with the mixture of pesticides
and/or food additives associated with green clay and/or psyllium, we noted a
significant regression of the majority of the toxic effects observed with a protective
and stimulating effect of the bacteria of the intestinal microbiota on all the bacteria
up to 65% with a very remarkable laxative effect of psyllium on the digestive
transit, restorations in the biochemical parameters of the liver: ASAT, ALAT, PAL,
GGT, Bilirubin, total proteins and albumin up to 47%, of the renal balance on all
urea and uric acid and of absolute and relative weight of the liver especially in
association of psyllium with clay and finally a decrease of the glycemia for the

batch fed by psyllium.

Key words: Pesticides, food additives, toxicity, clay, psyllium, protective effect.
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INTRODUCTION

Depuis toujours l'alimentation joue un rdle tres important dans le maintien et
I'amélioration de la santé. La présence de certaines substances toxiques d’origine
chimique ou biologique dans l'alimentation peut causer des perturbations des
fonctions physiologiques et engendrer des problemes graves sur la santé
humaine. Parmi les substances chimiques hautement toxiques pour 'lHomme ; les
pesticides et les additifs alimentaires. C’est ainsi que La consommation d’aliments
contaminés par ces derniers est nocive et plusieurs pays ont imposé des normes

pour limiter leur présence dans les aliments [1].

La toxicité des pesticides et des additifs alimentaires peut entrainer des
dommages sur le systeme nerveux central et perturber la composition du sang et
par conséquent les poumons, les reins, le foie et d'autres organes vitaux seront

dysfonctionnées [2].

La DJA est la quantité maximale de substance toxique qui peut étre ingérée
par un individu quotidiennement, pendant toute sa vie, sans provoquer de troubles
physiologiques. Des organismes nationaux et internationaux comme le comité
international mixte FAO-OMS, JECFA, AESA, AFSSA.....ont été spécialisés dans
I'évaluation de l'innocuité des additifs alimentaires et des contaminants notamment
les pesticides présents dans les aliments, et la fixation des doses de sécurité
(DJA) d’une fagon individuelle pour chaque substance, suite a des tests in-vivo sur

des animaux [3].

Aujourd’hui, et avec le développement de la science et I'agriculture et aussi la
technologie alimentaire, un grand nombre de pesticides et d’additifs alimentaires
sont utilisés pour la culture et la transformation des aliments aux différents stades
jusqu’a se retrouver a la fin dans l'assiette du consommateur. Ces substances
peuvent étre trés toxiques a court, moyen et le plus souvent a long terme s’ils sont

présents a des doses inferieures a la DJA [3].
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La toxicité est chronique si elle réitérée pendant plus de 90 jours. Dans le
cas d’'une intoxication chronique, les expositions sont répétées sur de longues
périodes, la manifestation de [lintoxication dépend des substances qui
s'accumulent, et les interactions toxicologiques possibles entre ces substances :

effet additif, potentialisation, synergie, action coactive et antagonisme [4].

Le psyllium est composé de minuscules graines, contenant des fibres solubles de
type mucilage, ce sont des substances végétales qui gonflent au contact de I'eau
en donnant un liquide visqueux. Le psyllium présente des vertus médicinales de
par ses propriétés absorbantes et laxatifs dans le traitement de la constipation, la
diarrhée, les maladies inflammatoires des intestins, la réduction des taux de
cholestérol et de glucose sanguins et la prévention de la maladie coronarienne, il

peut aussi absorber les substances toxiques présents dans le tube digestif [5].

Aussi, l'argile est considérée comme une particule minérale présentant des
propriétés apaisantes et cicatrisantes. Elle dispose de hombreux bienfaits pour la
santé. Elle a été utilisée pour la purification du sang, le traitement du cancer, des
troubles cardio-vasculaires, de la constipation, de la désintoxication, la diarrhée, la
dysenterie. L’argile possede entre autres une propriété intéressante : I'échange
d'ions qui lui permet d’absorber des substances toxiques, l'argile par cette
propriété capte les toxines et les rendant indisponibles pour I'absorption intestinale
[6].

Sur ce dernier aspect, il est intéressant de constater les puissantes capacités
du psyllium et l'argile a protéger les organes vitaux contre les agressions des
molécules chimiques qui contaminent les aliments notamment les pesticides et

additifs alimentaires

C’est dans ce contexte précis que s’inscrit la problématique liée a cette thése
qui consiste a étudier I'effet de certains contaminants sur la santé par évaluation
des parametres physico-chimiques et la toxicité potentielle par des tests in-vivo.
Nous nous sommes intéressés a inscrire notre expérimentation dans un contexte
visant a mieux connaitre les différentes formes de la toxicité orale d’'un mélange
de pesticides et/ou additifs alimentaires en dose de DJA et DJAx2 et aussi de

rechercher les effets protecteurs de psyllium et argile verte.
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Par la suite, nous nous sommes attelés a :

v' Contrbler et vérifier I'effet de la dose DJA de chaque pesticide et additif

alimentaire et dans le cas de consommation chronique et en mélange avec

d’autres pesticides et/ou additifs alimentaires.

v' Evaluer et observer les différentes formes de toxicité chronique des pesticides

et/ou additifs alimentaires et leur impact sur :

>
>
>

>
>

Le comportement et le développement du poids corporel des rats.

La microflore intestinale et le temps de transit digestif des rats.

Les parametres biochimiqgues du sang des rats et les fonctions
physiologiques des organes vitaux (foie et reins).

Les parametres hématologiques et les éléments figurés du sang.

La structure histologique des organes vitaux des rats (foie, reins).

v" Prouver que le psyllium et l'argile verte et méme I'association argile-psyllium

est dotée d’'un pouvoir antitoxique et d’'un effet protecteur envers la toxicité

chronique des pesticides et/ou additifs alimentaires.

Ainsi ce manuscrit a été structuré comme suit :

En premier lieu, une synthese bibliographique permettant de placer les

connaissances de base et le contexte de ce présent travail.

Ensuite le matériel utilisé ainsi que les méthodes d’analyses adoptées ont été

décrits.

Enfin, les résultats sont présentés suivis d’'une conclusion générale et des

perspectives pour la continuité dans cet axe de recherche.
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CHAPITRE 1
LES PESTICIDES

1.1. Définition d’un pesticide

Selon le Code de conduite de la FAO sur la distribution et l'utilisation des
pesticides (Version novembre 2002), «un pesticide est une substance ou
association de substances destinées a repousser, détruire ou combattre les
ravageurs, y compris les vecteurs de maladies humaines et animales, et les
especes indésirables de plantes ou d’animaux ».

D’un point de vue réglementaire, nous distinguons les pesticides utilisés
principalement pour la protection des végétaux que nous appelons produits
phytopharmaceutiques ou plus communément produits phytosanitaires [7].

De maniére plus concise, les produits phytosanitaires, sont définis comme des
substances dont les propriétés chimiques contribuent a la protection des plantes
cultivées et des produits récoltés, ils améliorent ainsi a la fois la quantité et la
qualité des denrées alimentaires. Leur composition et leur structure sont trés
variées, de sorte que leurs propriétés physiques, chimiques et biologiques le sont
aussi, ce qui explique leurs multiples usages, leurs dangers, ainsi que les

difficultés rencontrées pour décrire et prévoir leur devenir dans les sols [8].

1.2. Composition et formulation

Les produits phytosanitaires contiennent une ou plusieurs substances chimiques
minérales ou organiques, synthétiques ou naturelles. Ceux utilisés aujourd’hui
sont, la plupart, de nature organique dont un petit nombre est extrait ou dérivé des
plantes. Les formulations sont généralement composées d'une ou plusieurs
substances actives et d’un ou plusieurs adjuvants. La substance active exerce une
action générale ou spécifique sur les organismes nuisibles ou sur les végétaux;
c’est elle qui confére au produit I'effet désiré. L’adjuvant quant a lui est une
substance dépourvue d’activité biologique jugée suffisante dans la pratique, mais
capable de modifier des propriétés physiques, chimiques ou biologiques des
produits phytosanitaires. Il renforce I'efficacité, la sécurité du produit et sa facilité
d’utilisation [9].

La formulation correspond, aussi, a la forme physique sous laquelle le produit

phytopharmaceutique est mis sur le marché. Obtenue par le mélange des



25

matieres actives et des adjuvants, elle se présente sous une multitude de formes,
solides ou liquides. La teneur en matiere active s’exprime en g/l pour les
formulations liquides et en pourcentage (%) pour les formulations solides. La dose
d’emploi en produit commercial s’exprime en L/ha pour des formulations liquides
et en kg/ha (ou parfois en g/ha) pour les formulations solides. La dose d’emploi en

matiére active s’exprime toujours en g/ha [10].

1.3. Classification des pesticides

Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérisés par une
variété de structures chimiques, de groupes fonctionnels et d’activités biologiques
qui rend leur classification complexe. D’'une maniére générale, les pesticides
peuvent étre classés de deux fagons : selon les organismes vivants visés et selon
leurs caractéristiques chimiques [11].

1.3.1. Classification chimigue

Il existe trois catégories de pesticides :
= Les pesticides organiques

Il existe actuellement plus de 80 familles ou classes chimiques mais leurs
appellations sont par fois arbitraires. Les principales familles chimiques de
pesticides identifiés par des groupes d’atomes constituant une fonction chimique
particuliere sont : les acides carboxyliques, les amines, les carbamates, les
thiocarbamates, les hétérocycles azotés, les azoles, les organophosphorés, les
pyréthrinoides, les urées substituées, les sulfonylurées, les uraciles et les
diphényleséther :
A. Les organochlorés

Les organochlorés ont été les premiers insecticides organiques utilisés. Issus de
l'industrie du chlore, ce sont pour la plupart des POPs (Polluants Organiques
Persistants). Certains de ces produits, comme l'aldrine, le dieldrine et I'endrine,
font partie des substances interdites par la Convention de Stockholm (22 mai
2001, cf. réglementation) [11].

Le DDT est le plus ancien organochloré commercialisé. Il a joué un rble trés
important dans la lutte contre les vecteurs du typhus, de la malaria et du choléra. Il

a cependant éte interdit du fait de sa toxicité et de sa rémanence.
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Le lindane, interdit en agriculture, est susceptible d'étre transporté par les courants
atmosphériques. On l'a ainsi retrouvé dans les glaces des régions arctiques. De
plus, il s'accumule dans les graisses et y reste stocké pendant des années.
Pourtant, le lindane est toujours présent dans les rayons droguerie et les
pharmacies (lotions antipoux, insecticides a usages ménagers) [12].

B. Les pyréthrinoides de synthése

Les pyréthrinoides sont les insecticides les plus courants en usage domestique.
Ce sont des molécules de synthese copiées sur les principes actifs de la fleur de
pyréthre. lls ont lI'avantage d’étre peu rémanents et peu toxiques pour les
mammiféres. C’est un groupe varié qui comprend des composés assez
photolabiles (alléthrine, tétraméthrine et resméthrine) et des halogénés plus
stables et plus persistants (perméthrine, deltaméthrine, fenvalérate et
cyperméthrine).

Trés peu volatils et trés lipophiles, ils sont quasiment insolubles dans I'eau. lls
sont actifs longtemps (de 3 a 4 semaines, voire plus), sauf ceux qui s’altérent a la
lumiére et en présence d’oxygéne [13].

C. Les organophosphorés

Les insecticides organophosphorés sont la 2eme famille la plus représentée. Ce
sont des substances de la génération précédant les pyréthrinoides. On les trouve
donc dans des produits présents sur le marché depuis plus long temps. lls ont en
général une toxicité aigué plus élevée que les organochlorés mais ils se dégradent
beaucoup plus rapidement. En effet, contrairement aux pyréthrinoides, la plupart
des composés sont peu rémanents dans I'environnement car ils sont hydrolysés
rapidement (dégradation en quelques heures a quelques jours). Cependant, les
aromatiques et les dérivés soufrés sont plus persistants. lls ne s’accumulent pas
dans les organismes vivants. lls sont en général peu volatils, sauf le chlorpyriphos,
le dichlorvos et le fenthion, et trés lipophiles. Comme les organochlorés, ce sont
des neurotoxiques [13].

D. Les carbamates

Les carbamates, et plus particulierement les N-méthyl carbamates d’aryle, de
formule générale CH3-NH-CO-0O-R sont des insecticides puissants ; la premiére
molécule, le dimétan, a été synthétisée par Ciba-Geigy en 1945, puis le carbaryl,
toujours tres utilisé, par Union Carbide en 1957. Les N-méthyl carbamates

d’oxime, comme l'aldicarbe, sont également nématicides et miticides. La plupart
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sont peu volatils et liposolubles (sauf le pirimicarbe, trés hydrosoluble). Les
principaux carbamates retrouvés dans les insecticides a usage domestique sont le
carbaryl et le propoxur. Les carbamates sont principalement présents dans les
aérosols anti-cafards et dans les colliers antiparasitaires pour chiens [13].

E. Les phénylpyrazolés (le fipronil)

Le fipronil est le principal membre de la famille des phénylpyrazolés. Il était utilisé
en agriculture dans la protection des semences, mais sa probable toxicité pour les
abeilles a conduit a son interdiction provisoire (suspension d'autorisation de
commercialisation) en France depuis février 2004 pour les usages agricoles en
vertu du principe de précaution. En revanche, il reste trés utilisé pour la
désinsectisation des locaux (lutte contre les cafards et blattes) et dans les produits
antiparasitaires a usage vétérinaire [13].

= | es pesticides inorganiqgues

L’essentiel des pesticides inorganiques sont des fongicides a base de soufre et de
cuivre [11]. Un seul herbicide est encore employé, aujourd’hui, comme désherbant
total, le chlorate de sodium.

= | es pesticides organo-métalligues

Ce sont des fongicides dont la molécule est constituée par un complexe d’un
métal tel que le zinc et le manganése et d’'un anion organique dithiocarbamate.
Des exemples de ces pesticides sont le mancozébe (avec le zinc) et le manébe
(avec le manganese) [11].

1.3.2. Classification biologique

Selon les organismes vivants visés, nous distinguons plusieurs catégories de
pesticides dont les principales sont les insecticides, les fongicides et les herbicides
» Les herbicides

Les herbicides représentent les pesticides les plus utilisés dans le monde, toutes
cultures confondues.

lls sont destinés a éliminer les végétaux rentrant en concurrence avec les plantes
a protéger en ralentissant leur croissance. Les herbicides possédent différents
modes d’action sur les plantes, ils peuvent étre des perturbateurs de la régulation
d’'une hormone de croissance telle que l'auxine, de la photosynthese, des
inhibiteurs de la division cellulaire, de la synthese des lipides, de la cellulose ou

des acides aminés [14].
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= | es fongicides

Les fongicides permettent quant a eux d’éliminer ou limiter le développement des
champignons parasites des végétaux. lls peuvent agir differemment sur ces
organismes, soit en inhibant le systéme respiratoire ou la division cellulaire, soit en
perturbant la biosynthése des stérols, de 'ARN polymérase ou de I'adénosine

désaminase [14].

= | es insecticides

Les insecticides sont utilisés pour la protection des plantes contre les insectes. lls
interviennent en les éliminant ou en empéchant leur reproduction, différents types
existent : les neurotoxines, les insecticides agissant sur la respiration et les
insecticides interférant sur la mise en place de la cuticule. Outre, ces trois familles
mentionnées ci-dessus, d’autres peuvent étre citées en exemple : les acaricides,
contre les acariens ; les némanticides, contre les vers du groupe de nématodes ;
les rodonticides, contre les rongeurs ; les taupicides, contre les taupes ; les
molluscicides, contre les limaces et escargots ou encore les corvicides et
corvifuges, respectivement contre les corbeaux et les autres oiseaux ravageurs de
culture [15].

1.4. Résidus et indices toxicologiques
1.4.1. Délai avant récolte (DAR)

C’est la durée minimale qui doit séparer la date du traitement de la date de

récolte. Elle est fixée par les décisions dAMM (Autorisation de Mise sur le
Marché) [16].
1.4.2. Résidus de pesticides

Toute substance déterminée présente dans les aliments, les denrées agricoles ou
les produits pour I'alimentation animale a la suite de l'utilisation d’un pesticide. Ce
terme englobe tous les dérivés d’un pesticide, tels que les produits de conversion
et de réaction, les métabolites et les impuretés que I'on considere comme ayant
une importance sur le plan toxicologique [17].

1.4.3. La limite maximale de résidus (LMR)

La concentration maximale du résidu d'un pesticide (exprimée en mg/kg) autorisée
dans ou sur des produits alimentaires ou des aliments pour animaux. Les limites

maximales de résidus (LMR) sont fondées sur des données concernant les
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bonnes pratiques agricoles (BPA), et les aliments obtenus a partir des produits qui
répondent aux limites maximales de résidus applicables sont réputés acceptables

sur le plan toxicologique [17].

1.4.4. Détermination de la dose létale 50 (DLso)

La DLso est la dose qui donnée en une seule fois provoque dans un délai de 14
jours la mort de la moitiée de la population animale (en mg/Kg de poids corporel)
[18].

1.4.5. Détermination de la dose sans effet observable (DSEQ)

La DSEO est la quantité maximale de substance toxique qui peut étre ingérée par
un animal quotidiennement, pendant toute sa vie, sans provoquer de troubles
physiologiques (en mg/Kg de poids corporel) [18].

1.4.6. Etablissement de la dose journaliere admissible (DJA)

Elle est calculée a partir de la DSEO.

DJA humaine = DSEO / 100 (en mg/Kg de poids corporel)

Un facteur x 10 = facteur spécifique : on suppose que I'espéce humaine est 10 fois
plus sensible que I'espéce animale testée la plus sensible.

Un facteur x 10 = facteur de sécurité individuel : dans un groupe humain, tous les
individus n’ont pas la méme sensibilité; certains peuvent étre 10 fois plus
sensibles que la moyenne (enfants, femmes enceintes, personnes ageés,...)
[1](Figure 1.1).

DIFFERENCES O DIFFERENCES
ﬁ D'ESPECES HUMAINES
— > —
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Figure 1.1 : Variations du facteur de sécurité entre les espéces et les individus [1].
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1.5. Caractéristiques toxicologiques des pesticides

Aucun pesticide n’est spécifique d’un nuisible ou d’'une adventice mais tous sont
écotoxiques : leurs modes d’action trés différents conduisent a des effets tres
variés sur I'environnement mais également chez les vertébrés dont la population
humaine. Les classifications utilisées pour les produits chimiques s’appliquent aux
pesticides. Ces classifications reposent sur les propriétés toxicologiques des
produits concernés [19].

Les classifications présentées ci-apres sont notamment celles de 'OMS et du
CIRC (Centre international de recherche sur le cancer), de 'US EPA (United
States Environmental Protection Agency), de I'Union Européenne, de 'INERIS
(Institut national de I'environnement industriel et des risques), AGRITOX et du
PAN (Pesticide action network).

La classification des produits chimiques, dont les pesticides, mise en place par
'OMS est présentée ci-dessous [19]. Cette classification repose sur les catégories
de dangerosité toxique aigué par voie orale et cutanée définies par le SGH
(Systeme général harmonisé). Cette classification présente cing niveaux de

dangerosité, indiqués dans le tableau 1.1.

Tableau 1.1 : Catégories de menace présentée par un produit selon 'OMS [19].

Niveau de Classement DLso pour le rat (mg/kg)
classification Voie orale Voie cutanée
la Extrémement dangereux (ED) | <5 <50
Ib Fortement dangereux (FD) 5-50 50 — 200
I Modérément dangereux (MD) 50 — 2000 200 — 2 000
i Légérement dangereux (LD) > 2000
U Non connu comme présentant 5 000 ou plus

Un danger aigu (ND)
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Parmi les effets des pesticides sur la santé humaine suspectés figurent les
cancers. A ce titre, le CIRC structure dépendant de 'OMS, a réalisé des
monographies a partir des données de la littérature. Les différents niveaux de la
classification établie par le CIRC des produits chimiques, dont les pesticides,
selon leur cancérogénicité, sont présentés dans le tableau 1.2 suivant.

Tableau 1.2 : Groupes de classification des cancérigénes par le CIRC [20].

Groupe de classification Intitulé du groupe
1A Cancérogenes
2A Probablement cancérogenes
2B Possiblement cancérigénes

Inclassifiables

4 Probablement non cancérogénes

L'INERIS propose également une classification de la toxicité des produits
chimiques, dont les pesticides, dans la base de données SIRIS (systéme
d’intégration des risques par interaction des scores pour les pesticides) accessible
sur Internet. Les cing classes de toxicité proposées par 'INERIS sont présentées
dans le tableau 1.3 suivant.

Tableau 1.3 : Classes de toxicité établies par 'INERIS [20].

Classes de Limites de toxicité des classes selon la
toxicité DJA (mg/kg)

A DJA < 0,0001

B 0,0001 < DJA < 0,001

C 0,001 <DJA<0,01

D 0,01<DJA<O0,1

E 0,1 <DJA

La classe la plus toxigue est notée A ; la classe la moins toxique est notée E.

L’US EPA propose une classification de la toxicité des produits chimiques, dont
les pesticides, disponible en ligne. Les cing classes de toxicité proposées par

'US EPA sont présentées dans le tableau 1.4 suivant.
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Tableau 1.4 : Classes de toxicité établies par 'US EPA [20].

Classes Caractere cancérogéne
A Cancérogene
B Probablement cancérogene
C Eléments de preuve suggérant la cancérogénicité

mais insuffisants pour évaluer le potentiel carcinogéne

D Données insuffisantes pour évaluer le potentiel

carcinogéne

E Probablement non cancérogéne

1.6. Les voies d’exposition aux pesticides

1.6.1. L’'exposition professionnelle aux pesticides

Les expositions professionnelles aux pesticides surviennent lors de la
fabrication des pesticides, préparation et utilisation, notamment en aspersion.

Ainsi, une étude a permis de constater que I'emploi de tenues de protection
n’évite pas la contamination cutanée des agriculteurs, notamment de leurs mains,
en particulier lors de la préparation de la solution de pesticides aspersée [21].

Malgré les limites liées aux modalités de recueil des informations la constituant,
la base de données européenne CAREX (carcinogen exposure) indique que 32
millions de travailleurs de 15 pays d’Europe, soit 23 % de I'ensemble des
travailleurs, sont exposés a des carcinogénes, dont 6 millions en France, entre
1990 et 1993 [22].

1.6.2. Présence de pesticides dans I'’environnement et 'alimentation

Les usages de pesticides sont multiples et variés. Principalement destinés a
I'agriculture, les pesticides sont également utilisés pour le désherbage des
accotements des voies de communication (routiéres et ferroviaires), des zones
industrielles, I'entretien et le traitement des jardins et potagers individuels, des
terrains de sport, des espaces verts, lors de soins vétérinaires d’animaux
domestiques et d’élevage, mais également pour traiter le bois des exploitations
forestiéres et des habitations, et, dans certains revétements muraux et de sol,

pour prévenir 'apparition de moisissures dans I'habitat [23,20].
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Des caractéristigues physicochimiques variées, des modes et des conditions
d’application divers, les pesticides et leurs résidus. Il s’agit donc de la substance
initiale, de ses métabolites, des coformulants et adjuvants utilisés dans la
formulation commercialisée.) Peuvent contaminer et polluer tous les milieux :
I'eau, l'air (extérieur et intérieur), le sol, les aliments. Dans le cas de leur utilisation
agricole, il est possible de considérer que les pesticides passent d’un
compartiment a un autre selon le schéma dans la figure 1.1 suivante. L’exposition
humaine passe donc par I'eau de consommation, les aliments, I'air extérieur, I'air
intérieur, les poussiéres [20, 22, 24]. Selon les pesticides et les modalités de leur
épandage, une fraction seulement des pesticides épandus par voie aérienne
atteint leurs cibles agricoles. Entre 30 et 99 % des quantités utilisées contaminent
ainsi I'eau, l'air ou le sol [25].

1.7. Réglementation des pesticides

1.7.1. Réglementation internationale

Les résidus de pesticides dans les denrées alimentaires sont régis par quatre
directives du Conseil :

- Directive 76/895/CEE (concernant la fixation des teneurs maximales pour les
résidus de pesticides sur et dans les fruits et légumes) ;

- Directive 86/362/CEE (concernant la fixation des teneurs maximales pour les
résidus de pesticides sur et dans les céréales) ;

- Directive 86/363/CEE (concernant la fixation des teneurs maximales pour les
résidus de pesticides sur ou dans les produits d'origine animale)

- Directive 90/642/CE (concernant la fixation des teneurs maximales pour les
résidus de pesticides sur ou dans certains produits d'origine végétale, y compris
les fruits et legumes).

Le 23 février 2005, le Parlement Européen et le Conseil ont adopté le
reglement396/2005sur les limites maximales de résidus pour les produits
phytosanitaires. Ce texte porte sur la mise en place d'un cadre de travall
coordonne au niveau européen avec la fixation des LMR par |'Autorité Européenne
de Sécurité des Aliments (AESA). Il est rentré en pleine application le ler
septembre 2008.

Ces teneurs sont définies au terme d'une évaluation des risques éventuels
encourus par les consommateurs des différentes catégories d’age et elles ne sont

fixées que lorsqu'elles sont considérées comme sures. Ces teneurs sont destinées
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a faciliter les échanges ; il ne s'agit pas de limites toxicologiques. Le dépassement
d'une teneur maximale dénote davantage une utilisation incorrecte d'un pesticide
qu'un risque pour les consommateurs. Cependant, chaque dépassement fait
l'objet d'une surveillance, d'une évaluation et d'une notification rigoureuse aux
autorités des Etats membres par le biais du systéme d'alerte rapide pour les
denrées alimentaires lorsqu'il existe un risque potentiel pour les consommateurs.
Au niveau international, le code de la sante publique (CSP) édicte les dispositions
reglementaires en matiére deau potable, en application des directives
européennes 98/83/CE et 75/440/CEE. Pour les pesticides, les limites de qualités
sont fixées dans les eaux brutes et dans I'eau au robinet du consommateur. [26,
27].

1.7.2. Réglementation Algérienne

Au niveau national, les produits phytosanitaires a usage agricole sont régis par
des lois et des décrets et notamment :

 Loi N° 87-17 du ler Aol(t 1987 relative a la protection phytosanitaire
réglementant les activités de fabrication, d’'importation, de commercialisation et
d’utilisation des substances et préparations phytosanitaires (Art.33 a Art.52). Au
terme de la loi, aucun produit phytosanitaire ne peut étre commercialisé, importé
ou fabriqué s’il n’a pas fait I'objet d’'une homologation [16].

» Décret exécutif N° 95 -405 du 2 décembre 1995 du J.O n°® 75 du 06/12/1995
relatif au controle des produits phytosanitaires a usage agricole : Décrit les
contrbles des produits phytosanitaires a usage agricole et les conditions
d’homologation, de fabrication, de commercialisation, d’utilisation et de Ila
commission des produits phytosanitaires [28].

» Décret exécutif N° 99 -156 du 20 juillet 1999 modifiant et complétant le décret
exécutif N° 95 -405 du 2 décembre 1995 [16].

* Arrété du 13 mars 2000 : Définit le contenu des mentions et indications
d’emballage des produits phytosanitaires a usage agricole [16].

» Décret exécutif N° 10-69 du 31/01/2010 fixant les mesures applicables lors de
I'importation et 'exportation des produits phytosanitaires a usage agricole [16].
L’encadrement des produits phytosanitaires au niveau national est complété par
un recueil des matiéres actives homologuées en Algérie : L’'index des produits

phytosanitaires a usage agricole. Elaboré par le Ministere de I'agriculture, du
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développement rural et de la peche/Direction de la protection des végétaux et des
contrbles techniques [16].

Environ 223 matiéres actives (insecticides, fongicides et herbicides) homologuées
et commercialisées sous 686 spécialités commerciales. Le décret exécutif n°95-
405 correspondant au 02/12/1995 relatif au contréle des produits phytosanitaires a
usage agricole et notamment dans son article n°23, stipule que les produits
importés sont controlés par des analyses en vue de Vvérifier leur conformité aux
spécifications pour lesquelles ils ont été homologués. L’homologation des produits

phytosanitaires a été instituée en Algérie par ce décret exécutif [16].

Pour chague matiére active homologuée, sont indiquées : le nom de la spécialité
commerciale, la concentration, le type de formulation, le nuisible ciblé, le type de
culture pour lequel le produit est autorisé, les doses d’utilisation, le délai avant
récolte.... [16].

» Décret exécutif n°05-67 du 30 janvier 2005 portant création du comité national du

codex alimentarius et fixant ses missions et son organisation [29].

M Il est important de souligner que les LMR relatives aux denrées alimentaires ne

figurent pour aucune matiere active.

- Décret exécutif n° 14-366 du 15 décembre 2014 fixant les conditions et les
modalités applicables en matiére de contaminants tolérés dans les denrées
alimentaires (JORA N°74 du 25/12/2014) qui a pour objet de fixer les conditions et
les modalités applicables en matiere de contaminants tolérés dans les denrées
alimentaires, mais il donne des notions générales et il ne fixe pas les types de
pesticides ni et les valeurs de LMR pour chaque groupe d’aliments cars il n'y a
pas jusqu’aujourd’hui I'arrété ministériel qui fixe les LMR par le ministere du

commerce [17].

- La qualité de 'eau de consommation humaine au niveau national, est encadrée
par des textes et notamment le JORA n°13 du 9/03/2014 qui précise les valeurs
limites des paramétres de qualité de 'eau de consommation humaine avec, pour
les pesticides, des valeurs par substance individualisée et une valeur limite pour

les pesticides totaux [30].
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1.8. Effets des pesticides sur la santé

1.8.1. Toxicité aigué (ou a court terme)

Elle se manifeste généralement immédiatement ou peu de temps (quelques
minutes, heures ou jours) aprés une exposition unique ou de courte durée a un
pesticide. Les cas d’intoxication aigué par les pesticides représentent une
morbidité et une mortalité conséquentes dans I'ensemble du monde. Les pays en
développement sont particulierement vulnérables en raison d’'un manque de
réglementation, de systemes de surveillance, d’application des régles et de
formation et d’'une insuffisance de I'accés aux systémes d’information. Des études
antérieures ont mis en évidence une grande variabilité des taux d’incidence de ces
intoxications aigués. Le nombre d'empoisonnements par les pesticides est estimé
a trois milions de cas tous les ans avec environ 220000 décés. 95%
d'empoisonnements mortels par les pesticides se produisent dans les pays en

voie de développement [31, 32].

1.8.2. La toxicité chronique

Survient suite a I'absorption répétée de faibles doses de pesticides. Le délai avant
I'apparition de symptdmes ou d'une maladie peut étre trés long. Dans certains cas,
il peut étre de plusieurs années. Les effets chroniques des pesticides sur la santé
sont typiquement le cancer. D'autres effets ont été observés chez les mammiféres
tels que la perturbation du développement du foetus et le déréglement des
systemes reproducteurs, endocriniens, immunitaires et/ou nerveux central.

Des études épidémiologiques ont aussi soulevé la possibilité de problémes
hépatiques, rénaux, immunologiques, cardio-vasculaires, endocriniens,
respiratoires, hématologiques, oculaires, gastro-intestinaux ainsi que des
modifications du comportement. Ces effets sont observés aprés plusieurs mois ou
plusieurs années d’exposition. Certaines études ont associé I'apparition de
certaines formes de cancers (leucémie, lymphomes non-hodgkiniens et cancer

des poumons) a l'utilisation des organophosphorés [33 - 35].
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Les effets toxiques et les mécanismes d’actions des pesticides sur la cellule sont

présentés dans la figure 1.2.
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Figure 1.2 : Effets toxique et mode d’action des pesticides sur la cellule [36].

= Certains pesticides peuvent se lier a ou réguler l'activité des transporteurs ABC
ou des enzymes d'efflux impliqué dans le métabolisme des xénobiotiques.

= Certains pesticides sont connus pour induire directement Dommages a I'ADN.

= Exercer des effets spécifiques sur certains processus cellulaires et/ou
protéines clés impliquées dans la régulation du métabolisme général, la
croissance cellulaire, différenciation et survie.

» En effet, les pesticides individuels peuvent interférer avec les complexes de la
chaine respiratoire mitochondriale ou altérer la phosphorylation oxydative et
induire un dysfonctionnement mitochondrial, conduisant a I'apoptose.

» Les pesticides individuels sont également connus pour induire la production
d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) en diminuant la capacité antioxydante

= De plus, certains pesticides sont connus pour se lier a ou activer des
récepteurs nucléaires impliqués dans la régulation du métabolisme général ou

energétique [36].
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CHAPITRE 2
LES ADDITIFS ALIMENTAIRES

2.1. Définitions

2.1.1. Les Additifs alimentaires

Selon le codex Alimentarius, un additif alimentaire est toute substance (naturelle
ou synthétique) qui n’est pas normalement consommée en tant que denrée
alimentaire, ni ingrédient d’'une denrée alimentaire. Il est ajouté aux aliments dans
un but technologique ou organoleptique aux différentes étapes de la fabrication,
transformation, préparation, traitement, conditionnement et emballage. Cette
expression ne s’applique ni aux contaminants, ni aux substances ajoutées aux
denrées alimentaires pour en préserver ou en améliorer les propriétés

nutritionnelles [37].

2.1.2. Les auxiliaires technologiques

Ce sont des substances utilisées par l'industrie agro-alimentaire dans le
processus de la préparation ou la transformation d'aliments. Utilisés pour
permettre, faciliter ou optimiser une étape de la fabrication d'un aliment, ils n'en
constituent pas un ingrédient. lls peuvent rester des résidus techniquement
inévitables. Comme : Agents décolorants, Résine échangeuse d'ions, Agents de
congélation par contact (azote liquide), Enzymes, Solvants d'extraction des
huiles.....[37].

2.1.3. Les arbmes

Les ardmes ne sont pas classés parmi les additifs alimentaires. Ce sont des
substances aromatisantes naturelles (végétale, animale), ou synthétiques, et ne
sont pas consommeés en tant que tels, mais sont introduits dans les aliments de

maniéere a leur conférer une odeur et/ou un goQt particulier [37].
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2.2. Classification des additifs alimentaire

2.2.1. Selon l'origine

Les additifs alimentaires ont des origines variées, on distingue :

2.2.1.1. Les additifs alimentaires naturels : Ce sont des extraits de substances

animales ou végétales existant dans la nature (extraits d’arbres, d’algue, de
graines, de fruits, de légumes, etc...). Ainsi le Curcumine (E100), un colorant
naturel de couleur jaune orangé extrait de racines de Curcuma longa et utilisé
pour colorer les aliments (glaces, yaourts et produits de confiserie) [38].

2.2.1.2. Les additifs alimentaires obtenus par modification de produits naturels :

Ce sont des additifs obtenus par modification chimique d’un extrait naturel d’'une
substance animale ou végétale dans le but d’améliorer ses propriétés comme
I'amidon modifié [38].

2.2.1.3. Les additifs alimentaires synthétiques : lorsque [I'extraction des

substances naturelles est codteuse, ces derniéres peuvent étre reconstituées par
synthese chimique on distingue aussi les additifs artificiels identiques aux naturels
[38].

2.2.2. Selon la technologie

Les numéros E et SIN sont des codes numériques pour les additifs alimentaires.
Les additifs sont classés théoriquement selon leur catégorie, si bien que de plus
en plus d’additifs se retrouvent classés dans une catégorie qui ne reflete pas leur
premiére fonction.

2.2.2.1. Selon la Communauté Européenne : Il a été établi par la directive

européenne 89/107/CEE avec 25 catégories et un code a été utilisé au niveau
européen, il se compose de la lettre (E) suivie d'un numéro permettant d'identifier
facilement la catégorie (Exxx) allant de E100 a E1520 Directive du parlement
européen [39].

2.2.2.2. Selon le Codex Alimentarius : il s’agit du Systeme International de

Numérotation (SIN ou INS); il a été mis au point par (Codex Comite of Food
Additive CCFA) en vue de fournir un systeme numeérique, internationalement
reconnu, permettant l'identification des additifs alimentaires et entre autres, les
colorants alimentaires dans la liste d’ingrédients [40].

2.2.2.3. Selon la réglementation Algérienne : la liste Algérienne des additifs

alimentaires, fixée par l'arréte interministériel du 14 février 2012 paru au journal
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officiel Algérien N°31, est plus restreinte par rapport a celle de la CEE ou du
codex. Elle ne contient que 13 catégories : colorants, conservateurs, anti

oxygenes, épaississants-gélifiants, épaississants-émulsifiants,  acidifiants,
correcteurs d’acidité, stabilisants, antiagglomérants, exhausteurs de godt, agents
d’enrobage, sels de fonte, poudres pour lever et I'édulcorants [41].

La Classification des additifs alimentaires selon leurs catégories, fonctionnement

dans I'aliment et leurs codes (SIN) est représenté dans le tableau 2.1.

Tableau 2.1 : Catégories d'additifs alimentaires [41].

Code Catégorie Fonctionnement
De SIN 100 & | Colorants Intensifier ou donner une
SIN180
couleur.
De SIN 200 & Conservateur Allonger la durée de conservation
SIN 285 en inhibant le développement
des bactéries ou des
moisissures.
De SIN 300 a Antioxydants Limiter les phénoménes
SIN 321 d’oxydation (rancissement
des graisses ou
brunissement des fruits et
|égumes coupés).
De SIN 325 a Acidifiants Agir sur le degré d’acidité.
SIN 380
De SIN 400 a Agents de Donner une consistance
SIN 495 texture :(épaississant, particuliere.
stabilisant, émulsifiant,
gélifiant, Moussant,
Antiagglomérant)
De SIN 500 a | Comprenant des poudres a Remplir des roles variés.
SIN 585 lever, I'acide chlorhydrique,
sulfurique, des phosphates....
De SIN 620 a Exhausteurs de goat Renforcer ou améliorer le goQt
SIN 650 d’un aliment par une action sur
I'intensité de notre perception
gustative.
De SIN Agents d’enrobage Donner un aspect externe
900aSIN914 particulier) aspect brillant ou
couche protectrice).
De SIN 938 & | Gaz d’emballage /gaz Allonger la durée de
SIN 949 propulseurs conservation des aliments.
De SIN 950 a | Edulcorants Conférer une saveur sucrée.
SIN 968
De SIN 1100 Enzymes alimentaires Faciliter la fabrication de
a SIN1105 certains produits alimentaire.
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2.3. Intérét des additifs alimentaires dans les industries agroalimentaires

Les additifs sont des « ingrédients a but technologique » c’est a dire qu'ils jouent
un réle dans la recette pour une quantité d’additif spécifique.

Pour pouvoir étre utilisés, les additifs doivent avoir déja démontré leur innocuité et
leur utilisation doit étre loyalement communiquée aux consommateurs. Mais en
plus, les additifs doivent démontrer un effet technologique suffisant « ne pouvant
étre obtenu par d’autre méthodes économiquement utilisables » [37].

Le besoin technologique peut étre de plusieurs ordres :

v La conservation de la qualité nutritive de I'aliment.

v' L’amélioration de ses qualités organoleptiques (texture, go(t, etc.).

v' L’aide a la préparation de la denrée industrielle.

2.3.1. Intérét technologique

La grande diversité des additifs alimentaires présente un double intérét : le
premier est d’avoir un choix pour une méme fonctionnalité, en fonction des
parametres tels que pH, activité de I'eau, etc. le seconde est de pouvoir utiliser
différents additifs en synergie, et donc, de n’utiliser que la quantité optimale [37].

2.3.2. Amélioration de la conservation

Les aliments sont tous d’origine biologique et donc, fragilisés a la fois par des
phénomenes extérieurs (température, oxygene, contaminations microbiennes....)
ou interne (actions des enzymes, etc.) un des plus grand risques est la
contamination microbiologique suivie d'une production de toxines tres
dangereuse, comme la toxine botulique induisant le botulisme, comme l'aflatoxine
ou la patuline, etc.

Les aliments vont devenir peu a peu impropres a la consommation humaine si ces
phénomeénes ne sont pas empéchés ou inhibés. L’amélioration de la conservation
inclut trois propriétés des aliments qui doivent étre préservées : la qualité
sanitaire, nutritionnelle et organoleptique (texture, odeur, saveur, couleur) [37].

2.3.3. Réle d’améliorer ou de maintenir la qualité organoleptique

Le monde des additifs est aujourd’hui considéré comme des denrées trés
précieuses et onéreuses permettant de maintenir ou améliorer les qualités

sensorielles des aliments : la consistance, la texture, la couleur, ..... etc [42].
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2.3.4. Amélioration de la valeur nutritionnelle

La connaissance de la composition nutritionnelle des aliments et préparations
alimentaires a permis de développer des solutions pour améliorer le statut des
produits proposés aux consommateurs : nutriments, micronutriments, substances
a intérét nutritionnel peuvent étre ajoutés aux aliments, soit dans le but d’'une
restauration, soit d’un enrichissement. Réglementairement, ces additions de
nutriments ne sont pas considérées dans les additifs.

En effet, certains nutriments sont trés fragiles et sensibles a la température, a la
lumiére, a l'action d’'oxydants. lls nécessitent des agents protecteurs spécifiques,
ou une conservation afin que le produit final puisse avoir les mémes
caractéristiques nutritionnelles que I'aliment source [37].

2.3.5. Roéle hygiénigue ou sanitaire :

L’amélioration de la conservation des aliments se fait généralement par I'emploi
des conservateurs et antioxydants qui sont tres importants pour empécher la
prolifération des bactéries ou des moisissures qui peuvent étre a l'origine de
contamination par des substances toxiques et méme cancérigenes [43].

2.3.6. Réle économigue :

Afin de prévenir les détériorations des aliments ou de faciliter ou de prolonger le

transport [43].

2.4. Indices toxicologiques des additifs alimentaires

Les doses de références et les indices toxicologiques essentiels pour les additifs
alimentaires sont la dose sans effet observable (DSEQO) et la dose journaliere
admissible (DJA) qui a été déja expliqués dans le chapitre 1, et en plus nous
pouvons citer :

1.4.1. Limites maximales d’utilisation pour les additifs alimentaires

L’établissement de limites maximales pour les additifs alimentaires dans les
différents groupes d’aliments vise essentiellement a garantir que la quantité
d’additifs ingéres, toutes sources confondues, ne dépasse pas la dose journaliere
admissible (DJA). Les additifs alimentaires visés par la présente norme et les
limites maximales correspondantes sont fondés en partie sur les dispositions
relatives aux additifs alimentaires de normes Codex des produits établies

antérieurement ou sur les résultats d’une analyse effectuée a la demande des
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gouvernements visant a vérifier qu’une limite maximale d’utilisation proposée est

compatible avec la DJA [44].

2.4.2. Bonnes pratiques de fabrication (BPF)

Tous les additifs alimentaires visés par les dispositions de la présente norme
doivent étre utilisés conformément aux bonnes pratiques de fabrication, ce qui
signifie que :

v La quantité dadditif ajoutée a laliment ne dépasse pas celle
raisonnablement nécessaire pour obtenir |'effet désiré dans l'aliment.

v' La quantité d’'un additif qui, par la suite de son utilisation au cours des
opérations de fabrication, de transformation ou d’emballage, devient un
constituant de I'aliment et qui n’est pas destiné a produire un effet physique
ou tout autre effet technologique dans l'aliment lui-méme, est réduite dans
toute la mesure raisonnablement possible.

v' L’additif est de qualité alimentaire appropriée et il est préparé et manipulé

comme un ingrédient alimentaire [45].

2.5. Réglementation des additifs alimentaires

2.5.1. Réglementation internationale

2.5.1.1. Réglementation de I'Union Européenne

v' La directive 95/31/CE de la Commission du 5 juillet 1995 établissant des
criteres de pureté spécifiques pour les édulcorants pouvant étre utilisés dans
les denrées alimentaires [46].

v' La directive 95/45/CE de la Commission du 26 juillet 1995 établissant des
criteres de pureté spécifiques pour les colorants pouvant étre utilisés dans les
denrées alimentaires [47].

v’ La directive 96/77/CE de la Commission du 2 décembre 1996 portant
établissement de criteres de pureté spécifiques pour les additifs alimentaires
autres que les colorants et les édulcorants [48].

v le reglement (CE) N° 1331/2008 du Parlement européen et du Conseil du 16
décembre 2008 établissant une procédure d'autorisation uniforme pour les
additifs, enzymes et arbmes alimentaires et les conditions d'utilisation des


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/?uri=celex:32008R1333#ntr7-L_2008354FR.01001601-E0007
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additifs alimentaires dans les denrées alimentaires, y compris les additifs
alimentaires et les enzymes alimentaires, visées par le reglement (CE) N°
1332/2008 et les arbmes alimentaires visés par le reglement (CE) N°
1334/2008 du Parlement européen et du Conseil du 16 décembre 2008 relatif
aux arébmes alimentaires et a certains ingrédients alimentaires possédant des
propriétés aromatisants qui sont destinés a étre utilisés dans et sur les denrées
alimentaires [49].

v le reglement (CE) N°1332/2008 du Parlement européen et du Conseil du 16
décembre 2008 sur les enzymes alimentaires relatif aux régles concernant
I'étiquetage des additifs alimentaires commercialisés en tant que tels [49].

v Le reglement (CE) N°1333/2008 du parlement européen et du conseil du 16
décembre 2008 sur les additifs alimentaires (Journal officiel de [I'Union

européenne) [49].

2.5.1.2. Réglementation du Codex Alimentarius

v’ Codex Alimentarius: FAO/ OMS, Norme générale pour les additifs
alimentaires, CODEX STAN 192-1995, adopté en 1995. Révision 1997, 1999,
2001, 2003, 2004, 2005, 2006, 2007, 2008, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013,
2014, 2015, 2016, 2017, 2018, 2019[50].

v' Codex Alimentarius : FAO/ OMS, norme générale codex pour I'étiqguetage des
additifs alimentaires vendus en tant que tels, CODEX STAN 107-1981[51].

2.5.2. Réglementation Algérienne
Le décret exécutif N°12-214 du 15 Mai 2012 ; fixe les conditions d’utilisation des

additifs alimentaires, en 20 articles et 3 annexes, sont fondés sur la directive du
codex alimentaire relative aux additifs alimentaires :

- Annexe | : liste des additifs autorisés dans les denrées alimentaires ;

- Annexe Il : liste des catégories d’aliments ;

- Annexe Il : liste des additifs pouvant étre incorporés dans les denrées
alimentaires ainsi que leurs limites maximales autorisées.

Les conditions d’utilisation des additifs alimentaires, en plus de celles

mentionnées par la commission du codex alimentaires s’ajoutent : seuls les
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additifs alimentaires Halal peuvent étre incorporés dans les denrées alimentaires
[41].

Le consommateur est informé via 'emballage du produit alimentaire, de I'emploi
éventuel d’'un additif alimentaire avec indication de son nom et de sa fonction
principale dans le produit fini. Le nom spécifique et/ou son numéro du systeme
international de numérotation (SIN) et sa fonction technologique par exemple : La
curcumine (SIN 100), ou la curcumine (colorant), lorsque deux additifs
alimentaires ou plus sont présents, ils seront énumérés par ordre décroissant
selon leur masse par rapport au contenu total de 'aliment.

Les mentions suivantes doivent figurer sur les emballages : « produit édulcoré
sans sucres ajoutés » ou « produit édulcoré partiellement sucré » a la suite de la
dénomination de vente du produit « déconseillé aux enfants » dans le cas
d'utilisation des édulcorants « déconseillé aux individus allergiques et/ou

présentant une intolérance aux additifs alimentaires » [41].

2.6. Toxicité des additifs alimentaires

2.6.1. Evaluation des risques liés aux additifs alimentaires

Toutes les molécules introduites intentionnellement dans un aliment sont
soumises a une autorisation par les gestionnaires du risque. Elles font I'objet au
préalable d’'une évaluation du risque toxicologique qui se divise en quatre étapes :
identification du danger, sa caractérisation, évaluation de [I'exposition du
consommateur, et caractérisation du risque. Les additifs alimentaires présentent
en tant que risques alimentaires :

1) Le «screening » des additifs alimentaires par la méthode de budget réalisé par
le comité du Codex sur les additifs alimentaires et les contaminants (CCFAC) a
permis d’identifier un certain nombre d’additifs alimentaires pouvant constituer
des risques alimentaires potentiels et par la suite nécessitent une évaluation
plus détaillée de l'exposition. L’inclusion des estimations nationales de la
proportion d’aliments qui pourraient contenir les additifs identifiés dans les
calculs réalisés par la méthode de budget a résulté en la méme conclusion.

2) Les résultats des évaluations nationales de I'exposition étaient variables pour

un méme additif en fonction de la nature du comportement alimentaire des
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groupes de populations étudiés et des taux d’additifs alimentaires utilisés dans
ces évaluations.

3) Des dépassements des Doses Journalieres Admissibles (DJA) établies par les
comités internationaux ont été observés lorsque les additifs alimentaires ont
été assumeés (ou trouvés) d’étre présents a des taux élevés [1].

4) Le potentiel de dépassement des DJA établies pour les additifs alimentaires
existe pour un certain groupe de consommateurs tels que les forts
consommateurs. Cependant les données disponibles étaient insuffisantes pour
estimer la nature (enfants, adultes.....) et le nombre de ces consommateurs ni
I'intensité et la durée des expositions dépassant les DJA.

5) Les aliments qui sont les contributeurs majeurs des expositions aux additifs

aliment airessont connus d’étre variables entre les populations [1].

2.6.2. Toxicité et effet cocktail des additifs alimentaires

Ce que l'on appelle "effet cocktail des additifs", n'est autre que les risques
potentiels liés a l'ingestion simultanée d'additifs dans notre organisme. Plusieurs
dizaines d'additifs différents, présents dans les aliments transformés
industriellement mais aussi dans des produits bruts comme le beurre, le lait cru ou
le pain.

Les effets combinés de ces substances ingérées simultanément sont encore
méconnus, si bien que la réglementation actuelle n'en tient pas compte pour fixer
les doses maximales de leur incorporation dans les produits alimentaires. Certains
additifs peuvent étre inoffensifs lorsqu'ils sont consommeés isolément, et toxiques
lorsqu'ils sont combinés a d'autres molécules [52, 53].

C'est ainsi que les effets néfastes des combinaisons d'une catégorie de
conservateurs (E210 a E213, benzoates) avec six colorants de synthese (E102,
E104, E11,E122, E124, E129)sur le comportement des enfants ont été démontrés.
Ces combinaisons sont susceptibles de provoquer des troubles de déficit de
I'attention chez les enfants et hyperactivité et cytotoxicité [54].

Les E200, E201, E202 et E203 (sorbate) conservateurs trés utilisés en industrie
agroalimentaire, sont susceptibles de réagir avec d'autres additifs, ils pourraient
réagir avec les E249 a E252 (nitrite et nitrates), la combinaison de ces molécules
perturbe les systemes enzymatiques et peut aboutir a la formation de composés

mutagénes (risque d'altération de L'ADN).Des spécialistes mettent en garde les
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femmes enceintes car cette association pourrait provoquer des malformations
congénitales [54].

Des études portant sur les interactions de quatre additifs alimentaires. lls ont
d'abord étudié les effets isolés du E951 (aspartame), du E621 (glutamates de
sodium) et de deux colorants, les E104(jaune de quinoléine) et le E133 (bleu
brillant), puis les effets des combinaisons du glutamate avec le bleu brillant et
ceux de l'aspartame avec le jaune de quinoléine sur les cellules nerveuses de
souris de laboratoire.

Les résultats ont montré que ces quatre additifs sont de puissants inhibiteurs de la
croissance des cellules nerveuses mais surtout, que ces substances, une fois
combinées, décuplent leur toxicité sur les cellules nerveuses : E133+E1621 :

toxicité multipliée par 4 et E104+E451 : toxicité multipliée par sept. Ces études
sont montrées que la toxicité des substances combinées n'est pas simplement le
résultat de la somme additionnelle des toxicités individuelles des molécules, mais
bien une multiplication des toxicités, Ces quatre additifs se retrouvent dans un
grand nombre de produits alimentaires et l'inquiétude porte encore une fois sur les
enfants dont les cellules du cerveau sont en pleine croissance [55-57].

D'autres recherches avancent que le mélange E952/E954 est probablement
canceérigéne, endommage I'ADN, et neurotoxique. L’'E952, acide cyclamique, est
autorisé en France dans les boissons, les bonbons et chewing-gums sans sucre.
L’E954, saccharine, est présent dans certains édulcorants de table, mais aussi
dans des complexes de multivitaminés, et autres produits d'hygiene buccale, et

bien sdr, dans les produits light (sodas, confiseries, et autres) [58, 59].



48

CHAPITRE 3
L’ARGILE ET PSYLLIUM

3.1. ARGILE

3.1.1. Définition et structure

Les argiles sont des matériaux naturels répandus sur tous les sols des continents
et utilisés depuis I'antiquité. Le terme, « argile » est couramment utilisé pour
désigner différentes roches sédimentaires, cristaux de taille granulométrique de
'ordre du pm, présentant une forte teneur en minéraux. Il n'‘existe pas une mais
des argiles. Selon leurs compositions et concentrations en minéraux, les
différentes argiles ont des structures et des propriétés différentes [60]. Plusieurs
définitions ont été proposées, variables selon les criteres choisis, mais souvent
difficiles a élaborer. Nous n’en retiendrons ici que les définitions minéralogique et
granulométrique.

3.1.1.1. Définition minéralogique

Y

Les minéraux argileux appartiennent a la famille des phyllosilicates et sont
constitués par une couche tétraédrique bidimensionnelle de composition T20s, T
Pouvant étre Si**, AI** ou Fe®*. Ces tétraédres sont liés dans un méme plan par
trois de leurs sommets, le quatrieme étant orienté dans une autre direction. Les
couches tétraédriques sont liées dans la structure a des couches octaédriques ou
a des groupes de cations ordonnés ou indépendants (Figure 3.1) [61]. Les
structures phyllosilicatées constituent une classe privilégiée tenant de leur aptitude
a donner naissance, par des techniques relativement simples, a des matériaux

microporeux, voir méme mésoporeux [62].

3.1.1.2. Définition granulométrigue

Une argile, au sens granulométrique du terme, est la fraction minérale d’un sol
dont les particules ont des dimensions inférieures a 2 ym. L’argile brute est
constituée généralement dun composant minéral de base (kaolinite,
montmorillonite, etc...) et de certaines impuretés secondaires tels que, le quartz,

la calcite et les matieres organiques [63].
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Figure. 3.1 : Représentation schématique d’un feuillet de phyllosilicate 2:1 [64].

3.1.2. Classification des argiles
Il existe différentes classifications des argiles, selon les criteres de classification

on distingue 4classifications :
3.1.2.1. Selon de type d’empilement des couches
Les minéraux argileux forment deux grandes familles caractérisées par le type

d’empilements des couches octaédriques et des couches tétraédriques (figure 3.2)
[65]: 1) Les phyllosilicates 1:1 ou T:O (tétraedre : octaédre)
2) Les phyllosilicates 2:1 ou T:O:T (tétraédre : octaedre : tétraédre)

@ Silicinm
@ Oxygéne

Tétraéedre:

‘a 2Allnninilnn- fer.
A ‘/ Hvdroxvl

Octaédre: Couche

Figure. 3.2 : Disposition des éléments en couches tétraédrique et octaédrique [65].
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3.1.2.2. Selon la distance basale (A°)

On distingue ainsi quatre groupes [66]:

1) Minéraux a 7 A° : Le feuillet est constitué d'une couche tétraédrique et d’une

couche octaédrique. Il est qualifié de T:O ou de type 1:1. Son épaisseur est
d’environs 7 A°.

2) Minéraux a 10 A° : Le feuillet est constitué de deux couches tétraédriques et

d’'une couche octaédrique. Il est qualifi¢ de T:O:T ou de type 2:1. Son
épaisseur est d’environ 10 A°.

3) Minéraux a 14 A°: Le feuillet est constitué de l'alternance de feuillets T:O:T et

de couches octaédriques interfoliaires,

4) Minéraux interstratifiés : L’épaisseur du feuillet est variable. Ces minéraux

résultent du mélange régulier ou irrégulier d’argiles appartenant aux groupes
ci-dessus.

3.1.2.3. Selon le groupe de minéraux

3.1.2.3.1. Kaolinite

On appelle la roche kaolin et le minéral argileux kaolinite. Cette argile blanche,

douce, friable, réfractaire, contient autant d'aluminium que de silice. Riche en silice
et peu concentrée en sels minéraux, elle est utilisée pour la fabrication de
porcelaine et de céramique. C’est une des rares argiles inertes chimiquement.
Cette caractéristiqgue en fait un composant idéal pour le papier, en tant que liant

dans les peintures, dans les plastiques, ainsi que dans les médicaments [67].

3.1.2.3.2. Smectites
Ces différentes argiles sont connues pour leur capacité a piéger les molécules

d'eau. Elles sont appelées argiles gonflantes. Sous l'action de I'eau, elles peuvent
augmenter leur volume jusqu'a 30%. En piégeant I'eau, elles fixent aussi des
cations permettant les échanges par adsorption. Elles prennent une texture de
type gel, pouvant transporter des ions ou des molécules actives, cette propriété
est a la base des technologies de pansements pour le tube digestif [68].

3.1.2.3.3. Montmorillonite

Argile la plus communément récoltée, elle est généralement vendue verte mais
peut-étre trouvée sous d'autres coloris : gris, blanc, bleuté. Elle détient une forte

concentration en silice, en minéraux, dont de la potasse, des oxydes de
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magnésium, de fer, de manganése, d’aluminium, de la soude,...c'est l'argile la
plus commune a la vente [69].
3.1.2.3.4. Attapulgite ou Bentonite

Elles présentent un fort pouvoir absorbant étre trouvées dans la composition de
pansements gastriques, dans le traitement d'ulcere de l'estomac, constipation,
diarrhée, reflux gastrique..., dotées d’un fort pouvoir absorbant, jusqu'a 80 fois
leur poids en eau.

La bentonite a une origine volcanique et hydrothermale. Certaines bentonites sont
riches en sodium, d'autres en calcium, potassium ou magnésium. Les bentonites a
base de sodium sont dotées de tres grandes capacités d'absorption des liquides et
susceptibles de se transformer en gel a partir d'une certaine concentration. Ayant
la faculté de favoriser la pénétration des principes actifs a travers la peau, elle est
incorporée aux cosmétiques naturels. Appelée également terre a Foulon, la
bentonite est aussi capable d'absorber les protéines et de réduire l'activité des
enzymes. Ce sont les bentonites riches en calcium qui sont utilisées au niveau de
la sphére digestive [70].

3.1.2.3.5. lllites

Son nom fait référence a I'lllinois, aux Etats-Unis ou elle a été étudiée. Sa

composition est riche en calcium (14%), en fer (9%) et pauvre en magnésium. Elle
présente un bon pouvoir d’absorption environ 25 % de son poids et un faible
pouvoir d’adsorption. Malgré sa composition, elle est tout de méme de qualité
inférieure a la Montmorillonite. Elle se révele néanmoins avoir un pouvoir
d’absorption important. On I'utilise en tant que cataplasme épais, ou encore pour
absorber des impuretés (déchets organiques, micro-organismes,...) [71].

3.1.2.3.6. Vermiculites

Les vermiculites sont des argiles ayant une origine volcanique, riches en

magnésium. Elles sont formées par hydratation de minéraux basaltiques.
Lorsqu'elle est chauffée, elle éprouve un phénomeéne de dilatation, la rendant
particulierement utile comme isolant thermique pour les constructions, ce matériau
ayant une faible masse, une incapacité a brller et étant imputrescible et
inaltérable [72].
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3.1.2.3.7. Chlorites

Les chlorites de couleur jaune, rouge ou blanche sont également retrouvés. De

structure similaire aux illites et smectites, I'espace entre leurs feuillets abrite une
couche supplémentaire d'hydroxyde de magnésium, de fer ou d'aluminium,...[73].

3.1.2.4. Selon la couleur

Les argiles ne sont pas identifiées par leur couleur. Cette derniere peut étre
attribuée a plusieurs types d’argiles, la couleur verte par exemple est retrouvée
chez lamontmorillonite, lillite ou encore la chlorite,... La variation de couleur
constatée est fonction de la concentration en oxyde de fer [74].

3.1.2.4.1. Verte

Les argiles vertes présentent une faible teneur en fer, ce sont généralement les

montmorillonites, les illites et les smectites [74].
3.1.2.4.2.Blanche

Ces argiles ne contiennent aucune substance colorée. Leur formation n’a donc

pas été perturbée, elle a été uniforme. On retrouve le plus souvent des kaolinites
mais également des smectites [67].
3.1.2.4.3. Rose

Ces roches argileuses ne sont pas retrouvées au naturel, telles quelles. Il s'agit

d'un mélange d'argile rouge et d'argile blanche. Ce mélange a pour but
d'augmenter la concentration en oligo-€léments de largile blanche tout en
diminuant la concentration enfer de I'argile rouge [75].

3.1.2.4.4. Rouge

Généralement des illites, ces argiles sont riches en oxyde de fer. Tres

reminéralisantes, elles sont idéales en usage externe pour les peaux irritées,
fatiguées ou ternes qu’elles adoucissent et purifient [75].
3.1.2.4.5. Jaune

Ces |llites riches en oxyde de fer et magnésie, vont apaiser de nombreuses

douleurs (articulaires, musculaires) et tonifier la peau. Appliquées en masques, la
peau et les cheveux normaux I'apprécient tout particulierement [75].

3.1.3. Propriétés des argiles

3.1.3.1. Absorption

L’absorption correspond a linternalisation d’un liquide ou d’'un gaz. L'exemple

typique est celui de I'éponge s’imbibant de liquide. Au niveau de l'argile ce

phénomene est passif, il se produit par capillarité, contrairement a I'absorption au
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niveau du tube digestif. Les argiles les plus absorbantes ne sont pas conseillées
en usage interne. Le risque de constipation est trop important. Elles sont

généralement utilisées comme capteurs de liquides et d’'odeur [76].

3.1.3.2. Adsorption et capacité d’échange cationique (CEC)

L’adsorption est une autre qualité des argiles. Contrairement au phénoméne
d’absorption qui internalise les molécules (a I'état liquide ou gazeux), I'adsorption
correspond a la fixation de molécules en surface. Cette fixation peut étre ionique,
électrostatique ou encore relative aux tensions superficielles [76].

Deux types d’adsorptions sont identifiés. Le premier est physique, par la formation
de complexes avec des molécules organiques, les liens électrostatiques entre les
feuillets et les cations interfoliaires étant tres faibles (liaisons de Van der Waals).
Le second l'adsorption chimique, qui releve des liaisons ioniques, est la majeure
partie du pouvoir adsorbant. Les argiles étant chargées négativement a l'intérieur
et positivement en surface. L’adsorption est mesurable par les échanges ioniques,
par la méthode CEC (capacité d’échange de cations). C'est une méthode
colorimétrique a l'aide de bleu de méthyléne exprimée en milliéquivalents de
colorant adsorbé pour 100 g d’argile [76].

3.1.3.3. Hydratation et gonflement des argiles

Le gonflement des argiles est di a I'hydratation des surfaces externes et a la
peneétration plus ou moins importante des molécules d’eau dans I'espace entre les
feuillets. Le gonflement est exprimé en cm®gl. La quantité d’eau fixée entre les
feuillets est moins importante que celle fixée a I'extérieur des particules argileuses
[77]. L'eau pénétre entre les feuillets si leurs écarts sont supérieurs aux
dimensions de la molécule d’eau. Les attractions entre les feuillets affaiblies.
Lorsque I'eau est en exces, l'argile passe du solide hydraté a un gel ensuite a une
suspension hydrophile plus moins stable. L’hydratation extréme d'argile produit
une dispersion colloidale des particules d'argile dans I'eau [78].

Toutes les argiles ne sont pas gonflantes, seules celles qui une CEC non nulle
possedent cette propriété. Le gonflement dépend donc de la nature de l'argile, de
sa capacité d’échange, ainsi que du nombre et de la nature des cations

compensateurs [89].
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3.1.3.4. Surface spécifigue

La surface spécifique est une propriété essentielle dans la caractérisation des
matériaux poreux, elle désigne lI'ensemble des surfaces accessibles a des
particules ioniques, elle est exprimée en m?/g. On peut distinguer [80]:

v Les surfaces des plans extérieurs formant les bases des particules, ce sont les
surfaces externes.

v’ Les surfaces cumulées de tous les plans des feuillets, qui limitent les espaces
interfoliaires, appelées surfaces internes.

v' Les surfaces qui marquent latéralement les limites des feuillets, ce sont les
surfaces latérales.

v La mesure de la surface spécifique est basée sur la formation d'une
monocouche de la substance adsorbée, connaissant les dimensions des
molécules et leurs possibilités d’arrangements, en déterminant alors la quantité
fixée, on peut évaluer la surface qui leur sert de support. Les corps
adsorbables qui permettent d’obtenir des résultats satisfaisants sont : les gaz
inertes (N2), hydrocarbures aliphatiques ou des polyalcools simples comme le
glycol ou glycérol.).

L’augmentation de la surface spécifique donne un pouvoir de gonflement plus

important et par conséquent un potentiel de gonflement plus élevé [80].

3.1.4. Usage interne de I'argile et bienfait sur la santé humaine

L’argile prise par voie buccale est maintenant bien acceptée et ne suscite plus,
certaines argiles sont commercialisées sous formes de comprimés, gélules,
poudre ultraventilée en sachets ou I'eau argileuse en vue d’étre administrées en
interne. Ces formes sont destinées a soulager les troubles de la sphére digestive :
ballonnements, météorisme, pesanteur digestive, dyspepsies,...ou pour une cure
de détoxification du tube digestif et tous le corps parce qu’elle agit sur tous les
organes, dans tout I'organisme [81].

3.1.4.1. En agroalimentaire

L'argile capte et élimine 81% des microcystine-LR hépatotoxines (pouvant
provoquer une nécrose hépatique) présentes dans I'eau a I'état naturel. Elle peut
doncétre utilisée pour filtrer I'eau dans le but d'un approvisionnement en eau
potable. L'alimentation des animaux d'élevage est enrichie d'argile pour absorber
les aflatoxines (molécules cancérigenes) synthétisées par une mycobactérie

retrouvée dans les arachides [82, 83]. Une étude prouve la non toxicité de la
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consommation d'argile a court terme [84, 85]. Des essais cliniques ont été réalisés
pour assurer que l'argile offre une réelle protection chez I'Homme contre une

exposition aux aflatoxines [86- 89].

3.1.4.2. En tant qu’anti-poison

La smectite, en tant qu'anti-poison comme les pesticides, est particulierement
efficace pour adsorber le paraquat, puissant herbicide. Cette adsorption se réalise
dans la lumiére intestinale, dans le cas du paraquat qui subit le cycle entéro-
hépatique, ilpeut étre adsorbé lors de son retour dans le tube digestif et donc sa
réabsorption intestinale sera bloquée. La smectite s’est prouvée efficace pendant
dix heures aprés sa prise sur l'adsorption intestinale du paraquat. L’argile est
également efficace contre lastrychnine (1g de kaolinite peut adsorber jusqu'a
480mg de ce poison retrouvé dans la "mort aux rats"). L'argile absorbe également
les métaux lourds, toxiques pour I'organisme, tels que le plomb ou le chlorure de
mercure [90, 91, 92].

3.1.4.3. En association a certains médicaments

L'argile, par ses pouvoirs absorbant et adsorbant, interagit avec les minéraux,
oligoéléments, des principes actifs médicamenteux dans la lumiere intestinale.
Une administration concomitante de cimétidine et d'argile entraine une fixation de
la cimétidine sur les feuillets empéchant son absorption [93].

3.1.4.4. En association a certaines molécules

La biodisponibilité de certains minéraux comme le fer, le magnésium ou encore le
calcium peut étre modifiée par la présence d'argile dans la lumiére intestinale.
Echangeuse d'ions, l'argile interfére avec le fer qu’elle va fixer dans le tube
digestif, sous forme de complexes insolubles et libérer du calcium ou du
magnésium. Cela peut entrainer l'apparition d'une carence en fer et une
augmentation des taux de magnésium et calcium. Une étude prouve que
I'absorption de fer est diminuée par une fixation de la molécule sur I'argile. Une
administration d'argile modifie la kaliémie pouvant entrainer l'apparition d'une
hypokaliémie par fixation du potassium dans la lumiére intestinale, empéchant son
absorption [94, 95].
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3.2. Psyllium ou Ispaghul

3.2.1. Définition

Le psyllium (Plantago) également appelé Ispaghul appartient a la famille des
plantaginacées et est originaire d’'Inde et d’lran. Cette plante traditionnelle de la
médecine ayurvédique contient des graines qui sont enveloppées d'une
enveloppe appelée tégument, que I'on utilise pour sa richesse en fibres solubles.
Chaque plante peut produire jusqu'a 15 000 graines qui sont d'ailleurs minuscules.
Les Egyptiens utilisaient déja le psyllium 10 siécles avant J-C comme reméde
naturel, notamment pour ses vertus laxatives. C'est notamment grace au
mucilage, une substance végétale qu'il contient que le psyllium possede des

vertus médicinales [96].

Tégument de la graine d’'ispaghul est le nom commun de I'enveloppe de la graine
de la plante Plantago ovata Forsk. La plante est cultivée ou cueillie pour en
récolter la graine en vue d’'un usage médical. Le tégument de la graine d’ispaghul
est utilisé sans autre transformation ou sous la forme de préparations obtenues en
réduisant les enveloppes des graines en poudre. Les médicaments a base de
plantes contenant du tégument de la graine d’ispaghul sont en général disponibles
sous la forme de produits solides a prendre par voie orale. L'ispaghul de la

pharmacopée francaise désigne la graine ou le tégument de la graine [97].

3.2.2. Classification et description botanique

Reégne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta
Embranchement : Spermatophyta
Sous-embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Plantaginales

Famille : Plantaginaceae

Genre : Plantago L.
Figure. 3.3 : L'appareil végétal du Plantago L. [99].
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Espéce : Plantagoovata (a graines blondes) originaire de I'lnde

Plantago afra (a graines brunes) originaire de I'Afrique

Plantago indica (& graines noires) du bassin méditerranéen [98].

Figure. 3.4 : Plante et graines du Psyllium [99].

Le terme “psyllium”, a l'origine, concerne trois especes distinctes : Plantago afra,

Plantago indica et Plantago ovata.

Ispaghul est une herbe annuelle molle ou laineuse sans tige ou sub-caulescente
qui atteint une hauteur de 30-45 cm. Feuilles étroitement linéaires ou filiformes
apparaissant verticales en raison de la courte tige térébrante. Les épis ont une
longueur de 1,2-4 cm et une largeur d'environ 0,5 cm, de forme cylindrique a
ovoide et portent entre 45-70 fleurs. Les fleurs sont bisexuées, tétrameres,
anémophiles et protogynes. En tant que telles, elles favorisent le croisement. Les
fruits sont des capsules ellipsoides, d'environ 8mm de long, obtus, membraneux,
glabres, la moitié supérieure se détachant comme un couvercle conique émousse.



58

Conique émoussé et les graines sont ovoides-oblongues, en forme de bateau,
lisses, blanc rosé, concaves d'un coté et convexes de l'autre. Le c6té concave de
la graine est recouvert d'une fine membrane blanche produite par la fusion de la
couche externe de l'ovule avec I'épiderme interne, formant ainsi I'enveloppe de la

graine [99].

3.2.3. Composants bioactifs du psyllium

L'enveloppe de l'lspaghul contient de grandes quantités de mucilage, d'huile
grasse fixe et de matiéres albuminiques. La présence dans les graines d'Ispaghul
d'un glucoside appelé aucubine en quantités dans les graines d'Ispaghul est
confirmée par le Col. Chopra [100]. Les graines contiennent une huile grasse, de
I'albumine et du mucilage en grande quantité. Un glycoside nommé aucubin a été
isolé des graines [101]. Le mucilage, huile grasse fixe et matiére albuminée, est
une nature glucosidigue d'un composé Aucubin contenant des composés
fumariques, benzoiques, cinnamiques, syringiques, etc, cinnamique, syringique,
vanillique, P-hydroxyben-zoique, férulique, P-coumarique, gentiosique, salicylique,
pectique, Tyrosol B-(P-hydroxyphényl) éthanol et esters des acides 3, 4-dihydroxy

cinnamiques et loliolide [102].

La graine est constituée de 35% de polysaccharides solubles et 65% de
polysaccharides insolubles. L'lspaghul est classée comme une fibre
mucilagineuse en raison de sa puissante capacité a former un gel dans l'eau
[103]. L'enveloppe de l'lspaghul contient une forte proportion d'’hémicellulose,
composée d'un squelette de xylane lié a des unités d'arabinose, de rhamnose et
d'acide galacturonique. L'étude phytochimique des especes de Plantago a révélé
un potentiel élevé de production d'un large éventail de métabolites secondaires
bioactifs, a savoir secondaires bioactifs, c'est-a-dire des iridoides, des phénols,
des polysaccharides, des stérols, des alcaloides et des cumatines. Alcaloides et
des cumatines qui ont des utilités en tant qu'aliment complémentaire et en tant

que médicament pour traiter les maladies humaines [104].

Les graines d'Ispaghula contiennent plus de 30% de polysaccharide hydrocolloidal
(Mucilage) dans l'enveloppe externe de la graine des huiles fixes, du tanin, des
glycosides d'aucubine (iridoides), des sucres, des stérols et des protéines. Ce

mucilage est de nature colloidale et sa composition varie selon les conditions de
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préparation [105]. Il est principalement composé de xylose, d'arabinose et d'acide

galacturonique avec du rhamnose et du galactose.

Deux fractions polysaccharidiques ont été séparées du mucilage. L'une d'elles est
soluble dans l'eau froide et donne par hydrolyse du D-xylose (46%), un acide
aldobiouronique (40%), du L-arabinose (7%) et un résidu insoluble (2%) ; l'autre
fraction est soluble dans I'eau chaude et forme une solution tres visqueuse qui se
transforme en gel en refroidissant et donne par hydrolyse du D-xylose (80%), du
Larabinose (14%), de I'acide aldobiouronique (0,3%) et des traces de D-galactose
[106]. De nombreux éléments ont été identifiés dans la graine qui comprennent
des protéines, des lipides, des stérols, des triterpénes et de l'aucubin glycoside.
Le taux de mucilage est d'environ 30 %. Le principal constituant du mucilage est

constitué a85 % d'une fraction polysaccharide soluble dominée par le Dxylose.

Le mucilage des graines d'Ispaghul contient 22,6 % d'arabinose, 74,65 % de
xylose et des traces d'autres sucres, et 35% de résidus terminaux non réducteurs
[107].

Les graines contiennent des mucilages (uniguement dans I'épiderme de
I'enveloppe de la graine, 10-12%) principalement des arabinoxylanes ; des
iridoides - Aaucubine (0,14%) ; Alcaloides pyrridiniques - Boschniakines, y
compris plantagonine, indicaine, indicainine ; substances protéiques et huile

grasse [108].

3.2.4. Propriétés thérapeutiques du psyllium

L'Ispaghul ou psyllium est tres populaire dans le monde entier pour ses propriétés
médicinales polyvalentes. Depuis des temps immémoriaux, elle est utilisée
comme reméde sOr et efficace pour le traitement de la constipation, de la diarrhée,
de la dysenterie, des hémorroides et de nombreux autres problémes de santé
courants ou complexes. Des études scientifiques récentes confirment que les
plantes sont également bénéfiques pour les patients souffrant de diabéte,
d'hypertension, d'hypercholestérolémie, d’hyperlipidémie, de maladies du foie et

de rhumatismes.
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3.2.4.1. Constipation

Le psyllium est un laxatif de lest. Les substances mucilagineuses qu’il contient
absorbent I'eau des aliments. Dans les intestins, elles forment alors un « gel » qui
augmente le poids des selles, améliore leur consistance et accélére leur transit. Le
psyllium est trés utilisé pour combattre la constipation, en particulier lorsqu’elle est
chronique. Comparé aux autres laxatifs de lest, le psyllium se révele plus efficace
qgue le polycarbophile de calcium, la méthylcellulose ou le son de blé. Il provoque
aussi moins de ballonnements et de flatulences que les autres fibres végétales.
Cependant, selon les spécialistes en gastroentérologie, son efficacité reste
modérée. Chez les patients atteints de maladies neurologiques, qui ont un risque
plus élevé de souffrir de constipation, les résultats obtenus avec le psyllium sont
encourageants, mais pas encore assez concluants pour suggérer un protocole de
traitement [109-111].

3.2.4.2. Hypercholestérolémie

C’est un produit efficace contre I'’hypercholestérolémie. La prise quotidienne de
suppléments de psyllium contribue a diminuer le taux de cholestérol et de
triglycérides des personnes sujettes a I'’hypercholestérolémie lIégére ou modérée.
La réduction du cholestérol total et du mauvais cholestérol (LDL) s’observerait a
partir de 5 g de psyllium par jour et augmenterait avec la dose35. Le suivi
simultané d’'un régime faible en gras, s’il n‘est pas indispensable, augmente
I'efficacité des suppléments. Par ailleurs, I'effet du psyllium s’exerce méme chez
les personnes qui contrblent leur hypercholestérolémie avec des médicaments a
base de statines. Il est a noter que le psyllium n’aurait pas d’effet chez les

personnes ayant un taux de cholestérol proche de la normale [104,108, 112].

3.2.4.3. Effet antitoxigue

Ces dernieres années, plusieurs études ont porté sur la synthese d'hydrogels a
base d'ispaghul et sur leur utilisation dans de nombreuses applications telles que
I'administration de médicaments, I'élimination des ions métalliques toxiques et les
floculants. L'efficacité des hydrogels d'ispaghul pour la délivrance durable de
différentes molécules médicamenteuses (a savoir, anticancéreuses, antiviraux,

anti-inflammatoires, antimicrobiens et antihypertenseurs) [113, 114].
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3.2.4.4. Syndrome de l'intestin irritable et de la colite ulcéreuse

A linstar de tous les phénoménes inflammatoires qui touchent le tube digestif, le
syndrome de [lintestin irritable comporte une importante part d'effets
psychosomatiques et par conséquent, I'effet placebo peut étre tres important dans
ce trouble. Il est donc plut6t difficile d'apporter les preuves cliniques de I'efficacité
de l'un ou l'autre des traitements destinés a en soulager les symptémes. Malgré
tout, les prébiotiques, et plus précisément les fibres solubles, peuvent jouer un
réle important dans la prévention et le traitement des maladies inflammatoires des
intestins. En modifiant la composition de la flore intestinale, ces fibres créent des
conditions bénéfiques pour l'intestin. Le psyllium, en particulier, permet d’atténuer
les symptémes du syndrome de l'intestin irritable, a I'exception de la douleur pour
laquelle il reste inefficace. Des recherches cliniques ont établi que les doses
optimales se situaient entre 20 g et 30 g de psyllium par jour [115-117].

3.2.4.5. Diabéte

En étudiant les effets du psyllium sur des patients atteints de diabéte de type 2,
des chercheurs ont constaté qu'il contribuait non seulement a normaliser le taux
de lipides dans le sang, mais aussi a faire baisser la glycémie. Pour tirer le
meilleur parti de cet effet, il semble préférable de consommer le psyllium a I'heure
des repas, mélangé aux aliments, plutét que de le prendre entre les repas sous
forme de supplément. En modifiant la structure, la texture et la viscosité des
aliments dans lintestin, il diminue lindex glycémique du repas. Le psyllium
engendre également un sentiment de satiété qui peut contribuer a réduire la prise
alimentaire et par conséquent a controler le poids. Les enfants et les adolescents
obéses et diabétiques pourraient bénéficier d’'une diéte enrichie en psyllium.
Cependant, il précise que d’autres essais seront nécessaires pour confirmer un

réel effet a long terme [118, 119].
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CHAPITRE 4
MATERIEL ET METHODES

Cette partie présente 'ensemble du matériel, des réactifs, et des méthodes

analytiques utilisés pour la réalisation de notre étude.

Notre expérimentation s’est déroulée au niveau de plusieurs laboratoires :

Enquéte sur le terrain pour la mise au point de I'état d’utilisation des
pesticides dans la région de la Mitidja, et le classement des fruits et
légumes selon le degré d’utilisation des pesticides.

Les analyses physicochimiques de I'eau ont été réalisées au niveau des
laboratoires de 'ADE (Algérienne Des Eaux) —Chiffa dans la wilaya de
Blida.

Les analyses physicochimiques de I'aliment destiné a I'alimentation des
rats ont été reéalisées au niveau du laboratoire de [TITELV
(Institut Technique des Elevages) —Baba Ali, Alger.

Les analyses microbiologiques de l'aliment et 'eau destinée a la boisson
des rats ont été réalisées au niveau du laboratoire d’hygiéne de la Wilaya
de Tipaza.

L’élevage des rats et I'expérimentation animale ont été réalisés au niveau
de la station d’expérimentation animale de la faculté des Sciences de la
nature et la vie de 'université Blida 1.

Les analyses microbiologiques de la flore intestinale des rats ont été
réalisées au niveau du laboratoire d’hygiéne de Wilaya-Tipaza.

Les analyses biochimiques et hématologiques du sang des rats ont été
faites au niveau du laboratoire médical central de I'hdpital civil de
Hadjout, Tipaza

Les coupes histologiques des organes des rats ont été réalisées au
niveau du laboratoire de I'anatomie pathologique du CHU Mustapha

Bacha, Alger.
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1. Matériel

1.1. Matériel biologique

1.1.1. L’'eau
L’eau utilisée pour I'alimentation des rats pendant toute I'expérimentation est
une eau de robinet potable, nous avons utilisé uniquement I'eau de robinet de la

commune Ouled Yaich -Blida pendant toute I'expérimentation.

1.1.2. Aliment destiné aux rats

Dans notre étude expérimentale, nous avons utilisé quatre types de régimes

alimentaires :

> Réqgime normal (témain)

Les rats ont été nourris avec un aliment équilibré sous forme de tourteaux
agglomérés ou bouchons (figure 4.1). C’est un mélange de mais, son, remoulage,
soja, CMV (Complexe Multi-vitaminique), fabriqué par une société a responsabilité
limité (SARL) «la production locale » Bouzaréah-Alger, (date de fabrication le
20/03/2016).

Figure 4.1 : Aliment de rats (photo originale).
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> Reéqgime enrichi en Psyllium

Les rats ont été aussi nourris par le méme aliment cité ci-dessus, auquel est
ajouté 2% de I'enveloppe de graine de psyllium séche en poudre (2 g de psyllium
pour chaque 98 g d’aliment) (figure 4.2). La poudre de psyllium utilisée a été
délivrée par un fabricant RIFA.SANTE, le nom du produit « Raha plus » boite de
100 g, pays d’origine Inde, importé par SRL SAIDANI-Tipaza et conditionné par la
société cospray-Beni Tamou, date de fabrication 20/11/2105, I'enrichissement de
'aliment par le psyllium a été réalisée par le fabricant de I'aliment selon le méme

processus technologique.

Figure 4.2 : Poudre de Psyllium (photo originale).

1.1.3. Régime enrichi en Arqile

Les rats ont été nourris par le méme aliment cité auparavant, auquel est ajouté 2%
de l'argile verte en poudre (1 g d’argile pour chaque 99 g d’aliment) (figure 4.3),
I'argile verte utilisée est obtenue en vrac par un livreur a Blida, cette argile est

originaire de la région de Ghardaia.
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Figure 4.3 : Argile verte (photo originale).

1.1.3. Régime enrichi en Psyllium et Argile

Les rats ont été nourris par le méme aliment préalablement cité, auquel est ajouté
1,5% de I'argile verte en poudre et 1,5% de I'enveloppe de la graine de psyllium
séche en poudre.

1.1.4. Les animaux de I'expérimentation

Toutes les expériences de cette étude ont été réalisées sur des rats
femelles adultes Rattus norvegicusde la souche «Wistar» (figure 4.4) ayant les
caractéristiques suivantes :

» Nombre : 60 rats femelles.

» Age : 2 mois (08 semaines).

» Poids : poids corporel moyen : 152,2 g.
>

Flore intestinale : c’est des rats haloxéniques, dont la flore intestinale est

normale non modifiée.

» Qrigine : obtenue a partir de I'animalerie de linstitut Pasteur de Kouba —Alger
ou se réalisent I'élevage et 'accouplement selon des normes internationales.
Ce sont des rats de laboratoire sains et normalisés, le rat Wistar est un modéle

treés intéressant pour les études de la toxicité.

» Alimentation : L’alimentation et 'eau ont été fournies de telle sorte que les
animaux avaient libre accés a 'eau et a I'aliment.

» Les cages : Durant toute la période d’expérimentation, les rats ont été gardés
dans des cages en plastique de 40/25 cm, munies d’'un couvercle en grillage

métallique sur lequel sont déposés l'aliment et I'eau.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Rattus_norvegicus
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Figure 4.4 : Rats femelles (Rattus norvegicus) de la souche «Wistar»

(photo originale).

1.2. Additifs alimentaires

Les Additifs alimentaires utilisés dans cette étude ont été sélectionnés selon

leurs fréquences d’utilisation dans les industries agro-alimentaires ainsi leurs

fréquences de consommation quotidienne dans nos repas et aussi selon leurs

degrés de toxicité. Pour cela nous avons choisi 11 additifs pour I'administration

orale aux rats. Ces produits sont obtenus a partir d’'un fournisseur des produits

chimiques destinés aux industries agro-alimentaires a la zone industrielle de Dar
El-Beida - Alger :

Tableau 4.1 : Les additifs alimentaires administrés sur rats dans notre étude [50].

N° Code Nom Roéle DJA*

1 Sinou E 102 | Tartrazine (jaune) Colorant 7,5 mg/kg
2 Sinou E 110 | Jane orangé S Colorant 2,5 mg/kg
3 | SinouE 124 | Rouge ponceau 4R Colorant 0,75 mg/kg
4 | SinouE 129 | Rouge Allura AC Colorant 7 mg/kg
5 Sinou E 133 | Bleu Brillant FCF Colorant 6 mg/kg
6 Sin ou E 202 | Sorbate de potassium Conservateur 25 mg/kg
7 Sinou E 211 | Benzoate de sodium Conservateur 5 mg/kg
8 | Sinou E 950 | Acesulfame K Edulcorant 9 mg/kg
9 | SinouE 951 | Aspartam Edulcorant 40 mg/kg
10 | Sinou E 300 | Acide ascorbique (vit C) Anti-oxydant 80 mg/kg

* Norme Codex Alimentarius 2006.
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1.2.1. Tartrazine (Sin 102)

C’est un colorant chimique artificiel, de la famille des colorants azoiques de
couleur jaune, sous forme de poudre orange clair fine trés soluble dans I'eau,

forme avec I'eau des solutions jaunes homogeénes et tres stables.

» Numeéro d’indice de couleur (C. I.) : 19140

» Nom chimique: Hydroxy-5-(sulfo-4-phényl)-1-(sulfo-4-phénylazo)-4-H-pyrazole-
carboxylate-3 trisodique.

» Formule chimique : C16HoN4NaszO9S2

» Spectrométrie : Absorption maximale dans I'eau a environ 426 nm.

La tartrazine est élaborée a partir d’acide amino-4-benzene sulfonique
diazoté au moyen d’acide chlorhydrique et de nitrite de sodium. Le dérivédiazoté
est ensuite couplé a l'acide 4,5-dihydro-5-oxo-1-(4 sulphophényl)-1H-pyrazole-3-
carboxylique ou a l'ester de méthyl ou d’éthyl ou encore a un sel de cet acide
carboxylique. La teinture ainsi obtenue est purifiée et isolée sous la forme de sel
de sodium. La tartrazine est essentiellement constituée de sel trisodique
d’hydroxy-5-(sulfo-4-phényl)-1-(sulfo-4-phénylazo)-4-H-pyrazole-carboxylate-3 et
de matieres colorantes accessoires associées a des composants non colorés,

principalement du chlorure de sodium et/ou du sulfate de sodium [37].

Nous avons utilisé un flacon de 1kg de la tartrazine en poudre, fabriqué par
SAYONA COLORS - INDE.

1.2.2. Jaune orangé S (Sin 110)

Jaune orangé S ou Jaune soleil FCF est un colorant chimique artificiel,
de la famille des colorants azoiques et dérivé du naphtalene de couleur jaune,
sous forme de poudre rouge orangeé fine tres soluble dans I'eau, forme avec I'eau

une solution jaune orangé homogeéne et trés stable.

» Numéro d’indice de couleur (C. I.) : 15985.

» Nom chimique : Sel disodique de l'acide hydroxy-2-(sulfo-4-phénylazo)-1-
naphtalenesulfonique-6.

» Formule chimique : Ci6H10N2Na207S2.
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» Spectrométrie : Absorption maximale a environ 485 nm dans de I'eau de pH 7.

Le jaune orangé S est essentiellement constitué de sel disodique de l'acide
hydroxy-2-(sulfo-4-phénylazo)-1-naphtalenesulfonique-6 et de matieres colorantes
accessoires associées a des composants non colorés, principalement du chlorure
de sodium et/ou du sulfate de sodium. Le jaune orangé S est fabriqué a partir
d’acide amino-4-benzénesulfonique diazoté au moyen d’acide chlorhydrique ou
sulfurique et de nitrite de sodium. Le dérivé diazoté est couplé a I'acide hydroxy-6-
naphthalénesulfonique-2. La teinture est isolée sous la forme de sel de sodium et
séchée. Le jaune orangé S décrit est le sel de sodium. Les sels de calcium et de

potassium sont également autorisés [37].

Nous avons utilisé un flacon de 1 kg dejaune orangé S en poudre, fabriqué
par SAYONA COLORS - INDE.

1.2.3. Rouge ponceau 4R (Sin 124)

Ponceau 4R, Rouge cochenille A est un colorant chimique artificiel, de la
famille des colorants azoiques et dérivé du naphtaléne de couleur rouge, sous
forme de poudre rouge foncé trés soluble dans l'eau, forme avec I'eau une

solution homogene et tres stable.

» Numeéro d’indice de couleur (C. I.) : 16255.

» Nom chimique : Sel trisodique de I'acide hydroxy-2-(sulfo-4-naphtylazo-1)-1-
naphtalénedisulfonique-6,8.

» Formule chimique : C20H11N2Na3O10Ss.

» Spectrométrie : Absorption maximale dans I'eau a environ 505 nm.

Le rouge Ponceau 4R est essentiellement constitué de sel trisodique de I'acide
hydroxy-2-(sulfo-4-naphtylazo-1)-1-naphtalénedisulfonique-6,8 et de matieres
colorantes accessoires associées a des composants non colorés, principalement
du chlorure de sodium et/ou du sulfate de sodium. Le rouge Ponceau 4R est
fabriqué par copulation de I'acide naphtioniquediazoté et d’acide G (acide naphtol-

2-disulfonique-6,8), puis conversion du produit de copulation en sel trisodique.



69

Le rouge ponceau 4R décrit est le sel de sodium. Les sels de calcium et de

potassium sont également autorisés [37].

Nous avons utilisé un flacon de 1 kg de rouge ponceau 4R en poudre,
fabriqué par SAYONA COLORS - INDE.

1.2.4. Rouge allura AC (Sin 129)

C’est un colorant chimique artificiel, de la famille des colorants azoiques de
couleur rouge foncé, sous forme de poudre rouge foncé trés soluble dans l'eau,

forme avec I'eau une solution rouge foncé homogene et trés stable.

Le rouge allura AC est essentiellement constitué de sel disodique de I'acide
hydroxy-2-(méthoxy-2-méthyl-5-sulfo-4-phénylazo)-naphthalénesulfonique-6 et de
matieéres colorantes accessoires associées a des composants non colorés,
principalement du chlorure de sodium et/ou du sulfate de sodium. Le rouge allura
AC est fabriqué par copulation d’acide amino-5-méthoxy-4-toluenesulfonique-2

diazoté et d’acide hydroxy-6-naphthalenesulfonique-2 [37].

Nous avons utilisé un flacon de 1 kg de la tartrazine en poudre, fabriqué par
SAYONA COLORS - INDE.

1.2.5. Bleu brillant FCF (Sin 133)

C’est un colorant chimique artificiel, dérivé du goudron de houille de couleur
bleu, sous forme de poudre bleu foncé soluble dans I'eau, forme avec I'eau une

solution bleu homogeéne et trés stable.

» Numéro d’indice de couleur (C. I.) : 42090.

» Nom chimique : Sel disodique de l'acide a-[(N-éthyl-sulfo-3-benzylamino)-4-
phényl]-a-(N-éthyl-sulfo-3-benzylamino-4)-cyclohexadiene-2,5-ylidene)
toluenesulfonique-2Formule chimique : C37H3aN2Na20gSs.

» Spectrométrie : Absorption maximale dans I'eau a environ 630 nm.

Le bleu brillant FCF est essentiellement constitué de sel disodique de l'acide
a-[(N-éthyl-sulfo-3-benzylamino)-4-phényl]-a-(N-éthyl-sulfo-3-benzylamino-4)-

cyclohexadiene-2,5-ylidéne) toluénesulfonique-2 et de son isomére, ainsi que de
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matieres colorantes accessoires associées a des composants non colorés,

principalement du chlorure de sodium et/ou du sulfate de sodium [37].

Nous avons utilisé un flacon de 1 kg de bleu brillant en poudre, fabriqué en
INDE par SAYONA COLORS.

1.2.6. Sorbate de potassium (Sin 202)

C’est unconservateur chimique synthétique, tres soluble, forme avec I'eau des

solutions homogenes et trés stables.

» Nom chimique : Sorbate de potassium ; (E, E)-hexa-2,4,-diénoate de
potassium; Sel de potassium de [Iacide trans, trans-hexa-2,4-
diénoiquetoluénesulfonique-2.

» Formule chimique : CsH7O2K [37].

La quantité utilisée pour notre étude a été prélevée d'un sachet de 25 kg de
sorbate de potassium sous forme de vermicelle jaunatre soluble dans l'eau,
fabriqué par WUXI R and D CHEMICAL CO. LTD- CHINE.

1.2.7. Benzoate de sodium (Sin 211)

C’est un conservateur chimique de synthese, forme avec I'eau des solutions

homogénes et trés stables.

» Nom chimique : sel de sodium de I'acide benzéne carboxylique; sel de sodium
de I'acide phényl carboxylique
» Formule chimique : C7HsO2Na [37].

La quantité utilisée pour notre étude a été préelevée d'un sachet de 25 kg de
sorbate de potassium sous forme de granulés blancs solubles dans l'eau,
fabriqués par WUXI R and D CHEMICAL CO. LTD- CHINE.

1.2.8. Acesulfame K (Sin 950)

C’est un édulcorant chimique de synthése, environ 200 fois plus sucré que le
saccharose, stable a la chaleur. Pouvant avoir un arriere-goat amer, il est souvent

utilisé avec l'aspartame.


http://www.additifs-alimentaires.net/E951.php#toxic
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» Nom chimique: Sel de potassium de 2,2-dioxyde de 6-méthyl-1,2,3-
oxathiazine-4(3H)-one.
» Formule chimique : C4H4KNO4S [37].

Dans la préparation des doses de notre étude, nous avons utilisé un sec de 1 kg
d’Acesulfame K sous forme de poudre cristalline blanche trés soluble dans I'eau,
fabriquée par GREENWAY- CHINE.

1.2.9. Aspartame (Sin 951)

L'aspartame est un édulcorant artificiel découvert en 1965. C'est un dipeptide
composé de deux acides aminés naturels, l'acide L-aspartique et la L-
phénylalanine, a un pouvoir sucrantenviron 200 fois supérieur a celui
du saccharose, la différence de l'acésulfame-K, l'aspartame n'a pas de
composante ou d'arriere-golt amer. L'aspartame est souvent utilisé en mélange
avec d'autres édulcorants intenses (acésulfame-K) pour pallier la diminution de la

saveur sucrée.

» Nom chimique : Ester N-méthylique de N-L-a-aspartyl-L-phénylalanine Ester N-
méthylique  de 'acide 3-amino- N-(a-carbométhoxy-éthoxyphényl)
succinamique.

» Formule chimique : C14H18N20s [37].

Nous avons utilisé un sac de 1 kg d’Aspartame sous forme de poudre blanche
faiblement soluble dans 'eau, fabriqué par SHEERHERB - CHINE.

1.2.10. Acide ascorbique (Sin 300)

C’est la vitamine C, un acide organique chimique de synthese ayant des
propriétés antioxydantes, utilisé dans lindustrie agroalimentaire en tant
gu'antioxydant. Sa fonction principale est d'empécher la prolifération de bactéries

qui pourraient dégrader le produit [70].

» Nom chimique : 5-(1,2-dihydroxyéthyl)-3,4-dihydroxyfuran-2-one.
» Formule chimique : CsHgOs [37].
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La quantité utilisée pour notre étude a été prélevée d’'un sachet de 25 kg de I'acide
ascorbique (Vitamine C) sous forme de poudre blanche soluble dans l'eau,
fabriqué par SHANGHAI BEST FOOD - CHINE.

1.3. Pesticides

Les pesticides utilisés pour notre étude ont été sélectionnés suite a une

enquéte sur le terrain chez 15 vendeurs des produits phytosanitaires et 10
agriculteurs (voire les fiches d’enquétes appendice F et G) selon leur fréquence
d’utilisation par les agriculteurs de la région de la Mitidja (Tipaza et Blida) et leurs
degrés de toxicité. En plus nous avons classe les 11 fruits et 11 légumes
largement consommé en Algérie selon leur degré de d’utilisation de pesticides
(nombre et fréquence). Pour cela nous avons choisi 06 pesticides pour
'administration orale aux rats, ces produits ont été obtenus a partir d’'un magasin
des produits phytosanitaires a Tipaza. Les DJA des différents pesticides sont

mentionnés sur le tableau ci-dessous :

Tableau 4.2 : Les pesticides administrés sur les rats dans notre étude [26].

N° Pesticides Classe DJA*

1 Chlorpyrifos-méthyl Insecticide 0,01 mg/kg
2 Deltamethrine Insecticide 0,01 mg/kg
3 Methidathion Insecticide 0,001 mg/kg
4 Cyperméthrine Insecticide 0,05 mg/kg
5 Acétamipride Insecticide 0,07 mg/kg
6 | Abamectine Acaricide 0,0025 mg/kg

* Norme Codex Alimentarius 2000.

1.3.1. Chlorpyrifos-méthyl

La Chlorpyrifos-méthyl est la substance active du pesticide, qui présente un

effet insecticide, et qui appartient a la famille chimique des organophosphorés.

v" Formule brute : C7H7CIsNOsPS.

v' Thiophosphate de O,0-diméthyleetde O-3,5,6-trichloro-2-pyridyle

v" Durée de demi-vie : sa vitesse de dégradation dans le sol est de 18 jours.
v

DL50 : 1 828 mg kg—1 pour le rat par voie oral [120].
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Nous avons utilisé un pesticide liquide a partir d’'un flacon de 1Litre de la
marque RELDAN 40 EC, 400 g/L, matiere active : Chloroperiphos-methyl, fabriqué
par Dow AgroScience, Grande-Bretagne.

1.3.2. Deltamethrine

La deltaméthrine est la matiere active des pesticides de la famille des
pyréthrinoides, utilisée principalement comme insecticide et acaricide en raison de

ses propriétés neurotoxiques.

v' Formule brute : C22H19Br2NOs.

v" Nom chimique : (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-diméthyl-cyclopropane
carboxylate de(S)-a-cyano-3-phénoxybenzylel.

v Durée de demi-vie : sa vitesse de dégradation dans le sol est de 20-72 jours.

v" DL50 : 4000 mg kg en suspension aqueuse pour le rat par voie oral [121].

Nous avons utilisé un pesticide liquide a partir d’'un flacon de 250mL de la
marque decis 25 EC, 25 g/L, matiere active : Deltamethrine, fabriqué par Bayer
Crop Science, Valence, Espagne.

1.3.3. Methidathion

Le méthidathion est un composé thiophosphate organique synthétique et un

inhibiteur organophosphate de I'acétylcholinestérase utilisé comme insecticide.

v Formule brute : CsH11N204PS3
v" Nom chimique : 3-(dimethoxyphosphinothioylsulfanylmethyl)-5-methoxy-1,3,4-
thiadiazol-2-one.

v' DL50 : 25-54 mg kg pour le rat par voie oral [121].

Nous avons utilisé un pesticide liquide a partir d’'un flacon de 1 Litre de la
marque LIMACIDE 40, 400 g/L, matiére active: Methidation, fabriqué
parGEORGE-DARAS S.A, Marseille, France.
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1.3.4. Cyperméthrine

La cyperméthrine est une substance active de pesticide, qui présente un effet
insecticide, et qui appartient a la famille chimique des pyréthrinoides de synthese.

v' Formule brute : C22H19Ci2NO3

v" Nom chimique : (RS)-alpha-cyano-3-phenoxybenzyl (1RS,3RS;1RS,3SR)-3-
(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate

v" Durée de demi-vie : sa vitesse de dégradation dans le sol est de 30 jours.

v" DL50 : 250-4150 mg kg pour le rat par voie oral [121].

Nous avons utilisé un pesticide liquide a partir d’'un flacon de 1Litrede la
marque Cyatrin 10 EC, 100 g/L, matiere active : Cypermethrine, fabriqué par
Golden Field, Amane, Jordanie.

1.3.5. Acétamipride

L'acétamipride est un composé organochloré. C'est un insecticide inodore de la
famille des néonicotinoides. Il est systémique et est destiné a lutter contre les

insectes suceurs dans les cultures de végétaux.

v" Formule brute : C10H11CINa.

v" Nom chimique : (1E)-N-[(6-chloro-3-pyridyl)méthyl]-N'-cyano-N-
méthylacétamidine.

v" Durée de demi-vie : sa vitesse de dégradation dans le sol est de 3 jours et 14
jours dans les tissus végétaux.

v' DL50 : 1828 mg kg (rat oral) [121].

Nous avons utilisé un pesticide liquide a partir d’'un flacon de 250mL de la
marque PICADOR 20%, 200 g/L, matiere active . Acetamipride, fabriqué par

Vitagro, chine.

1.3.6. Abamectine

L'abamectine est une substance active de pesticide, qui présente un effet

insecticide, acaricide et nématicide. C'est un mélange de plusieurs substances
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chimiques de la famille des avermectines (Avermectine Bla et Avermectine B1b).

Peu soluble dans I'eau. Soluble dans les solvants organiques.

v" Formule brute : C4gH72014 et C47H70014

v Nom chimique : [(S)-secbutyl]-21,24-dihydroxy-5’,11,13,22-tetraméthyl-2-oxo-
3,7,19-trioxatétracyclo[15.6.1.14,8.020, 24]pentacosa-10,14,16,22-tétraéne-6-
spiro-2’-(5’,6’-dihydro-2’H-pyran)-12-yl 2,6-didéoxy-4-0O-(2,6-didéoxy-3-O-
méthyl-a-L-arabinohexopyranosyl)-3-O-méthyl-a-L-arabinohexopyranoside.

v" Durée de demi-vie : sa vitesse de dégradation dans le sol est de 30 jours.

v" DL50 : 200 mg/kg en suspension aqueuse pour le rat par voie orale [121].

Nous avons utilisé un pesticide liquide a partir d’'un flacon de 200mLde la marque
VAPCOMIC EC, 18 g/L, matiere active : Abamictine, fabriqué en par VAPCO,

Amane, Jordanie.

2. Méthodes d’analyses

La réalisation de notre étude s’est déroulée en quatre étapes principales :

1- Enquéte pour choisir les pesticides les plus utilisés et les plus dangereux avec
une classification des fruits et légumes les plus contaminés par les pesticides
dans la région de la Mitidja (fiches d’enquéte : voir appendices F, G)

2- La caractérisation du régime alimentaire (aliment, argile, psyllium et I'eau)
destiné aux rats et qui s’est axée surla:

v' Caractérisation physicochimique de l'eau potable de robinet utilisée :
conductivité, pH, taux de Calcium et Magnésium ; Ca et Mg, chlorure CI,
Sodium Na, potassium K, Nitrate (No™3) et Nitrite (No2).

v' Caractérisation physicochimique de l'aliment : détermination destaux de
protéines, la matiére grasse, calcium et phosphore ;

v' Analyse de la qualité microbiologique de I'eau : Coliformes totaux coliformes
fécaux, Streptocoques, Clostridium.

v" Analyses de la qualité microbiologique de I'aliment simple, Aliment+psyllium,
Aliment+argile, Aliment+psyllium+argile, Argile verte, poudre de psyllium :
Flore aérobie mésophile totale, Coliformes totaux, Coliformes fécaux,

Staphylocoques, Salmonelle, moisissures.
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3- La réalisation de I'expérimentation animale sur des rats Wistar femelles pour la
détermination de [leffet des pesticides et des additifs alimentaires sur la
physiologie des rats et I'effet anti-toxique de I'argile verte et psyllium par :

v" Administration par voie per os (orale) des doses (DJA et DJA x2) de mélange
de 6 pesticides et/ou un mélange de 10 additifs alimentaires sur 9 lots de rats
et un lot ttmoin dont le régime alimentaire est avec ou sans argile et psyllium
pendant une durée de 7 mois ;

v" Mise en évidence de l'effet des pesticides, additifs, psyllium et argile sur la
microflore intestinale et le temps de transit digestif des rats aprés 90 jours
d’administration des doses par des analyses microbiologiques : Enterobacter
aerogenes, E.coli, Enterococcus spp, Lactobasillus spp, Bifidobacterium spp,
Clostridium spp, Bacteroides spp ;

v" Suivi hebdomadaire ou tous les 15 jours du poids corporel des rats pendant

les 7mois de I'expérimentation.

4- Sacrifice des rats apres 7 mois d’expérimentation et I'évaluation de I'effet des
pesticides, additifs alimentaires, psyllium et argile sur la physiologie des rats par :
v' Dosage des parametres biochimiques et hématologiques du sang des rats :
glycémie, urée, créatinine, acide urique, cholestérol total, triglycérides, ASAT,
ALAT, PAL, GGT, bilirubine totale, protéines totales, albumine, Fer, calcium,
sodium, potassium;
v/ Réalisation des coupes histopathologiqgues dans les organes vitaux des

rats au niveau du foie, des reins et 'observation microscopique des tissus.

2.1. Analyses physicochimiques de I'eau

2.1.1. Détermination de la conductivité électrigue

» Principe
La conductivité mesure la capacité d’'une solution a conduire le courant entre

deux électrodes a 20°C. La plupart des matiéres dissoutes se trouvent sous forme
d'ions chargés électriquement. La mesure de la conductivité permet donc
d'apprécier la quantité de sels dissous dans les solutions [122].

> Mode opératoire

Pour la mesure de la conductivité électrique, il suffit de :
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- Plonger la pointe de I'électrode du conductimétre électriqgue dans la solution a
analyser.
- Lire directement sur I'écran la valeur de la température en °C et la conductivité

électrique en ps/cm ou ms/cm.

2.1.2. Détermination du pH (NF V 05-108, 1970).

» Principe
C’est la détermination en unité pH de la différence de potentiel d’hydrogéne

existant entre deux électrodes en verre plongées dans une solution aqueuse

('eau)

> Mode opératoire

Pour la mesure du pH, il suffit de :
- Plonger I'électrode du pH-meétre dans la solution a analyser (I'eau).

> Expression des résultats

Lire directement sur I'écran la valeur de la température en °C et la valeur de
pH sans unité.

2.1.3. Dosage du Calcium Ca?* et Magnésium Mg?*

» Principe

Le dosage se fait par complexométrie, le sel disodique de [Iacide
ethylénediamino Tétra Acétique (EDTA) cristallisé avec H20, appelé aussi
compléxon ou versénate forme avec un nombre de cations des complexes

dont la stabilité dépend essentiellement du pH [122].

» Mode opératoire

Titre de de Il'acide Ethyléne Diamino Tétra Acétique (EDTA)

- Le dosage de I'E.D.T.A s’impose a chaque fois que le remplissage du
flacon doseur est fait.

- On prépare une solution de CaCOs a 1 g/L (attaque de 1 g de CaCOs
par HCI dilué puis ajuster a 1 litre par de l'eau distillée. Le CaCOs doit étre
séché a l'étuve puis refroidi au dessiccateur. On préléve 10 mL qui seront
dosés en méme temps que les échantillons. Cette solution contient 20 mé/L

de Ca?z".
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- Les PE ayant été placés dans des béchers de 50 mL on y ajoute systémati-
quement 2 mL de Tampon (Ca/Mg) et 2 mL de NaOH (Ca) et une pincée

d’indicateur coloré; la solution prend une teinte rose (Ca/Mg) et rouge (Ca).

- La solution étalon de Ca®* et les échantillons ainsi préparés sont alors traités
de maniére identique. L'E.D.T.A étant placé dans la burette, on verse
jusqu’au virage du rose au bleu en maintenant une agitation dans le bécher.
On notera soigneusement le volume V1 d’E.D.T.A nécessaire pour faire virer
la solution étalon de Ca?* et les volumes V2 d’E.D.T.A nécessaire pour faire

virer les échantillons.

> Expression des résultats

1. Calcul de la normalité de 'E.D.T.A :

10 ml a 20 mé/L de Calcium ont été dosés par V1 d'E.D.T.A

(20 x 10) _ 200 (4.1) N : Le titre.

N(E.D.T.A)mé/L = ~— o

2. Teneur en Calcium et Magnésium des échantillons :

(N(E.D.T.A) x V2
PEmL

(Ca/Mg)mé/L = (4.2)

(Ca/Mg)mg/L = (Ca/Mg)mé/L X N(E.D.T.A)mé/L (4.3)

3. Teneur en Calcium des échantillons :

(N(E.D.T.A) X V2
PEmL

Camé/L = (4.4)

Camg/L = Camé/L X N(E.D.T.A)mé/L (4.5)

4. Teneur en Magnésium des échantillons :

Mgmé/L = (Ca/Mg)mé/L — Camé/L (4.6)

Mg mg/L = (Ca/Mg)mg/L — Camg/L | (47)
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2.1.4. Dosage des chlorures

» Principe

Les chlorures, en présence du thiocyanate mercurique et de I'alun ferrique
donnent en milieu acide nitrique un complexe coloré orange susceptible d’un
dosage colorimétrique par un spectrophotométre (a la longueur d’'onde de 470 nm)
[122].

» Mode opératoire

- On place les PE (prise d’essai) 5 ml dans des erlenmeyers de 50 mL.

- Les PE des solutions étalons, le témoin (H20) et les échantillons sont alors

traités de maniere identique a savoir :

- On ajoute dans l'ordre 1 mL de la solution de thiocyanate mercurique
préalablement diluée au 1/3 puis 1 mL de la solution nitrique d’alun ferrique

également diluée au 1/6.

- On agite vigoureusement les erlenmeyers pour uniformiser la coloration qui

apparait et on laisse au repos pendant % heure.

- On effectue les lectures au spectrophotometre a la longueur d’'onde de 470 nm

en réglant le zéro avec le témoin.

> Expression des résultats

Lire directement sur I'écran la valeur de [I'absorbance. La courbe

d’étalonnage donne directement la teneur en chlorures en mgiL.

2.1.5. Dosage du sodium Na* et potassium K*

» Principe

Le dosage se fait par photométrie de flamme , les ions en solution sont
portés au moyen d'une flamme de température convenable a un niveau
énergétique supérieur a la normale (on dit que les atomes sont excités par la
flamme). Libérés de la flamme, ils restituent I'énergie acquise en émettant une
radiation caractéristique de [I'élément. On pulvérise donc au moyen d'un

gicleur, la solution a doser dans une flamme de température déterminée par
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'élément que l'on recherche. On sélectionne la radiation attendue au moyen
d'un filtre. L’intensité de la radiation est proportionnelle a la concentration de
'élément présent dans la solution. On établit donc une gamme étalon pour
chaque élément dosé et l'on s’y référe pour déterminer une concentration
inconnue. Le sodium et le potassium sont dosés a partir de la méme
solution étalon a des sensibilités difféerentes du photometre de flamme
[122].

> Mode opératoire

-Préparer le plateau de I'échantillonneur et placer les tubes des échantillons d’eau

a analyser et la gamme d’étalonnage.
- Allumer I'échantillonneur et I'auto analyseur, ouvrir la bouteille.
- Tremper le tuyau du nébulisateur dans de I'eau distillée pour rincer le systeme.

- Tremper le tuyau du réactif dans le Latium.

- Quand la coloration de la flamme devient rose, lancer I'analyse du blanc en
appuyant sur le bouton set du photometre.

- Quand le photométre affiche cal et zéro on lance I'analyse par le logiciel :
utilisation du logiciel : flow access.

- L’analyse se fait automatiquement par le systéme.

> Expression des résultats

La courbe d’étalonnage donne directement la teneur en sodium Na* et

potassium K* en mg/L. Lire directement sur I'écran la valeur en mg/L.

2.1.6. Dosage du Nitrate (NO 3)
» Principe

Afin de déterminer les nitrates dans les eaux, on utilise la méthode de I'acide
sulfocalicylique. Ce dernier agit sur les nitrates en donnant un dérivé : acide

nitrosul fosalicylique de couleur jaune [122].



81

> Mode opératoire

On introduit dans une série de capsules de 60 ml successivement.

Numéro de capsule T 1 2 3 4
Solution étalon d'azote nitrique a5ppm 0 1 2 5 10
Eau distillée 10 9 8 5 O
Correspondance en (mg/l) d'azote 0O 05 1 25
Solution de salicylate de sodium 1 1 1 1 1

Pour I'échantillon on prend 10 ml d'eau a analyser +1ml de solution de salicylate
de sodium. On évapore dans une étuve a 75°-80°c, puis on laisse refroidir, ensuite
on reprend le résidu par 2 ml d'acide sulfurique concentré en prenant soin
d’humecter soigneusement. On attend 10mn, puis on ajoute 15ml d'eau distillée et
15ml de la solution d'hydrocyde de sodium et de tartrate double de sodium et de

potassium.

Enfin on effectue la lecture au spectrometre a 1= 415 nm (spécifique aux Nitrates)

>  Expression des résultats :

La courbe d’étalonnage donne directement la teneur en Nitrate (No- 3) mg/L. Lire

directement sur I'écran la valeur en mg/L [122].

2.1.7. Dosage du Nitrite(NO>)

» Principe
Le principe du dosage est basé sur la réaction de Griess (diazotation d'une amine
primaire aromatique en présence d'un nitrite en milieu acide puis copulation avec

une autre amine aromatique):

1. Action du nitrite (NO2-) sur la sulfanilamide en milieu acide et formation d'un
sel de diazonium.
2. Réaction du sel de diazonium sur le N-(1-Naphtyl) éthylénediamine (NED) en

milieu chlorhydrique (pH<2).

Le composé final est rose et peut donner lieu a un dosage colorimétrique [122].
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> Mode opératoire

1. Etapel:

Sulfanilamide 1,12x103 mol/L

HCI 23x103 mol/L

pH 1,7

Durée 2 a 6 minutes

2. Etape 2:

NED 0,074 x10° mol/L
Durée 10-120 min

On effectue ensuite une colorimétrie a 540 nm.

> Expression des résultats

La courbe d’étalonnage donne directement la teneur en Nitrite (NO- 3) mg/L. Lire

directement sur I'écran la valeur en mg/L [122].

2.2. Analyses physico-chimiques de I'aliment des rats

Le contrdle de la qualité physico-chimique de l'aliment est réalisé par la

mesure du : taux de protéines, la matiere grasse, le calcium et le phosphore.

2.2.1. Détermination du taux des protéines (NA 652, 1994).
» Principe

C’est la détermination conventionnelle de la teneur en protéines brutes a

partir de la teneur en azote, dosée selon KJELDAHL.

L’azote total est déterminé par titrimétrie. Aprés minéralisation et distillation,
I'échantillon est minéralisé par voie humide, la solution acide est alcalisée par une
solution d’hydroxyde de sodium. L’ammoniac libéré est entrainé par distillation et
recueilli dans une quantité déterminée d’acide sulfurique, dont I'excés est titré par

une solution d’hydroxyde de sodium NaOH.
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> Mode opératoire

1. Prise d’essai: introduire dans les matras environ 0,5 a 1 g de I'échantillon
suivant la teneur présumée en azote et le degré de 'homogénéisation du

produit.

2. Minéralisation : placer les matras sur le dispositif de chauffage, aprés avoir

ajouté environs 1 a 2 g de catalyseur et 12,5 mL d’acide sulfurique concentré,
chauffer doucement en agitant de temps en temps. Augmenter la température
progressivement jusqu'a ce que le liquide devient limpide et de coloration verte
stable. Poursuivre le chauffage environ 2 heures et laisser refroidir les matras.

Compléter en ajoutant 100 mL d’eau distillée.

3. Distillation : mettre les matras dans I'appareil a distillation. Alcaliser le milieu en
introduisant lentement dans le matras environ 50 mL de solution NaOH (soude
a 47%), il se produit un échauffement notable du produit, peser 333 g de
NaOH puis ajouter de I'eau distillée préalablement refroidie, puis mélanger et
mettre sur l'agitateur pour obtenir un mélange homogéne dilué avec l'eau
distillée.
L’entrainement de 'ammoniac commence peu apres. Ce dernier libéré par
I'alcalisation est distillé. Le distillat est recueilli dans un erlenmeyer contenant
20 ml de la solution absorbante (solution d’acide borique et I'indicateur : rouge
de méthyle + vert de bromocrésol). Poursuivre la distillation jusqu'a

récupération d’environ 100 mL de distillat.

4. Titrage : le titrage doit étre effectué aussi rapidement aprés la distillation par
une solution d’acide sulfurique a 0,1 N jusqu'a persistance du point de titrage.
Un essai a blanc doit étre inclus dans chaque série de dosage.
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> Expression des résultats

La teneur en azote total exprimé en gramme d’azote pour 100 g d’échantillon

est donnée par la formule suivante :

(V1-V0)x 14

Azot total % = 100 (4.8)

Ou:

V1 : Volume en millilitre de la solution d’H2SO4 utilisée pour la prise d’essai.

Vo : Volume en millilitre de la solution d’H2S0O4 utilisée pour I'essai a blanc.

m : La masse en gramme de la prise d’essai. Le résultat de la détermination est
exprimé en taux de protéines apres multiplication de la teneur en azote total par

un coefficient approprié correspondant a la position du produit 6,25.

2.2.2. Dosage de la matiére grasse (NA 654, 1994)
» Principe

Le solvant organique (extracteur) est tres peu polaire, il extrait les

triglycérides et les acides gras libres a chaines longues.

» Mode opératoire

A l'aide d’'un appareil de dosage de la matiére grasse (systeme Soxhlet), nous
pesons 1 g de I'échantillon (Po) dans une cartouche en cellulose et nous
mettons 150 mL d’éther de pétrole dans un ballon préalablement lavé, séché et
tiré (P1).
La cartouche est placée dans le systeme Soxhlet, le ballon est placé dans le bain-
marie qui est réglé a une température égale a celle du degré d’ébullition du
solvant (95 °C).
L’extraction se fait par ébullition du solvant et condensation de ses vapeurs par un
réfrigérant, le systeme de siphonage assure le passage des gouttelettes de la
matiere grasse vers le ballon.
Cette extraction dure environ 6 heures, et I'éther peut étre récupéré avant la fin de
I'opération.
Aprés les 6 heures, les ballons sont retirés et mis dans une étuve réglée a la
méme température de celle du bain-marie afin d’évaporer I'excés d’éther.
Le ballon est ensuite refroidi jusqu’a poids constant dans un dessiccateur et pesé

de nouveau (P2).
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> Expression des résultats

Le pourcentage de la matiere grasse est calculé par différence de pesée du

ballon :

P2 — P1
MGT% = % x 100 (4.9)

Ou:
Po : La prise d’essai de I'échantillon.
P1: Poids du ballon.

P2 : Poids du ballon contenant I'extrait gras.

2.2.3. Dosage du calcium (NA 653, 1994)

» Principe

Incinération d’une prise d’essai, puis traitement de ces cendres a l'acide
chlorhydrique et précipitation du calcium sous forme d’oxalate de calcium.
Dissolution du précipité dans I'acide sulfurique et titrage par I'acide oxalique formé

a l'aide d’une solution titrée de permanganate de potassium.

» Mode opératoire

Apreés l'incinération totale de la prise d’essai dans un four a moufle a 550 °C +
25 °C pendant 4 heures. Transférer les cendres dans un bécher ; ajouter 40 mL
d’acide chlorhydrique et 60 mL d’eau distillée et quelques gouttes d’acide nitrique.
Porter a ébullition et I'y maintenir 30 minutes. Refroidir et transvaser la solution
dans une fiole de 250 mL, rincer et compléter au trait de jauge avec I'eau distillée.
Prélever a l'aide d’'une pipette une partie aliquote contenant de 20 a 40 mg de
calcium, selon la teneur présumée en calcium et la verser dans un bécher de
250 mL. Ajouter 1 mL d’acide citrique et 5 ml de solution chlorure d’ammonium,
diluer a environ 100 mL avec de I'eau portée a ébullition, ajouter quelques gouttes
de solution de vert de bromocrésol et 30 mL de solution d’oxalate d’ammonium
chaude. Neutraliser trés lentement avec 'ammoniaque en agitant constamment,

jusqu’a obtention d’un pH de 4,4 a 4,6, laisser décanter toute une nuit.

Filtrer dans un creuset filtrant de porosité 4, laver le bécher et le creuset a
l'eau jusqu’a I'élimination compléte de I'excés d’oxalate d’ammonium. Prendre
50 mL d’ H2SOa4 chaude et rincer le creuset pour récupérer le dépdt qui doit étre

mis dans I'erlenmeyer. Compléter le rincage du creuset a I'eau chaude ensuite
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compléter le volume a 100 mL. Amener la température de la solution a 70- 80°C,
titrer la solution en utilisant le permanganate de potassium (0,1N) jusqu’a
obtention d’'une couleur rose.

» Expression des résultats

_ (Vx2,004)
Ca% =~———2x

4.10
ol > 100 (4.10)

V : Le volume de permanganate de potassium (0,1N).

P : La prise d’essai.

2.2.4. Dosage du phosphore (NA 657, 1994)
» Principe

L’échantillon est minéralisé, soit par voie séche (pour les aliments

organiques), soit par voie humide (pour les composés minéraux et les aliments
liquides) et mis en solution acide. La solution est traitée par le réactif vanado-
molybdique. La densité optique de la solution jaune ainsi formée est mesurée au
spectrophotometre a 430 nm.

» Mode opératoire

1) Préparation de la solution : selon la nature de I'échantillon, préparer une

solution comme indiqué en 1.1 ou 1.2 :

1.1. Cas général : peser 1 g de I'échantillon. Introduire la prise d’essai dans un
matras de Kjeldahl, ajouter 20 mL d’acide sulfurique, agiter pour imprégner
complétement la matiére d’acide et éviter qu’elle adhere aux parois du
ballon, chauffer et maintenir pendant 10 minutes a ébullition. Laisser
refroidir Iégérement, ajouter 2 mL d’acide nitrique, chauffer doucement,
laisser refroidir Iégérement, ajouter de nouveau un peu d’acide nitrique et
porter a ébullition. Répéter ces opérations jusqu’a obtention d’'une solution
incolore. Refroidir, ajouter un peu d’eau, transvaser le liquide dans un
ballon jaugé de 500 mL en ringant le matras a I'eau chaude. Laisser

refroidir, compléter au volume avec de I'eau, homogénéiser et filtrer.
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1.2. Echantillon contenant des matiéres organigues et exemptes de dihydrogéno-

phosphates de calcium et de magnésium :

Peser 1 mg de I'échantillon dans un creuset a incinération. Mélanger
vigoureusement la prise d’essai a 1 g de carbonate de calcium. Calciner au four a
moufle a 550°C + 5°C jusqu’a I'obtention de cendres blanches ou grises
Transvaser les cendres dans un bécher de 250 mL. Ajouter 20 mL d’eau et de
I'acide chlorhydrique jusqu’a cessation de l'effervescence. Ajouter ensuite 10 mL
d’acide chlorhydrique en excés. Porter le bécher sur un bain de sable et évaporer
a sec. Récupeére le résidu par 10 mL d’acide nitrique et faire bouillir pendant 5
minutes sur le bain de sable, sans évaporer a sec. Transvaser le liquide dans un
ballon jaugé de 500 mL en ringant le bécher a plusieurs reprises a I'eau chaude.

Laisser refroidir, compléter au volume avec de 'eau, homogénéiser et filtrer.

2) Développement de la coloration et mesure de la densité optique : Diluer une

partie aliquote du filtrat obtenu en premiere étape pour obtenir une
concentration en phosphore atteignant au maximum 40 pg/mL. Introduire 10
mL de cette solution dans un tube a essai et y ajouter 10 mL du réactif vanado-
molybdique. Homogénéiser et laisser reposer 10 minutes au moins a la
température de 20°C. Mesurer la densité optique au spectrophotometre a 430
nm par comparaison avec une solution obtenue par addition de 10 mL du

réactif vanado-molybdique a 10 mL d’eau.

3) Courbe d’étalonnage :

Tracer la courbe d’étalonnage en portant en ordonnée les valeurs de la
densité optique et en abscisse les quantités correspondantes au phosphore. La

courbe est linéaire pour les concentrations comprises entre 0 et 40 pg/mL.

> Expression des résultats

Déterminer la quantité de phosphore de la prise d’essai en se référant a la

courbe d’étalonnage. Exprimer le résultat en pour cent de I'échantillon.
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2.3. Analyses de la qualité microbiologique de 'eau :
2.3.1. Recherche et dénombrement des coliformes totaux (ISO 9308, 1990)

> Préparation de I'échantillon a I'analyse

Cette technique consiste a faire passer un liquide a travers un filtre dont les pores
ont un diametre de 0.45 um, les micro-organismes sont trop gros pour passer et
sont donc retenus par le filtre. Pour forcer ce liquide a traverses le filtre on utilise
deux solutions :

v Mise sous pression du liquide par I'intermédiaire d’un piston.

v Aspiration du liquide en créant par exemple une enceinte dépressurisée de

I'autre coté du filtre.

Dans certains cas le filtre ayant servi a stopper les micro-organismes peut étre
Déposé sur un milieu de culture solide afin de permettre la multiplication des
germes, ceci dans le but de procéder a leur dénombrement et a leur identification.
» Principe
Apres filtration de I'eau a analyser, la membrane est déposée sur un milieu gélosé
approprié. Ceci permet aux colonies de se développer préférentiellement au cours
d’'une incubation de 18 a 24 heures, et sous un aspect suffisamment
caractéristique pour autoriser un diagnostic présomptif. Celui-ci peut d’ailleurs étre
confirmé par des repiquages judicieux.

» Mode opératoire

»= Mettre en marche la rompe a eau.

= Flamber la surface supérieure de la rampe de filtration ainsi que la plaque
poreuse (en ouvrant le robinet pour aspirer la flamme) et le réservoir. Laisser
refroidir.

= La poser sur la plaque poreuse de la rampe de filtration.

= Verser stérilement la quantité deau désirée (100ml pour une eau
désinfectée).

= Quvrir le robinet pour laisser I'eau s’écouler.

= Deés que la membrane parait séche enlever le réservoir et prélever la
membrane avec une pince stérile en la saisissent par son extréme bord.

= Déposer la membrane sur le milieu sélectif (ENDO) en prétant et de ne pas
piéger de bulle d’air.

= Incuber a 37°C la boite de pétri, le couvercle vers le bas.
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»  Lalecture des résultats

Aprés 24 heures d’incubation. Toutes les colonies suspectes lactose positif sont
comptées puis repiquer sur le milieu TSI pour confirmer I'utilisation du lactose et le
dégagement de gaz caractéristique des coliformes.

Pour le milieu TSI, inoculer la colonie isolée a 'aide d’une pipette pasteur stérile a
la fois en stries a la surface de I'agar (plan incliné) et par piqure centrale sur toute
la profondeur du tube, Ensuite incuber a 37 C° pendent 24h.

Remarque : Les tubes de TSI présentant un virage au jaune + production de gaz

sont considérés comme étant positifs c’est-a -dire présence de coliforme totaux.

2.3.2. Recherche des coliformes fécaux (ISO 9308, 1990)

Inoculer le contenu de chaque tube de TSI positif dans un tube de Schubert en

versant le contenu de ce dernier dans le tube de TSI puis renverser l'inoculum
dans le tube de Schubert. Incuber a 44°C pendant 24 heures.

>  Lecture des résultats

Aprés 24 heures d’incubation, tous les tubes présentant une culture, du gaz dans
la cloche et une sont considéré comme positifs, c’est-a-dire comme contenant des
coliformes fécaux.

2.3.3. Recherche Escherichia coli (ISO 9305 ,1989)

Inoculer le contenu de chaque tube de Schubert positif, puis ajouter trois gouttes

de réactif de kovacs.

»  Lecture des résultats

Apparition d’'un anneau rouge. C’est —a-dire présence d’E-Coli.

2.3.4. Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux (ISO 7899, 2000)

»  Principe
Apres filtration sur la membrane de cellulose, celle-ci est appliquée sur un support

nutritif contenant des substances inhibitrices qui laissent se développer

préférentiellement les colonies de streptocoques fécaux.

> Mode opératoire

= On filtre les mémes quantités d’eau que pour la colorimétrie selon la méme
technique.

= |Le milieu utilisé dans ce cas est le milieu de Slanetz.
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= Apres filtration, les membranes sont disposées sur le milieu puis incubées a
37°C pendant 48 heures. (Test présomptif).

= Les colonies roses ou marron avec un diametre de 0,5 & 2 mm seraient les
streptocoques fécaux.

= Pour la confirmation (test confirmatif), transférer la membrane sur BEA, incubé
a 44°C. La lecture se fait apres 2 a 3 heures.

» La présence de noircissement implique la présence des streptocoques fécaux.

= Toutes ces colonies sont comptées puis consignée sur registre.

>  Expression des résultats

Le résultat est donné en nombre de germes par 100 ml.
2.3.5. Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito réducteur
»  Principe
Aprés traitement de [I'échantillon par la chaleur pour détruire les fourmes

végeétatives, la membrane est déposée sur un milieu sélectif (gélose contenant du
sulfate de sodium et des sels de fer). Incuber dans des conditions permettant une
croissance en anaérobiose, les colonies sulfito-réductrices sont reconnaissables
par un halo noir.

» Mode opératoire

= Remplir 100 ml d’eau a analyser dans un flacon, le porter au bain Marie a 80°C
pendant 10min, puis un refroidissement brutal sous I'eau de robinet (choc
thermique qui a pour but d’éliminer la forme végétative et garder la forme
sporulée des bactéries sulfito-réducteur.

» Retirer la membrane de 0,22 um de porosité a I'aide d’une pince stérile Apres
filtration, puis la placer a l'inverse dans la boite de pétri.

= Couler la gélose viande foie (VF) sur la membrane, apres refroidissement
couler la deuxieme couche de la gélose.

» L’incubation se fait a 37C°pendant 48 heures.

Lecture des résultats

Considérée comme résultant d’'une spore de bactérie anaérobie sulfito-réductrice

toute colonie noire entourée d’un halo noir.
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2.4. Analyses de la qualité microbiologique de 'aliment, argile vert, poudre de

psyllium :
2.4.1. Préparation des échantillons (NF 08 010, 1996)

- Les dilutions sont toujours effectuées dans des conditions aseptiques.

- Peser 25g de aliment/psyllium/argile.

- Transférer dans un flacon stérile contenant 225 mL de TSE (Tryptone Sel Eau) :
Obtention de la suspension mere.

- Prélever aseptiguement 1 mL de la suspension mére (10), 'homogénéisation
du prélevement se fait aprés aspiration et refoulement 3 fois ou par l'utilisation
d’'un homogénéisateur.

- Transférer aseptiguement 1 mL prélevé dans le ler tube (1072).

- A l'aide d’une 2éme pipette stérile de 1 ml, transférer 1mLde la dilution 10-? dans
un tube de 9 mL de TSE, c’est la dilution 10-3.

2.4.2. Dénombrement des germes aérobie mésophile totaux a 30 °C (NF 08 05,
1991)

» Principe

Il s'agit d'une culture par un ensemencement en profondeur sur gélose PCA, les

substances nutritives apportées par la Tryptone, les facteurs vitaminiques de
I'extrait de levure et le glucose (source énergétique) favorisent la croissance de la
plupart des bactéries a dénombrer. Le dénombrement se fait par comptage des
colonies lenticulaires obtenues.

» Mode opératoire

A l'aide d'une pipette stérile, transférerl mL de la suspension mére dans une boite
de Pétri stérile et les différentes dilutions retenues pour le dénombrement. Environ
15 & 20 mL de gélose PCA a 45°C ont été coulés sur cet inoculat. L’'inoculum a
eté meélangé soigneusement avec le milieu par rotation des boites 5 fois dans un
sens inverse, puis 5 mouvements de va-et-vient, puis 5 autres
perpendiculairement aux premiers. Puis laisser pour se solidifier.

Aprés solidification complete, porter les boites ainsi préparées a I'étuve a 30°C
pendant 72 heures.

> Lecture et dénombrement

Apreés la période d'incubation prescrite, nous avons procédé a l'aide d’'un compteur

de colonies, au dénombrement des colonies lenticulaires pour chaque boite
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retenue. Les boites sont triées et on ne retient pour le comptage que les boites
lisibles contenant si possible au moins de 30 et plus de 300 colonies.
Le nombre N des germes totaux dénombrés a 30°C en UFC (Unité Formant

Colonie) est calculé selon I'équation suivante :

N(UFQ)=2Cx d | (4.11)

Avec :

Z C: Somme de colonies comptées sur chaque boite retenue
d: inverse de la dilution
» Remargue : cette méthode de calcul du nombre des bactéries est applicable

pour tous les types de bactéries dénombrées.

2.4.3. Dénombrement des coliformes totaux et fécaux (NF 1ISO 4832, 2006)

» Principe
Il s'agit d'une culture par un ensemencement en profondeur sur gélose VRBL et

comptage des colonies violettes obtenues. La présence simultanée de cristal
violet et de sels biliaires assure l'inhibition des bactéries a Gram positif et la
fermentation du lactose qui se traduit par une acidification, révélée par le virage au
rouge de lindicateur pH (rouge neutre), et par la précipitation d’acides biliaires
autour des colonies.

» Mode opératoire

A partir de chaque dilution décimale, 1 mL d’inoculum a été mis aseptiquement
dans deux boites de Pétri stériles dont la premiere a servi a la recherche des
coliformes totaux et la seconde a la recherche des coliformes fécaux (E. coli).

15 mL du milieu sélectif solide VRBL a 45 £ 0,5°C ont été coulés dans la boite de
Pétri contenant I'inoculum, et un mélange de ce dernier au milieu de culture a été
effectué. Apres solidification, environ 4 mL du milieu VRBL ont été coulés de
nouveau et laissés se solidifier. Les boites ainsi préparées ont été retournées et
incubées dans une étuve réglée a 37 °C pendant 24 + 2 h.

Ce qui concerne les coliformes fécaux, le méme mode opératoire a été a la

différence de la température d’incubation qui sera de 44 £ 1 °C.
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> Lecture et dénombrement

Le dénombrement des colonies caractéristiques violacées entourées d’'un halo
violet de 0,5 mm de diametre ou plus a été réalisé sur les boites ne contenant pas
plus de 300 colonies caractéristiques et non caractéristiques.

2.4.4. Dénombrement des Staphylococcus aureus (NF ISO 6888-1, 2004)

» Principe

La croissance des staphylocoques sur gélose Baird-Parker au jaune d’ceuf et au
tellurite de potassium est favorisée par le pyruvate de sodium et la glycine. La
microflore secondaire est inhibée en présence de chlorure de lithium, de tellurite
de potassium, ainsi que par la forte concentration en glycine. L’enrichissement au
jaune d’ceuf aide a I'identification en démontrant I'action de la lécithinase.

> Mode opératoire

- A la surface des boites ainsi préparées ou du milieu Baird-Parker pré-coulé au
jaune d’ceuf et au tellurite de potassium ramené préalablement a température
ambiante, transférer 0,1 mL de I'échantillon a analyser et de ses dilutions
décimales.

- Etaler I'inoculum en surface a l'aide d’un étaleur stérile.

- Incuber a 37 °C pendant 24 + 2 heures et prolonger de 24 + 2 heures
supplémentaires.

> Lecture et dénombrement

Les colonies caractéristiques sont noires ou grises, brillantes et convexes de 1-1,5
mm et 1,5- 2,5 mm de diamétre apres 48 h d’incubation et entouré d’'un halo

d’éclaircissement, sont visée lors du dénombrement.

2.4.5. Recherche de Salmonella (NF ISO 6579, 2007)

» Principe
Il s'agit d'une culture par un ensemencement en surface sur gélose Héktoene,

I'inhibition de la flore a Gram positif est due a la présence des sels biliaires. La
forte concentration en lactose favorise la visualisation des entérobactéries en
évitant le probléme des fermentations tardives. En présence de thiosulfate de
sodium, les microorganismes producteurs de sulfure d’hydrogéne réduisent le
citrate ferrique ammoniacal et se manifestent par un noircissement di a

'apparition de sulfure de fer au centre des colonies. Le systéme d’indicateurs
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colorés, composé de bleu de bromothymol et de fuchsine acide permet de colorer
en jaune orangeé les entérobactéries lactose-positif et en bleu vert les lactose-
négatif.

» Mode opératoire

La recherche des Salmonelles nécessite trois phases successives :

1) Pré-enrichissement en milieu non sélectif liquide : Une prise d’essai de 25 g
d’échantillon était ensemencée dans 225 mL de I'eau-peptonnée-tampon (EPT) a
température ambiante, puis incubation a 27 °C (1 + °C) pendant 18 + 2 h.

2) Enrichissement en milieu sélectif liquide : Un tube contenant 10 mL de bouillon
SFB est ensemencé avec 1mL de la culture de pré-enrichissement.

3) Isolement et identification : A la surface des boites contenant la gélose
Héktoéne ainsi préparées ramené préalablement a température ambiante,
ensemencer en stries I'inoculum, a partir des milieux d’enrichissement, incuber a
37°C pendant 24 heures.

> Lecture et dénombrement

Le dénombrement des colonies caractéristiques de salmonella sont lisses de
couleurs vertes a centre noir, qui deviennent entierement noires en fin
d’incubation.
2.4.6. Dénombrement des levures et moisissures (NF 08-059, 2002)

» Principe
La flore fongique a la faculté de se développer en milieu acide, a des

températures relativement basses et les milieux de cultures utilisés pour leur mise
en évidence doivent mettre en inhibition toutes les bactéries susceptibles de se
développer et ceci est réalisé par la présence d’antibiotiques.

L’isolement des champignons est réalisé par 'emploi d’'un milieu sélectif doté de
propriétés antibactériennes : le milieu OGA a I'Oxytétracycline 0,1 mg/I.

» Mode opératoire

- A partir des dilutions décimales 101, 102, 103,

- Disposer de facon aseptique et sur une plaque gélosée et seche, 4 gouttes de
chaque dilution décimale, ces derniers seront soigneusement étalés a l'aide d’'un
rateau stérile.

- Opérer de la méme facon et dans les mémes conditions, avec le diluant (TSE),

et incuber telle quelle, une boite du milieu OGA, ces derniers seront incubés dans
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le méme endroit et dans les mémes conditions de température, il constitue le
témoin diluant et le témoin du milieu.

- L'incubation se fait a 30°C pendant 5 jours et la lecture doit étre faite sous forme
d’un suivi journalier, jusqu’a la 5™ journée, ou doivent étre effectués séparément
le dénombrement des levures par rapport a celui des moisissures en tentant
compte du facteur de dilution et d’inoculum.

> Lecture et dénombrement

Au moment de la lecture on commence obligatoirement par les deux boites témoin
milieu et diluant, si 'une d’entre elles est contaminée, I'analyse est a refaire.
Les colonies des levures sont brillantes, rondes et bombées alors que celles des

moisissures ont un aspect filamenteux, velouté et sont plus grandes.

2.5. Expérimentation animale

Tous les travaux de lI'expérimentation animale de cette étude ont été réalisés
selon la directive 2010/63/EU relative aux principes d’éthique et directives pour
'expérimentation animale a des fins scientifiques et protection des animaux de
laboratoire [138].

2.5.1. Période d’acclimatation et administration des doses

Avant toute expérimentation et des leur arrivée alanimalerie de la station
d’expérimentation animale de la faculté des sciences de la nature et la vie de
l'université de Blida le 27/03/2016, les rats ont été soumis a une période
d’acclimatation pendant trois semaines (21 jours) a la température ambiante (25 +
2°C) et un cycle de lumiéere/obscurité alterné pour que les rats s’adaptent aux

conditions de I'environnement et I'alimentation (Figure 4.5).

» La 1°® semaine d’acclimatation : Tous les rats ont été divisés en lots et ont

étésoumis a un régime alimentaire normal.

> La 2°me et 3®*Mesemaine d’acclimatation : Les 60 rats femelles sont divisés en

10 lots a raison de 6 rats par lot de fagcon a ce que tous les lots soient presque
de méme poids + 10 g (152,2 g). Chaque lot est placé dans une cage a part
7 lots de rats sont nourris par un régime alimentaire normal et 3lots sont

nourris par un régime enrichi en psyllium et argile (tableau 4.3 et Figure 4.5).



96

- La quantité de I'eau consommée quotidiennement par chaque lot des rats est

mesurée afin de calculer les doses administrées pour chaque lot.

- Le poids corporel moyen est enregistré pour chaque lot chaque semaine ou 15

jours pendant les 7 mois de I'expérimentation animale.

Tableau 4.3 : les différents lots de rats utilisés dans I'expérimentation animale et le

type d’aliments adaptés pour chaque lot.

Lots

Additifs

DJA

Additifs

DJAx 2

Pesticides

DJA

Pesticide

DJA x 2

Psyllium

Argile

1

Témoin
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Le début d’expérimentation

Lot 1 Témoin : les rats témoins sont nourris par un régime alimentaire normal

sans psyllium ni argile et une eau de boisson normale sans aucune dose de
pesticides ni additifs alimentaires pendant toute la durée de I'expérimentation
(Figure 4.5).

Lot 2 : Additifs alimentaires DJA : les6 rats de ce lot sont nourris par un régime

alimentaire normal sans psyllium ni argile et ils sont traités par des doses DJA
d’'un mélange de 10 additifs alimentaires sous forme d’'une solution aqueuse
selon le tableau 4.4, la solution est placée dans les bouteilles (biberon) de

'eau des animaux.

Lot 3 : Additifs alimentaires DJAx2 : les 6 rats de ce lot sont nourris par un

régime alimentaire normal sans psyllium ni argile et ils sont traités par des
doses de DJAx2 d’un mélange de 10 additifs alimentaires sous forme d’une
solution agueuse selon le tableau 4.4, la solution est placée dans les bouteilles

(biberon) de I'eau des animaux.

Lot 4 : Pesticides DJA : les 6 rats de ce lot sont nourris par un régime

alimentaire normal sans psyllium ni argile et ils sont traités par des doses de
DJA d’'un mélange de 6pesticides sous forme d’'une solution aqueuse selon le
tableau 4.5, la solution est placée dans les bouteilles (biberon) de I'eau des

animaux.

Lot 5: Pesticides DJAx2 : les rats de ce lot sont nourris par un régime

alimentaire normal sans psyllium ni argile et ils sont traités par des doses de
DJAx2 d’'un mélange de 6 pesticides sous forme d’'une solution aqueuse selon
le tableau 4.5, la solution est placée dans les bouteilles (biberon) de I'eau des

animaux.

Lot 6 : Additifs alimentaires + pesticides DJA : les rats de ce lot sont nourris

par un régime alimentaire normal sans psyllium ni argile et ils sont traités par
des doses de DJA d’'un mélange de 10 additifs alimentaires et 6 pesticides
sous forme d’une solution aqueuse selon les tableaux4.4 et 4.5, la solution est

placée dans les bouteilles (biberon) de 'eau des animaux.
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Lot 7 : Additifs alimentaires + pesticides DJAX2: les rats de ce lot sont nourris

par un régime alimentaire normal sans psyllium ni argile et ils sont traités par
des doses de DJAx2 d’'un mélange de 10 additifs alimentaires et 6 pesticides
sous forme d’une solution aqueuse selon les tableaux4.4 et 4.5, la solution est

placée dans les bouteilles (biberon) de 'eau des animaux.

Lot 8 : Additifs alimentaires + pesticides DJAx2 + Psyllium : les rats de ce lot

sont nourris par un régime alimentaire enrichi de 2% de psyllium et ils sont
traités par des doses de DJAx2 d’'un mélange de 10 additifs alimentaires et 6
pesticides sous forme d’une solution aqueuse selon les tableaux4.4 et 4.5, la

solution est placée dans les bouteilles (biberon) de I'eau des animaux.

Lot 9 : Additifs alimentaires + pesticides DJAx2 + Arqile : les rats de ce lot sont

nourris par un régime alimentaire enrichi de 2% de I'argile vert et ils sont traités
par des doses de DJAx2 d'un mélange de 10 additifs alimentaires et
6 pesticides sous forme d’'une solution aqueuse selon les tableaux4.4 et 4.5, la

solution est placée dans les bouteilles (biberon) de I'eau des animaux.

Lot 10 : Additifs alimentaires + pesticides DJAx2 + Psyllium+ Argile : les rats

de ce lot sont nourris par un régime alimentaire enrichi de 1,5% de psyllium et
1,5% de l'argile vert, ils sont traités par des doses de DJA%x2 d’'un mélange de
10 additifs alimentaires et 6 pesticides sous forme d’une solution aqueuse
selon les tableaux4.4 et 4.5, la solution est placée dans les bouteilles (biberon)

de I'eau des animaux.

Le diagramme suivant illustre d’une fagon globale la démarche suivie pour la

réalisation de I'expérimentation animale :
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Figure 4.5 : Schéma général de I’étude expérimentale.
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> Préparation des doses des additifs alimentaires et pesticides

1. Calcul des doses administrées

Le choix des doses de chaque additif alimentaire et pesticides est en fonction de
la DJA exprimée en mg/kg de poids vif de rat, les doses sont administrées sous
forme de mélange dessous dans I'eau de boisson placée dans les biberons, les
doses administrées se changent selon le poids des rats et la quantité de I'eau

consommeée quotidiennement.

» Les doses administrées selon le poids corporel des rats sont calculées selon

I'équation suivante : _ (DJAXP)

p1 1000

(4.12)

Avec :

D1: Dose administrée sur les rats (mg/rat/jour).
DJA : Dose Journaliére Admissible mg/kg.
P : Poids corporel de rat (g).

» Les doses administrées selon la quantité d’eau consommée /rat/Jour = 21mL

sont calculées selon I'équation suivante :

(D1 x1000)

D2
Q

(4.13) Avec :

D2: Dose administrée sur les rats (mg/L) pour rat/jour.
D1 : Dose administrée sur les rats (mg/rat/jour).

Q : Quantité d’eau consommée /rat/Jour (mL).
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Les tableaux4.4 et 4.5 montre les doses de pesticides et additifs alimentaires

administrées sur les rats pendant les 7 mois d’expérimentation.

Tableau 4.4 : Doses des additifs alimentaires administrées sur les rats pendant les

7 mois d’expérimentation. (La dose change avec le changement du poids des rats

et la quantité de I'eau consommeée)

Additifs Alimentaires DJA (mg/kg) | Dose (mg/rat) | DJAx2 mg/kg | Dose (mg/rat)
Sin 102 : Tartrazine (jaune) 7,5 1,14 15 2,28
Sin 110 : Jane orangé S (FCF) 2,5 0,38 5 0,76
Sin 124 : Rouge ponceau 4R 0,75 0,11 1,5 0,22
Sin 129 : Rouge Allura AC 07 1,06 14 2,13
Sin 133 : Bleu Brillant FCF 06 0,91 12 1,82
Sin 202 : Sorbate de potassium 25 3,8 50 7,61
Sin 211 : Benzoate de sodium 05 0,67 10 1,52
Sin 950 :Acesulfame K 09 1,36 18 2,73
Sin 951 : Aspartam 40 6,08 80 12,17
Sin 300 : Acide ascorbique (vit C) 80 12,17 160 24,35

Tableau 4.5 : Doses des pesticides administrées sur les rats pendant les 7 mois

d’expérimentation.

Pesticides DJA (mg/kg) Dose (mg/rat) | DJAx2(mg/kg) | Dose (mg/rat)
Chlorpyrifos-méthyl 0,01 0,0015 0,02 0,0030
Deltamethrine 0,01 0,0015 0,02 0,0030
Methidation 0,001 0,00015 0,002 0,00030
Cypermethrine 0,05 0,0015 0,1 0,0015
Acetamipride 0,07 0,0076 0,14 0,015
Abamictine 0,0025 0,00038 0,005 0,0007
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2. Préparation des solutions de mélange des additifs alimentaires et pesticides

» Les additifs alimentaires, sont tous sous forme de poudre facilement dissous
dans I'eau de robinet. Tout d’abord nous avons préparé préalablement des
solutions méres concentrées dans des flacons de 1L pour chaque additif
(10g/L ou 20g/L), a partir desquels nous avons préparé le mélange des doses
administrées aux rats.

» Les pesticides, sont sous forme liquide concentré facilement dissous dans
I'eau de robinet, d’abord nous avons préparé des solutions méres concentrées
dans des flacons de 1L pour chaque pesticide (2 g/L), a partir desquels nous

avons préparé les mélanges des doses administré aux rats.

2.5.2. Sacrifice des rats, prélévement du sang et d’'organes

Aprés 3 mois d’administration des doses, nous avons réalisé des analyses
microbiologiques pour mettre en évidence l'effet des doses sur la microflore

intestinale et le temps de transit intestinal.

Apres les 7 mois d’administration des doses des additifs alimentaires et
pesticides, les 10 lots de rats ont été sacrifiés par décapitation, et cette derniére a
eu lieu la matinée de 9 h a 11h afin d’éviter les variations hormonales pendant la

journée.

Le sang artério-veineux est recueilli dans des tubes héparinés contenant une
substance anticoagulante héparinate de lithium pour les différents dosages
biochimiques et des tubes EDTA contenant 10 % de l'acide éthylene diamine tétra-
acétigue pour les dosages hématologiques, les tubes sont conservés dans une
glaciaire jusqu’au laboratoire. Le sérum est obtenu aprés une centrifugation a 5000
tours pendant 3 minutes dans la centrifugeuse.

Apres la dissection (Figure 4.6), les organes vitaux (foie et reins) sont aussi
rapidement prélevés, dégraissés, pesés et placés dans un liquide fixateur le
formol a 10 % afin de les garder intacte et protéger de I'autolyse et des attaques
bactériennes, pour chercher ultérieurement les altérations structurales sur les

tissus des organes (Figure 4.7).



Poumons Coeur
Foie
Estomac
Intestins

Figure 4.6 : Dissection de rat aprés décapitation (photo originale).

Foie Reins

Figure 4.7 : Prélevement des organes (foie et reins) (photo originale).
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2.6. Isolement, identification et décombrement d’espéces de microbiote

intestinale2.7.1. Isolement des especes aérobies et aéroanaérobies facultatives

2.6.1.1. Escherichia coli et Enterococcus spp

L’isolement d’ E. coli et d’ Enterococcus spp , principale flore aérobie de l'intestin
est facilement réalisable sur milieux ordinaires, compte tenu qu’il n’y a pas, a I'état
normal, d’exigences particuliéres pour leur multiplication. La méthode d’isolement
a partir des selles consiste, selon Bernard et Reynaud, (2003) [139] :

- Dissoudre 1g de selles fraiches prélevées stérilement dans 9 ml d'eau
physiologique,

- Homogénéiser et filtrer la solution par un papier filtre stérile,

- Préparer plusieurs dilutions décimales (jusqu’a 10-6) a partir de cette solution,

- a partir de chaque dilution, ensemencer par stries le milieu EMB pour E. coli et le
milieu Slanetz et Bartley pour les entérocoques,

- incuber a 37°C pendant 24 heures [139].

L’identification de ces deux espéces bactériennes repose sur I'étude des
caractéres culturaux (aspect des colonies), morphologiques (examens
microscopiques) et biochimiques a I'aide des galeries APl 20E qui sont utilisées
comme suit :

- Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a I'aide de la
méme pipette (pour éviter la formation de bulles au fond des tubes), poser la
pointe de la pipette sur le coté de la cupule, en inclinant Iégérement la boite
d’incubation, vers l'avant,

- Pour les tests CIT, VP, et GEL, remplir tube et cupule,

- Pour les autres tests, remplir uniguement les tubes (non les cupules).

Pour les tests ADH, LDC, ODC, H2S, UREE, créer une anaérobiose en
remplissant leur cupule d’huile de paraffine,

- Refermer la boite d’incubation,

- Incuber a 37°C pendant 24 h.

Les caracteres donnés par les galeries ainsi que la lecture des résultats sont
mentionnés dans le tableau 4.6.

Tableau 4.6 : Les caractéeres donnés par les galeries biochimiques pour

I'identification d’ E. coli et d’Enterococcus spp [139].
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Tests Composants actifs Quantit | Réactions/enzymes Résultat Résultat
é Négatif Positif
ONPG 2-nitrophénil.3d 0,223 B galactosidase (ortho nitro | Incolore Jaune
galactopyranosidase phénylBDgalactopyranosidase)
ADH L- arginine 1,9 Arginine dihydrolase Jaune Rouge/
orangé
LDC L- lysine 1,9 Lysine décarboxylase Jaune Rouge/
orangé
oDC L-ornithine 1,9 Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/ orangé
CIT Trisodium citrate 0,756 Utilisation du citrate Vert pale/ Jaune Bleu vert/bleu
H2S Sodium thiosulfate 0,075 Production d’ H2S Incolore/ Dépébt noir/
Grisétre fin liseré
URE Urée 0,76 Uréase Jaune Rouge orangé
TDA L-tryptophane 0,38 Tryptophane désaminase Jaune Marron
rougeatre
IND L- tryptophane 0,19 Production d’indole Incolore/vert Rose
pale
VP Sodium pyruvate 0,6 Production d’acétoine (vogue | Incolore Rose/rouge
proskauer)
GEL Gélatine (origine 1,9 Gélatinase Non diffusion Diffusion du
bovine) pigment noir
GLU D- glucose 1,9 Fermentation/oxydation du glucose Bleu /bleu vert Jaune/jaune
gris
MAN D-mannitol 1,9 Fermentation/oxydation du mannitol | Bleu /bleu vert jaune
INO Inositol 1,9 Fermentation/oxydation du inositol Bleu /bleu vert jaune
SOR D- sorbitol 1,9 Fermentation/oxydation du sorbitol Bleu /bleu vert jaune
RHA L- mannose 1,9 Fermentation/oxydation du | Bleu /bleu vert jaune
mannose
SAC D- saccharose 1,9 Fermentation/oxydation du | Bleu /bleu vert jaune
saccharose
MEL D- melibiose 1,9 Fermentation/oxydation du | Bleu /bleu vert jaune
melibiose
AMY Amygdaline 0,57 Fermentation/oxydation du | Bleu /bleu vert jaune
amygdaline
ARA L- arabinose 1,9 Fermentation/oxydation d’arabinose | Bleu /bleu vert jaune
Le dénombrement d’E. coli et d’Enterococcus spp aura lieu par un

ensemencement en masse du milieu EMB (colonie vert brillante), Slanetz et

Bartley (petite colonie rose claire ) respectivement par comptage des colonies
[139].
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Les lactobacilles représentent la flore micro-aérophiles et leur isolement consiste a

ensemencer en surface le milieu MRS a partir des dilutions décimales préparées

précédemment. L’'ensemencement est suivi d’'une incubation de 48h a 37°C.

L’étude des caractéres culturaux, morphologiques et biochimique se fait de la

méme facon résumée dans le tableau 4.7 [140].

Tableau 4.7 : Caractéres d’identification des Lactobacilles [140].

Examen

Technique

Observation des

Résultats positifs

Macroscopique

Examen direct des colonies bactériennes

Colonies blanchéatres

légérement allongées

Microscopique

Examen a I'état frais

Coloration simple et coloration de GRAM

Bacilles Gram positif

Recherche de

Ajouter une goutte de H202 sur une culture

Effervescence

la catalase | dans milieu solide
Oxydase Ajouter un disque OX qui est imprégné de | Couleur rouge
DPD a une culture bactérienne
Mobilité Ensemencer le milieu mannitol mobilité par | Envahissement du
pigdre centrale a partir d’'une culture | milieu
bactérienne sur boite de pétri
Production du | Ensemencer les bactéries dans un bouillon | La cloche contient du

gaz a partir du

glucose

MRS contenant une cloche de Durham,
recouvrir le tube par une couche d’huile de

vaseline stérile et incuber a 37°C pendant 24 h

gaz

Dégradation des
sucres(glucose,
raffinose,
fructose,
saccharose,
galactose,

mannose)

Additionner 4 gouttes de sucre recherché a
une eau peptonée contenant le rouge de
phénol puis ensemencer cette derniere a partir
d’'une culture bactérienne et incuber a 37°C
pendant 24 h

Virage de la couleur
rouge vers le jaune ou
'orange due a
I'acidification du

milieu

Le dénombrement des Lactobacilles se fait par un ensemencement en masse du

milieu MRS par comptage des colonies blanches de tailles uniformes [140].
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2.6.2. Isolement, identification et dénombrement des espéces anaérobies strictes

Les Bifidobactéries, les Clostridium et les Bactériodes sont des bactéries
anaérobies strictes qui ne peuvent se cultiver qu'en absence de l'oxygéne, ce qui
nécessite l'utilisation des techniques bactériologiques inhabituelles, en absence
d'oxygene aussi bien lors du prélévement, du transport, de culture et d’isolement.
Ces contraintes techniques peuvent expliquer les difficultés rencontrées lors de
I'isolement de ces espéces [141].

2.6.2.1. Les Bifidobactéries

Les bifidobacteriums sont des especes bactériennes anaérobies strictes et leur

isolement nécessite une incubation dans des jarres d’anaérobiose.

- Dissoudre 1g de selles fraiches dans 9 ml d’eau physiologique,

- Filtrer la solution par utilisation de papier filtre stérile,

- Préparer des dilutions décimales (jusqu’a 10 -9) a partir de cette solution,

- Ensemencer par la technique de double couche 1 ml de chaque dilution dans
une boite de Pétri,

- Couler le milieu MRS cystéiné,

- Incuber en anaérobiose les boites ensemencées a 37°C pendant 48 h,

- Apres 48 h d’incubation les examens portés dans le tableau 4.8 sont réalisés

pour identifier les formes bactériennes obtenues [141].

Tableau 4.8 : Tests d’identification des Bifidobactéries [141].

Examen Technigue Observation des

Résultats positifs

Macroscopique | Examen direct des colonies. Colonies lisses,
punctiformes a

contour irrégulier

Microscopique | Coloration simple. Coloration de Gram. Batonnets
incurvés en V ou

enY,Gram positif

Croissance en

aérobiose

Incubation en aérobiose pendant 72 h du
bouillon MRS cystéiné ensemenceé par des

colonies bactériennes.

Trouble




108

Catalase Colonie + 1 goutte d’'H202. Effervescence

Mobilité Ensemencement par piqdre centrale de Envahissement
milieu mannitol mobilité. du milieu

Production de | Ensemencement des bactéries dans le La cloche

gaz a partir du | milieu MRS cystéiné + cloche du durham + | contient remonte

glucose une couche d’huile de vaseline stérile et en surface
incuber a 37°c pendant 48h.

Production 1 ml de culture de bifidobactéries sur milieu | Apparition

d’indole MRS cystéiné est inoculé dans un tube d’un

d’eau peptonée exempte d’indole + huile de
vaseline ; incuber en anaérobiose a 37°C
/48h ; aprés incubation ajouter quelques
gouttes de réactif dukovacs

d’anneau rouge

Réduction des
nitrates

Ensemencement des tubes de bouillon
nitrate + une couche de vaseline ; incuber a
37°C/48h, aprés incubation, il faut ajouter
les réactifs suivants (3 a 4 gouttes d’acide
sulfanilique puis 3a 4 gouttes d’ a
naphtlamine.

Apparition d’'une
couleur
rose(rédu
ction des
nitrates)

Coagulation du

1 ml de suspension épaisse de
bifidobactéries est inoculé dans le lait

Coagulation du

lait cystéiné cystéiné, incuber a 37°C /24h lait

Tests de 10 ml de MRS cystéine (bouillon) est Changement de
fermentation ensemencée avec une colonie de la couleur due a
des sucres bifidobactérie ensuite incuber a 37°C I'acidification du

pendant 48h.

Aprés 48h d’incubation, centrifuger a
3000tr/min pendant 15mn

- Récupérer le culot et le rincer 3 fois a
I'eau physiologique

- Ensemencer les tubes contenant le BCP
par 1% d'une suspension bactérienne
épaisse puis additionner 1ml d'une
solution stérile de sucres a 10% (adonitol,
glycérol et sorbose) puis ajouter une
couche de vaseline stérile

- incuber a 37°C pendant 48h

milieu




109

La charge des Bifidobactéries dans les selles est estimée par un ensemencement
en masse du milieu MRS cystéiné par dénombrement des colonies brunes
uniformes [141].

2.6.2.2. Clostridium spp

Les selles sont analysées rapidement de la méme facon précédente mais

exception faite, 'ensemencement se fait en surface dans le milieu gélose au sang
de cheval et I'incubation dans des jarres d’anaérobiose pendant 120 heures.
Aprés incubation, I'identification proprement dite des espéces est réalisée par des
tests de culture, microscopiques et biochimiques comme il est indiqué dans le
tableau 4.9 [141].

Tableau 4.9 : Tests biochimiques caractéristiques de Clostridium ssp.[141].

Examen technique Observation
desrésultats
+

Macroscopique | Etude direct des colonies.

Microscopique Examen direct et coloration de Bacilles Gram positif
GRAM.

Catalase Ajouter une goutte de H202 sur une | Effervescence
culture dans milieu solide.

Oxydase Ajouter un disque OX qui est Couleur rouge

imprégné de DPD a une culture
bactérienne.

Production Ensemencer en masse par Apparition de couleur rose
d’indole pigQre centrale le milieu VF,
apres incubation pendant 24h
ajouter quelques gouttes du
réactif de kovacs.

Recherche de Ensemencer le milieu nitrate- Couleur rouge
la nitrate mobilité par une pigdre centrale (réduction du nitrate en
réductase ensuite incuber en anaérobiose nitrite)

pendant 48h, apres incubation
additionner 5 gouttes du réactif
nitrate réductase | et 5 gouttes du
Réactif nitrate réductase II.
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Production Ensemencer le milieu VF La production
hydrogéne additionner de 0,2 g/l de sulfate d’hydrogéne sulfureux
sulfureux ferreux et de 0,3 g/l d’hyposulfite provoque le
de sodium ensuite incuber en noircissement du milieu
Anaérobiose a 37°C pendant 48h.

Le dénombrement des Clostridium spp se fait par le dénombrement des colonies
blanches avec un contour d’hémolyse clair sur gélose au sang [141].

2.6.2.3. Bacteroides spp

Aprés la préparation de la matiére fécale, un ensemencement en surface du milieu
gélose au sang est réalisé pour l'obtention des colonies de Bacteroides ssp.
L’ensemencement est suivi par une incubation dans des jarres d’anaérobiose
pendant 120 h a 37°C [141].

L’identification de genre bactérien est basée sur :

- L’étude des caractéres microscopique et macroscopiques,

- La recherche de 'oxydase et de la catalase,

- Réduction des nitrates et hydrolyse de la gélatine (méme méthode utilisée pour
les Clostridium).

- Production d’hydrogéne sulfureux : elle est mise en évidence par
ensemencement du milieu sulfate du fer par une colonie de Bifodobactérium, la
production d’H2S se traduit aprés incubation & 37°C pendant 48 h par un
noircissement au niveau de l'inoculation.

-Production d’indole : elle est mise en évidence en ensemencant une eau
peptonée exempte d'indole par une colonie bactérienne. Le tube doit étre
recouvert par une couche d’huile de vaseline et l'incubation se fait en anaérobiose
a 37°C pendant 48 h. L’ajout de réactif du Kovacs est nécessaire pour I'apparition
de I'anneau rouge dans le cas des tests positifs [141].

- Fermentation de I'esculine : elle est mise en évidence par I'addition de 0,5%
d’esculine au milieu de moéeller. Ce dernier est ensemencé par piqlre centrale a
partir d’'une colonie bactérienne isolée sur boite de Pétri. Aprés une incubation de
48 h a 37°C, le milieu vire vers le jaune si le résultat est positif.

- Croissance en présence de 20% de sels biliaires : ce test nécessite I'ajout de
20% de sels biliaires a une gélose au sang. Aprés ensemencement de ce milieu
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en surface et incubation de 24 h a 37°C, le test est mentionné positif s’il y a
croissance bactérienne.

Le dénombrement des Bacteroides spp se fait par un ensemencement en masse
du milieu gélose au sang et le comptage des colonies grises sans contour clair
d’hémolyse [141].

2.7. Détermination de temps de transit digestif

Pour déterminer le temps de transit digestif total ou le temps de la vidange
gastrique chez les rats aprés I'administration des doses et le régime alimentaire

adapté, nous allons procéder a la technique de rouge de Phénol.

Cette technique consiste a introduire a I'aide d’'une sonde cesophagienne aprés un
jeline de 12 heures, une solution liquide de rouge de phénol a 3% distribuée a
raison de 11 ml par Kg de poids vif de I'animal, I'observation de I'apparition de
coloration rouge dans les féces permet également d’évaluer le temps de transit

intestinal total, les résultats sont exprimés en minute [141].

2.8. Analyses biochimigues du sang

2.8.1. Dosage de glycémie
= Principe
Le glucose oxydase (GOD) catalyse l'oxydation du B-D-glucose en acide

gluconique selon la réaction suivante :

Glucose Oxydase _ _ a1
B-D-glucose + Oz + H20 acide gluconique + H20; ---+--(4.1)

Dans une deuxiéme réaction indicatrice, le peroxyde d’hydrogéne formé réagit
ensuite en présence de peroxydase (POD) avec un chromogene pour donner un
produit coloré, la quinonéimine qui absorbe a 505 nm [143].

_ . ; Peroxydase _ L.
2H20> + amino-4-antipyrine + phénol quinonéimine + 4 H20---(4.2)

= Mode opératoire

- Préparation du réactif de travail : mélanger les réactifs 1 (tampon) et réactif 2
(enzymes) (Appendice C). Cette préparation reste stable pendant 8 mois entre
2°C et 8°C.

- Pipeter dans des tubes a essai :

- Le blanc qui contient 1 mL de solution de travail.
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- Le standard qui est un mélange de 10 pL de standard et 1 mL du réactif de
travail.
- L’échantillon qui contient 10 puL du sérum et 1 mL de la solution de travail.

- Aprés agitation, les 3 tubes sont incubés a 10 min & 37 °C ou 20 min 20-25 °C.

= Lecture
La lecture est réalisée aprés avoir régler le spectrophotomeétre sur une longueur
d’onde de 505 nm, sachant que I'épaisseur de la cuve est de 1 cm. Lire 'absorbance
de la solution standard et de I'échantillon face au blanc, le résultat est exprimé en
(g/L) [143].

2.8.2. Dosage de l'urée
* Principe
Le dosage de l'urée est réalisé par une méthode colorimétrique enzymatique.

L’'urée présente dans I'échantillon réagit avec le réactif de travail en formant un
composé de couleur verte (le Dicarboxyindophénol) dont [lintensité est
proportionnelle a la concentration en urée [144]. La détermination enzymatique de
I'urée suit les réactions suivantes [145] :
Uréase
Uée + H.O ———— 2NH4" +COp-(4:3)

Nitroprussiate
NHs* + Salicylate + NaClO » Indophénol - (4.4)

= Mode opératoire

- Préparation du réactif de travail : mélanger les réactifs Al et A2 (Appendice C).
Le mélange reste stable pendant 2 mois entre 2 et 8°C.
- Laisser tempérer les réactifs pendant quelques minutes a température ambiante.
Pipeter dans des tubes a essai :

- Le blanc qui contient 1 mL du réactif A.

- Le standard est un mélange de 10 uL de I'étalon d’'urée et 1 mL du réactif A.

- L’échantillon est un mélange de 10 uL du sérum et 1 mL du réactif A.
- Bien agiter et incuber les tubes pendant 10 min a température ambiante
(16-25°C).

- Pipeter dans chacun des tubes précédents 1 mL du réactif B (Appendice C)



113

- Agiter et incuber pendant 10 min a température ambiante (16-25°C)
= Lecture

La lecture est réalisée apres avoir régler le spectrophotométre sur une
longueur d’onde de 600 nm, sachant que I'épaisseur de la cuve est de 1 cm. Lire
'absorbance de la solution standard et de I'’échantillon face au blanc, le résultat
est exprimé en (g/L).
2.8.3. Dosage de la créatinine
= Principe

Le dosage de la créatinine est realisé par une méthode colorimétrique

cinétique. La créatinine forme un complexe rouge-orange en présence de I'acide
picrique au milieu alcalin. La vitesse de la formation de ce complexe est
proportionnelle a la quantité de la créatinine présente dans I'échantillon [146].

= Mode opératoire

- Préparation du réactif de travail : mélanger a proportions égales, les réactifsl et
2 (Appendice C). Ce mélange reste stable pendant 10 jours a 15-25°C.
- Pipeter dans des tubes a essai :

- Le blanc qui contient 1 mL du réactif de travail.

- Le standard qui est un mélange de 100 pL de I'étalon de la créatinine et
1 mL du réactif de travail.

- L’échantillon qui contient 100 pL du sérum et 1 mL du réactif de travail.
= Lecture

La lecture est réalisée par un spectrophotometre avec une cuve de 1 cm
d’épaisseur, une longueur d’'onde de 505 nm et une température de 37°C. Faire
une premiére lecture aprés 30 secondes et une deuxiéme lecture aprés
90 secondes aprés I'addition du réactif de travail, le résultat est exprimé en (g/L).
2.8.4. Dosage de I'acide urique
= Principe

Le dosage de l'acide urique est réalisé par une méthode colorimétrique

enzymatique. L’acide urique présent dans I'échantillon réagit avec le réactif de
travail en formant un composé de couleur rouge (Quinonéimine) dont l'intensité
est proportionnelle a la concentration en acide urique [147]. La détermination
enzymatique de I'acide urique suit les réactions suivantes [148]:

Uricase
Acide urique + 2 H20 + O3 » Allontoine + CO2 + H202 -+ (4.5)
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Péroxydase
2H20> + 4 AAP+ DCPS » Quinonéimine + 4H20 ------(4.6)

4 AAP : Amino-4-Antipyrine.
DCPS: 2-4 dichlorophénol sulfonate.

= Mode opératoire

- Préparation du réactif de travail : mélanger le réactif 1 (tampon) et le réactif 2
(enzymes) (Appendice C). Bien agiter pour dissoudre les composants. Ce
mélange reste stable pendant 1 mois a 2-8°C.
- Pipeter dans des tubes a essai :

- Le blanc qui contient 1 mL du réactif de travail.

- Le standard qui est un mélange de 1 mL du réactif de travail et 25 pL de
I'étalon d’acide urique.

- L’échantillon qui contient 1 mL du réactif de travail et 25 pL du sérum.
- Mélanger et incuber pendant 10 min a température ambiante (15-25°C).
= Lecture

La lecture est réalisée apres avoir réglé le spectrophotométre sur une
longueur d’onde de 520 nm, sachant que I'épaisseur de la cuve est de 1 cm. Lire
'absorbance de la solution standard et de I'échantillon face au blanc. La couleur

reste stable pendant au moins 30 min, le résultat est exprimé en (g/L).

2.8.5. Dosage du cholestérol total
= Principe
Le cholestérol libre ainsi que le cholestérol estérifié présents dans

'échantillon donnent, selon les réactions couplées décrites ci-dessous un

complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie [149].

Cholestérol estérase
Cholestérol estérifié + H20 » Cholestérol + Acide gras ------ (4.7)

Cholestéroloxydase
Cholestérol + % Oz + H20 » Coolesténone + H20p------(4.8)

Peroxydase
2H20; + Phénol + 4 AAP » Quinonimine + 4H20-++++(4.9)
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= Mode opératoire

- Le réactif est tempéré pendant quelgues minutes a température ambiante.
- Pipeter dans des tubes a essai :

- Le blanc contient 1 mL du réactif de travail.

- Le standard est un mélange de 10 pL de I'étalon du cholestérol et 1 mL du
réactif de travail.

- L’échantillon est un mélange de 10 yL du sérum et 1 mL du réactif de
travail.

- Agiter et placer les tubes a température ambiante pendant 10 min.

= Lecture
La lecture est réalisée par un spectrophotomeétre avec une cuve de 1 cm
d’épaisseur, une longueur d’onde de 500 nm et une température de 37°C.

La coloration obtenue est stable au moins 2 heures, le résultat est exprimé en
(gl/L).

2.8.6. Dosage des triglycérides
= Principe
Les triglycérides sont hydrolysés par voie enzymatique en glycérol et acides

gras. Ce glycérol rentre en réaction avec les différentes enzymes présentes dans
le réactif de travail, entrainant la formation d’'un dérivé coloré rouge. L’intensité de
la couleur formée est proportionnelle a la concentration de triglycérides de
I'échantillon [150]. La détermination enzymatique des triglycérides suit les
réactions suivantes [150] :

Lipase- estérase

Triglycérides + H20 » Glycérol + Acides gras ------ (4.10)
Glycérol kinase
Glycérol + ATP » Glycérol-3-Phosphate + ADP ------(4.11)
Glycérol-3-Phosphate oxydase
Glycérol-3-Phosphate + O2 » H202 + DHAP ------ (4.12)
Péroxydase
H202 + 4-AAP + p-chlorophenol » Quinonimine + H20 ------ (4.13)

4 AAP : Amino-4-Antipyrine.
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= Mode opératoire

- Préparation du réactif de travail : mélanger les réactifs 1 (tampon) et réactif 2
(enzymes) (Appendice C). Cette préparation reste stable pendant 6 semaines
entre 2°C et 8°C.
- Pipeter dans des tubes a essai :

- Le blanc qui contient 1 mL de solution de travail.

- Le standard qui est un mélange de 10 pL de I'étalon de triglycéride et 1 mL
du réactif de travail.

- L’échantillon qui contient 10 uL du sérum et 1 mL de la solution de travail.
- Apreés agitation, les 3 tubes sont incubés a 37°C pendant 5 minutes.
= Lecture

La lecture est réalisée par un spectrophotomeétre avec une cuve de 1 cm

d’épaisseur et une longueur d’'onde de 505 nm, le résultat est exprimé en (g/L).

2.8.7. Dosage de ASAT

= Principe
La méthode est basée sur les travaux de Karmen. Cette procédure a été modifiée

par la suite par H.U. Bergmeyer. Les réactifs AST sont formulés conformément
aux recommandations de I'lFCC. La concentration en NADH est mesurée par son
absorbance a 340/410 nm, le taux de diminution de [Il'absorbance étant
proportionnel a [l'activit¢ AST. La réaction est déclenchée par [Iajout
d’acétoglutarate en tant que second réactif.

Ce dosage utilise la méthode cinétique [151].

) ASAT i
L-aspartate + a-cétoglutarate » Oxalacétate + L-glutamate------(4.14)

Malate Déshydrogénase

Oxalacétate + NADH » Malate + NAD------(4.15)

= Mode opératoire

-Reprendre le substrat R2 (substrat) par 3 ml ou 10 ml de tampon R1 (Appendice
C). Reconstituer chague R2 par un flacon R1 (L-aspartate), cette solution de
travail est stable7 jours a 2-8°C.

-L’échantillon est un sérum ou plasma héparine sans hémolyse.

-Ajuster le zéro du spectrophotométre sur I'air ou I'eau distillée
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Solution de travall 1ml 3ml
Préincuber a la température choisie (25, 30 ou 37°C)
Echantillon 100 pl 300 pl
Mélanger et incuber 1 minute
Mesurerla diminution de la densité optique par minute pendant 1 a 3 minutes.
= Lecture
La lecture est réalisée par un spectrophotometre, une cuve de 1 cm d’épaisseur et

une longueur d’'onde de 340 nm, le résultat est exprimeé par (UI/L) [151].

2.8.8. Dosage de ALAT
= Principe
La méthode de dosage est basée sur les travaux de Wroblewski et La Due. Cette

procédure a été modifiée par la suite par H.U. Bergmeyer. La réaction est initiée
par I'ajout d’a-cétoglutarate en tant que second réactif. La concentration en NADH
est mesurée par son absorption a 340/410 nm et le taux de diminution
d’absorption est proportionnel a I'activité de I'alanine aminotransférase.

Ce dosage utilise la méthode cinétique [152].

. , ALAT
L-Alanine + a-cétoglutarate » Pyruvate + L-Glutamate ------(4.16)

Lactate Déshydrogénase
Pyruvate + NADH yarog » Lactate + NAD -+ (4.17)

= Mode opératoire

-Reprendre le substrat R2 (substrat) par 3 ml ou 10 ml de tampon R1, reconstituer
chaque R2 par un flacon R1 (alanine), cette solution de travail est stable7 jours a
2-8°C.

-L’échantillon c’est un sérum ou plasma héparine sans hémolyse.

-Ajuster le zéro du spectrophotomeétre sur I'air ou I'eau distillée
Solution de travail 1ml 3 ml
Préincuber a la température choisie (25, 30 ou 37°C)

Echantillon 100 pl 300 pl
Mélanger et incuber 1 minute

Mesurer la diminution de la densité optique par minute pendant 1 & 3 minutes.
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= Lecture

La lecture est realisée par un spectrophotometre avec une cuve de 1 cm
d’épaisseur et une longueur d'onde de 340 nm, résultat est exprimé en (UI/L)
[152].

2.8.9. Dosage de PAL (Phosphatase Alcaline)
= Principe
La méthode est basée sur les travaux de Tietz, et al. La phosphatase alcaline

hydrolyse le substrat pNPP pour former du p-nitrophénol. La réaction est suivie
par la mesure colorimétrique a 410/478 nm de la vitesse de formation du p-
nitrophénol, qui est proportionnelle a l'activité de la phosphatase alcaline. Un
tampon 2-amino-2-méthyl-1-propanol (AMP) est utilisé pour maintenir le pH de la
réaction entre 10,3 et 10,4. Des ions magnésium et zinc sont ajoutés au tampon
AMP pour activer et stabiliser I'enzyme.

Ce dosage utilise la méthode cinétique [153].

_ APL, Mg?* Zn2* .
p-Nitrophenylphosphate +AMP » p-nitrophénol + p-AMP...... (4.18)

= Mode opératoire

- Préparation du réactif de travail : mélanger les réactifs 1 (tampon) et réactif 2
(substrat) (Appendice C).

- Pipeter dans un tube a essai 1 mL de solution de travail avec 20 pL du sérum.

- Aprés agitation, introduire dans une cuve thermostatée. Attendre 1 minute puis
mesurer 'augmentation moyenne de la densité optique par minute pendant 1 a 3

minutes.

= Lecture
La lecture est réalisée aprés avoir régler le spectrophotometre sur une
longueur d’'onde de 405 nm, sachant que I'épaisseur de la cuve est de 1 cm.

Lire 'absorbance de la solution, le résultat est exprimé en (UI/L) [153].
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2.8.10. Dosage de GGT (Gamma Glutamyl Transférase)
» Principe
La méthode est basée sur la procédure décrite par L.M. Shaw, et al. Au cours

d’'une réaction avec un substrat synthétique, le (L- -glutamyl-3-carboxy-4-
nitroanilide), la glycylglycine agit comme un accepteur vis-a-vis -glutamyl et le 5-
amino-2-nitro-benzoate (ANB) est libéré. L’absorption maximale du produit libéré
est proche de 400 nm. La vitesse de formation est mesurée par photométrie a
410-478 nm, la cinétique du dosage étant d’ordre zéro.

Ce dosage utilise la méthode cinétique [154].

GGT
L-y-glutamyl-3-carboxy-4-Nitroanilide+glycylglycine ——— 5amino-2 ------ (4.19)

nitrobenzoate+L-y-glutamyl-glycylglycine

= Mode opératoire

- Préparation du réactif de travail : mélanger les réactifs 1 (tampon) et réactif 2
(substrat) (Appendice C). Cette préparation reste stable pendant 1 mois entre 2°C
et 8°C.

- Pipeter dans des tubes a essai :

- Le blanc qui contient 1 mL de solution de travail.

Un mélange de 100 pL d’echantillon et 1 mL du réactif de travail.

Pré incuber a la température choisie (25, 30 ou 37°C).

Un mélange de 300 uL d’echantillon et 3 mL du réactif de travail.
- Mélanger et Incuber 1 minute. Mesurer 'augmentation de la densité optique par

minute pendant 1 a 3 minutes.

» Lecture

La lecture est réalisée aprés avoir régler le spectrophotométre sur une
longueur d’onde de 405 nm, sachant que I'épaisseur de la cuve est de 1 cm, le
résultat est exprimeé en (UI/L) [154].
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2.8.11. Dosage de Bilirubine totale (mg/L)
» Principe
La méthode repose sur une technique d’oxydation chimique utilisant le vanadate

comme agent oxydant. La bilirubine est oxydée par le vanadate en biliverdine a
pH 2,9 environ. En présence de détergent et de vanadate, la bilirubine conjuguée
(directe) et la bilirubine non conjuguée sont oxydées. Cette réaction d’oxydation
entraine une diminution de la densité optique de la coloration jaune, qui est propre
a la bilirubine. La diminution de la densité optigue a 451-545 nm est
proportionnelle a la concentration en bilirubine totale dans I'échantillon. La
concentration est mesurée au point de virage de la réaction. Ce dosage utilise la
méthode point final [155].

g . VOS- g -
Bilirubine +surfactant » Biliverdine ------ (4.20)

= Mode opératoire

- Reconstituer le lyophilisat R4 avec exactement 3 ml d’eau distillée. Attendre 15
minutes. Compléterla dissolution du lyophilisat par retournements successifs du
flacon. Les concentrations exactes sontindiquées sur chaque flacon. La stabilité a
I'obscurité aprés reconstitution est : 4 jours a 2 - 8°C;

Mélanger 20 Volumes R1 avec 1 volume R3 (Appendice C).

- le Sérum ou plasma recueilli sur EDTA héparine, citrate ou florure et conservé a

I'abri de la lumiére. Hémolyse génante pour la Bilirubine.

Standard Echantillon
Blanc Dosage Blanc Dosage
Standard R4 50 ul 50 ul - -
Echantillon - - 50 i 50 i
Réactif R2 1mi - 1mi -
Solution detravail (B.D) - 1ml - 1ml

Mélanger et incuber exactement 5 minutes a 37°C

= Lecture

La lecture est réalisée aprés avoir régler le spectrophotométre sur une
longueur d’onde de 555 nm, sachant que I'épaisseur de la cuve est de 1 cm. Lire
I'absorbance (A) du standard et les échantillons contre leurs blancs, le résultat est
exprimé en (mg/L) [155].
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2.8.12. Dosage des Protéines totales
» Principe
Méthode colorimétrique décrite par Gornall et al (1949). Les liaisons peptidiques

des protéines réagissent avec le Cu?" en solution alcaline pour former un
complexe bleu-violet dont I'absorbance est proportionnelle a la concentration de
protéines. Le réactif Biuret contient du sodium potassium tartrate qui complexe les

ions cuivre et maintient leur solubilité dans le milieu alcalin [156].

= Mode opératoire

- Préparation du réactif de travail : Ajouter 3 ml de R2 a 1 flacon R1(Appendice
C). Cette préparation reste stable pendant 6 mois entre 2°C et 8°C.
- Pipeter dans des tubes a essai :

- Le blanc qui contient 1 mL de solution de travail.

- Le standard qui est un mélange de 20 uL de I'étalon de triglycéride et 1 mL
du réactif de travail.

- L’échantillon qui contient 20 pL du sérum et 1 mL de la solution de travail.

- Apreés agitation, les 3 tubes sont incubés a la température 5 minutes.

= Lecture

La lecture est réalisée aprées avoir régler le spectrophotometre sur une
longueur d’onde de 546 nm, sachant que I'épaisseur de la cuve est de 1 cm.
Lire 'absorbance de la solution standard et de I'échantillon face au blanc, le

résultat est exprimé en (g/L) [156].

2.8.13. Dosage de I’Albumine
* Principe
A pH = 4.2, le vert de bromocrésol (BCG) se combine a I'albumine pour former un

complexe coloré dont I'absorbance est proportionnelle a la concentration en
albumine dans I'échantillon [157].

= Mode opératoire

- Les réactifs sont préts a 'emploi. lls doivent étre ramenés a la température
ambiante avant leur utilisation (Appendice C).
- Le Sérum, plasma hépariné non hémolysé.

- Pipeter dans des tubes a essai :
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- Le blanc qui contient 2mL de solution de travail.

- Le standard qui est un mélange de 10 pL de standard et 2 mL du réactif de
travail.

- L’échantillon qui contient 10 pyL du sérum et 2mL de la solution de travail.
- Apreés agitation, les 3 tubes sont incubés pendant 5 minutes a 20 - 25°C, la
coloration est stable durant les 30 minutes.
= Lecture

La lecture est réalisée apres avoir régler le spectrophotometre sur une
longueur d’onde de 628 nm, sachant que I'épaisseur de la cuve est de 1 cm.
Lire 'absorbance de la solution standard et de I'échantillon face au blanc, le

résultat est exprimé en (g/L) [157].

2.8.14. Dosage de Fer
* Principe
A pH 4,8 le fer Ferrique (Fe+++) est libéré instantanément de la transferrine.

L’acide ascorbique le réduit en fer ferreux (Fe++). La ferrozine forme avec le fer
ferreux, un complexe coloré soluble, mesurable de 560 a 580 nm. La présence de
thiourée permet d’éliminer l'interférence des ions cuivreux [158].

= Mode opératoire

Dissoudre le contenu d’'une spatule d’acide ascorbique (environ 250 mg) dans 50
ml de réactif 1 (réactif A). Ajouter 40 ul de ferrozine dans 1 ml de réactif A (réactif

B). Le réactif B est préparé extemporanément (Appendice C).

Blanc réactif Standard Blanc échantillon  Echantillon
Eau distillée 200 ul - - -
Standard R4 - 200 ul - -
Echantillon - 200 ul 200 ul
Réactif A - - 1ml -
Réactif B 1 ml 1 ml - 1mi

= Lecture

La lecture est réalisée par un spectrophotomeétre avec une cuve de 1 cm
d’épaisseur et une longueur d’'onde de 340 nm, le résultat est exprimé en (ug/dL)
[158].
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2.8.15. Dosage de Calcium
» Principe
La mesure du calcium est fondée sur la méthode o-crésolphtaléinecomplexon

(CPC). En milieu alcalin, le calcium forme avec I'o-crésolphtaléine, un complexe
violet, dont lintensité de la couleur est directement proportionnelle a la
concentration du calcium de I'échantillon testé [159].

= Mode opératoire

Solution de travail : Mélanger 1 volume du réactif R1 avec 1 volume du réactif R2
(Appendice C).
Préparation des échantillons : sérum ou plasma hépariné.
- Pipeter dans des tubes a essai :

- Le blanc qui contient 1 mL de solution de travail.

- Le standard qui est un mélange de 20 pL de I'étalon et 1 mL du réactif de
travail.

- L’échantillon qui contient 20 pL du sérum et 1 mL de la solution de travail.
- Aprés agitation, les 3 tubes sont incubés a la température ambiante pendant
5 minutes. La coloration est stable pendant 1 heure.
= Lecture
La lecture est réalisée aprés avoir régler le spectrophotométre sur une longueur
d’onde de 570 nm (550-590), sachant que I'épaisseur de la cuve est de 1 cm. Lire
'absorbance de la solution standard et de I'’échantillon face au blanc, le résultat
est exprimé en (mg/L) [159].
2.8.16. Dosage de Sodium
= Principe
Il existe des méthodes colorimétriques et enzymatiques qui permettent de mesurer

la concentration de sodium a l'aide d’instruments de chimie clinique standard [15].
Dans la réaction enzymatique, la B-galactosidase est activée par le sodium de
'échantillon. L’enzyme activée catalyse la réaction o-nitrophényl-B-D-

galactopyranoside (NPG) en nitrophénol et galactose [160].

= Mode opératoire

- Préparation du réactif de travail : les réactifs 1 et réactif 2 étant préts a 'emploi
(Appendice C). Cette préparation reste stable pendant 1 mois entre 2°C et 8°C.

- Pipeter dans des tubes a essai :
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- Le blanc qui contient 40 puL de I'eau distillée, 900 uL de R1, mélanger,
incuber pendant 5 min & +37 °C, ensuite ajouter300 uL de R2.

- Le standard qui est un mélange de 10 yL de I'étalon de triglycérides et 1
mL du réactif de travail.

- L’échantillon qui contient 40 pL de sérum, 900 pL de R1, mélanger, incuber
pendant 5 min a +37 °C, ensuite ajouter 300 pL de R2.
- Mélanger, incuber a +37 °C, puis lire 'absorbance A1 aprés 1 minute et
démarrer le chronometre. Lire 'absorbance A2 aprés1 min. et 'absorbance A3 2

min a +37 °C

= Lecture
La lecture est réalisée apres avoir régler le spectrophotometre sur une
longueur d’onde de 405 nm, sachant que I'épaisseur de la cuve est de 1 cm. Lire
'absorbance de la solution standard et de I'échantillon face au blanc, le résultat
est exprimé en (mmol/L) [160].
2.8.17. Dosage du Potassium
» Principe
Le dosage du potassium dans le sang est assuré soit par des méthodes

spectrophotométriques sur les instruments d’étalonnage biologique, soit par une
méthode enzymatique fondée sur [lactivation du pyruvate kinase avec le
potassium en utilisant le phosphoénolpyruvate comme substrat. Le pyruvate formé
réagit avec le NADH en présence de LDH pour formerLactate et NAD et donne
une excellente linéarité ainsi qu’une sensibilité négligeable aux substances
endogenes 161].

+

K
Phosphoénolpyruvate + ADP - Pyruvate + ATP...... (4.21)
pyruvate kinase

= Mode opératoire

- Préparation du réactif de travail :

R1. Tampon / Enzyme-Substrat: Dissoudre le contenu d'un flacon de R1b
(enzyme-substrat) avec uneportion de tampon Rla ; transférer alors le contenu
total dans letampon R1a, en lavant plusieurs fois le flacon R1b.

R2. Enzyme/Diluant : Dissoudre le contenu d'un flacon de R2b avec une portion

de tamponR2a ; transférer alors le contenu total dans le diluant R2a, en
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lavantplusieurs fois le flacon R2b. (Appendice C). Cette préparation reste stable
pendant 4 jours a 2-8 °C.
- Pipeter dans des tubes a essai :
- Le standard qui est un mélange de 720 uLde R1,290 uLde R2 et 20 uLde
standard.

- L’échantillon qui contient 20 uLdu sérum et 720 uLde R1, et 290 uL de R2.
- Mélanger et lire I'absorbance aprés 120 s (Al) et 240 s (A2).

= Lecture

La lecture est réalisée aprés avoir régler le spectrophotométre sur une
longueur d’'onde de 340 nm, sachant que I'épaisseur de la cuve est de 1 cm. Lire
'absorbance de la solution standard et de I'’échantillon face au blanc, le résultat

est exprimé en (mmol/L) [161].

2.9. Analyses hématologigues du sang

2.9.1. Détermination de la formule de numération sanguine FNS
» Principe
Le dosage hématologique est réalisé a partir du sang entier (sans

centrifugation) directement a [larrivée des échantillons au laboratoire. La
détermination quantitative des éléments figurés du sang est réalisée par la
cyométrie en flux utilisé sur un automate d’hématologie. La fraction du faisceau
lumineux que dévient ces éléments permet de les quantifier [162].

= Mode opératoire

Mettre I'’échantillon sanguin contenu dans un tube EDTA au niveau de
I'aiguille d’absorption de fagon qu’elle y soit plongée. L'opération d’absorption peut

prendre quelques secondes.

= Lecture

Le résultat est donné directement imprimé par l'automate précisant la
quantification de chaque parametre: Globules blancs, Lymphocytes.
Monocytes, Granulocytes, Globules rouges, Hémoglobine, Hématocrite, et

Plaquettes sanguines [162].
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2.10. Etude histophatologique

2.10.1. Examen macroscopique des organes de rats

Il s’agit d’'un constat visuel de I'apparence des organes (couleur, aspect), ainsi

I'enregistrement de poids de chaque organe.

2.10.2. Examen microscopique des organes de rats

Il s’agit d’'une observation microscopique des coupes histologiques au niveau

des organes (foie et reins) réalisées sur des lames selon les étapes suivantes :

2.11.2.1. Fixation et rincage

Cette étape a pour but d’immobiliser les structures en respectant dans la
mesure du possible leur morphologie, de les conserver et de permettre la confection
de préparation permanente. La fixation des organes est réalisée dans le formol a
10 % pendant 48 heures. Pour une meilleure fixation, les reins sont coupés en deux,
aprés 6 heures au minimum, on prépare des tranches (pieéces) a partir de chaque
organe et leur mise dans des cassettes spéciales en plastique et les conserver

toujours dans le formol & 10 % [163].

2.10.2.2. Déshydratation
Les cassettes sont imprégnées dans six bains d'alcool éthylique a

concentration croissante pour réaliser une déshydratation en douceur et non brutale
qui risque de rétracter les cellules d’alcool 70°, 90° et 100° successivement (deux

bains de 1 heure chacun).

2.10.2.3. L'éclaircissement

L’alcool utilisé pour la déshydratation n’est pas miscible a la paraffine, pour cela
il faut enlever I'alcool du tissu, ceci est effectué par deux bains de xyléne pendant 5
minutes chacun [163].

2.10.2.4. Imprégnation

Dans une étuve réglée a 60°C, les cassettes sont imprégnées dans un bain de

la paraffine pure liquide a 60°C pendant 12 heures.
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2.10.2.5. Inclusion et mise en bloc

L'inclusion consiste a faire pénétrer la paraffine dans les tissus qui va donner la
résistance meécanique nécessaire a la réalisation des coupes au microtome,
I'inclusion est réalisée selon les étapes suivantes :

- Ecoulement de la paraffine dans des moules métalliques.

- Inclusion et orientation des pieces dans la paraffine (Figure 4.8).

- Placement des cassettes, sur lesquelles est inscrit I'état de I'organe de I'animal et
son sexe.

- Refroidissement des blocs de paraffine sur une plaque métallique réfrigérée environ

7 minutes [163].

- "t
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—

Figure 4.8 : Inclusion et mise en bloc des organes dans la paraffine

(photo originale).

2.10.2.6. Confection des coupes

Les blocs obtenus sont coupés au microtome de type LEICA RM 2125 RT. Avec

une épaisseur de 5 pm.

2.10.2.7. Collage des rubans des coupes et leur séchage

Les rubans des coupes sont étalés dans un bain d’eau thermostatée (37°C)
puis récupérés et collés sur des lames ordinaires et ensuite séchées dans I'étuve a
37°C pendant 12 heures.
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2.10.2.8. Déparaffinage et réhydratation

Le déparaffinage sert a enlever la paraffine du tissu pour que les colorants
puissent le pénétrer. Les coupes sont passées dans deux bains de xyléne pendant
2 minutes chacun. La réhydratation a pour but de retirer le xyléne du tissu et le
remplacer par lI'eau. Les piéces sont passées dans quatre bains d’éthanol en
concentrations décroissantes : 100°; 90°; 70° pendant une durée d'une minute

chacun. Elles sont enfin lavées a I'eau courante [163].

2.11.2.9. Coloration

On procede a la coloration adoptée en anatomie pathologique, celle de
I'némalun-éosine (HE) effectuée grace a I'hémalun qui colore en bleu-violet les
noyaux et a I'éosine qui colore le cytoplasme en rose, les hématies en rouge claire a
jaune et le collagene en jaune. La coloration hémalun-éosine est réalisée selon les
étapes suivantes :

- Coloration des lames par une solution d'hémalun pendant 45 secondes.
- Ringage a l'eau courante pour enlever I'excédent du colorant.

- Passage des lames par une solution de carbonate de lithium pendant 30 secondes.

Rincage a I'eau courante pour enlever le surplus de carbonate de lithium.

Coloration des lames par d'éosine pendant 4 minutes.

Rincage par l'eau courante.

Déshydratation : imprégner les lames dans des bains d'alcool éthyligue aux
concentrations croissantes pendant une durée de 30 secondes chacune.

- L'éclaircissement : on plonge les lames dans un bain de xyléne pendant une durée
de 5 minutes [163].

2.10.2.10. Montage et observation microscopique

Le montage est la derniére étape de la préparation des lames pour la lecture en
microscopie. Il s’agit d’'un collage de la lamelle a la lame d’'une maniere rapide et
durable, en utilisant un milieu de montage permanant. Le but est I'obtention d’un
degré de transparence et d’indice de réfraction élevé mais aussi pour protéger
mécaniquement I'étalement qui ne supporte pas le desséchement. Le milieu de
montage idéal est 'Eukitt (figure 4.9) [163].
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Les lames sont séchées sur papier absorbant, nettoyées au xylene, la lecture
se fait a 'aide d’'un microscope photonique doté d’un appareil a photo. On prend
plusieurs photos de chaque observation réalisée sous différents grossissements
(Gx 10, Gx 40 et Gx 100).
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Figure 4.9 : Coupes histologiques colorées et fixées sur des lames

(photo originale).

2.11. Etude statistique

L’étude statistique a été réalisé a I'aide d’un logiciel de statistique Systat 7. Les
résultats sont présentés sous forme de moyennes * Ecart type. Une analyse de
variance puis un test de Student sont effectués pour comparer les résultats des rats
témoins et les résultats des rats traités. Les différences sont jugées significatives

quand p < 0,05. Le poids relatif de 'organe (g %) est déterminé comme suit :

Poids absolu de l'organe (8
Poids absolu (g)

x 100 (4.14)
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Ce chapitre résume les résultats clés obtenus au cours de notre étude et qui

v" Choix des différents pesticides utilisés dans la partie expérimentale et par

'enquéte menée préalablement

v Caractérisation physico-chimiques et microbiologique de Il'aliment, I'eau,

psyllium et I'argile destinés a 'alimentation des rats.

v' Tests in-vivo : analyses microbiologiques, biochimiques, hématologiques,

et histologiques.

1. Résultats de I'enquéte sur les pesticides

1.1. Résultats de classification des pesticides

D’apres lI'enquéte réalisée sur le terrain chez 15 vendeurs de produits

phytosanitaires et 10 agriculteurs des régions de Tipaza et Blida, nous avons

sélectionné 6 pesticides largement utilisés dans le traitement des fruits et [égumes

et soupconnés par leur degré de toxicité, les résultats sont représentés dans le

tableau 5.1 ci-dessous :

Tableau 5.1 : Classement des pesticides largement utilisés dans le traitement des

fruits et Iégumes selon leur degré de toxicité de la région de Mitidja (Blida et

Tipaza).

N° Pesticides Nature Nombre de citation/25
1 Chlorpyrifos-méthyl Insecticide 25

2 Deltamethrine Insecticide 19

3 Methidation Insecticide 16

4 Cypermitrine Insecticide 14

5 Acetamipride Insecticide 12

6 | Abamictine Acaricide 21
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Les 6 pesticides obtenus par cette classification ont été utlisés dans
'administration des doses pour les rats pendant I'expérimentation animale. Et
selon nos résultats, on constate que les insecticides sont le type de pesticides les
plus utilisés en agriculture en Algérie et aussi sont les plus toxiques.

1.2. Résultats de la classification des légumes largement consommés en Algérie

selon le degré d’utilisation des pesticides

D’apres I'enquéte réalisée sur le terrain, nous avons identifié et classé 11 légumes
largement consommeés par la population Algérienne selon le degré d’utilisation des
pesticides (nombre et fréquence). Les résultats sont représentés dans le tableau

5.2 ci-dessous :

Tableau 5.2 : Classement des légumes largement consommeés par la population

Algérienne selon le degré d’utilisation des pesticides.

Classement Légumes Moyenne de classement
1 Tomate 1,66
2 Pomme de terre 2,43
3 Poivre vert 3,33
4 Salade verte 3,41
5 Haricot vert 5,83
6 Concombre 6,25
7 Courgette 6,58
8 Aubergine 7,83
9 Petit pois 8,25
10 Carotte 9,08
11 L’oignon 9,50

Ces résultats montrent que la tomate et pomme de terre sont les légumes les plus
traités par les pesticides en nombre (plusieurs types de pesticides) et en
frequences (plusieurs fois dans la méme saison) car ils sont tres sensibles aux
maladies et aussi pour la tomate, les agriculteurs réalisent le traitement par
plusieurs types de pesticides 4 ou 5 fois dans la méme saison car la tomate donne
des fruits en plusieurs reprises. Alors nous avons ressencé : les tomates, pomme

de terre, poivre vert et salade verte comme étant les légumes qui présentent un
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risque plus élevé de résidus de pesticides, alors que le haricot vert, concombre,
courgette, présentent un risque modéré, mais l'aubergine, petit pois, carotte et
'oignon ne présentent pas un risque sur le consommateur car sont peu ou pas

traité du tout par les pesticides.

1.3. Résultats de la classification des fruits largement consommeés en Algérie

selon le degré d’utilisation des pesticides

D’aprés I'enquéte réalisée sur le terrain, nous avons classé 11 fruits largement
consommes par la population Algérienne selon le degré d’utilisation des pesticides
(nombre et fréquence), les résultats sont représentés dans le tableau 5.3 ci-

dessous :

Tableau 5.3: Classement des fruits largement consommés par la population

Algérienne selon le degré d’utilisation des pesticides.

Classement Fruits Moyenne de classement
1 Fraise 2,38
2 Raisin 2,84
3 Pastéque et melon 3,07
4 Orange, pomme et poire 4,07
5 Peche 5,07
6 Abricot 6,07
7 Le néflier du Japon 6,61
8 Prune 7,38

Les résultats de notre enquéte ont montré d’'une fagon générale que les fruits sont
plus traités par les pesticides en termes de nombre et fréquence puisque les fruits
sont plus riches en eau et en sucre par rapport aux légumes. La fraise est le fruit
les plus traité par les pesticides en nombre (plusieurs types de pesticides) et en
fréquences (plusieurs fois dans la méme saison) comme la tomate. Et aussi nous
avons le raisin, pastéque, melon, orange, pomme et poire, sont des fruits qui
présentent un risque élevé de résidus de pesticides, alors que le néflier du Japon
et prune ne présentent pas un risque sur le consommateur car sont peu ou pas

traités du tout par les pesticides.
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2. Résultats des analyses physico-chimigues

2.1. Résultats des analyses physico-chimigues de 'eau

Les résultats des analyses physicochimiques de I'eau du robinet destinée a

la consommation par rats sont représentés dans le tableau 5.4 ci-dessous :

Tableau 5.4: Résultats des analyses physicochimiques de l'eau de robinet

destinée aux rats.

Parametres Résultats Norme *
Conductivité 1016 pS/cm 2800 puS/cm
pH 7,9 6.5-8.5
Calcium (Ca) 190,57 mg/L 75 - 200 mg/L
Magnésium (Mg) 21,6 mg/L 150 mg/L
Sodium (Na) 99 mg/L 200 mg/L
Potassium (K) 9,7 mg/L 20 mg/L
Chlorure (CI) 189,57 mg/L 200 - 500 mg/L
Nitrate (No"3) 10 mg/L 15 mg/L
Nitrite (No2) < 0,01 mg/L 0,02 mg/L

* Norme Algérienne selon Décret exécutif n°14-96 du4 mars 2014 relatif a la

qualité de I'eau de consommation humaine [164].

Les analyses physico-chimiques de I'eau de robinet destinée a I'alimentation
des rats et pour la préparation des solutions de pesticides et additifs alimentaires

a pour but de vérifier sa composition et sa qualité physico-chimique.

D’aprés les résultats du tableau 5.4 et selon la norme présentée dans
I'arrété ministériel du 26 Juillet 2000 relatif aux critéres de qualité de I'eau potable,
'eau de robinet de la station d’expérimentation animale de la faculté des sciences
vétérinaire a l'université Blida 1 est de bonne qualité physico-chimique, tous les
parametres physicochimiques recherchés sont dans [lintervalle des valeurs
admissibles.

Notons que le taux de chlore ne doit pas étre trop élevé car la vitamine C est

dégradée par celui-ci [165]. Or le taux de chlorure dans notre eau est de
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189,57 mgl/L, ce qui est faible par rapport a la valeur maximale tolérée et qui est
de 500 mg/L : ainsi la vitamine C dans 'alimentation des rats est bien préservée.

Il est a signaler que notre eau est riche en calcium et magnésium qui sont
des éléments essentiels dans I'alimentation des rats. L’apport nutritionnel en ces

deux éléments est intéressant surtout en cas de déficit en ces besoins.

Les rats boivent 140 millilitres d'eau par kilogramme de poids corporel par
jour. lls boivent en moyenne 2 ml d'eau pour chaque gramme de nourriture seche
[166]. Pour cela la qualité de I'eau est trés importante pour la croissance normale
et la santé des rats, ce qui pourrait influencer directement sur la fiabilité des

résultats obtenus au cours de I'expérimentation animale.

2.2. Résultats des analyses physico-chimiques de I'aliment des rats

Les analyses physico-chimiques font ressortir la composition en nutriments

essentiels suivante :

Tableau 5.5 : Composition en nutriments essentiels de I'aliment destiné aux rats

Nutriments (g / kg d’aliment) Teneur (g / kg d’aliment)
Matiére azotée totale 158,10

Matiere grasse 54,40

Calcium 12,80
Phosphore 3,80

Tableau 5.6 : Recommandations alimentaires chez le rat aux différents stades

physiologiques [167-169].

Nutriments (g / kg) Entretien | Croissance | Gestation | Lactation
d'aliment
Matiere azotée totale >50a70 150 150 150
Matieres grasses 50 50 50 50
Calcium 5 5 6,3 6,3
Phosphore 3 3 3,7 3,7
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En comparant nos résultats avec les recommandations alimentaires chez le
rat (tableau 5.6), les besoins sont couverts pour le stade d’entretien et croissance
pour nos rats pendant toute la période d’expérimentation animale en matiere de
protéines, matiére grasse, calcium et phosphore. A cet effet, toute probabilité
d’anomalie physiologique issue d’'une carence nutritionnelle est éliminée.

Méme s’il y a une carence en d’autres nutriments, elle est peut étre
récupérée automatiquement a travers la quantité de I'aliment ingérée par les rats
chaque jour. C’est d’ailleurs I'avantage de I'alimentation a volonté ou le rat mange
jusqu'a la couverture de tous ses besoins nutritionnels.

Aussi, les rats sont des animaux coprophages c'est-a-dire qu'ils ingérent une
partie de leurs féces. Ce comportement leur permet de récupérer des vitamines du
groupe B, de la vitamine K et d'autres nutriments synthétisés par la flore digestive
pendant le transit et ainsi que certains acides aminés et certaines protéines, cela
leur permet de couvrir une partie de leurs besoins nutritionnels [169, 170].

On ne considére que 50-65 % des matiéres fécales de rats nourris avec des
régimes alimentaires adéquats qui peuvent étre réingérées par coprophagie [171].

3. Résultats des analyses microbiologiques de I'eau et 'aliment destinés aux rats

3.1. Résultats des analyses microbiologiques de I'eau

Les résultats des analyses microbiologiques de I'eau du robinet destinée aux

rats sont représentés dans le tableau 5.7 ci-dessous :

Tableau 5.7 : Résultats des analyses microbiologiques de l'eau de robinet

destinée aux rats.

Bactéries Résultats (UFC) Norme *(UFC)
Coliformes Totaux 00 00
Coliformes Fécaux 00 00
Streptocoques 00 00
Clostridium 00 00

*Norme Algérienne selon Décret exécutif n°14-96 du 4 mars 2014 relatif a la
qualité de 'eau de consommation humaine [164].

D’aprés les résultats des analyses microbiologiques représentés dans le tableau
5.7, 'eau de robinet destinée a l'alimentation des rats est de bonne qualité
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microbiologique, alors elle ne présente aucun risque pour la santé des rats

pendant notre expérimentation animale.

3.2. Résultats des analyses microbiologigues de I'aliment

Les résultats des analyses microbiologiques de l'aliment destiné aux rats

sont représentés dans le tableau 5.8 ci-dessous :

Tableau 5.8 : Résultats des analyses microbiologiques de l'aliment destiné aux

rats.

Aliment Flore T | Coliforme T | Coliforme F | Staph Salmonelle | Moisissure
Aliment simple 250 <10 <5 <50 Absence <50
Aliment+psyllium 180 <10 <5 <50 Absence <50
Aliment+argile 50 <10 <5 <10 Absence <5
Aliment+psyl+arg| 70 <10 <5 <50 Absence <50
Argile verte 30 Absence Absence <5 Absence <5
Psyllium poudre 90 <10 <5 <50 Absence <50
Norme* (UFC) 104 102 30 103 Absence 108

25 g

*Norme Algérienne selon le Journal Officiel Algérien arrété interministériel du

4 octobre 2016 fixant les critéres microbiologigues des denrées alimentaires [89].

Les résultats de I'analyse microbiologique de : Aliment simple, Argile verte,
Poudre de psyllium, Aliment+psyllium, Aliment+argile, Aliment+psyllium+argile,
montrent une qualité microbiologique satisfaisante, ce qui confirme que ces
aliments sont sains et ne causent aucun risque ou contamination pour les rats
pendant 'expérimentation.

Pour I'argile verte et I'aliment enrichi en argile verte, nous avons remarqué une
faible présence de la flore mésophile totale et des staphylocoques ainsi les
moisissures par rapport aux autres aliments et une absence des coliformes totaux,
thermotolérants et salmonelles, cela peut étre expliqué par le pouvoir antibactérien

remarquable de I'argile verte sur certaines bactéries [172].
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4. Résultats de I'expérimentation animale

Nous avons procédé a une expérimentation animale sur un groupe de rats
femelles de souche Wistar pour évaluer la toxicité des additifs alimentaires ainsi
les pesticides et apprécier les effets protecteurs et antitoxiques du psyllium et

I'argile verte, nous avons réalisé le suivi de plusieurs parametres.

4.1. Suivi du poids corporel des rats

Pendant toute la période de I'expérimentation animale, I'évaluation pondérale
de chaque lot de rats a été suivie chaque semaine et les enregistrements des
résultats sont résumés d’'une fagon générale et récapitulative sous forme des

courbes dans les figures 5.1- 5.4

Le développement normal du poids corporel des rats de la souche Wistar est
représenté dans la figure 5.5 conformément aux travaux de CREDO (1990) [173].
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Figure 5.1 : Evaluation pondérale des rats traités par le mélange des additifs

alimentaires pendant la durée de I'expérimentation.
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Figure 5.2 : Evaluation pondérale des rats traités par le mélange des

pesticides pendant la durée de I'expérimentation.
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Figure 5.3 : Evaluation pondérale des rats traités par le mélange des

pesticides et additifs alimentaires pendant la durée de I'expérimentation.




139

300

250

200

150

100

50

2 3 4 5 6 7 8
=@=1 Témoin
9 AA+Pesticides/ DJAx2+ Argile

9

10

11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31

=@=—_38 AA+Pesticides/ DJAx2+ Psyllium
=@=10 AA+Pesticides/ DJAx2+ Psyllium+ Argile

Figure 5.4 : Evaluation pondérale des rats traités par le mélange des

pesticides et additifs alimentaires associe a I'argile verte et psyllium pendant la

durée de I'expérimentation.
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Figure 5.5 : Courbe d’évaluation pondérale du rat Wistar male et femelle [173].
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D’aprés les résultats représentés sur les figures : 5.1 et 5.4, en comparant le
poids moyen de nos rats témoins avec la courbe évolution pondérale de la figure
5.5, nous remarquons que le poids de nos rats sont dans les normes depuis le
début de I'expérimentation a I'age de 8 semaines qui correspond a 150 g jusqu’a
la fin de notre expérimentation avec un poids moyen d’environ 250 g. Ainsi il
apparait clairement que nos rats sont en bonne santé et bien portante, notre
aliment a couvert leurs besoins nutritionnels et notre expérimentation animale

s est déroulée dans de bonnes conditions hygiéniques et sanitaires.

Selon les résultats présentés dans les figures 5.1- 5.4, et par rapport aux
témoins, aucun changement significatif du poids corporel des rats traités par le
mélange des dix additifs alimentaires et/ou six pesticides (DJA et DJAx2) n'a été
enregistré pendant les 31 semaines de I'expérimentation animale, cela peut étre
expliqué par les trés faibles doses d’additifs alimentaires et pesticides qui ne
présentent pas un effet direct et observable sur la croissance et le développement
corporel et morphologique des rats traités.

Aussi I'enrichissement de l'aliment par l'argile verte et/ou psyllium ne montre
aucun changement dans le poids corporel et la croissance de ces rats. Ces
résultats sont probablement dus a l'absence de nutriments énergétique et

d’entretien dans l'argile et psyllium comme les glucides, lipides et protéines.
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4.2. Résultats des analyses microbiologiques du microbiote intestinal des rats

4.2.1. Effets des additifs alimentaires sur le microbiote intestinal
4.2.1.1. Microbiote aérobie

Les résultats des analyses microbiologiques de I'effet des additifs alimentaires sur

le microbiote aérobie des rats sont représentés dans la figure 5.6 ci-dessous :
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Figure 5.6 : Effet des additifs alimentaires sur le microbiote aérobie des rats

4.2.1.2. Microbiote anaérobie

Les résultats des analyses microbiologiques de [leffet des additifs

alimentaires sur le microbiote anaérobie des rats sont regroupés dans la figure 5.7

ci-dessous :
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Figure 5.7 : Effet des additifs alimentaires sur le microbiote anaérobie des rats.
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L'effet des différents traitements du meélange des additifs alimentaires sur le
microbiote aérobie est représenté sur la figure 5.6 ci-dessus. Le mélange des 10
additifs alimentaires en dose de DJA et DJAx2 provoque une diminution tres
hautement significative pour la population bactérienne aérobie : d'Enterobacter
aerogenes, et Enterococcus spp par rapport au groupe témoin. Par contre nous
avons noté une augmentation trés hautement significative pour I'espéce

Escherichia coli.

L'effet du traitement par le mélange des additifs alimentaires sur le microbiote
aéro-anarobique facultative est présenté dans la Figure 5.7. Le mélange en dose
de DJA et DJAX2 par rapport au groupe témoin, montre une grande diminution de
maniére tres hautement significative de la population bactérienne de Lactobacillus

spp.

L'impact du traitement par le mélange d’additifs alimentaires sur le microbiote
anaérobie strict a été représenté dans la Figure 5.7. Ce mélange en dose de DJA
et DJAX2 a enregistré des diminutions trés hautement significatives en nombre
globale de la population bactérienne de Bifidobacterium spp, bacteroides spp et
Clostridium spp par rapport au nombre de bactéries du groupe témoin. Sauf la
dose DJA qui a montré une diminution non significative pour les Clostridium spp.

Ces résultats peuvent étre expliqués par I'effet toxique des 10 additifs alimentaires
méme a des doses faibles (DJA), cet effet et probablement provoqué par le
phénoméne d’addition ou synergie des effets toxiques, et selon les résultats
d’autres auteurs qui ont émis I'hypothéese que I'exposition du microbiote intestinal
humain a des additifs alimentaires et conservateurs, méme a faibles doses,
pourrait induire la dysbiose du microbiote intestinal, par contre les études
individuelle d’'un seul additif ne montre pas des effets en DJA [174].Les
Enterobacteraerogenes, Enterococcus spp, Lactobacillus spp, Bifidobacterium
spp, bacteroides spp et Clostridium spp, sont les bactéries les plus sensibles au
mélange d’additifs alimentaires et nos résultats sont en accord avec les travaux de
Bian et al., (2017) sur l'acésulfame de potassium [175], Frankenfeld et al.,(2015)
sur 'aspartam [176], Hrncirova et al., (2019) sur Benzoate de sodium, sorbate de

potassium [174].
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Il est important de noter que les mécanismes exacts par lequel des additifs
alimentaires ou des agents antimicrobiens, affectent la croissance microbienne,
sont complexes et difficiles a déterminer. Certains des mécanismes d'action
connus comprennent des changements dans la perméabilité de la membrane,
interférence avec la membrane absorption et transport, inactivation des enzymes
essentielles, interférence avec les mécanismes génétiques ou inhibition des
protéines de synthese. Malheureusement, seules quelques cibles de nourriture.
Les additifs antimicrobiens ont été entierement élucidés. Le mécanisme exact par
lequel des agents antimicrobiens spécifigues inhibent le métabolisme et la
prolifération semblent dépendre du type de micro-organismes, les substrats et les

conditions environnementales [177].

La bactérie Escherichia coli est la souche la plus résistante au mélange d’additifs
testés méme en présence des conservateurs et aussi a montré une croissance
plus importante que les témoins, ce résultat est expliqué probablement par les
faibles doses des additifs alimentaires et le développement des systémes de
résistance de cette bactérie et I'utilisation de certains additifs comme source de

carbone et d’azote pour la croissance.

Plusieurs mécanismes d'insensibilité microbienne aux antimicrobiens et agents
susceptibles d'étre impligués ont été mis au point. Un mécanisme intrinséque
majeur chez les bactéries Gram-négatives est l'imperméabilité cellulaire [178]. Un
autre mécanisme important est I'élimination des agents antimicrobiens, agents
hors d'une cellule a l'aide de pompes a efflux, le mécanisme de la pompe est
associé a la résistance d'E. coli a divers agents antimicrobiens [179]. Les
mécanismes des bactéries Gram-positives comprennent Iefflux, I'adaptation
phénotypique ou dégradation des biocides [177]. Ce fait intéressant, certaines
souches d’Enterococcus spp sont completement résistantes aux antibiotiques et

présentent un probléme important en clinique pratique [180].



4.2.2. Résultats de I'effet des pesticides sur le microbiote intestinal des rats

4.2.2.1. Microbiote aérobie
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Les résultats des analyses microbiologiques de l'effet du mélange de

pesticides sur le microbiote aérobie des rats sont représentés dans la figure 5.8 ci-

dessous :
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Figure 5.8 : Effet des pesticides sur le microbiote aérobie des rats.

4.2.2.2. Résultats de I'effet des pesticides sur le microbiote anaérobie

Les résultats des analyses microbiologiques de l'effet du mélange de

pesticides sur le microbiote anaérobie des rats sont représentés dans la figure 5.9

ci-dessous :
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Figure 5.9 : Effet des pesticides sur le microbiote anaérobie des rats.
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L'effet des différents traitements du meélange de pesticides sur le microbiote
aérobie a été représenté dans la figure 5.8 ci-dessus. Le mélange des 6 pesticides
en dose de DJA et DJAx2 a provoqué une diminution tres hautement significative
pour la population bactérienne aérobie : d'Enterobacter aerogenes, Escherichia

coli, et Enterococcus spp par rapport au groupe témoin.

L'effet du traitement par le mélange de pesticides sur le microbiote aéro-
anaérobique facultative est présenté sur la Figure 5.9. Le mélange en dose de
DJA et DJAx2 par rapport au groupe témoin, montre une tres grande diminution
de maniéere trées hautement significative de la population bactérienne totale de

Lactobacillus spp.

L'impact du traitement par le mélange des 6 pesticides sur le microbiote anaérobie
strict a été présenté sur la Figure 5.9. Ce mélange en dose de DJA et DJAX2 a
enregistré des diminutions trés hautement significatives en nombre global de la
population bactérienne de Bifidobacterium spp, bacteroides spp et Clostridium spp

par rapport au nombre de bactéries du groupe témain.

Cet effet toxique prouve que le mélange des six pesticides est toxique pour le
microbiote intestinal, méme a faible dose et a la dose journaliére admissible (DJA)
qui est considérée comme dose de sécurité et sans effet toxique pour un seul type
de pesticide [181].

La diminution du nombre de bactéries du microbiote intestinal peut étre due a
I'effet toxique du meélange de 6 pesticides soit par la destruction directe des
cellules bactériennes, par la perturbation du mécanisme de division cellulaire ou
par la perturbation du métabolisme biochimique des bactéries. Les pesticides
organophosphorés provoquent des altérations des protéines membranaires
cellulaires, ces protéines différentielles ont été identifiées comme étant des
protéines membranaires et, en ce qui concerne les fonctions physiologiques, ces
protéines sont impliguées dans le métabolisme cellulaire, les chaperons
moléculaires, le systeme de cytosquelette, le Transfert des signaux, le transport et

les récepteurs hormonaux [182].
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Les pesticides sont responsables de la perturbation de la morphologie

mitochondriale, de la diminution du potentiel membranaire mitochondrial et de la
respiration oxydative [183, 184]. La toxicité des pesticides peut étre représentée
par le dosage de linhibition des enzymes, des dommages a I'ADN par les
hydrocarbures aromatiques, de I'expression des genes, du complexe
transthyrétine-protéine de liaison au rétinol, des précurseurs des protéines de
coagulation [185, 186].
D'autres études ont montré que certaines bactéries comme Lactobacillus sont
capables de dégrader et de détoxifier les pesticides organophosphorés comme le
chloropyrifos et d'autres pesticides en les utilisant comme source de carbone et de
phosphore [187].

Par rapport & nos résultats, cette différence s'explique probablement par la
différence de la nature et des types de bactéries étudiés et l'interaction naturelle
entre eux dans le tractus gastro-intestinal. Elle peut également étre due a la
différence de temps d'exposition au mélange de pesticides et au type de mélange
commercial de pesticides qui prend l'une des trois formes suivantes
indépendante, addition de dose ou interaction, et les additifs utilisés dans les
formulations commerciales qui contribuent a la toxicité des pesticides ménagers
modifiant la toxicocinétigue du pesticide en raison de son activation ou de sa
détoxification réduite, également les bactéries sont incapables de les dégrader
[188, 189].
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4.2.3. Résultats de l'effet de mélange additifs alimentaires et pesticides sur le

microbiote intestinal des rats

4.2.3.1. Mélange d additifs alimentaires et pesticides sur le microbiote aérobie

Les résultats des analyses microbiologiques de leffet du mélange des
additifs alimentaires et pesticides sur le microbiote intestinal aérobie des rats sont

regroupés dans la figure 5.10 ci-dessous :
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Figure 5.10 : Effet des mélanges additifs alimentaires et pesticides sur le

microbiote aérobie des rats.

L'effet des différents traitements du mélange pesticides et additifs alimentaires sur
le microbiote aérobie a été représenté dans la figure 5.10. Le mélange de 6
pesticides et 10 additifs alimentaires en dose de DJA et DJAx2 provoque une
diminution trés hautement significative pour la population bactérienne aérobie :
d'Enterobacter aerogenes, et Enterococcus spp par rapport au groupe témaoin.
Sauf Escherichia coli nous avons enregistré une augmentation tres hautement

significative par rapport au témoin.
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4.2.3.2. Résultats de l'effet de mélange additifs alimentaires et pesticides sur le

microbiote anaérobie

Les résultats des analyses microbiologiques de l'effet du mélange des additifs
alimentaires et pesticides sur le microbiote intestinal anaérobie des rats sont

regroupés dans la figure 5.11 ci-dessous :
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Figure 5.11 : Effets dumélange additifs alimentaires et pesticides sur le microbiote
anaérobie des rats.

L'effet du traitement par le mélange de pesticides et additifs alimentaires sur le
microbiote aéro-anarobie facultatif est présenté sur la Figure 5.11. Le mélange en
dose de DJA et DJAx2 par rapport au groupe témoin, montre une trés grande
diminution de maniere trés hautement significative de la population bactérienne

totale de Lactobacillus spp.

L'impact de traitement par le mélange pesticide et additif alimentaire sur le
microbiote anaérobie strict a été représenté sur la Figure 5.11. Ce mélange en
dose de DJA et DJAx2 des diminutions tres hautement significatives en nombre
global de la population bactérienne de Bifidobacterium spp, bacteroides spp et
Clostridium spp par rapport au nombre de bactéries du groupe témoin.

Pour le lot psyllium + argile verte DJA et DJAx2, les effets toxiques observés sur

les bactéries du microbiote intestinal sont aggravés par rapport aux lots
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précédents (pesticides et additifs alimentaires), cet effet est probablement
expliqué par I'effet cumulatif ou synergique entre les 6 pesticides et les 10 additifs
alimentaires consommeés par les rats a la fois.

Les résultats des effets toxiques observés dans ce cas peuvent étre expliqués de
la méme facon que les lots précédents (pesticides et additifs alimentaires).

Pour la dose DJA, I'hypothése de la toxicité a I'exposition du mélange de
différentes substances méme a de tres faibles doses (DJA) est prouvée pour le

mélange pesticide + additif alimentaire.

4.2.4. Résultats de I'effet protecteur de Psyllium et I'argile contre la toxicité du

mélange additifs alimentaires et pesticides sur le microbiote intestinal des rats

4.2.4.1. Psyllium et I'argile contre la toxicité de mélange additifs alimentaires et

pesticides sur le microbiote aérobie

Les résultats des analyses microbiologiques de I'effet protecteur du Psyllium et
I'argile contre la toxicité du mélange d’additifs alimentaires et pesticides sur le

microbiote aérobie des rats sont regroupés sur la figure 5.12 ci-dessous :

Nombre de
bactéries en UFC
160
140 T
120
100

Flore aérobie
*** . (p <0,001) Trés hautement significative

80
Kk
60
40
20 k% * k%
0 -
E.aerogenes x10* E.colix10° Enterococcus x108
B Témoin AA+Pesticide/DJAX2
B AA+Pesticide/DJAX2+Psyllium B AA+Pesticide/DJAX2+Argile

W AA+Pesticide/DJAX2+Psyllium+Argile

Figure 5.12 : Effet protecteur de Psyllium et I'argile contre la toxicité de mélanges

additifs alimentaires et pesticides sur le microbiote aérobie des rats.
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L'effet des différents traitements du psyllium et/ou argile verte sur le microbiote
aérobie contre la toxicité du mélange de pesticides et additifs alimentaires DJAx2
a été demontré dans la figure 5.12. En comparant les résultats des lots témoin et
pesticides/additifs alimentaires DJAx2 avec les lots traités par le psyllium et/ou
argile, nous avons constaté une amélioration du microbiote intestinal
par 'augmentation trés hautement significative pour la population bactérienne
aérobie : d'Enterobacter aerogenes, et Enterococcus spp. Pour les lots psyllium,
argile verte, et psyllium + argile verte en dose de DJA et DJAx2, sauf pour
Escherichia coli, nous avons enregistré une diminution tres hautement
significative. Par rapport au témoin c’est par contre un rétablissement du nombre
qui s’approche au normal.

v 4.2.4.2. Psyllium et I'argile contre la toxicité de mélange additifs alimentaires et

pesticides sur le microbiote anaérobie

Les résultats des analyses microbiologiques de I'effet protecteur du Psyllium
et l'argile contre la toxicité du mélange d’additifs alimentaires et pesticides sur le

microbiote intestinal anaérobie des rats sont regroupés dans la figure ci-dessous :
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Figure 5.13 : Effet protecteur de Psyllium et I'argile contre la toxicité du mélange

additif alimentaire et pesticide sur le microbiote aérobie des rats.
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L'effet protecteur des différents traitements du psyllium et/ou argile verte sur le
microbiote aéro-anaérobie facultatif et anaérobie stricte contre la toxicité du
mélange pesticides et additifs alimentaires DJAx2 a été regroupé sur la figure
5.13. En comparant les résultats des lots témoin et lots pesticides et additifs
alimentaires DJAx2 avec les lots traités par le psyllium et/ou argile, nous avons
constaté une amélioration du microbiote intestinal par augmentation tres
hautement significative pour la population bactérienne anaérobie : Bifidobacterium
ssp, bacteroides ssp et Clostridium ssp pour les lots psyllium, argile verte, et
psyllium + argile verte, mais pour les Lactobacillus ssp, nous avons enregistré une
augmentation non significative pour les lots psyllium et argile verte, mais pour le
lot psyllium + argile verte, 'augmentation est trés hautement significative.

Ces résultats peuvent étre expliqués par l'effet protecteur du psyllium et I'argile
contre les effets toxiques du meélange pesticides et/ou additifs alimentaires
observés sur les différentes especes bactériennes du microbiote intestinal des rats
Wistar femelles, cet effet protecteur est probablement di au pouvoir absorbant et
adsorbant de I'argile des polluants organiques, des pesticides, des colorants et les
métaux lourds, qui captent ces substances et protége le microbiote intestinal

contre leurs effets toxiques [190].

Les minéraux argileux peuvent fixer et permettent d’expulser hors du corps les
composés nocifs et diminuer les agents pathogénes et les entérotoxines. L'étude
réalisée par Trckovaetal., (2009) sur l'effet de l'argile en alimentation chez des
porcelets sevrés a I'age de 28 jours, a montré que les minéraux argileux ont une
capacité d'adsorption des entérotoxines par liaisons hydrogéne causant ainsi une
réduction de leur nombre dans le tractus intestinal. Aussi, I'argile ajoutée a un
régime alimentaire pour les porcelets peut atténuer la diarrhée causée par des

souches Escherichia coli entérotoxigéniques [191].

Naturellement, I'argile absorbe toutes les toxines, et I'on peut étre utilisée comme
reméde contre les intoxications causées par les champignons, les acides
chimiques ou autres poisons qu’elle peut neutraliser. C’est-a-dire tous les corps

parasitaires ne peuvent pas proliférer [192].
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Le psyllium forme avec I'eau un gel dans les intestins, cet effet est potentialisé par
une absorption réduite des aliments au niveau intestinal, notamment des sucres,
des graisses, des toxines et des polluants chimiques. Le psyllium va également
calmer les inflammations intestinales en agissant de maniere a protéger et
optimiser le développement des bactéries bénéfiques de la flore intestinale [193].

Le complexe argile-psyllium renforce son pouvoir absorbant et adsorbant et la

protection du microbiote intestinal selon nos résultats.

Colonie de
Bactériodes ssp

Gélose
au sang

Colonie de :
Clostridium ssp

Figure 5.14 : Les colonies de Clostridium ssp et Bactériodes ssp sur gélose au

sang (Photo originale).
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Figure 5.15 : Les colonies de Bifidobacterium spp sur gélose MRS cystéiné

(Photo originale).

Colonie de
Lactobacillus spp

Figure 5.16 : Les colonies de Lactobacillus spp sur gélose MRS (Photo originale).
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Figure 5.18 : Les colonies d’Enterococcus ssp sur gélose Slanetz et Bartley

(Photo originale).
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4.3. Résultats de I'analyse du temps de transit gastro-intestinale des rats

Les résultats de I'analyse du temps de transite gastro-intestinal des rats et I'effet
du Psyllium et largile contre la toxicité du mélange additifs alimentaires et
pesticides sur le transit digestif des rats sont regroupés sur la figure 5.19 ci-

dessous :

Temps de transit gastro-intestinal (minute)
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Figure 5.19 : Effet protecteur du Psyllium et I'argile contre la toxicité du mélange

additif alimentaire et pesticide sur le temps de transit digestif.

Les résultats présentés sur la Figure 5.19, montrent que les 90 jours d'exposition
orale des rats a un meélange de pesticides et additifs alimentaires a DJA et DJAx2
diminuent significativement le temps de transit gastro-intestinal. Ce dernier, pour
des rats traités devient plus rapide et les feces sont plus molles par rapport au
groupe témoin sauf le lot additif, la DJA ne montre pas de changement, par contre
les lots nourris par I'aliment enrichi en psyllium montrent un transit plus rapide que

les autres lots, cela est d0 au pouvoir laxatif remarquable du psyllium.

Ces résultats peuvent étre expliqués aussi par l'effet toxique du mélange de
pesticides et additifs alimentaires sur le tractus gastro-intestinal probablement en

raison d'une perturbation du fonctionnement des cellules du tube digestif qui se
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manifeste par la réduction de la digestion des aliments au niveau gastro-intestinal
et altére l'absorption intestinale de I'eau. Un épithélium intestinal sain assure ses
fonctions physiologiques normales [194]. La mauvaise digestibilité des nutriments
pourrait étre attribuée a la présence de niveaux élevés de fibres insolubles au
détergent neutre, de fibres insolubles au détergent acide, et de polysaccharides
non amylacés [195, 196].

En effet, la viscosité augmente dans lintestin gréle et accélere le transit des
ingestats. De maniére générale, une augmentation de l'activité contractile du
muscle lisse gastro-intestinal est responsable de l'accélération de la propulsion
intestinale. Une autre explication possible de I'effet accélérateur des pesticides et
additifs alimentaires sur le duodénum déclenche un réflexe qui accélére le transit
intestinal pour évacuer les agents toxiques [197].

La diminution du nombre de bactéries intestinales présente probablement une
relation directe avec la diminution du temps de transit gastro-intestinal. Un
mécanisme possible est une faible production de méthane, qui se forme dans
'ensemble des féces solides, cliniquement, ce gaz a été lié a la constipation qui
est le produit de la fermentation bactérienne anaérobie par la réduction du CO2 en
CHa en utilisant H2[198].Des données récentes ont montré que certaines especes
bactériennes intestinales produisent des métabolites protecteurs du tractus gastro-
intestinal tels que les polyamines, les acides biliaires secondaires, les acides gras

a chaines courtes comme le butyrate [199].

Pour toutes les irritations, ulcérations ou méme ulcere (voire cancer) des organes
digestifs, I'argile constitue un pansement, non pas neutre comme les « platrages »
habituels, mais d’'une extréme activité, éliminant les cellules détruites et activant
leur reconstitution. De plus, les propriétés colloidales de l'argile agissent comme
détersives et enlevent toutes les substances nocives. La méme action
adoucissante, absorbante et cicatrisante se manifeste a I'égard des entérites, de
la dysenterie, amibienne ou autres. Tout cela, c’est I'action directe et immédiate
surtout pour le canal digestif, mais l'activit¢ de l'argile, aussi intéressante,
puissante et plus profonde. L’argile ne fait pas que guérir la constipation ou les

diarrhées, elle agit sur tous les organes, dans tout 'organisme [192].
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L’'une des principales propriétés médicales du psyllium blond est de stimuler le
transit intestinal. Sa forte teneur en mucilage lui permet d’agir comme un laxatif,
ces derniers une fois au contact de I'eau se gonflent et forment un liquide
visqueux qui permet de changer la consistance des selles et favoriser leur
évacuation. Ce qui fait du psyllium blond un traitement de premier choix pour les
sujets victimes de constipation chronique. Paradoxalement, grace a son fort
pouvoir absorbant, cette plante absorbe une grande partie de I'eau intestinale qui
rend les selles trop liquides en cas de problemes digestifs tels que la diarrhée. On
recommande donc également cette plante pour venir a bout de lincontinence
fécale et de troubles diarrhéiques [193].

La viscosité élevée de ce gel en fait également une coupe faim naturelle trés
efficace. Cet effet est potentialisé par une absorption réduite des aliments au
niveau intestinal, notamment des sucres, des graisses, des toxines et polluants
chimiques. Le psyllium est riche en fibres solubles, calme également les

inflammations intestinales [193].
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4.4. Résultats des analyses biochimigues et hématologiques du sang des rats

4.4.1. Additifs alimentaires sur les parametres biochimigues des rats

Les résultats des analyses biochimiques de l'effet des additifs alimentaires sur les

parameétres biochimiques des rats sont présentés dans les figures ci-dessous :

*:(p <0,05) Significative ** :(p<0,01) Tres significative **% . (p<0,001) Tres hautement significative
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Figure 5.20 : Résultats des analyses biochimiques de I'effet des additifs

alimentaires sur les parametres biochimiques des rats.
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Figure 5.21 : Résultats des analyses biochimiques de I'effet des additifs

alimentaires sur les parametres biochimiques des rats.
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Les parametres biochimiques du plasma des rats femelles ayant recu des
mélanges d’additifs alimentaires sont présentés sur les figures5.20 et 5.21.
L'exposition aux 10 additifs alimentaires (DJA et DJAx2) ont montré qu'elle
induisait des changements significatifs dans les niveaux d'activites des
biomarqueurs hépatiques avec une augmentation significative du niveau sérique
d'ALAT, ASAT, PAL, GGT, Bilirubine totale, et le fer sérique, et concernant les
protéines totales et I'albumine, nous avons noté une diminution significative pour
la DJA x2 et non significative pour I'albumine en dose DJA.

En ce qui concerne le bilan rénal, nous avons noté seulement une diminution
significative de I'acide urique pour les deux doses, par contre aucun changement
dans le taux de l'urée, créatinine, sodium, potassium et calcium. Méme
constatation pour la glycémie, triglycérides et cholestérol total, par rapport aux rats
témoins.

Les résultats des analyse biochimiques a montré plusieurs modifications, ce sont
probablement des signes des atteintes et dysfonctionnements des fonctions
hépatique et rénale provoqué par le mélange des additifs alimentaires.

Le foie est la glande la plus importante dans I'organisme humain et chez la
pluspart des mammiféres. il exerce un grand nombre de fonctions prémordiales,
parmi les fonctions biochimiques essentielles a la synthése du cholésérol, les
lipoprotéines plasmatiques, les triglycérides et la bile [200].

Le foie joue un réle important dans le métabolisme pour maintenir le niveau
d'énergie et la stabilité structurelle de I'organisme. Il est également le site de la
biotransformation par laquelle les composés toxiques sont transformés en produits
moins nocifs afin de réduire la toxicité et I'élimination de bilirubine [201].

Cependant, un endommagement des cellules du foie par une hépatotoxicité,
l'alanine aminotransférase (ALAT) et l'aspartate aminotransférase (ASAT) sont
augmentés dans le foie et libérés dans la circulation sanguine, cette augmentation
peut indiquer une atteinte ou un dysfonctionnement de cet organe. L'augmentation
de l'activité des transaminases dans le foie est le signe de Iésions hépatiques
dues a la formation d'especes réactives de I'oxygéne et d'intermédiaires réactifs
apres l'exposition aux substances chimiques toxiques [202]. Le site de certaines
enzymes intracellulaires suggéere des dommages aux hépatocytes. Dans ce cas,

les activités sériques de I'ALT et de I'AST ont souvent servi d'indice de l'atteinte et
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lésion hépatique. De plus, I'ALP est une enzyme liée a la membrane. Son
altération est susceptible d'affecter la perméabilité de la membrane [203].

La bilirubine est excrétée dans la bile et dégradée dans l'intestin gréle et le colon
puis évacuée dans les selles. L'augmentation du taux de la bilirubine totale
suggere [I'établissement d’'une hépatototoxicité importante. L’augmentation
significative des GGT, Bilirubine totale et méme PAL sont des signes de
souffrance hépatique provoquée par le meélange des additifs alimentaires de
cholestase et rétention biliaire causée par l'inflammation des canaux biliaires dans
le foie [204].

L'augmentation significative du taux de fer sérique est due a la cytolyse des
hépatocytes et perméabilité membranaire des hépatocytes et la libération du fer
dans le sang [205].

Les modifications des valeurs de protéines totales sériques peuvent indiquer un
dysfonctionnement hépatique, car le foie est le principal site de synthese des

protéines plasmatiques, principalement l'albumine [206].

Les reins exercent un grand nombre de fonctions essentielles dans
'organisme des mamiféeres, parmi la filtration du sang et la formation des urines
par I'excrétion des produits de dégradation du métabolisme cellulaire tels que la
créatinine, l'urée et l'acide urique [207]. En effet, ces derniers ont été utilisés
comme biomarqueurs de la fonction rénale.

Les résultats de notre étude avec les additifs alimentaires n’ont pas montré

des effets toxiques sur les reins (DJA et DJAx 2) avec des effets non significatifs
du taux de la créatinine et l'urée et méme le sodium et potassium. La seule
diminution significative se situe au niveau de l'acide urique, qui est le produit
terminal du catabolisme des bases azotées, formé par le foie et éliminé par les
reins. Sa diminution dans le sang est lieé au dysfonctionement et perturabtion de
la fonction hépatique au métabolisme azoté et protéique et non pas a la fonctiobn
rénale [208].
Certaines études récentes sur la toxicité chronique et subchroniqgue de mélanges
des additifs alimentaires ont montré des effets toxiques des additifs méme en
faibles doses tels que les travaux de : Femi-Oloye et al., [209, 210] ; Elghazaly et
al., [211] ; Abd-El hakim et al., [212] ; Moeen et al.,[213] ; El-Ezaby et al.,[214].
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4.4.2. Effets des additifs alimentaires sur les parametres hématologiques des rats

Les résultats des analyses hématologiques de l'effet des pesticides sur la
formule hématologique du sang des rats sont représentés dans le tableau 5.9 ci-
dessous :

Tableau 5.9 : Analyses hématologiques de I'effet des pesticides sur la formule

hématologique du sang des rats.

Parametres Lot Témoin Lot AA/DJA Lot AA/DJAX2
Erythrocytes (108/ul) 7,34 £ 0,29 6,97 £ 0,21 7,29+£0,24
Hémoglobine (g/dI) 14,4 0,27 14,34 £ 0,8 14,14 + 0,33
Hématocrite (%) 37,2+1,76 38,1+1,18 37,32 +1,09
Leucocytes (103/ul) 6,6 + 0,82 7,44 +27 6,96 + 2,37
Plaquettes (10%/ul) 1221,5 + 82,85 1140 + 163,19 1275 + 146,68

Les effets des différentes expositions sur les paramétres hématologiques sont
présentés dans le tableau 5.9 ci-dessus. Les parameétres hématologiques n'ont
montré aucun changement significatif des additifs alimentaires DJA et DJAx2 par
rapport au contréle normal, ces résultats montrent que les additifs alimentaires ne
présentent aucun effet toxique chronique observable sur les éléments figurés du

sang des rats.
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4.4.3. Effets des pesticides sur les parameétres biochimiques des rats

Les résultats des analyses biochimiques de l'effet des pesticides sur les

parametres biochimiques des rats sont représentés dans les figures ci-dessous :
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Figure 5.22 : Résultats des analyses biochimiques de l'effet des pesticides sur les
paramétres biochimiques des rats.
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Figure 5.23 : Résultats des analyses biochimiques de I'effet des pesticides sur les
parametres biochimiques des rats.
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Les parametres biochimiques du plasma sanguin des rats femelles traités par le
mélange des 6 pesticides sont représentés sur les figures5.22 et 5.23. L'exposition
chronique a ce mélange par dose DJA et DJAx2amontré des changements
significatifs dans les indicateurs biochimiques de la fonction hépatique avec une
augmentation trés hautement significative du niveau sérique d’ALAT, ASAT, PAL,
GGT, Bilirubine totale, et le fer sérique, et concernant les protéines totales, nous
avons noté une diminution trés significative pour la DJA x2 et significative pour la
DJA, par contre les résultats ne montrent aucun changement du taux de
I'albumine en DJA et DJAX2.

En ce qui concerne le bilan biochimique rénal, nous avons noté une augmentation
trés significative pour certains biomarqueurs rénaux : créatinine pour la dose DJA
et DJAx2, et une réduction tres hautement significative en acide urique, et
significative en potassium pour les deux doses, et une réduction significative pour
'urée en DJA et trés significative en DJAx2. Par contre aucun changement dans
le taux de sodium, calcium et la méme chose pour la glycémie et triglycérides, par
rapport aux rats témoins.

Pour le cholestérol total, nous avons enregistré une diminution significative dans le
lot DJA%2, mais pas de changement dans le lot DJA.

Les résultats des analyses biochimiques montrent plusieurs modifications, ces
résultats sont probablement des signes d’atteintes et dysfonctionnements des

fonctions hépatiques et rénaux provoqués par le mélange de pesticides.
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4.4.4. Effets des pesticides sur les parameétres hématologigues des rats

Les résultats des analyses hématologiques de l'effet des pesticides sur la
formule hématologique du sang des rats sont représentés dans le tableau 5.10 ci-
dessous :

Tableau 5.10 : Résultats des analyses hématologiques de l'effet des pesticides

sur la formule hématologique du sang des rats.

Parametres Lot Témoin Lot Pesticides/DJA | Lot Pesticides /DJA%2
Erythrocytes (108/ul) 7,34 £ 0,29 7,29 £ 0,25 7,17 £0,15
Hémoglobine (g/dI) 14,4 0,27 14,32 £ 0,14 11.32 + 0,31*
Hématocrite (%) 37,2+1,76 38,15+1,2 32,8+ 1,17*
Leucocytes (103/ul) 6,6 + 0,82 6,7 +0,91 6,7 +1,28
Plaquettes (10%/ul) 1221,5+ 82,85 12245 + 51,98 1258,5 + 56,57

**: (p < 0,01) Tres significative.

Les effets des différents traitements des rats par le mélange de pesticides sur les
parameétres hématologiques sont présentés sur le tableau 5.10. Les parameétres
hématologiques ont montré une seule diminution significative de I'nématocrite et
hémoglobine au DJAx2, tandis que les autres parameétres hématologiques n‘ont

montré aucun changement significatif par rapport au contrdle normal.

Les effets des pesticides sur I'activité cellulaire peuvent se manifester de plusieurs
facons : induire directement des dommages a I'ADN avec un impact nucléaire
direct, la perturbation de l'activité mitochondriale, la respiration oxydative et des
protéines clés impliquées dans la régulation du métabolisme général. La
différenciation cellulaire, la croissance, la survie, le déséquilibre du métabolisme
cellulaire, le stress oxydatif, la diminution de la capacité de défense antioxydante,
la perturbation du métabolisme xénobiotique, la mort cellulaire par nécrose et
apoptose, la réponse inflammatoire et modifier 'activité des transporteurs ABC
d'efflux ou des enzymes, les altérations de la membrane des protéines cellulaires
[215, 216], [184-186].

L'ALAT, I'ASAT et I'ALP sont trois des indices conventionnels des tests de
fonctions hépatiques, l'augmentation significative de ces trois paramétres

considérés comme un témoigne de [I'’hépatotoxicité et le dysfonctionnement




165

hépatique avec une lésion et cytolyse des hépatocytes. Chez les rats et les
humains exposés aux pesticides, cette augmentation des enzymes hépatiques
dans le plasma ou le sérum peut étre due a des Iésions tissulaires, en particulier
dans le foie. Un degré élevé d'anomalies de la fonction hépatique chez les
travailleurs peut indiquer des effets toxiques des pesticides et la présence de
résidus de pesticides dans le sang [217].

Le foie est l'organe principal du métabolisme des protéines et principalement
'albumine, les diminutions significatives du niveau des protéines totales et
'albumine chez les rats traités avec les mélanges de pesticides pourraient étre
causées par des dommages de cet organe ; un dysfonctionnement, inflammation,
lésion et une perturbation du métabolisme des protéines [218].

L’augmentation significative des GGT, Bilirubine totale et méme PAL sont des
signes de souffrance hépatique provoqués par le mélange de pesticides et témoin
de cholestase et rétention biliaire causée par l'inflammation des canaux biliaires
dans le foie [204].

Les diminutions significatives du taux de cholestérol total & la dose DJA%X2 peuvent
s'expliquer par le fait que les mélanges de pesticides présentent une interaction
toxique avec les lipides des rats Wistar par lipoperoxydation [219]. Son
mécanisme d'action est basé sur linduction du systtme monooxygénase
dépendant du cytochrome P450 qui est également responsable du métabolisme
des acides gras, des vitamines et des stéroides [220]. L'augmentation significative
du taux de fer sérique est due la cytolyse des hépatocytes, la libération du fer
dans le sang et la diminution du taux de I'hématocrite et hémoglobine a la DJAx2
pour les groupes traités observés dans cette étude pourraient étre dues a l'impact
inhibiteur des pesticides sur de nombreux moyens de biosynthese de I'heme et de
la glycolyse chez le rat et sur la perméabilité de la membrane qui a été associée a

des dommages cellulaires [221, 223].

En effet, la créatinine, urée et I'acide urique ont été utilisés comme biomarqueurs
de la fonction rénale. Les résultats de notre étude avec les pesticides ont montré
des effets toxiques sur les reins pour la DJA et DJAx 2 avec des effets significatifs
du taux de la créatinine, l'urée et I'acide urique, méme le potassium.

Les niveaux élevés de la créatinine sont des indicateurs de dysfonctionnement

rénal et une installation d’insuffisance rénale transitoire, il s’agit d’'un signe de la



166

néphrotoxicité. Cela peut étre di au stress oxydatif causé par le traitement aux
mélanges de pesticides probablement provoqués par les modifications
pathologiques du tissu rénal telles que la nécrose et la dégénérescence de
I'épithélium tapissant les tubules rénaux [206].

L’acide urique est le produit terminal du catabolisme des bases azotées puriques,
formé par le foie éliminé par les reins. Son augmentation dans le sang est
généralement lieé a une altération rénale [208].

La réduction significative au niveau de l'acide urique ; produit terminal du
catabolisme des bases azotées. Son diminution dans le sang est lieé au
dysfonctionement et la perturabtion de la fonction hépatique au métabolisme azoté
et protéique et non pas a la fonctiobn rénale [208].

L'urée est la principale forme de la dégradation de 'ammoniaque issue des
composés azotés non protéiques. Sa production se déroule essentiellement dans
le foie et en faible quantité par les reins a partir de la circuline et la ’hydrolyse de
'arginine. Son augmentation sanguine est généralement lieé a une altération
rénale. Pour notre étude, la diminution de l'ureé et I'acide urique dans le sang est
liée probalememnt au dysfonctionement et la perturabtion de la fonction hépatique
au métabolisme azoté et non pas a la fonctiobn rénale [222, 223].

Nos résultats sont en accord avec plusieurs travaux scientifiques sur une variété
de mélanges de pesticides réalisés par plusieurs chercheurs tels que : Takakura
et al., 2013 [225] et Docea et al., 2018 [231].
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4.4.5. Effets de mélanges additifs alimentaires et pesticides sur les parameéetres

biochimiques des rats

Les résultats des analyses biochimiques de l'effet de mélange d’additifs
alimentaires et pesticides sur les parametres biochimiques des rats sont
représentés dans les figures 5.24 et 5.25 ci-dessous :

Mélange Additifs alimentaires et Pesticides
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(g/L) (mg/L) Total (g/L) (g/L) totale (mg/L)  (mmol/L)
** . Trés significative *** . Tres hautement significative M Lot Témoin Lot AA+Pest/DJA B Lot AA+Pest /DJAx2
Figure 5.24 : Résultats des analyses biochimiques de I'effet de mélange additifs
alimentaires et pesticides sur les parametres biochimiques des rats.
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Figure 5.25 : Résultats des analyses biochimiques de I'effet de mélange additifs

alimentaires et pesticides sur les paramétres biochimiques des rats.
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Les résultats enregistrés apres les analyses biochimiques du sang des rats
femelles traitées par le mélange pesticides + d’additifs alimentaires sont
représentés sous forme d’isothermes dans les figures 5.24 et 5.25. L'exposition
chronique aux 6 pesticides + 10 additifs alimentaires (DJA et DJAx2) pendant 7
mois a montré des changements significatifs au niveau des biomarqueurs de la
fonction hépatique avec une augmentation trés hautement significative du niveau
sérique d'ALAT, ASAT, PAL, GGT, Bilirubine totale et le fer sérique, et en parallele
les résultats des protéines totales montrent une diminution tres significative en
DJAx2 et significative en DJA, concernant I'albumine, nous avons marqué un
changement trés significatif pour DJAx2 et non significatif pour DJA.

En ce qui concerne le bilan biochimique rénal, nous avons noté une augmentation
tres hautement significative pour les biomarqueurs rénaux : urée, créatinine, et
potassium pour les doses DJA et DJAx2, et une réduction tres hautement
significative en acide urique pour les deux doses, par contre aucun changement
n’a été enregistré dans le taux de sodium, calcium et de la glycémie.

Concernant le bilan lipidique, notre mélange a provoqué un changement trés
hautement significatif pour les triglycérides et le cholestérol total en DJA et DJAX2,

par rapport aux rats témoins.

Les résultats des analyses biochimiques ont montré plusieurs modifications qui
sont probablement des signes d’atteintes et dysfonctionnements des fonctions
hépatique et rénale provoqués par le mélange des pesticides.

L’explication et la discussion des résultats et changement sont les mémes avec
les parties précédentes. Cet effet toxique est le résultat de I'association des effets
de mélange des 10 additifs alimentaires et le mélange des 6 pesticides, ou nous
avons enregistré un aggravement des effets toxiques suite aux interactions des
substances chimiques soit par effet additif ou synergie méme pour la dose DJA

qui représente une dose de sécurité, des effets toxiques graves ont été signalés.

Peu d’études et recherches existent sur I'effet du mélange d’'un grand nombre de
substances comme des additifs alimentaires et les pesticides a la fois et a des
faibles doses, la plus proche a notre étude a été réalisée par Tsatsakis et al., en
2019 [56] et par Docea et al., en 2018 [231].
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4.4.6. Effets des mélanges additifs alimentaires et pesticides sur les paramétres

hématologigues des rats

Les résultats des analyses hématologiques de l'effet du mélange additifs

alimentaires et pesticides sur la formule hématologique du sang des rats sont

représentés sur le tableau 5.11 ci-dessous :

Tableau 5.11: Résultats des analyses hématologiques de l'effet du mélange

additifs alimentaires et pesticides sur la formule hématologique du sang des rats.

Parameétres Lot Témoin Lot AA+Pest/DJA | Lot AA+Pest/DJAX2
Erythrocytes(108/ul) 7,34 £ 0,29 7,32 +0,32 7,26 £0,19
Hémoglobine(g/dl) 14,4 £ 0,27 11,27 + 0,66** 10,58 + 0,59**
Hématocrite (%) 37,2+1,76 34,42 + 1,94** 36,42 + 1,53*
Leucocytes(103/ul) 6,6 + 0,82 7,2+2,02* 7,88 + 1,73*
Plaquettes(103/ul) 1221,5 + 82,85 969,25 £+ 70,31*** 603,4 + 60,59***

* : Significative** : Tres significative *** : Tres hautement significative.

Les résultats de l'effet des doses DJA et DJAx2 des mélanges pesticides et
additifs alimentaires sur les paramétres hématologiques sont présentés dans le

tableau 5.11. L’analyse de ces paramétres a montré que pour :

- L'hémoglobine, une réduction trés significative en DJA et DJAX2.

- L'hématocrite, une réduction tres significative en DJA et significative en DJAX2.

- Les leucocytes, une augmentation significative (p < 0,05) en DJA et trés
significative (p < 0,01) en DJAX2.

réduction tres hautement significative

- Les plaquettes sanguines, une

(p < 0,001) en DJA et DJAX2.

Tandis que les autres paramétres hématologigues n'ont montré aucun

changement significatif par rapport au contréle normal.

Les globules blancs sont responsables pour lutter contre les infections et certaines
maladies. Un faible nombre de leucocytes peut indiquer que l'organisme est
immunodéprimé. En méme temps aussi un nombre élevé de globules blancs peut
étre une indication de nombreuses maladies soulignées ou lintroduction d'un

corps étranger [232].
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L’augmentation du nombre de leucocytes dans les lots DJA et DJAx2 du mélange
par rapport au groupe de contrble a indiqué que le mélange AA + pesticides était
reconnue comme une entité étrangére et a poussé I'organisme a augmenter le
potentiel de synthése des leucocytes. L'augmentation du nombre de globules
blancs chez les rats traités parle mélange peut étre die a la réponse

inflammatoire induite comme mécanisme de défense [233].

L'hématocrite est le volume occupé par les globules rouges qui circulent dans le
sang. La diminution de taux de 'hématocrite et hémoglobine chez les rats est un
indice d’'une anémie microcytaire. Des résultats similaires ont été rapportés par Al-
Hamdany et al., 2010, qui ont suggéré qu'une augmentation significative du
nombre de leucocytes et une diminution de I'nématocrite et hémoglobine chez les
rats exposés a des xénobiotiques en raison d'une inflammation qui a

probablement provoquée une anémie [234].

La numération plaquettaire a montré statistiquement une diminution significative
par rapport au témoin. Généralement, la réduction de la numération plaquettaire
chez le rat pourrait étre associée a une thrombocytopénie ou les plaquettes
peuvent étre piégées dans la rate lorsque celle-ci augmente de taille, comme dans
la cirrhose du foie et atteinte hépatique, ou pourraient étre due a la rupture du brin
d'ADN dans ces cellules induite par le stress oxydatif associé au mélange toxique,
De plus, il semble avoir lieu d’'une part une suppression de la moelle osseuse
avec une sélective dépression mégacaryocytaire ou d’autre part, le mélange des
additifs alimentaires et pesticides présentant un effet néfaste direct sur les
plagquettes [235].
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4.47. Effets du Psyllium et l'argile contre la toxicité de mélange additifs

alimentaires et pesticides sur les paramétres biochimiques des rats

Les résultats des analyses biochimiques de l'effet de Psyllium et I'argile contre la

toxicité du mélange AA et pesticides sont représentés sur les figures ci-dessous :
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Figure 5.26 : Résultats des analyses biochimiques de I'effet de Psyllium et l'argile
contre la toxicité de mélange additifs alimentaires et pesticides sur les paramétres
biochimiques des rats.
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Figure 5.27 : Résultats des analyses biochimiques de I'effet de Psyllium et l'argile
contre la toxicité de mélange additifs alimentaires et pesticides sur les parametres
biochimiques des rats.
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Les résultats de I'effet protecteur du psyllium et/ou argile verte sur les parametres

biochimiques de la fonction hépatique et rénale des rats femelles traités pendant 7

mois par les mélanges des pesticides + additifs alimentaires DJAx2 sont

présentés dans les figures 5.26 et 5.27. Les rats nourris par I'aliment enrichi au

psyllium et/ou argile verte en 2% ont montré que :

1)

2)

3)

Lot psyllium :

Une protection moyenne de la fonction hépatique avec une diminution
significatifs de GGT, et bilirubine totale, et un rétablissement de la PAL avec
une diminution trés hautement significative, par contre aucune protection et
changement au niveau de d'ALAT, ASAT, protéines totales, et le fer sérique.
Pour le bilan rénal, nous avons noté une protection moyenne de la fonction
rénale par un rétablissement et diminution trés significative de I'acide urique.
Le seul changement treés significatif en glycémie est enregistré dans le psyllium
probablement a cause de son effet hypoglycémiant.

Par contre aucun changement n’a été noté dans le taux de créatinine, sodium,
calcium et la méme chose pour les triglycérides et cholestérol total, par rapport
au lot DJA%2.

Lot Argile verte :

Une trés bonne protection de la fonction hépatique par un rétablissement avec
diminution significative de d'ALAT, ASAT, GGT et Bilirubine totale, une
réduction tres hautement significative pour PAL et le fer sérique et une
augmentation tres significative en albumine et tres hautement significative pour
les protéines totales.

Concernant la fonction rénale, nous avons noté une meilleure protection avec
un rétablissement par augmentation trés hautement significative de I'acide
urique, et une diminution tres significative de la créatinine et significative pour
l'urée.

Par contre aucun changement noté dans le taux de potassium, sodium,
calcium et la méme chose pour les triglycérides, cholestérol total, et la
glycémie, par rapport au lot DJAX2.

Lot Psyllium + Argile verte :

Une trés bonne protection de la fonction hépatique et rénale. Les résultats sont

presque les mémes avec le lot argile verte.
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4.4.8. Effets de Psyllium et l'argile contre la toxicité de mélange additifs

alimentaires et pesticides sur les paramétres hématologiques des rats

Les résultats des analyses hématologiques de I'effet du Psyllium et argile
contre la toxicité du meélange additifs alimentaires et pesticides sur la formule
hématologique du sang des rats sont représentés dans le tableau 5.12 ci-

dessous :

Tableau 5.12 : Résultats des analyses hématologiques de l'effet de Psyllium et

I'argile contre la toxicité du mélange d’additifs alimentaires et pesticides sur la

formule hématologique du sang des rats.

Parametres AA+Pest/DIA%X2 | AA+Pest/DIA%2 | AA+Pest/DIA%2 | AA+Pest/DIA%2
+ Psyllium + Argile + Argile+Psyllium
Erythrocytes (108/ul) 7,26 £ 0,19 7,02 +£0,36 6,71 +0,82 6,68 + 0,31
Hémoglobine (g/dl) 10,58 + 0,59 11,8 +0,72 13,2 +1,4* 13,8 + 0,18*
Hématocrite (%) 36,42 + 1,53 364+14 37,87 +1,93* 37,16 + 1,25*
Leucocytes (103/ul) 7,88 +1,73 7,69+1,78 6,62 £ 0,42* 6,58 £ 1,3**
Plaquettes (103/ul) 603,4 + 60,59 515,8 + 54,67* 646,4 + 60,42* | 813,8 + 69,95***

* : Significative. ** . Tres significative *** : Trés hautement significative.

Les résultats de l'effet protecteur du psyllium et/ou I'argile verte contre la toxicité
du mélange : pesticides et additifs alimentaires DJAx2sur les parameétres

hématologiques sont présentés dans le tableau 5.12.
Les analyses hématologiques ont montré que :

1) Lot Psyllium : il y a une amélioration seulement en nombre de plaquettes avec
une diminution significative (p < 0,05), le psyllium montre une faible protection.

2) Lot Argile verte: Une amélioration avec une augmentation significative
(p < 0,05) pour I'hémoglobine, I'hématocrite, les leucocytes, et les plaquettes
sanguines.

3) Lot Psyllium + Argile verte : un rétablissement des parametres hématologiques
avec une réduction trés significative (p < 0,01) pour les leucocytes, trés
hautement significative (p < 0,001) pour les plaguettes sanguines, et une

augmentation significative (p < 0,05) pour I'hnémoglobine et 'hématocrite.
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Ces résultats peuvent étre expliqués par I'effet protecteur du psyllium et/ou l'argile
contre les effets toxiques du mélange : pesticides et/ou additifs alimentaires
observé sur les différents parametres biochimiques et hématologiques des rats
Wistar femelles, qui se manifeste par une protection de la fonction hépatique et
rénale, cet effet protecteur est probablement d au pouvoir absorbant et adsorbant
et la capacité d'échange cationique des polluants organiques, les pesticides et les
colorants qui captent ces substances et réduisent leur disponibilité et absorption
au niveau de tractus gastro-intestinal, ce qui protége les systemes et les organes
internes[190, 236, 237].

L’argile non seulement guéri la constipation et les diarrhées mais aussi, agit sur
tous les organes, dans l'organisme. Continuant son travail d’épuration, elle le
poursuit dans le sang qu’elle nettoie et enrichit et méme peut guérir une anémie
tenace. Cela s’explique par son pouvoir absorbant, mais pour I'anémie et selon
des analyses faites au Centre National de la Recherche Scientifique frangais
(C.N.R.S.), l'argile contient les oxydes, bioxydes, trioxydes, etc., suivant : silice,
titane, alumine, fer, calcium, magnésium, sodium et potassium. Cette composition
ne suffit pas a expliguer son action reconstituante des globules rouges et
I’'némoglobine et hématocrite du sang qu'il est facile de justifier par le test de la
numération globulaire. L’argile semble combler ces carences sans que I'analyse
ne révele une exceptionnelle richesse de ces substances carencées dans l'argile
[192].

L’argile fait bien d’autres choses que de déposer passivement une substance
gu’elle renferme et dont le corps en manque. C’est peut-&tre ainsi qu’agissent les
remplagcants de synthése, mais I'argile doit faire autre chose que de supplémenter
une déficience. Une explication semble pouvoir étre donnée au rble joué par
I'argile dans le métabolisme. En effet, selon une publication de la NASA, l'argile
aurait joué un réle important, a I'apparition de la vie sur terre, en contribuant a la
concentration des acides aminés, éléments constitutifs des protéines. Renfermant
des métaux, les argiles attirent les nucléoprotéines dont I'assemblage forme les
chaines d’acide désoxyribonucléiques (ADN). Aussi est-il probable que largile

peut intervenir dans le processus de la transformation et de l'assimilation des
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éléments nutritifs, donc dans les phénoménes d’entretien de la vie et de défense

contre les agressions et le vieillissement [192].

Si un organe fonctionne mal ou si une fonction ne s’accomplit qu’en partie, ce
n‘est pas porter reméde que d’introduire dans l'organisme la substance non
élaborée. Il faut aller plus loin, et l'argile y va. Elle stimule I'organe déficient et
contribue au rétablissement de la fonction défaillante, par I'apport de substances
impondérables, de catalyseurs qui permettent I'assimilation, puis la fixation des
corps minéraux apportés par les aliments et que l'organisme laissait fuir
auparavant. Ces catalyseurs agissent a doses infinitésimales. C’est pourquoi il est
inutile d’absorber d’'importantes quantités d’argile, une cuillerée a café par jour
étant une moyenne bien suffisante. Il existe des substances qui ne se détruisent
pas en agissant, ce sont les diastases ou enzymes, dont l'argile doit étre
exceptionnellement riche. Certaines de ces diastases, les « oxydases », ont le
pouvoir de fixer l'oxygene libre, ce qui expliquerait I'action purificatrice et

enrichissante de l'argile sur le sang [192].

Le psyllium forme avec I'eau un gel dans les intestins, Cet effet est potentialisé par
une absorption réduite des aliments au niveau intestinal, notamment des sucres et

des graisses et des toxines et polluants chimiques [193].

Le complexe argile-psyllium renforce le son pouvoir absorbant et adsorbant et la
protection des organes comme le foie et les reins par la réduction de disponibilité
gastro-intestinale de mélange des pesticides et additifs alimentaires. Ces
propriétés sont dues probablement a formation une structure complexe entre la
fraction minérale des phyllosilicates des montmorillonites d’argile verte et le gel

visqueux des fibres solubles du psyllium blond (Plantago ovata).
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4. 5. Etude Histopathologique des organes de rats

4.5.1. Résultats de 'examen macroscopigue des organes des rats

Les résultats de I'examen macroscopique des organes de rats sont

représentés dans le tableau 5.13 ci-dessous :

Tableau 5.13 : Résultats de 'examen macroscopique des organes de rats.

Poids Poids des organes (g)
Lot corporel (g) Foie Reins Apparence des
organes
Témoin 241 +29,23 | 8,226 +1,737 | 1,560 + 0,264 Aucune anomalie
Aucune anomalie
AA/DJA 238+20,6 | 6,787 +0,670 | 1,480 +0,103 morphologique
Aucune anomalie
AA/DJAX2 247 £ 17,29 | 6,364 +0,225 | 1,433 + 0,067 morphologique
Aucune anomalie
Pesticides/DJA | 255+10,30 | 6,472 +0,792 | 1,455 = 0,095 morphologique
Aucune anomalie
Pesticides/DJAx2 | 250+5,51 | 6,096 + 0,251 | 1,406 + 0,117 morphologique
AA+Pesticides Aucune anomalie
/DJA 235+12,67 | 6,108 +0,470 | 1,300 + 0,138 morphologique
1/6
AA+Pesticides/ 251+29.32 | 6,120+ 1,214 | 1,278+ 0,151 | Tumeur de 5cm de
DJAx2 diameétre
AA+Pesticides/ 250+ 25,1 7,742 + 0,377 | 1,436 +0,119 Aucune anomalie
DJAx2+ Psyllium morphologique
AA+Pesticides/ 251 +19,46 | 8,397 +£1,727 | 1,495 £ 0,142 Aucune anomalie
DJAx2+ Argile morphologique
AA+Pesticides/ Aucune anomalie
DJAx2+ 251+1285 | 8,854+1,334 | 1,396 +0,171 morphologique
Psyllium+ Argile

* : Significative.

D’apres les résultats du tableau 5.13, dans les 7 mois de I'expérimentation sur les

rats femelles de notre étude, aucune anomalie sur la morphologie corporelle

externe ni sur la morphologie des organes, dans l'aspect et la couleur (foie et

reins) n’ont été enregistrés pour les 10 lots, sauf I'apparition d’'une tumeur sous

cutanée de 5 cm de diametre pour le lot AA+Pesticides/ DJAx2(Figure 5.28), la

tumeur est maligne selon les résultats histologiques (Figure 5.43).
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Figure 5.28 : Apparition d’'une tumeur maligne sous cutané cher un rat de lot

pesticides+ additifs alimentaires DJA x2 (Photo originale).
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Les résultats de I'étude statistique des poids absolu et relatif du foie sont

enregistrés dans le tableau 5.14 ci-dessous :

Tableau 5.14 : Résultats du poids absolu et relatif du foie et des reins.

Foie Reins
Lot - - - - - -
Poids absolu Poids relatif Poids absolu Poids relatif
(9 (9%) (9) (9%)
Témoin 8,226 + 1,737 3,413+0,571 | 1,560+0,264 | 0,647 +£0,071
6,787 £ 0,670* | 2,851 +0,412* | 1,480+ 0,103 | 0,621 + 0,080
AA/DJA
6,364 £ 0,225* | 2,576 £0,441* | 1,433+0,067 0,580 + 0,022
AA/DIJAX2

7,472 £0,792 2,930 +£0,500 | 1,455+0,095 | 0,570 +0,019

Pesticides/DJA
Pesticides/DJAx2 6,086 £ 0,251* | 2,095 +0,332* | 1,406 +0,117 | 0,562 + 0,015
AA+Pesticides /DJA | 6,108 + 0,470* | 2,540 + 0,496* | 1,300 + 0,138 | 0,553 + 0,017
AA+Pesticides/ 6,120 + 1,214* | 2,597 +0,453* | 1,278 +0,151 | 0,509 + 0,011

DJAx2
AA+Pesticides/ 7,742 + 0,377 2,438+0,235 | 1,436 +0,119 | 0,574 +0,013
DJAx2+ Psyllium

AA+Pesticides/ 8,397 + 1,727 3,345+0,521 | 1,495+0,142 | 0,595 + 0,032

DJAx2+ Argile

AA+Pesticides/
DJAx2+ Psyllium+ 8,854 + 1,334 3,527 +0,171 | 1,396 +0,171 | 0,556 + 0,028

Argile

Selon les résultats du poids absolu et relatif du foie et reins présenté dans le

tableau 5.14, nous avons constaté une réduction significative (p < 0,05) du poids

absolu et relatif des foies des lots : 2 et 3 additifs alimentaires DJA et DJAX2, 4 et

5pesticides DJA et DJAx2, et 6 et 7 additifs alimentaires et pesticides DJA et

DJAx2, par contre la diminution est non significative pour les lots 8, 9, et 10. Aussi

nous avons enregistré une réduction dans le poids absolu et relatif des reins pour

les 10 lots mais cette réduction est statistiguement non significative.

Le poids des organes et le poids relatif des organes sont des repéres importants

des études toxicologiques [238, 239].
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La diminution des poids du foie pourrait s'expliquer par le métabolisme du
processus des xénobiotiques dans le foie et pourrait étre attribuée a divers effets
toxicologiques ainsi la nécrose et l'atrophie des hépatocytes du parenchyme
hépatique [240].

4.5.3. Examen microscopigue (coupes histologigues du foie et des reins)

4.5.3.1. Coupes histologigues de lot t¢émoin du foie et des reins

VC : Veine Centrolobulaire ; L : Lobule Hépatique ; EP : Espace Porte ; H : Hépatocyte ;

CS : Capillaire Sinusoide ; LH : Lame Hépatique.
Figure 5.29 : Histologie du parenchyme hépatique d’un rat femelle témoin (photo originale).
Coloration: HE; Gr: x40 (a) ; x100 (b).

En ce qui concerne le foie, d’aprés I'observation microscopique d’une coupe
transversale du parenchyme hépatique d’un rat femelle témoin illustrée dans la
figure 5.29, qui a montré un parenchyme hépatique normal constitué de plusieurs
lobules hexagonaux, chaque lobule est composé de plusieurs hépatocytes
polygonales a cytoplasme granuleux basophile organisées en travées de Remak
tout autour d’une veine centrolobulaire de grand diamétre, les petites hépatocytes
possedent un seul noyau alors que les plus grandes en possedent deux, les
noyaux arrondis, présentent plus souvent deux nucléoles et une chromatine
dispersée. Entre les lames hépatocytaires, nous avons observé des capillaires

sinusoides bordées par les cellules endothéliales.
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Chaque lobule est limité de chaque angle par un espace porte renfermant

une veine, une artére et un canal biliaire.

G : Glomérule rénale ; CG : Chambre Glomérulaire (espace de Bowman) ;
TD : Tubes Distaux ; TP : Tubes Proximaux.
Figure 5.30 : Histologie du parenchyme rénal d’'un rat femelle témoin (photo originale).
Coloration: HE; Gr: x10 (a) ; x 40 (b).

En ce qui concerne les reins, l'observation microscopique d’'une coupe
transversale du parenchyme rénal d’un rat femelle témoin illustrée dans la figure
5.30, montre un parenchyme rénal normal constitué de I'extérieur vers l'intérieur
d’'une capsule rénale sous laquelle se trouve un cortex et aprés la médullaire. Le
cortex est constitué d’un tissu de cellules aux noyaux arrondis sombres, ainsi que
plusieurs glomérules rénaux de formes arrondies avec un contour irrégulier,
constitué de cellules mésangiales a noyaux sombres entourées d’une chambre
glomérulaire (espace de Bowman). Les glomérules sont entourés par des tubes
contournés proximaux et des tubes distaux.

Dans la médulla, de nombreux tubes collecteurs de forme allongée entourés
par des cellules allongées sombres et des vaisseaux sanguins sont présents.
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4.5.3.2. Effets des additifs alimentaires sur I'histologie de foie et reins

VC : Veine Centrolobulaire ; H : Hépatocyte ; CJS : Congestion sanguine ; HB : Hépatocyte

binoculaire ; CS : Capillaire Sinusoide.

Figure 5.31 : Histologie du parenchyme hépatique d’un rat femelle du lot traité par les additifs
alimentairesDJA (photo originale).
Coloration: HE ; Gr: x40 (a) ; x100 (b)

Dans le cas de rats traités par le mélange des additifs alimentaires et par
rapport aux témoins, I'observation microscopique du parenchyme hépatique des
rats traités par une dose DJA illustrée dans la figure 5.31 montre d’une fagon
globale un faible effet sur I'histologie de foie et pas de modification architecturale

du parenchyme hépatique observée sauf quelques foyers de congestion sanguine.
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VC : Veine Centrolobulaire ;IL : Infiltrat Leucocytaire; HE : HépatocyteEosinophile ; E : Erythrocyte ;

CJS : Congestion sanguine ; HB : Hépatocyte binoculaire ; CS : Capillaire Sinusoide ;
Figure 5.32 : Histologie du parenchyme hépatique d’un rat femelle du lot traité par les additifs
alimentaires DJAx2 (photo originale).

Coloration: HE ; Gr: x40 (a, c) ; x100 (b, d).
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Ce qui concerne le lot DJA%2, la figure 5.32 ne montre aucun effet direct sur
'architecture hépatique mais sur les hépatocytes, on observe plusieurs
hépatocytes éosinophiles, ce sont des hépatocytes qui souffre en voie de nécrose,
nous avons observé plusieurs infiltrats lymphocytaires, plasmocytaires, et
polynucléaires €osinophiles dans les espaces porte et congestion du sang avec
des capillaire hémorragiques.

Ces résultats sont des signes de lésions hépatiques avec inflammation et
souffrance hépatique [241, 242].

Des chercheurs ont expliqgué le changement de taille des hépatocytes chez le rat
Wistar par la conservation des fluides dans le cytoplasme, ce qui entraine une
perturbation dans les échanges ioniques et provoque un stress métabolique qui
cause linefficacité du foie dans la biotransformation des xénobiotiques en

permettant la pénétration des métabolites toxiques dans les tissus [243].
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G : glomérule rénale ; CG : chambreglomérulaire ; TD : Tubes Distaux ; TP : Tubes

Proximaux ; CH : Capillaires hémorragiquesCJS : Congestion sanguine.
Figure 5.33 : Histologie du parenchyme rénal d’un rat femelle du lot traité par les
additifs alimentairesDJA (photo originale).

Coloration: HE ; Gr: x 10 (a) ; x100 (b).

D’apres la figure 5.33, I'observation microscopique du parenchyme rénal des
rats appartenant au lot DJA, a montré qu’aucun changement de la structure
histologigue rénale n’a été signalé, sauf la présence de quelques foyers d’infiltrats

lymphocytaires dans interstisium rénale et quelques capillaires hémorragiques.



G : glomérule rénale ; CG : chambre glomérulaire (espace de Bowman) ; IL : Infiltrat

Leucocytaire; TD :Tubes Distaux ; TP : Tubes Proximaux ; CH : Capillaires hémorragiques.
Figure 5.34 : Histologie du parenchyme rénal d’'un rat femelle du lot traité par les additifs
alimentaires DJAx2 (photo originale).

Coloration: HE ; Gr: x 10 (a) ; x 40 (b, c) ; x 100 (d).

Aussi pour les sujets du lot DJAx2 et selon la figure 5.34, les additifs
alimentaires ne provoquent pas des modifications directes sur I'histologie rénale
mais plusieurs foyers d'infiltrats lympho-plasmocytaires dans interstisium rénaux
ont été observés et surtouts autour des vaisseaux sanguins et quelque capillaires

hémorragiques. Ce qui témoigne d’'un début d'inflammation rénale.
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4.5.3.3. Effet des pesticides sur 'histologie du foie et des reins

VP : Veine Porte ;IL : Infiltrat Leucocytaire; EP : Espace Porte ; HES : Hépatocyte

Eosinophile ;CJS : Congestion sanguine ; HB : Hépatocyte binoculaire ; CS : Capillaire
Sinusoide ;
Figure 5.35 : Histologie du parenchyme hépatique d’un rat femelle du lot traité par les
pesticides DJA (photo originale).
Coloration: HE ; Gr: x10 (a) ; x 40 (c, d); x 100 (b).
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VP : Veine Porte ;IL : Infiltrat Leucocytaire; EP : Espace Porte ; HN : Hépatocyte Nécrosé ; CJS :

Congestion sanguine ; CS : Capillaire Sinusoide ; HES : Hépatocyte Eosinophile;
CH : Capillaire HEmorragique; E : Erythrocyte.
Figure 5.36 : Histologie du parenchyme hépatique d’un rat femelle du lot traité par
les pesticides DJAx2 (photo originale).
Coloration: HE ; Gr: x40 (a, b) ; x 100 (c, d).
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Dans le cas de rats traités par le mélange des pesticides et en comparaison
avec les témoins, I'observation microscopique du parenchyme hépatique des rats
traités par une dose DJA illustrée dans la figure 5.35 montre d’'une fagon générale
qu’il y a eu des changements dans I'histologie du foie par I'apparition de plusieurs
zones infiltrats lympho-plasmocytaires au niveau des espaces porte et les
capillaires sinusoide, dilatation des capillaires sinusoides et congestion du sang,
hépatocytes fortement colorés en rose avec un cytoplasme éosinophiles en voie
de nécrose.

Ce qui concerne le lot traité par les pesticides DJAx2, la figure 5.36 montre un
grand effet de pesticides sur I'histologie hépatique qui se manifeste par I'apparition
des hépatocytes fortement colorés en rose avec une cytoplasme éosinophiles
partout dans le parenchyme hépatique, ce sont des hépatocytes qui souffre en
voie de nécrose et de plusieurs zones d’hépatocytes totalement nécrosés avec
dénaturation des organites cellulaires et méme la membrane plasmique , avec la
présence de plusieurs foyers d’infiltrats lympho-plasmocytaires dans les espaces

porte, dilatation des capillaires sinusoides et congestion du sang avec des

capillaires hémorragiques.

G : glomérule rénale ; CG : chambre glomérulaire ; TD : Tubes Distaux ; TP : Tubes
Proximaux ;GH : Glomérule hémorragique,CJS : Congestion sanguine ; IL : Infiltrat Leucocytaire.
Figure 5.37 : Histologie du parenchyme rénal d’'un rat femelle du lot traité par les pesticides
DJA (photo originale).Coloration: HE ; Gr: x40 (a) ; x100 (b).



GH : Glomérule Hémorragique ; DH : Dép6t d’Hémosidérine ; TDA : Tubes Distaux

Atrophiques ;TPA : Tubes Proximaux Atrophiques ; CH : Capillaires hémorragiques ;
CJS : Congestion sanguine.
Figure 5.38 : Histologie du parenchyme rénal d’'un rat femelle du lot traité par les pesticides
DJAx2 (photo originale).
Coloration: HE ; Gr: x40 (a, b) ; x100 (c, d).
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D’aprés [lillustration de la figure 5.36, I'observation microscopique du
parenchyme rénal de rats traités par les pesticides DJA montre une présence de
plusieurs foyers d’infilirats lympho-plasmocytaires dans interstisium rénal et
infiltrats plasmocytaires autour des glomérules, tubes proximaux et distaux en voie
de dénaturation et méme dénaturés, congestion du sang et glomérules
hémorragiques avec un gonflement des glomérules et rétrécissement de la
chambre glomérulaire en raison d’'une hyperplasie des cellules mésangiales des

glomérules.

Ainsi pour les sujet traités par les pesticides DJAx2 et selon la figure 5.37, le
mélange des six pesticides provoque plusieurs modifications importantes sur
I'histologie rénale par I'apparition de congestions sanguines, vaisseaux sanguins
hémorragiques avec un dépot d’hémosidérine dans les tubes proximaux, présence
de plusieurs zones d’infiltrats lympho-plasmocytaires dans interstisium rénal, et
une atrophie et dilatation des tubes rénaux proximaux avec un épithélium aplati et
des cellules dénaturées, des tubes rénaux distaux endommagés avec des cellules
dénaturés, des glomérules hémorragiques avec un gonflement des glomérules a
cause d’'une hyperplasie des cellules mésangiales et la présence des glomérules

dénaturés.

Ces résultats sont des signes d’une souffrance, lésion, inflammation et une

insuffisance rénale [222].

Les résultats des coupes histologiques des reins confirment les résultats de bilan

biochimique rénal.
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4.5.3.4. Effets du mélange additifs alimentaires et pesticides sur I'histologie du foie

et des reins

VP : Veine Porte ;IL : Infiltrat Leucocytaire; EP : Espace Porte ; HN : Hépatocyte Nécrosé ; CJS :
Congestion sanguine ; HES : Hépatocyte Eosinophile; CH : Capillaire Hémorragique; E :
Erythrocyte.

Figure 5.39 :Histologie du parenchyme hépatique d’un rat femelle du lot traité par le mélange
des additifs alimentaires et pesticides DJA (photo originale).
Coloration: HE ; Gr: x40 (a, b) ; x100 (c, d).
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VC : Veine Centrolobulaire ; IL : Infiltrat Leucocytaire; HN : Hépatocyte Nécrosé ;

CJS : Congestion sanguine ; HES : Hépatocyte Eosinophile; CH : Capillaire HEmorragique;
E : Erythrocyte.
Figure 5.40 : Histologie du parenchyme hépatique d’un rat femelle du lot
traité par le mélange des additifs alimentaires et pesticides DJAx2 (photo
originale).
Coloration: HE ; Gr: x40 (a, b) ; x100 (c, d).
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Lorsqu’il s’agit de rats traités par le mélange d’additifs alimentaires et
pesticides, I'observation microscopique du parenchyme hépatique des rats traités
par une dose DJA illustrée sur la figure 5.39 qui montre d’'une fagon générale la
présence de plusieurs foyers d’infiltrats lympho-plasmocytaires au niveau des
espaces porte et les capillaires sinusoides et au niveau des hépatocytes avec
clarification des cytoplasmes qui deviennent plus ou moins blancs avec une
membrane cytoplasmique plus visible, ce sont des hépatocytes nécrosés et un
signe de souffrance hépatique .

Ce qui concerne le lot traité par le mélange d’additifs alimentaires et
pesticides DJAx2, la figure 5.40 montre un effet notable sur 'histologie hépatique
qui se manifeste par I'observation des hépatocytes encocytaires fortement colorés
en rose avec un cytoplasme ¢éosinophiles généralisé dans le parenchyme
hépatique, ce sont des hépatocytes qui souffre en voie de nécrose, avec la
présence de plusieurs foyers d’infiltrats lympho-plasmocytaires dans les espaces
porte.

La peroxydation des lipides membranaires entraine une augmentation de la
perméabilité et de la fragilité de la membrane qui peut entrainer une nécrose
[244].

Ces résultats sont des signes de Iésions hépatiques avec inflammation, souffrance
et dysfonctionnement hépatique [241, 242].

Les effets toxiques sur I'histologie hépatique se sont aggravés dans ce cas de
mélange pesticides + additifs alimentaires méme a de tres faibles doses et la DJA
(dose de sécurité) grace a I'addition de doses ou interaction et synergie. Tous les
mélanges avec des structures chimiques similaires produisent des effets additifs
ce qui modifie la toxicocinétique avec une désintoxication réduite [244].

Ces résultats histologiques confirment les résultats biochimiques de la fonction

hépatique.
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GH : Glomérule Hémorragique ; GA : Glomérule Atrophique; TDA :Tubes Distaux Atrophiques

TPA : Tubes Proximaux Atrophiques.
Figure 5.41 : Histologie du parenchyme rénal d’'un rat femelle du lot traité par le mélange des
additifs alimentaires et pesticides DJA (photo originale).
Coloration: HE ; Gr: x40 (a, b, c) ; x100 (d).
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GH : Glomérule Hémorragique ; GA : Glomérule Atrophique ;E : Erythrocyte; TDA :Tubes

Distaux Atrophiques ;TPA : Tubes Proximaux Atrophiques ; CH : Capillaires hémorragiques ;
CJS : Congestion sanguine ; CMA : Cellules mésangiales Atrophiques.
Figure 5.42 : Histologie du parenchyme rénal d’'un rat femelle du lot traité par el mélange des
additifs alimentaires et pesticides DJAx2 (photo originale).
Coloration: HE ; Gr: x40 (a, b) ; x 100 (c, d).
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D’aprés lillustration de la figure 5.41, I'observation microscopique du
parenchyme rénal de rats traités par le mélange d’additifs alimentaires et
pesticides DJA montre une présence de plusieurs foyers d'infiltrats lympho-
plasmocytaires dans l'interstisium rénal avec une atrophie et dilatation des tubes
rénaux proximaux et distaux qui présentent un épithélium aplati et des cellules
plus au moins dénaturés avec une lumiére plus large, ce sont des signes d’une
souffrance rénale.

Ainsi pour les sujet traités par le mélange d’additifs alimentaires et pesticides
DJAx2 et selon la figure 5.42,le mélange provoque plusieurs modifications
importantes sur I'histologie rénale par I'observation des cylindre hyalins, présence
de plusieurs zones d’infiltrats lympho-plasmocytaires dans interstisium rénal, et
une atrophie et dilatation des tubes rénaux proximaux et distaux avec un
épithélium aplati et des cellules plus au moins dénaturés, nécrose des cellules
mésangiales des glomérules avec un dépbét de fragments d’hématies dans la

chambre glomérulaire.

Ces résultats sont des signes d’'une souffrance, Iésion, inflammation et une

insuffisance rénale importante méme pour la dose DJA [222].



197

FC : Fibre de collagéne ;CF : Cellule Fusiforme ; CA : Cellule Arrondie

Figure 5.43 : Histologie du parenchyme de la tumeur apparu chez un rat de lot traité par le
mélange de pesticides et additifs alimentaires DJAx2 (photo originale).
Coloration: HE ; Gr: x40 (a, c, b,d).

Plus tous ces effets, nous avons aussi lI'apparition d’une tumeur sous
cutanée de 5 cm de diameétre. Les résultats des coupes histologiques présenté sur
la figure 5.43 montrent que cette tumeur est une tumeur maligne de type

myosarcome avec des cellules arrondies et faisceaux entrelacés de cellules
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fusiformes entremélés de fibres de collagéne, suggérant un phénotype
fibroblastique. Ce résultat est provoqué par la toxicité physiologique générale de

mélange de pesticides + additifs alimentaires.

4.5.3.5. Effets protecteurs du Psyllium et l'argile contre la toxicité du mélange

additifs alimentaires et pesticides sur 'histologie de foie et des reins

IL : Infiltrat Leucocytaire; HP : Hépatocyte protégé ; CJS : Congestion sanguine ;

HES : Hépatocyte Eosinophile; CH : Capillaire sinusoide.
Figure 5.44 : Histologie du parenchyme hépatique d’un rat femelle du lot traité par el
mélange des additifs alimentaires et pesticides DJAx2 associée au psyllium (photo originale).
Coloration: HE ; Gr: x40 (a) ; x100 (b).

Dans le cas de rats traités par le mélange d’additifs alimentaires et pesticides
DJAx2 en présence du psylium a 2% dans la nourriture, l'observation
microscopique du parenchyme hépatique illustrée sur la figure 5.44 montre d’une
facon générale que lhistologie du foie mieux protégé par le psyllium avec
guelques hépatocytes encocytaires €osinophiles et quelques zones d’infiltrats
lympho-plasmocytaires au niveau des espaces porte témoin de l'inflammation du
parenchyme hépatique et les hépatocytes sont bien protégés avec une absence

des hépatocytes nécroseés.
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VC : Veine Centrolobulaire ; HP : Hépatocyte protégé ; CJS : Congestion sanguine ;
HES : Hépatocyte Eosinophile; CH : Capillaire sinusoide.

Figure 5.45 : Histologie du parenchyme hépatique d’un rat femelle du lot traité par el
mélange des additifs alimentaires et pesticides DJAx2 associe a 'argile verte (photo
originale).

Coloration: HE ; Gr: x 10 (a) ; x 40 (b).

Ce qui concerne le lot traité par le mélange d’additifs alimentaires et
pesticides DJA%X2 en présence de I'argile verte a 2% dans la nourriture. La figure
5.45 montre une protection importante de l'argile sur Tlhistologie hépatique,
hépatocytes sont préservés avec une absence des hépatocytes nécrosés avec
guelques petits foyers d’infiltrats lympho-plasmocytaires et congestion sanguine

dans les espaces porte.
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VC : Veine Centrolobulaire ; HP : Hépatocyte Protégé.

Figure 5.46 : Histologie du parenchyme hépatique d’un rat femelle du lot traité par le
mélange des additifs alimentaires et pesticides DJAx2 associées au psyllium et I'argile verte
(photo originale).

Coloration: HE ; Gr: x40 (a, b).

Pour le lot traité par le mélange d’additifs alimentaires et pesticides DJAx2
en présence de l'argile verte et le psyllium dans la nourriture, et d’aprés la figure
5.46, nous avons noté une trés bonne protection de la structure hépatique contre
le mélange toxique, les hépatocytes sont trés bien protégés avec une absence

d’infiltras leucocytaires et les hépatocytes nécroseés.

L’association de largile verte et psyllium montre une meilleure protection de
I'histologie hépatique gréce a ces pouvoirs absorbant et adsorbant ainsi que
purifiant.
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G : Glomérule rénale ; CG : Chambre glomérulaire ; TD : Tubes Distaux ; TP : Tubes

Proximaux ; CH : Capillaires hémorragiques; CJS : Congestion sanguine.
Figure 5.47 : Histologie du parenchyme rénal d’'un rat femelle du lot traité par le mélange des
additifs alimentaires et pesticides DJAx2 associées au psyllium (photo originale).
Coloration: HE ; Gr: x40 (a) ; x100 (b)

D’apres lillustration de la figure5.47, I'observation microscopique du
parenchyme rénal de rats traités par le mélange d’additifs alimentaires et
pesticides DJAx2 en présence du psyllium a 2% dans la nourriture, montre une
protection moyenne de I'histologie rénale, les glomérules et les tubes rénaux sont
plus au moins protégés avec la présence de quelques foyers d’infiltrats lympho-
plasmocytaires, d’atrophie et dilatation des tubes rénaux proximaux et distaux.



G : Glomérule rénale ; CG : Chambre glomérulaire ; TD : Tubes Distaux ; TP : Tubes

Proximaux ; CH : Capillaires hémorragiques.

Figure 5.48 : Histologie du parenchyme rénal d’un rat femelle du lot traité par le mélange des

additifs alimentaires et pesticides DJAX2 associe a 'argile verte (photo originale).
Coloration: HE ; Gr: x40 (a) ; x100 (b).

Ainsi pour les sujets traités par le mélange d’additifs alimentaires et
pesticides DJAx2 en présence de l'argile verte a 2% dans la nourriture et selon la
figure 5.48, l'argile montre une protection moyenne de I'histologie rénale, les
glomérules et les tubes rénaux contournés sont plus au moins protégés avec la
présence de quelques zones d'infiltrats lympho-plasmocytaires et d’atrophie et

dilatation des tubes rénaux proximaux.

Lorsqu’il s’agit de rats traités par le mélange d’additifs alimentaires et
pesticides DJAx2, en présence de l'argile verte et le psyllium dans la nourriture,
I'observation microscopique du parenchyme hépatique illustrée sur la figure 5.49
montre d’une fagon générale une trés bonne protection de I'histologie rénale ou
les glomérules et les tubes rénaux sont protégés avec une absence d’atrophie des

tubes rénaux et quelques zones d’infiltrats leucocytaires.

L’association de l'argile verte et psyllium montre une meilleure protection de
I'histologie rénale grace a ses pouvoirs absorbant, adsorbant et purifiant.



GP : Glomérule Protégé ; CG : Chambre glomérulaire ; TDP : Tubes Distaux Protégés ;

TPP : Tubes Proximaux Protégés ; CH : Capillaires hémorragiques.
Figure 5.49 : Histologie du parenchyme rénal d’un rat femelle du lot traité par le mélange des
additifs alimentaires et pesticides DJAx2 associées au psyllium et I'argile verte (photo
originale). Coloration : HE ; Gr: x40 (a, b) ; x100 (c, d).

Tous les résultats de I'histologie de structure hépatique et rénale sont en bonnes
corrélations et confirment les résultats biochimiques de la fonction hépatique et
rénale.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Du fait de lindustrialisation galopante, 'Homme se trouve exposé par
différentes voies a plusieurs types d’agents toxiques. Parmi ceux hautement
toxiques et nuisibles pour la santé ; les pesticides et certains additifs alimentaires.
Les agences internationales de réglementation ont fixé des limites d'exposition a
ces produits nocifs tels que la DJA qui ne doit pas étre dépassée comme étant la
dose de sécurité.

Malheureusement, les limites d'exposition réglementaires sont des simulations
incomplétes et ne tiennent pas compte de I'exposition réelle des étres humains a
plusieurs substances toxiques en méme temps. Par conséquent, le degré de
protection réel dans le monde offert par les limites d'exposition réglementaires est

jusqu’a ce jour inconnu et pourrait étre pratiquement inexistant [245].

Une solution s’ouvre pour 'Homme afin de préserver sa santé, cest la
protection contre la toxicité de ces agents en revenant a la nature et a sa richesse
en substances bioactives cachées a l'intérieur de plusieurs organismes vivants.

A cet effet, I'argile verte et le psyllium sont parmi les substances naturelles dotées
de pouvoirs absorbant, adsorbant et purifiant remarquables et forts intéressants

dans le domaine de la nutrition et la santé.

Dans ce contexte précis, cette présente étude concerne la recherche de
I'effet protecteur de I'argile verte et/ou psyllium contre la toxicité chronique par
voie orale d’'un mélange de 7 pesticides et/ou 10 additifs alimentaires sous forme
de solutions aqueuses en dose de DJA et DJAx2, pendant 7 mois
d’expérimentation sur des rats femelles adultes de la souche Wistar. Les résultats
de cette étude nous ont conduits a des conclusions pertinentes :

Une toxicité chronique de mélange des 7 pesticides et/ou 10 additifs alimentaires
de la dose DJA qui se considére comme dose limite de sécurité.

Une toxicité chronique par la voie orale des doses DJA et DJAx2 d’'un mélange de
7 pesticides et/ou 10 additifs alimentaires qui s’est manifesté chez les rats
femelles adultes par :

v" Une diminution du nombre de bactéries du microbiote intestinale jusqu’a 73%.
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Diminution du temps de transit intestinal (7 %).

Installation d’insuffisance rénale qui est un signe de la néphrotoxicité avec
une augmentation dans la créatinémie (19,23 %), l'urémie (27,14 %) et du
potassium (38,67 %), sauf pour le lot additifs alimentaires DJA.

Inflammation du parenchyme rénal et néphrotoxicité, qui se manifeste par une
dénaturation des cellules mésangiales des glomérules, glomérules
hémorragiques, et atrophie des tubes rénaux, sauf le lot additifs alimentaires
DJA.

Altération de l'activité hépatique avec une diminution du taux sérique du
cholestérol total, les triglycérides, protéines totaux et albumine et
augmentation des ASAT, ALAT, PAL, GGT, Bilirubine et fer sérique.

Lésions hépatiques avec inflammation, souffrance et dysfonctionnement
hépatique avec une désorganisation architecturale du parenchyme hépatique
et nécrose généralisée des hépatocytes avec des capillaires hémorragiques
et infiltrats leucocytaires, sauf le lot additifs alimentaires DJA.

Anémie microcytaire avec une diminution du taux sérique d’hémoglobine
(26,52 %), et d’hématocrite (7,47 %), sauf le lot additifs alimentaires DJA.
Augmentation du nombre de leucocytes (16,24 %) suite a une réponse
immunitaire contre la toxicité du mélange : pesticides et additifs alimentaires.
Augmentation du nombre de plaquettes sanguines (50,60 %).

Diminution du poids absolu et relatif du foie (24,52 %).

L’apparition d’'une tumeur maligne sous cutanée de type myosarcome.

Des effets bénéfiques et un effet protecteur produit probablement par l'argile

verte et/ou le psyllium contre les effets toxiques des 7 pesticides et/ou 10 additifs

alimentaires observés chez les rats femelles d’'une fagon globale avec une

régression significative de la majorité des effets toxiques observés :

v

L’argile seule et combinée au psyllium montre un meilleur effet protecteur par
rapport au psyllium.

Un effet protecteur et stimulant des bactéries du microbiote intestinal sur tous
les Bactériodes jusqu’a 65%.

Un effet laxatif tres remarquable du psyllium sur le transit digestif.

Un effet protecteur sur les reins et l'activité rénale par une diminution de

l'altération de l'activité rénale et néphrotoxicité, avec une diminution dans
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l'urémie (21,42 %) et la créatinine (23,72 %) et du potassium (30,36 %) sauf
le psyllium qui montre une protection faible sur la structure et la fonction
rénale.

v’ Effet protecteur sur les reins surtout la protection des glomérules rénaux avec
une amélioration générale dans I'organisation architecturale du parenchyme
rénal, et une diminution de la dénaturation et des cellules mésangiales des
glomérules et diminution de I'atrophie des tubes rénaux.

v' Rétablissent des paramétres biochimiques du foie et I'activité hépatique avec
. ASAT, ALAT, PAL, GGT, Bilirubine, Fer sérique, protéines totales et
albumine jusqu’'a 47%.

v’ Effet protecteur sur I'histologie du foie, avec une amélioration générale dans
I'organisation architecturale du parenchyme hépatique et une diminution de
linflammation, la congestion sanguine, l'infiltrat leucocytaire et la nécrose
hépatocytaire.

v" Diminution de I'anémie microcytaire avec une augmentation du taux
d’hémoglobine (23,33 %), et d’hématocrite (7,37 %).

v' Rétablissement du nombre des leucocytes (16,49 %) et les plaquettes
sanguines (25,85 %).

v' Absence des tumeurs malignes chez les rats traités par l'argile verte et

psyllium.

Des études complémentaires approfondies s’avérent primordiales afin

d’approfondir certains aspects non développés dans notre étude tels que :

= Reéalisation d’autres études expérimentales sur des rats Wistar males.

= Reéalisation d’autres études sur d’autres especes animales comme les lapins.

= Augmentation des quantités de largile verte et le psyllium utilisées pour
I'enrichissement de I'aliment des rats jusqu'a 5 %.

= Utilisation d’extraits de différents constituants de psyllium : polysaccharides,
lipides, protéines.....etc, pour bien sélectionner I'élément actif.

= Tester l'effet de I'argile verte et le psyllium sur d’autres substances toxiques
comme les métaux lourds et I'aflatoxine.

= Reéalisation d’études sur 'effet anti-cancer de I'argile verte et le psyllium.
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Réalisation de recherches a-propos de I'effet protecteur de l'argile verte et le
psyllium sur le tube digestif déja cité dans notre étude par des coupes
histologiques sur I'estomac et les intestins.

Réalisation d’'une enquéte approfondie avec un dosage du mélange de
pesticides réel dans les fruits et les léegumes largement consommés en
Algérie.

Réalisation d’autres études sur la présence de toxicité en dose DJA pour
d’autres mélanges de substances.

Rechercehe sur la cénitique de l'effet toxique du mélange : additif,
potentialisation, synergie, action coactive et antagonisme.

Réalisation des essais de culture de la plante de psyllim en Algerie.
Formulation d’'un complément alimentaire a base de largile verte et le

psyllium blond.



APPENDICES

APPENDICE A

REACTIFS DES ANALYSES PHYSICOCHIMIQUES DE L'EAU

1- Réactifs du pH-métre

- Solution tampon pH=10 et pH =4.
- Solution Hz2So4 a 0,01N.

2- Réactifs de dosage duCa et Mg

> Solution E.D.T.A

-40g E.D.T.A
-5 g Soude caustique
-1g Chlorure de Magnésium.

Dissoudre 40 g E.D.T.A, ajouter les 5 g NaOH puis ajuster avec de l'eau
distillée 1000 ml. A part, mélanger 1 g de chlorure de magnésium a I'eau
distillée et ajuster jusqu’a 1000 mL. Enfin mélanger I'ensemble et y ajouter 8
litres d’eau pour obtenir 10 litres d’E.D.T.A.

> Solution Tampon pH=10 (Ca/Mq)

Le Tampon pH=10 est constitué par des mélanges a volume égal des
solutions A et B.

=  Solution A

Peser 67 g de Chlorure d’ammonium préalablement séché 12 heures a
'étuve a 100°C puis refroidi au dessiccateur.Ajouter 400 ml d’Ammoniaque a
28% (448 mL a 25%) et compléter a 1000 ml par de l'eau distillée.

=  Solution B

Dissoudre a 2 litres d’eau distillée 1,5 Kg environs de Tartrate double de
Sodium et de Potassium appelés couramment sels de seignette. Chauffer

jusqu’a dissolution totale et ajuster a 2 litre.

> Solution de soude

40 g de Soude par litre d’eau distillée.

> Indication colore : Poudre colorée




3- Réactifs de dosage de chlorure

> Solution Saturée de Thiocyanate Mercurique

Dissoudre 2g Hg (SCN)2 dans 2 litres d’eau bidistillée.

> Solution d’alun ferrique

67 g d’Alunferrique Fe2(SOa4)3, NH424H20
430mL d’acide nitrique concentré
L’eau distillée Q.S.P 1000 mL.

> Solution mére de chlorures a 10 g/l

Dissoudre 20,984g de Chlorure de potassium pur préalablement desséché

12 heures a l'étuve a 100°C dans de l'eau distillée, ajuster a 1000 mL.

> Solutions étalons

Prendre successivement :

100, 80, 65, 50, 35, 20, 10 et 5 mL de la solution mere de CI compléter
chaque prélévement a 1000 mL exactement par de l'eau distillée. On obtient
alors des solutions étalons contenant respectivement :

1000, 800, 650, 500, 350, 200, 100 et 50 mg/L en chlorures. Les stocker dans
des flacons étiquetés.

4- Réactifs de dosage de Na' et K*

» Solution mére de sodium et de potassium

Dissoudre dans de [leau distillée 25434 g de chlorure de sodium
préalablement séché a I'étuve a 100°C pendant 12 heures puis refroidi au

dessiccateur.

Dissoudre simultanément 3,823 g de chlorure de potassium préalablement
séché a I'étuve a 100°C pendant 12 heures puis refroidi au dessiccateur.

Compléter le tout a 1000 mL par de I'eau distillée.

On obtient une solution contenant 10 000 mg/L en Na*et 2000 mg/l en K*.



> Solutions étalons en Na' et K*

Mettre successivement dans des fioles jaugées a 1000 mL:

50, 40, 30, 20, 15, 10,5 et 2 mLde la solution mere en Na* et K* compléter
a 1000ml par de l'eau distillée.

On obtient des solutions étalons contenant respectivement:
500, 400, 300, 150, 100, 50 et 20 mg/L de Na*.
100, 80, 60, 40, 30, 20, 10 et 4mg/L de K*.

» Sulfate de Lithium : dissoudre 23.042 g de Lithium sulfate dans 250 mLd’eau
distillée.

» Bridj 35 (solution a préparée).

» Eau distillée g.s.p. 100 mL.



APPENDICE B
REACTIFS DES ANALYSES PHYSICOCHIMIQUES DE L’ALIMENT DES RATS

1- Réactifs de dosage des protéines

1 a 2 g de catalyseur.
12,5 mL d’acide sulfurique concentre.

100 mL d’eau distillée.

50 mL de solution NaOH (soude a 47%).
Solution de soude (333 g de NaOH dans 1L d’eau distillée).
20 mL de la solution absorbante (solution d’acide borique et I'indicateur : rouge de

méthyle+ vert de bromocrésol).
1 a 2 g de catalyseur.
Acide sulfurique a 0,1 N.

2- Réactifs de dosage de la matiére grasse

150 mL d’éther.
Eau distillée.

3- Réactifs de dosage du calcium

40 mL d’acide chlorhydrique.

60 mL d’eau distillée.

Quelques gouttes d’acide nitrique.

20 a 40 mg de solution mére calcium.

1 mL d’acide citrique.

5 mL de solution chlorure d’'ammonium.

100 mL l'eau distillé.

Quelgues gouttes de solution de vert de bromocrésol.
30 mL de solution d’oxalate d’ammonium chaude.

50 mL d’ H2SOa4 chaude.

Le permanganate de potassium (0,1N).



4- Réactifs de dosage du phosphore

20 mL d’acide sulfurique.

2 mL d’acide nitrique.

1 g de carbonate de calcium.
10 mL d’acide chlorhydrique.

10 mL du réactif vanado-molybdique.
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APPENDICE C

REACTIFS DES ANALYSES BIOCHIMIQUES DU SANG

Réactifs de dosage de I'Urée

Le réactif Al :

- Salicylates sodique (62 mmol/L).

- Nitroprussiate sodique (3,4 mmol/L).

- Tampon phosphate pH=6,9 (20 mmol/L).
Le réactif A2 :

- Uréase (>500 mmol/L).

- Hypochloride sodique (7 mmol/L).

- Hydroxyde de sodium (150 mmol/L).
L’étalon d’urée (0,5 g/L)

Réactifs de dosage de la Créatinine
» Le réactif Al : Solution picrate (17,5 mmol/L)
» Le réactif A2 : Hydroxyde de sodium (0,29 mmol/L).

» L’étalon de la créatinine (2 mg/L).

Réactifs de dosage de I'’Acide urique

Le réactif 1 (tampon) :

- Phosphate pH=7,4 (50 mmol/L).
- 2-4 dichlorophénolsulfonte DCPS (4 mmol/L).
- Tampon phosphate pH=6,9 (20 mmol/L).

Le réactif 2 (enzymes) :

- Uricase (60, 600 U/L).

- Ascorbate oxydase (200 U/L).

- 4-6 Aminophénazone 4-AP (150 mmol/L).
L’étalon de I'acide urique (60 mg/L).



Réactifs de dosage du Cholestérol total

Réactif de travail :

- Pipes (35 mmol/L).

- Cholate de sodium (0,5 mmol/L).
- Phénol (28 mmol/L).

- Cholestérol estérase (>0,2 mmol/L).

- Cholestérol oxydase (>0,1 mmol/L).
- Peroxydase (0,8 mmol/L).
- 4-aminoantipyrine (0,8 mmol/L).

L’étalon du cholestérol (200 mg/l).

Réactifs de dosage des triglycérides

Le réactif 1 (tampon) :

- Pipes Puffer pH=7,2 (50 mmol/L).
- p-chlorophénol (2 mmol/L).

Le réactif 2 (enzymes) :

- Lipoprotéine lipase (150000 U/L).

- Glycérol kinase GK (800 U/L).

- Glycérol-3-P-oxydase (4000 U/L).

- Peroxydase (440 U/L).

- Amino-4-antipyrine (0,7 mmol/L).

- ATP (0,3 mmol/L).

L’étalon de triglycérides (2,28 mmol/L).

Réactifs de dosage de la Bilirubine totale
» Réactif 1 :
- Acide sulfanilique (30 mmol/l)
- Acide Chlorhydrique (150 mmol/l)
- Diméthylsulfoxyde (7 mmol/l)
» Réactif 2 :
- Acide sulfanilique30 mmol/l
- Acide chlorhydrique (150 mmol/l)
» Réactif 3 : Nitrite de sodium (20 mmol/l)




» Reéactif 4 : Standard

7) Réactifs de dosage de calcium

» Réactif 1 Solution tampon : Tampon Alcalin 2-Amino-2-methyl 1-Propanol
(500 mmaol/l)
» Réactif 2 Solution chromogéne : Complexant crésolphtaléine Hydroxy 8
quinoleine (0.62 mmol/l), (69 mmoll/l)
» Reéactif 3 Standard : Standard calcium (10 mg/dl), (100 mg/l),(2.5 mmol/).
8) Réactifs de dosage de sodium

R1 : Tampon THAM pH 9,0 (5,5 %)
Chélatant (0,15 %)

B-galactosidase (0,01 %)

R2 : Tampon THAM pH 8,8 (0,2 %)
ONPG (0,4 %)

9) Réactifs de dosage de Gamma GT :

» Reéactif 1 Solution tampon : Tampon Glycylglycine pH 7,9 a 30°C (150
mmol/l)
» Reéactif 2 Substrat : GlupaCarboxy (6 mmol/l)

10)Réactifs de dosage de la phosphatase alcaline

» Reéactif 1 Solution tampon : Tampon diéthanolamine pH 9,8 Chlorure de
magnésium (1 mmol/l), (0,5 mmol/l)

» Réactif 2 Substrat : Nitrophénylphosphate (10 mmol/l)

11)Réactifs de dosage des protéines totales

» Réactif 1 Réactif alcalin

- Tartrate de Sodium Potassium (31, 9 mmol/l)

- Hydroxyde de sodium (0,6 mol/l)

- Lodure de potassium (30 mmol/l)

» Réactif 2 Réactif de coloration : Sulfate de cuivre (NOCIF) (0,6 mol/l)
» Réactif 3 Standard Albumine bovine (50 g/l), (5 g/dl)

12)Réactifs de dosage de la glycémie

» Réactif 1 : Solution tampon
- Tampon Tris pH= 7 (100 mmol/l)



- Phénol (0,3 mmoll/l)
» Réactif 2 : Enzymes
- Glucose oxydase (10000 U/I)
- Peroxydase (1000 U/I)
- Amino-4-antipyrine (2,6 mmol/l)
» Réactif 3 Standard : Standard Glucose (100 mg/dl),(1 g/l),(5,56 mmol/l).
13)Réactifs de dosage ASAT
» Reéactif 1 Solution tampon
- Tampon Tris pH 7.8 & 30°C (80 mmol/l)
- L- aspartate (200 mmol/l)
» Réactif 2 : Substrat
- NADH (0,18 mmol/l)
- LDH (800 UlI/N)
- MDH (600 UI/)
- Oxoglutarate (12 mmol/l)

14)Réactifs de dosage des triglycérides
» Réactif 1 Solution tampon
- Tampon Tris pH 7.5 & 30°C (100 mmol/l)
- Alanine (500 mmol/l)
» Réactif 2 : Substrat
- NADH (0.18 mmol/l)
- LDH (1200 uh
- Oxoglutarate (15 mmol/l)

15)Réactifs de dosage des triglycérides
» Réactif 1 : Guanidine, HCITampon acétate4,5 (mmol/l) pH 5
» Réactif 2 : Acide ascorbique (40 mmol/l)
» Réactif 3 : Ferrozine (1 mg/l)
» Réactif 4 : Standard (17,9 umol/l)
16)Reéactifs de dosage de 'albumine

» Reéactif 1 : Réactif de coloration
- Vert de bromocrésol (BCG) : (0,14 g/l)
- Tampon succinate : (75 mmol/l)
- Brij: (7 ml/l)
» Reéactif 2 : Standard : Albumine Bovine : (200 mg/dl),(2 g/1),(5,17 mmol/l).



APPENDICE D

REACTIFS DE L'ETUDE HISTOPATHOLOGIQUE

> Réactifs utilisés pour les coupes histologiques

Le formole a 10%

L'alcool éthylique a différentes concentrations : 50°, 70°, 95° et 100°
Le xylene.

L’hématoxyline.

L’Eosine.

L’huile a émersion

La paraffine pure.



APPENDICE E

VERRERIE ET OUTILS UTILISES DANS LE TRAVAIL

Bouteilles en plastique PET.

Les béchers: 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml.
Les fioles: 100 ml, 250 ml, 500 ml.

Des erlens.

Ballons en verre.

Eprouvettes gradues : 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 2000 ml.
Nacelles métalligues menues de couvercle.
Creusets en céramiques.

Le creuset filtrant porosité 4.

Les matras de KJELDAHL en verre.
Entonnoir verre et en plastique.

Piécette d'eau distillée.

Pipettes graduées : 5 ml, 10 ml, 20 ml, 25 ml.
Burette gradue en verre.

Cartouche a extraction de matieére grasse.
Dispositif de filtration sous vide.

Fiole conique a filtré.

Tubes a essais en verre.

Les tubes de prélevement sanguin en plastique (hépariné et EDTA).
Les micropipettes : 1 ml, 2 ml, 5 ml.

Portoirs des tubes.

Les lames et les lamelles en verre.

Les lames de dissection stériles.

Les peaux de prélévement d’organes.

Les cassettes en plastiques pour les bloque des coupes histologiques.



APPENDICE F

FICHE D’ENQUETE SUR LE CHOIX DES PESTICIDES

Type d’intervenant : Agriculteur Vendeur de produits phytosanitaire
=0 [ P
Classement Nom de pesticides Types




APPENDICE G

FICHE D’ENQUETE SUR LE CLASSEMENT DES FRUITS ET LEGUMES
SELON DE DEGRE D’'UTILISATION DE PESTICIDES

» Type d’intervenant : Agriculteur Vendeur de produits phytosanitaire
E N (=T o 1 o] o
Fruits Classement Légumes Classement
RaiSin ............... HariCOt vert
Pasteque | Uoignon |
pomme | Courgette |
R e T
AbriCOt ........................... Tomate ___________________________
peche | Concombre |
Fraise | ... Povievert |
R e P
Oange | Peitpois |
Prune | Salade verte |

Le néflier du Japon

Pomme de terre




APPENDICE H

COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE UTILISE EN RECHERCHE

MICROBIOLOGIQUES
» Gélose ENDO:
B PEPIONE. 10,0 g
B L ACtOS . c 10,0 g
* Fuchsine basique a 10 % dans I'éthanol ....................... 4,0 mL
» Hydrogénophosphate de potassium .................ocoevennie 3,59
» Sulfitede sodium ..., 10,09
B A . s 15009

pH = 7,5.

> Gélose TSI : Pour 1 litre de milieu :

Extrait autolytique de levure ..........ccccceeeieiiiiiiiiii e, 3,090
EXtrait de VIANAE .......covniiiiiiieeee e 3,09
PEPIONE ... 20,09
Chlorure de sodium ..........ciiiiiiiiiieiecceee e 500
LACTOSE ouuiiieii ettt aa 10,0 g
SACCRAIOSE ... 10,0g
L€ [ To 0 1Y ST 109
Thiosulfate de sodium ...........cooiviiiiiiiiiice e, 0,3¢g
Citrate de fer (1) ... 0,3¢g
Rouge de phénol ... 24,0 mg
Agar agar bacteriologiqUe ............ccuveereeeiiiiiiiiee e 909
» Bouillon Schubert avec cloche :
Ammonium sulfate ... 049
L-GlutamiC @Cid ......veiiie i 0.2g
Magnesium sulfate ... 0.7¢9
ManNItol ... ..o 75¢9
PepPtONe ... 1049
Sodium chloride ..o 29
SOdIUM CIFALE ....viei e 05¢g
TIYPLONE .. 10 g

TryPtOPNaN ... 0.2¢9



> Géloseslanetz :

B AL et 109
B PP 0N .o 209
LI AV 4 To (=30 [STE=Yo o [ U] o 0,49
B GlUCOSE .t 29
= TTC (chlorure de 2-3-5-triphényl-tétrazolium) ..................... 0,19
= pH=72

» Gélose BEA :
B P EPIONE. 1709
= Peptone pepsique de viande............ccccceieiiiiieiiiieeeeeeee 3,00
B EXrAit A [EVUIE.....ceeeiieee e 50¢9
B ESCUNNE oo 1049
n Citrate de SOIUM.......uuuiiiiiei e e e eaeenaneens 109
= Citrate de fer ammoniacal..............cccccvvviiiiiiiiii e, 0,59
» Bile de boeuf déshydratée...............ooiiiiiiiiiiiiiii 10,0 g
LAY o] (U] (=30 [STESTo Lo [0 ] s o N 0,25 ¢
»  Chlorure de sodium............euiiiiiiiiie i e 50¢g
T Vo - U P 13,09

» Gélose viande foie (VF) : Pour 1 L de milieu viande foie
B Base viande fole .....couviiiiii i 30,09
B GlUCOSE .. 2049
LT 2 X0 - 6,09
» pH=7,4

» Gélose PCA :
T 117/ 010 T 59
B EXtrait de IEVUIE ... 2,59
B GlUCOSE .o 19
= Agar agar bactériologique ..o 12¢g

= pH a25°C:7,0£0,2.
> Gélose VRBL :

B P PIONE . 749
m EXtraitde levure ... 39
B LACIOSE .o 10g
» Chlorure de sodium ........cooeiiiiiiiii 59

= Meélange selbiliaire ..o 159



Cristal Violet ..o 0,002 g
ROUQE NEULIE ... e 0,03 g
AQAI-A0AI ...t 15¢9
Eau distillée 1 000 mL

> Gélose Baird-Parker au jaune d’ceuftellurite de potassium :

Peptone de Cas@inNe ..........cccoviriiiiiiiiiiiiii e, 10g

Extraitde boeuf ... ..o 590

Extraitde [evure ... ... 19
GIYCINE .o 129
Pyruvate de sodium...........c.oiiiiiiiiiii e 109
Chlorure de lithium ..., 50
Emulsion de jaune d’oeuf .............ccoveiiiiiiiiiiieeie 50 mL
Tellurite de potassium ............ooeiiiiiiiiiiieeea, 100 mg
Al 2049

Ajuster le pH 2 6,8 + 0,2 a 25°C.

> GéloseHéktoéne :

Proté0oSe-peptone ...........uucieieieeiii e 12,09
EXtrait de [eVUre .........oevviiieeiiicciceee e 3,09
Lactose : critere de différenciation............cccooveveeeevivnnreeenn. 12,09
Saccharose : critere de différenciation..............ccceevvevvnnnnees 12,09
Salicine : critére de différenciation..............ccooevvviiiiiiiiennnnn. 200
Citrate de fer lll et d'ammonium révélateur d'H2S............... 159
Sels biliaires : INNIDIEUI.........ccveiiieiee e 9,0¢g
Fuchsine acide : inhibiteur...........ccoovvviiiiiie e, 0,19
Bleu de bromothymol : indicateur de pH...............c...ve..e. 0,065¢
Chlorure de sodium : maintien de la pression osmotique....5,0 g
Thiosulfate de sodium : précurseur d'H2S..........cccceeeeeeeeeen. 5009
AT 1409

pH=75+0,2



> Gélose OGA a I'Oxytétracycline :

Extraitde levure ..o, 5,0mg/L
GIUCOSE .. e 20,0mg/L
A QAT 12,0mg/L
pH 7,6* + 0,2 & 25°C

Oxytétracycline (hydrochlorure) ..., 100 mg/L

> Gélose EMB :

Peptone (QUEICONQUE) ......ovviniiiiei e, 10 g.
S o 0 1S 50.
SACCNAIOSE ...t 540.
Hydrogénophosphate de potassium ...............ccccceiiiennn.n. 249.
EOSINE Y e 400 mg.
Bleude méthylene ... 65 mg

AT e e 13,59

> Gélose MRS :

Peptone. ... .o 10,0 g

Extraitde viande .........coooiiiiiii e 8,0g
Extrait de leVUre ... ..o 409
GIUCOSE ..o e, 20,0¢
Acétate de sodium trihydraté.................c.o 50¢9

Citrate d'ammonium ...t 20g
TWEEN 80 .. 1,0 ml
Hydrogénophosphate de potassium ................c.coooeiine. 209
Sulfate de magnésium heptahydraté.........................oil. 0,2g
Sulfate de manganése tétrahydraté................................ 0,05¢g
A e 10,0 g



> Gélose MRS cystéiné :

Milieu MRS + cystéine a raison de 0,1%

pH ajuster a 6,4 additionné de 15 pug/ml d'acide nalidixique

> Gélose au sanqg :

Mélange spécial de peptones ..........cccocveiiiiiiiiiiniiiiennnane. 23 ¢
AMIAON. .. 1lg
Chlorure de sodium .........cooiiiiii i, 59
0 = 10g
SN . e 50 mL

Le potentiel hydrogéne (pH) est de 7,3.



LISTE DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS

AFSSA : Agence francgaise de sécurité sanitaire et alimentaire.
ASAT : Aspartate Aminotransferase.

ALAT : Alanine transaminase.

ADI : Acceptable Daily Intake.

AA : Additifs Alimentaires.

AESA : Agence de I'Union européenne pour la sécurité aérienne.
Argl : Argile.

BPA : Bonne Pratique Agricole.

BPF : Bonne Pratique de Fabrication.
CEE : Communauté économique européenne.
DSEO : Dose Sans Effet Observable.

DJA : Doses Journalieres Admissibles.

DLso : Dose Létale 50.
DDT : Dichlorodiphényltrichloroéthane.

EDTA : Acide Ethyléne Diamino Tétra Acétique.
FAO : Food and Agriculture Organization.

FNS : Formule Numération Sanguine.

Gr : Grossissement.

g/ha : Gramme par hectare.

GGT : Gamma Glutamyl Transférase.

HE : Hématoxyline-Eosine.



ISO : Organisation International de Normalisation.
J :Jour.
JECFA : Joint Expert Committee on Food Additives.

JORA : Journal Officiel de la République Algérienne.
LMR : La limite maximale de résidus.

LDL : low-density lipoprotein.
meé/L : Milli-équivalant.

N : Normalité.

NA : Norme Algérienne.

NF : Norme Francais.

OMS : Organisation Mondiale de Santé.
PE : Prise d’Essai.

Pest : Pesticides.

Psyl : Psyllium.

PAL : Phosphatase Alcaline.

SIN : System International de Numérisation des Additifs Alimentaires.
SSP : plusieurs especes.

T : Total.

V : Volume.

US EPA : U.S. Environmental Protection Agency.

UFC : Unité Formant Colonie.
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