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Résumé

Résumé

L'objectif de la présente étude est d'évaluer I'effet de certain additifs alimentaires il
s’agit de tartrazine (E102) et l'acide citrique (E330), chez des rattes. Pour cela 14 rattes
Wistar Albinos femelles ages de 10 a 12 semaines. Ont été divisées en trois groupes ; le
1%groupe témoins, le 2°™ groupe traitées par solution (3g de tartrazine E102 avec un litre
d'eau de boisson), et le 3™ groupe traitées par solution (3g de I'acide citrique E330 avec
un litre d'eau de boisson), Aprés30 jours de traitement, les rattes sont sacrifiés et quelques
paramétres sont déterminés. L'analyse des résultats montre des changements notables dans
les parametres hématologique. Ou nos résultats montrent une diminution significativement
du nombre des GB, par contre une augmentation des nombre des globules rouges, taux
d’hémoglobine, hématocrite, et volume globulaire moyenne. Par ailleurs, les résultats
obtenus montrent une état de stress oxydant au niveau tissulaire causé par traitement par la
tartrazine et l'acide citrique représenté dans une diminution remarquable du taux de
Glutathion réduit (GSH), chez les rattes traitées par E330 , par contre une augmentation du
taux de Glutathion réduit, chez les rattes traitées par E102. D'autre part nos résultats
montrent aussi qu’une augmentation non significative de la teneur tissulaire de
malondialdéhyde(MDA). En constatant que la présente étude suggeére que I’additif
alimentaire avoir un effet sur la santé ou il peut provoquer le stress oxydatif et affecter les

paramétres hématologique de I’organisme exposé.

Mots clés : Additifs alimentaires, la tartrazine (E102), I'acide citrique (E330), stress
oxydatif.
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Introduction

Introduction

Historiquement, le sel est un des premiers additifs alimentaires qui a été utilisé
dés l'antiquité pour la conservation des aliments. En Egypte, I’utilisation des épices et
ardmes servait a améliorer 1’aspect de certains mets. Au début des années 60, un
laboratoire coopératif francais publia une premiere étude sur des « substances
volontairement ajoutées aux aliments »(Matougui, 2011). Se traduit par les additifs
alimentaires qui sont les « substances non nutritives ajoutées intentionnellement aux
aliments, le plus souvent en faible quantité pour en améliorer I’apparence, la saveur,
la consistance ou la propriété de conservation », on y a injecté des arbmes et des
exhausteurs de godt. Pour allonger leur durée de vie, on y a ajouté des conservateurs.
Puis, pour les rendre plus attrayants, on y a ajouté des colorants tape-a-1’ceil.
Actuellement, plus de 300 additifs sont utilisés dans I’Union européenne, classés en
une vingtaine de catégories selon leurs effets technologiques sur 1’aliment ’OMS et
FAO (1955).

Aujourd’hui, de plus en plus d’ouvrages et de spécialistes de la santé dénoncent
la toxicité d’un grand nombre d’additifs alimentaires, qui tout en étant autorisés, sont
souvent dangereux pour notre santé, peu testés mais trés utiles pour les industriels. Un
grand nombre de ces additifs sont chimiques et rajoutés intentionnellement par les
industries agroalimentaires.

Notre corps n’est pas fait pour en consommer d’aussi grandes quantités et
encore moins celui de nos enfants. D’ou I’importance ici de la célébre citation : « il

vaut mieux prévenir que guerir ».

L’alimentation joue un role vital dans I’organisme car elle est la source
d’énergie de toutes les fonctions cellulaires. Cependant, les aliments peuvent
contenir des additifs nocifs potentiellement toxiques que généralement 1’humain
ignore. Cette idée est due a une meconnaissance des effets, des conditions
d’emploi, des structures et des réglementations qui régissent leurs utilisations pour
une meilleure sécurité du consommateur (Parent-Massin&De Saint Blanquat,
2002).

Les additifs ont fait la preuve de leur innocuité aux niveaux d’utilisation

proposés sont autorisés en alimentation. La plupart des additifs sont aujourd’hui

considérés comme inoffensifs, d’autres sont plutot douteux, voire méme dangereux
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selon des rapports d’études. En ce qui concerne la nourriture : ce n’est pas parce
qu’un aliment industriel a un goit irrésistible qu’il est forcément bon pour votre santé.
En effet, cet aliment « favori » (boisson, dessert, chips, plat préparé, sucrerie ou
autres) va vous procurer du plaisir pendant une minute au plus, le temps qu’il
satisfasse vos papilles gustatives (avec I’aide de nombreux produits artificiels). Puis,
cet aliment ira dans votre systeme digestif, pour passer dans vos organes, vos cellules,
ainsi que tout votre organisme. Ce qui en restera, ne sera « expulsé » dans vos selles
ou dans vos urines que 24 ou 48 heures plus tard, selon 1’état de votre transit
intestinal. Entre temps, la plupart des ingrédients et des additifs auront forcément
laissé des traces dans votre organisme, certains d’entre eux ont méme la lugubre
capacité de commencer a détruire votre systeme nerveux, votre systeme immunitaire,
voire méme de faire baisser votre vue, le tout assez rapidement, a votre insu et ce,

malgré ce qui avait été annoncé sur I’emballage ou par la publicité.

L’objectif général de cette étude est donc d’évaluer les effets de I’ingestion
subchronique de la tartrazine et de I’acide citrique sur certaines fonctions et
organes des rattes wistar. Nous avons choisi les rattes wistar albinos comme modéle
animal expérimental car cette souche est trés utilisée en toxicologie. Dans un
premier temps, notre travail porte d’abord sur 1’analyse des effets de la
consommation orale subchronique de la tartrazine et 1’acide citrique aux doses de
39/l sur les paramétres hématologiques, les paramétres de stress oxydatif.

Le document est structuré en deux parties. Le premier partie porte sur la synthes
bibliographique, rappelant des généralités sur les additifs alimentaires, généralités
sur tartrazine et I'acide citrique et stress oxydatif .

Dans la second partie , la méthodologie de travail est développée, les différents
résultats obtenus et la discussion et une conclusion .

Pour cela on a effectué ce travail pour montrer les effets toxiques des deux

additifs alimentaires (E102, E330) chez les rattes wistar.
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I. Additifs alimentaires
1.1. Définition

Selon le codex : Le Codex Alimentarius définit un additif alimentaire comme étant
toute substance qui n’est pas normalement consommée en tant que denrée alimentaire, ni
utilisée normalement comme ingrédient caractéristique d’une denrée alimentaire, qu’elle
ait ou non une valeur nutritive, et dont 1’addition intentionnelle a une denrée alimentaire
dans un but technologique (y compris organoleptique) a une étape quelconque de la
fabrication, de la transformation, de la préparation, du traitement, du conditionnement, de
I’emballage, du transport ou de 1’entreposage de ladite denrée entraine, ou peut, selon toute
vraisemblance, entrainer (directement ou indirectement) son incorporation ou celle de ses
dérivés dans cette denrée ou en affecter d’'une autre facon les caractéristiques. Cette
expression ne s’applique ni aux contaminants, ni aux substances ajoutées aux denrées
alimentaires pour en préserver ou en améliorer les propriétés nutritionnelles (Codex

alimentarius, 2018).

* L'additif est une substance ajoutée volontairement, donc connue en quantité et en

qualité ;
* |l est employe dans un but déterminé, pour jouer un role reconnu utile;
*11 demeure dans I'aliment, lui ou ses dérivés s'il se transforme(Vierting,2008).

Les additifs sont des substances chimiques ou naturelles qui, ajoutées a notre

alimentation, remplissent différents roles tels que :
_ Conserver.
_ Lier.
_ Emulsifier.
_ Colorer.
_ Aromatiser, etc.
I.2. Histoire des additifs alimentaires

L’utilisation de ces substances par ’homme remonte a des siccles, quoiqu’elle se

manifeste aujourd’hui comme une technique a la mode.
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* Antiquité :
. 4000 ans avant Jésus-Christ : Utilisation du sel, pour conserver les aliments rares

(viande par exemple).

. 1600 ans avant Jésus-Christ : les hébreux qui utilisaient I’cau salée de la mer
morte. Les Grecs et les Romains possédaient un art évolué de I'utilisation du sel mélangea
des épices, de I’huile, du vinaigre, et connaissaient 1’usage du salpétre. En Egypte, ont
utilisé des colorants et des ardmes pour augmenter l'attrait de certains produits alimentaires
et les Romains ont eu recours au salpétre (ou nitrate de potassium), aux épices et colorants

pour la conservation et 'amélioration de I’apparence des aliments.
. Au XIXeme siécle : I’industrialisation des colorants en Amérique du Nord.

Au XXeme siecle : découverte des émulsifiants, des levures et des gélifiants,
commercialisation massive des additifs dans les aliments. Les développements
scientifiques dans I'alimentation et les avancéestechnologiques récentes ont abouti a la
découverte de nouvelles substances qui peuvent remplir de nombreuses fonctions dans les

denrées alimentaires. .

Au début des années 60 : un laboratoire coopératif francais publia une premiere

étude sur des « substances volontairement ajoutées aux aliments ». .

En 1912 : la notion des additifs chimique a fait son apparition, associée au principe

de la liste positive d’autorisation en France. .

En 1972 : un décret obligeant les industriels a inscrire sur leurs produits la liste des

composants principaux et des produits d’addition. .

En 1985 : établissement de la numération conventionnelle, Colorant (E100-E199);
Conservateur (E200-E299)(Matougui, 2011).

En 1988 : autorisation de I’utilisation des édulcorant(Matougui, 2011).
En 1993 : la directive sur les colorants a été adoptée.
1.3. Classification des additifs alimentaires

Les numéros E sont des codes numériques pour les additifs alimentaires, qui ontété
évalués au sein de I'Union Européenne. Les additifs sont théoriqguement classés selonleur

catégorie, mais la liste s'allonge d'année en année, si bien que de plus en plusd'additifs se



Chapitre |

Additifs alimentaires

retrouvent classés dans une catégorie qui ne refléte pas leur fonctionpremiere .On retrouve,

par exemple, le sorbitol, un édulcorant, dans la catégorie desE4XX(Macioszek, 2004).

1.3.1. Selon la CEE

Il a été établie par la directive européenne 89/107/CEE avec 25 catégories et un code

a eté 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 : (94/34/CE ; 89/107/CEE)(Tableau 01).

Tableau 01 :Catégories d'additifs utilisés dans I'Union Européenne(Macioszez,

2004)

Codes Categories Fonctiondansl’aliment

E100 Colorants Intensifier ou donner une couleur
a

E180

E200 Conservateurs Allonger la durée de conservation en
a inhibant le développement des bactéries

E285 ou des moisissures

E300 Antioxydants Limiter les phénomenes d’oxydation
a (anti oxygene) (rancissement des graisses

E321 oubrunissement des fruits et légumes

coupés, par exemple)

E325 | Acidifiants/Correcteursd’acidité Agir sur le degré d’acidité
a

E380

E400 | Agents de texture Donner une consistance particuliére
a (épaississants,

E495 stabilisants,émulsifiants,

gélifiants,texturants)
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E500 | Categorie «fourre-tout» | Remplir des roles varies
a comprenant des poudres a
E585 lever, I’acide
chlorhydrique,l’acide
sulfurique, des phosphates, des
correcteurs d’acidité
E620 | Exhausteurs de godt Renforcer ou améliorer le golt d’un
a aliment par une action sur I’intensité¢ de
E650 notre perception gustative
E900 Agents d’enrobage Donner un aspect externe particulier (
a aspect brillant ou coucheprotectrice)
E914
E938 | Gazd’emballage/gazpropulseurs | Allonger la durée de conservation des
a aliments
E949
E950 Edulcorants Conférerunesaveur sucrée
a
E968
E1100 | Enzymes alimentaires Faciliter la fabrication de certains
3 produits alimentaires
E1105
E1404 | Amidons modifiés Epaissirune préparation
a
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E1451

1.3.2. Selon le Codex Alimentarius

Il s’agit du systeme international de numérotation (SIN ou INS ; International
Numbering System) ; il a été mis au point par la Codex Comité of Food Additive (CCFA)
en vue de fournir un systeme numérique, internationalement reconnu, permettant
I’identification des additifs alimentaires et, entre autres, les colorants alimentaires dans la

liste d’ingrédients (Codex alimentarius,2018).
1.3.3. Selon la réglementation algérienne

La liste algérienne des additifs alimentaires, fixée par 1’arréte interministérielle du 14
février 2002 paru au journal officiel algérien n°31, est plus restreinte par rapport a celle de
la CEE ou du Codex.

Elle ne contient que 13 catégories : les colorants, les conservateurs, les anti-
oxygenes, les épaississants- gélifiants et emulsifiants, les acidifiants, les correcteurs
d’acidité, les stabilisants, les antiagglomérants, les exhausteurs de golt, les agents

d’enrobage, les sels de fonte, les poudres de lever et les édulcorants(Figure 01).
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Figure 01.Différentes classes des additifs alimentaires(Arzour&Belbacha, 2015).
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Les additifs sont généralement classés selon leurs propriétés principales d’utilisation,

et la fonction qu’ils assurent dans la denrée alimentaire, on cite :
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1.3.3.1. Additifs maintiennent la fraicheur et préviennent la dégradation des

aliments
1. Conservateurs E200 a E299

Les conservateurs sont des substances dont I’effet directe retarde ou empéche
d’indésirables modifications microbiologiques dans les denrées alimentaires, en particulier

ils bloguent les levures, les moisissures et les bactéries

Ils participent au maintien de la qualité sanitaire des aliments en empéchant ou en
ralentissant le développement microbien. Les conservateurs ont une action bactériostatique
(notamment contre Clostridium Botilinum qui produit une toxine dangereuse); elles
donnent une coloration rosée a la charcuterie et participent au go(t du produit (goQt salé)
(Lavoisier, 2009), Exemple : nitrates et nitrites (E249 - E252).

2. Gaz d’emballage

C’est des complexes de substances avec des ions métalliques qui pourraient
contribuer a la détérioration des produits alimentaires en augmentant le taux d’oxydation.
Les agents réducteurs qui limitent la formation d’ions métalliques en accélérant le
processus d’oxydation. Pierre van de Weghe, UMR 6226 Sciences Chimiques de Rennes
Equipe Produits Naturels, Syntheses, Chimie Médicinale (2011/2012).

Exemple : Le dioxyde de carbone (E290).
3. Séquestrant

Ils forment des complexes chimiques avec les ions métalliques, ils protégent les
aliments contre les réactions d’oxydation induites par la présence des métaux. Exemple :

acide citrique (E330)(Lavoisier, 2009).
4. Antioxydants (E300)

C’est des substances qui sont ajoutées a faible dose a des mati¢res spontanément
oxydables a I’air, ils sont capables d’empécher I’action de I’oxygene libre, appelée auto-
oxydation, c’est des molécules naturellement présentes dans de nombreux aliments et qui
ont une fonction de capteurs des radicaux libres (s’opposent aux phénomeénes de stress

oxydant).

Leur réle est de prolonger la durée de conservation des aliments en les protégeant

contre les altérations dues a l'oxydation, comme le rancissement des corps gras et les
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changements de couleur, prévenir les maladies cardio-vasculaires et les cancers ou de

protéger les yeux(Lavoisier, 2009), Exemple : I'acide ascorbique (vitamine C).
1.3.3.2. Additifs affectent les caracteristiques physico-chimiques

1. Agents de texture : Un texturant alimentaire de (E338 a E495), est un additif
alimentaire qui permet de modifier les propriétés physiques d'un plat sans en modifier

sensiblement le godt et la saveur. On compte notamment :

2. Agent gélifiants

Ils permettent de confectionner des produits ayant la consistance d'un gel ou d‘une
gelée (Lavoisier, 2009), Exemple : L’alginate de sodium (E401), I’agar-agar (E406).

3. Epaississants

Ils permettent d'augmenter la viscosité d'un produit pour lui donner une consistance

plus épaisse, moins liquide (Lavoisier, 2009), Exemple : la gélatine (E400 — 406) ou la
pectine (E440).

4. Stabilisateurs

Les stabilisants permettent de maintenir I'état physico-chimique du produit, pour
stabiliser sa texture, sa couleur, son onctuosité, etc(Lavoisier, 2009), Exemple : Le

Polyvinylpyrrolidone (E1201).
5. Emulsifiants

IIs sont composes de molécules dont une partie se lie fortement a I’eau et 1’autre aux
matieres grasses. Ces deux fonctions d’une méme molécule permettant des liaisons,
assurent le mélange intime et stable de substances qui, sans cela, ne seraient pas miscibles
entre elles. Un exemple d'émulsifiant utilisé en cuisine est la moutarde qui permet de faire
une émulsion a partir du vinaigre et de I'huile, deux aliments initialement non miscibles.
(Lavoisier, 2009).

Exemple : la lécithine(E322) et les mono et di-glycérides d'acides gras alimentaires
(E471).

6. Agents antiagglomérants

Les aliments en poudre ou en granules absorbent facilement I’humidité, provoquant
I’agglutination des particules et la formation de grumeaux, ces agents aident a prévenir la

formation de grumeaux et a conserver la fluidité du produit(Lavoisier, 2009),Exemple :

10
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Silicate de calcium (E552), qui est utilisé pour empécher I’agglutination du sel de table ou

de la poudre a lever.
7. Agents d’enrobage

Ce sont des substances qui, lorsqu'ils sont appliqués a la surface externe d'un aliment,
lui confére un aspect brillant ou le recouvre d'un revétement protecteur. 1ls sont utilisés

pour les confiseries, les fruits et les produits de boulangerie. (Lavoisier, 2009).
Exemple : La cire d’abeille blanche (E901).
8.Agents de charge

Additif alimentaire qui leste une denrée alimentaire sans en modifier sensiblement la

valeur calorifique disponible (Lavoisier, 2009), Exemple : La cellulose (E460).
1.3.3.3. Additifs amplifient/améliorent les qualités sensorielles
Ont pour but d’ Augmenter et améliorer les caractéristiques organoleptiques tel que :
1. Exhausteurs de goGt (E600)

Ce sont des substances qui n'ont pas de goQt propre mais dont la présence contribue a
renforcer le goQt ou I'odeur d'une denrée (Lavoisier, 2009), Exemple : lls sont numérotés
d’E620 (acide glutamique) a E641 (L-leucine).

2. Edulcorants (E900)

Ce sont des molécules qui possédent une saveur sucrée notablement supérieure a

celle du saccharose. Elles n’ont pas ou qu’une tres faible valeur énergétique.

L'aspartame(E951) a un pouvoir sucrant environ 200 fois supérieur a celui du

saccharose(Lavoisier, 2009), Exemple : Aspartame (E951).

3. Acidifiant E270-E580

L’acidification d'un produit correspond a une baisse de pH jusqu'a un seuil ou les
micro-organismes ne peuvent plus se développer. C’est un procédé de conservation
traditionnelles sont utilisés comme conservateur ou pour modifier la saveur (Lavoisier,

2009),Exemple : L'acide gluconique E574.

11
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4. Colorants (E100-E199)

Les colorants alimentaires ajoutent de la couleur & une denrée alimentaire, ou
rétablissent sa couleur naturelle. (Lavoisier, 2009),Exemple : le colorant caramel (E150),
E102: Tartrazine.

Il. Champ d'application
I1.1 Additifs alimentaires incorporeés dans la présente norme

Seuls les additifs alimentaires énumérés ci-apres sont considérés propres a étre
utilisés dans les aliments, conformément aux dispositions de la présente norme. Ne seront
envisagés pour inclusion dans la présente norme que les additifs alimentaires pour lesquels
une dose journaliére admissible (DJA) a été établie ou dont 1’utilisation a été estimée siire,
conformément a d’autres critéres par le Comité mixte FAO/OMS d’experts des additifs
alimentaires (JECFA) et auxquels un numéro du Systéeme international de numérotation
(SIN) a été attribué par le Codex. L’emploi d’additifs, conformément aux dispositions de la
présente norme, est considéré comme justifié d’un point de vue technologique (OMS,
2018).

11.2. Denrées alimentaires dans lesquelles des additifs alimentaires peuvent étre
utilisés

La présente norme enonce les conditions dans lesquelles des additifs alimentaires
peuvent étre utilisés dans les aliments, que ceux-ci fassent ou non 1’objet d’une norme
Codex. L’utilisation d’additifs dans les aliments faisant 1’objet d’une norme Codex est
soumise au respect des conditions d’utilisation établies par les normes Codex relatives a
des produits et par la présente norme. La Norme générale pour les additifs alimentaires

(NGAA) devrait étre la seule référence faisant foi pour les additifs alimentaires.

Les renseignements fournis par les Comités de produit peuvent également étre pris
en considération par le Comité du Codex sur les additifs alimentaires (CCFA), lors de
I’examen des dispositions relatives aux additifs alimentaires, pour des aliments similaires
ne faisant pas 1’objet d’une norme. Lorsqu’une denrée alimentaire ne reléve pas d’un
Comité de produit, il incombe au CCFA d’évaluer les besoins technologiques (OMS,
2018).

12
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11.3. Denrées alimentaires dans lesquelles des additifs alimentaires ne peuvent

pas étre utilisés

Les catégories d’aliments ou les aliments individuels pour lesquels I’emploi
d’additifs alimentaires n’est pas acceptable ou pour lesquels 1’emploi devrait étre limité

sont définis dans la présente norme (OMS, 2018).
11.4. 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

ingérés, toutes sources confondues, ne dépasse pas la dose journaliére 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 de produits établie santérieurement ou sur les résultats d’une
analyse effectuée a la demande des gouvernements visant a vérifier qu’une limite

maximale d’utilisation proposée est compatible avec la DJA (OMS, 2018).
11.5. Justification de ’utilisation des additifs

L’utilisation d’additifs alimentaires ne se justifie que si elle comporte un avantage,
ne présente pas de risque appréciable pour la santé des consommateurs, n’induit pas ceux-

ci en erreur, remplit une ou plusieurs des fonctions technologiques.

a) Introduire les ingrédients ou composants nécessaires dans des denrées alimentaires
manufacturées destinées a certains groupes de consommateurs ayant des besoins

diététiques particuliers;

€c) Améliorer la conservation ou la stabilit¢é d’un aliment ou ses propriétés
organoleptiques, a condition de ne pas en altérer la nature, la substance ou la qualité de

facon a tromper le consommateur;

d) Servir d’adjuvant dans la fabrication, la transformation, la préparation, le
traitement, I’emballage, le transport ou I’entreposage de 1’aliment, a condition que I’additif
ne soit pas utilisé pour masquer les effets de I’utilisation de matiéres premiéres de
mauvaise qualité ou de méthodes ou techniques indésirables (y compris le manque
d’hygiéne) (OMS, 2018).

13
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11.6. 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:

a) La quantité¢ d’additif ajoutée a I’aliment ne dépasse pas celle raisonnablement

nécessaire pour obtenir I'effet voulu dans I'aliment.

b) 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

I’aliment lui-méme, est réduite dans toute la mesure raisonnablement possible.

c¢) L’additif est de qualité alimentaire appropriée et il est préparé et manipulé comme
un ingrédient alimentaire (OMS, 2018).

11.7. Description de la norme

La présente norme comporte trois parties essentielles:
a) Préambule

b) Appendices

i. L’appendice A est un document d’orientation aux fins de I’examen des

concentrations maximales d’additifs a DJA numérique du JECFA.

Ii. L’appendice B énumére les catégories du systeme de classification des denrées
alimentaires utilisées pour élaborer et structurer les tableaux 1, 2, et 3 de la norme. Elle

indique aussi les descripteurs de chaque catégorie et sous-catégorie d’aliments.

iii. L’appendice C regroupe les références croisées du systéme de classification des

denrées alimentaires et des normes Codex de produit.
c¢) Dispositions relatives aux additifs alimentaires

I. Le Tableau 1 précise, pour chaque additif ou groupe d’additifs alimentaires (par
ordrealphabétique) a DJA numérique du JECFA, les catégories de denrées alimentaires (ou
les denrées alimentaires) pour lesquelles [I’utilisation de 1’additif est admise, les
concentrations maximales pour chaque denrée alimentaire ou catégorie de denrées

alimentaires, et les fonctions technologiques.

ii. Le Tableau 2 reprend pour ’essentiel les mémes informations que le tableau 1,

mais classées selon les catégories de denréees alimentaires.
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iii. Le Tableau 3 énumere les additifs a DJA non spécifiées ou non limitées du
JECFA et dont I’utilisation est autorisée dans les denrées alimentaires en général, a
condition d’en limiter la quantité a la dose la plus faible possible nécessaire pour obtenir

I’effet voulu et a étre conforme aux bonnes pratiques de fabrication .

L’appendice du Tableau 3 énumeére les catégories de denrées alimentaires et les
denrées alimentaires individuelles exclues des conditions générales du tableau 3. Les
dispositions du tableau 1 et 2régissent I’utilisation des additifs dans les catégories

d’aliments énumérées a 1’appendice du tableau 3.

Sauf disposition contraire, les concentrations maximales pour les additifs au tableau

1 et 2, sont fixées pour le produit fini tel qu’il est consommé.

Les tableaux 1, 2 et 3 n’incluent pas les utilisations de substances comme auxiliaires

technologiques(Codex Alimentaire d’OMS, 2018).
I11. Doses limitées
111.1. Dose journaliére admissible (DJA)

Elle est exprimée en milligramme par kilogramme de poids corporel, c’est
I’estimation de la dose présente dans les aliments ou I’eau de boisson, en fonction du poids
corporel, qui peut étre ingérée tous les jours pendant toute une vie, sans risque pour la
santé du consommateur. La valeur sera affectée d’un facteur de sécurité, tenant compte a la
fois des variabilités inter et intra espéces et la qualité des expérimentations pour aboutir a
la DJA applicable pour ’homme, généralement ce facteur est de 100. La DJA sera donc
égale a la DES par 100. (Jacquot et al.,2011). La DJA ne représente pas un seuil de
toxicité mais un niveau d’exposition jugé sans risque pour la santé durant toute une vie
(Kayraldiz&Topaktas, 2007). Une DJA de 1 signifie qu'une personne de 60 kg peut

absorber une dose de 60 mg par jour sans risque pour la santé
Exemples :
E102 (tartrazine) : DJA = 7.5 mg/kg
E120 (cochenille) : DJA =5 mg/kg
E150Db (caramel) : DJA = 200 mg/kg (OuldElhkim et Al; 2007)
Il existe différentes classes de DJA

* DJA temporaire
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On peut fixer une DJA temporaire en attendant que les données complémentaires
soient fournies dans un délai déterminé, en supposant que les données sont déja suffisantes

pour assurer la sécurité d’emploi de I’additif (Jacquot et al.,2011).

Exemple : en 2009, ’EFSA a réévaluée la sécurité du jaune orangé S (E110), ou elle
était fixée par une DJA temporaire de 1mg/kg, en recommandant que d’autres tests soient

réalisés. Actuellement I’EFSA a décidée d’augmenter la DJA (EFSA, 2014).
* DJA sans limite ou non spécifiée

Attribuée aux substances tres faiblement toxiques, compte tenu des données
chimiques, biochimiques et toxicologiques disponibles, la dose admissible de la substance
dans les aliments ne constitue pas un danger pour la santé. Pour cette raison 1’établissement

d’une DJA exprimée en mg/kg n’est pas jugé nécessaire (Jacquot et al., 2011).
* Dose Journaliére Admissible non fixee
Elle n’est pas fixée quand les données toxicologiques sont insuffisantes.
Exemple :

* Brun FK (E154): le groupe scientifique n’a pas pu parvenir a une conclusion quant
a sa sécurité, en raison de limites significatives concernant la disponibilité des données

toxicologiques (Jacquot et al., 2011).

* Rouge alluraAc (E129): le comité a décidé de ne pas fixer une DJA pour ce
colorant en raison de I'absence d'études sur son métabolisme et de l'insuffisance de la seule

étude a long terme sur le rat utilisable pour I'évaluation (FAO/OMS, 1974).
- DJA supprimée ou suspendue :

Elle est supprimée quand de nouvelles données toxicologiques indiquent

I’éventualité d’un effet indésirable, mais les données sont insuffisantes pour conclure

(Jacquot et al., 2011).
Exemple :

la DJA du Rouge 2G (E128) a été suspendue en raison de I’insuffisance d’éléments

concernant la cancérogénicité éventuelle d’un de des métabolites (Jacquot et al., 2011).
I11.2. Concentration maximale

un additif est la concentration la plus élevée de I’additif établie pour étre

effectivement efficace dans un aliment ou une catégorie d’aliments et retenue sans danger
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par la Commission du Codex Alimentarius. Elle est en général exprimée en mg
d’additif/kg d’aliment. La concentration maximale ne correspond en général ni a la
concentration optimale, ni a la concentration recommandée, ni a la concentration normale.
Dans le cadre des BPF, la concentration optimale recommandée ou la concentration
normale varient pour chaque application d’additif et dépendent tant des effets techniques
recherchés que de la denrée spécifique a laquelle 1’additif doit étre ajouté, en tenant compte
du type de matiere premiére, de la transformation des aliments et du stockage aprés
fabrication, du transport et de la manipulation par les distributeurs, les détaillants et les
consommateurs (OMS, 2018).

IV. Risques des additifs alimentaires sur la santé

La plupart des additifs sont aujourd'hui considérés comme inoffensifs, d'autres sont

plutét douteux, voire méme dangereux selon des rapports d'étude (Andre, 2013).

Les additifs sont présents dans une multitude d'aliments, principalement les aliments
transformés, industrialisés. Mais on les retrouve également dans les viandes, les crustaces,
les boissons. Il faut apprendre a lire les étiquettes, et ce n'est pas toujours simple. Regle
générale, plus I'étiquette des ingrédients est longue, plus il y des risques de retrouver des
indésirables, mais attention, ils peuvent étre présents méme dans un aliment contenant tres

peu d'ingrédients.
Les additifs les plus dangereux, qu'il faut absolument éviter a tout prix, parmi ces
additifs, il y en a qui sont interdits dans certains pays et autorisés dans d'autres pays.

IVV.1. Antioxydants et conservateurs

Les benzoates (de sodium, de potassium, de calcium, acide benzoique et autres) : Ils
seretrouvent dans certains aliments transformés et certaines boissons. On les utilise pour

augmenter le temps de préservation.

Risques : des réactions allergiques; ils nuiraient a la croissance des tres jeunes

enfants.

Les BHT et BHA (butylydroxytoluene et butylhydroxyanisol) utilisés pour empécher
I'oxydation des huiles et matiéres grasses. Ils se retrouvent dans des produits tels que les
huiles graisses, shortening, croustilles, céréales, beignes, patisseries, certaines poudres a

boissons, base de bouillons, fruits séchés, etc.

Risques : allergies, hyperactivité chez I'enfant, perturbation endocrinienne, cancer.
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Les nitrites et nitrate de sodium : Ils sont utilisés principalement dans la conservation

desviandes transformées (toutes les charcuteries) et dans certains fromages.

Risques : Cancers, anémies (Sous l'effet de la cuisson ou de certaines

transformationsdans I'organisme ils forment des nitrosamines, composés cancérigenes).

Sulfites (dioxyde de soufre, disulfite de sodium, disulfite de potassium,
anhydresulfureux) lls se retrouvent dans certains médicaments, le vin, cidres, bieres,

mélasse, jusde fruits surgeles, etc.)

Risques : Reéactions allergiques, maux de téte, avitaminose, nausées, troubles
gastrointestinaux Le gallates de propyle. egalement pour protéger les aliments de
I'oxydation des graisses.

Risques : allergies, hyperactivité chez I'enfant, perturbation endocrinienne, cancer
(Cahier No 10 — les additifs alimentaires, 2017)

1VV.2. Edulcorants artificiels

Acésulfame K (ou de potassium) : Un édulcorant artificiel. On le retrouve dans les
desserts, les boissons gazeuses, certains cafés et thés instantanés, la gomme a macher et

autres produits présentés comme faibles en calories.

L'aspartame : Autre édulcorant artificiel trés fréquent. On le retrouve également dans
toute une gamme de produits basses calories.

Risques : Cancer (Il se décompose en substances cancérigenes, le formaldéhyde et

I'acide formique)(Cahier No 10 — les additifs alimentaires, 2017)
IVV.3. Modificateur de golt

Glutamate monosodique, il rehausse le godt et est un des favoris des plats chinois.
On le retrouve dans une grande variété d'aliments : potages, viandes, crustacés, volailles,

vinaigrettes, légumes préparés, etc.

Risques : asthme et allergies, migraines, nausées(Cahier No 10 — les additifs

alimentaires, 2017)
IV.4. Colorants

La liste est tres longue. Les plus dangereux sont de couleur rouge : lI'amarante,

érythrosine, cochenille A; de couleur jaune : la tartrazine, chrysoine S (L'amarante est
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interdite aux Etats-Unis et en France, mais pas au Canada; la chrysoine S est interdite en
France).

Risques : principalement des réactions allergiques, cancers, urticaire, migraines, trés

dangereux pour les enfants (Cahier No 10 — les additifs alimentaires, 2017).
IVV.5. Effet cocktail des additifs

Ce que I'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 (Donna, 2007).

Les effets combinés de ces substances ingérées simultanément sont encoreméconnus,
si bien que la réglementation actuelle n'en tient pas compte pour fixer les doses maximales
d'incorporation des additifs dans les produits alimentaires. Certains additifs peuvent étre
inoffensifs lorsqu'ils sont consommés isolément, et toxiques lorsqu'ils sont combinés a
d'autres molécules. Dans d'autres cas, un additif dont la nocivité pour la santé est avérée

pourrait bien décupler sa toxicité lorsqu'il est absorbé avec d'autres substances.

Cest ainsi que les effets néfastes des combinaisons d'une catégorie de
conservateurs(E210 a E213, benzoates) avec six colorants de synthese(E102,E104,E110,
E122, E124, E129)sur le comportement des enfants ont été démontrés par une équipe de
chercheurs britanniques en 2007. Ces combinaisons sont susceptibles de provoquer des

troubles de déficit de I'attention chez les enfants et hyperactivité.

Les E200, E201, E202 et E203 (sorbates) conservateurs trés utilisés en industrie
agroalimentaire, sont susceptibles de réagir avec d'autres additifs. D'apres une étude
publiée en 1998, ils pourraient réagir avec les E249 a E252 (nitrite et nitrates):la
combinaison de ces molécules perturbe les systémes enzymatiques et peut aboutir a la
formation de composés mutagenes (risque d'altération de L'ADN).Des spécialistes mettent
en garde les femmes enceintes car cette association pourrait provoquer des malformations

congeénitales.

En 2005, une équipe de chercheurs britanniques a publié les résultats d'une étude
menée sur trois ans, portant sur les interactions de quatre additifs alimentaires. Ils ont
d'abord étudié les effets isolés du E951 (aspartame),du E621 (glutamates de sodium) et de
deux colorants, les E104(jaune de quinoleine) et le E133 (bleu brillant), puis les effets des
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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 (Gouget, 2011).

Les résultats ont montrés 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 multipliee par 7.Cette étude montre 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 (Brunelliere,
2010).

Ces quatre additifs se retrouvent dans un grand nombre de produits alimentaires et
I'inquiétude porte encore une fois sur les enfants dont les cellules du cerveau sont en pleine

croissance (Gouget, 2011).

D'autres recherches avancent que le mélange E952/E954 est probablement
cancerigéne. 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, dans les dentifrices
et autres produits d'hygiéne buccale, et bien sdr, dans les produits light (sodas, confiseries,
et autres) (Binstock, 1998).
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I. Tartrazine(E102)
I.1. Structure chimique

Ce colorant fait partie des colorants synthétiques mono azoiques. C’est le sel
trisodiquede  4,5-dihydro-5-0xo-1-(4-sulfophenyl)-4-[4-sulfophenyl-azo]-1H-pyrazole-3-
acide carboxylique. Sa formule chimique est : C15 Hi» Naz Og S; et son poids moléculaire
PM = 534,37 g/mole (Kaporet al., 2001; Agité et de Saint Blanquat, 2002). Elle se
présente sous forme de poudre jaune orange inodore (Agité et De Saint Blanquat, 2002)
(figures 17 et18).

La tartrazine est connue également sous différents noms suivant son emploi:

- E 102, Food yellow 4 : usage alimentaire
-FD&C N°5: usage alimentaire, médicamenteux et cosmétique
- C.I1. ACID YELLOW 23, CI 19140: usage cosmétique (Chavéron, 1999).

1.2. Propriétés physico-chimiques

Le pH de la tartrazine est acide (Chavéron, 1999), bien soluble dans I’eau et peu
soluble dans 1’éthanol (Agité et De Saint Blanquat, 2002), elle absorbe I'humidité de I'air
et incompatible avec les agents oxydants forts, les agents réducteurs forts, les acides forts.
Elle devient rouge en milieu alcalin (Agité et De Saint Blanquat, 2002). Tout les
colorants, particulierement les colorants monoazoiques changent de couleur en milieu
alcalin et acide en présence de métaux tels que ; le zinc, étain, fer et cuivre a haute
température a cause de 1’effet réducteur de I’hydrogeéne libéré (Scotter& Castle, 2003).La
photodégradation de la tartrazine par rayonnement ultraviolet produit des composes
aromatiques, de faible poids moléculaire, plusieurs acides organiques et des ions
inorganiques (Feng et al.,2006).

Les produits de la décomposition thermique de la tartazine sont: les oxydes de
carbone, les oxydes d’azote, les oxydes de soufre et les oxydes de sodium (Agité et De
Saint Blanquat, 2002).

1.3. Utilisation

Beaucoup de produits alimentaires contiennent de la tartrazine a des proportions
variables. Elle se trouve principalement dans les jus de fruits (Vidottiet al., 2005),
boissons, glaces, biscuits, bonbons, chocolats, sauces et moutarde, elle est utilisée aussi

pour envelopper des produits de charcuteries, de la confiserie, des croutes de fromage
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(Moll 1995; Husainet al., 2006). En UE, la quantit¢ maximale permise de tartrazine
ajoutée dans les aliments est de 500 mg/kg (Scotter& Castle,2003).

)
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Figure02. Structure chimique de la tartrazine D aprés Kapor et al., 2001.

1.4. Dose journaliere

La DJA de la tartrazine est fixée a 7,5 mg/kg de poids corporel (JECFA, 1996).
Selon les pays et le type d’étude, 1’estimation de la dose journaliere de la tartrazine varie
considérablement de 0,000671 (Yamada&Ishiwata, 2000) a 14 mg/personne (Louekariet
al., 1990; Toledo et al., 1992) dans la population générale. Yamada et Ishiwata (2000)
estiment que la consommation de la tartrazine par personne est de 0,523 mg/j dans la
population japonaise, cette estimation est basée sur des données de production de
tartrazine.

La différence des habitudes alimentaires entre les pays peut aussi expliquer cette
variabilité, par exemple la consommation des colorants par les japonais est probablement
inférieure a celle des américains, en plus les enfants sont connu a étre une population
particulierement exposée a tartrazine du a leur consommation en aliments riches en additifs
alimentaires (bonbons, boissons, etc) et leur poids corporel est relativement petit par
rapport a la quantité d’aliments consommés. Les études qui évaluent la consommation
quotidienne de la tartrazine par les enfants montrent qu’ils n’excedent pas les 13% de leur
DJA (Louekariet al., 1990; Toledo et al., 1992). En UE, elle représente 52% de leur DJA
(European Commission, 2001), alors qu’en France, elle représente 37,2% de leur DJA
(OuldElhkimet al.,2007).

Par contre, au Kuwait une étude évaluant la consommation quotidienne des colorants
artificiels chez des enfants de 5 a 14 ans, a montré que la consommation journaliére de la
tartrazine représente le double de la DJA chez les enfants de 7 ans(Husainet al., 2006).

Cependant, en Inde les enfants agés de 6 a 8 ans sont exposés a 6, 4% de leur
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DJA.(Rao et al., 2004). Récemment, 1’étude de Rao et Sudershan (2008) ont montré que
les enfants consomment des quantités importantes d’aliments solides colorés (2 a 465 g/J)
et liquides (25 a 840 ml) et que les deux colorants principalement consommés sont la
tartrazine et le sunsetyellow. Cette forte consommation est attribuée a 1’ingestion
excessivedesalimentscontenantdefortesconcentrationsdecolorants.Lesenfantsdelatranche
d’age 6-18 ans consommaient le double de la DJA de la tartrazine en période estivale.

D’aprés ces études les enfants des pays en voie de développement dépassent leur
DJA, cependant aucune étude n’est réalisée sur le territoire national pour évaluer la
quantité des colorants alimentaires consommés par la populationalgérienne.

I.5. Toxicité

1.5.1. Toxicocinétique

L’absorption de la tartrazine prise par voie orale est trés faible chez 1’étre humain et
les animaux de laboratoire. Les études de toxicocinétiques publiées dans la littérature
montrent que moins de 2% de la tartrazine ingérée est absorbée (Murdoch et al., 1987). La
majeure partie de la tartrazine prise par voie orale est métabolisée dans le c6lon par la flore
intestinale (Chung et al., 1992).

Le métabolisme de la tartrazine chez les animaux a été étudié par plusieurs auteurs
(JECFA, 1964; Bertagniet al., 1972; Ryan, 1972; Khera&Munro, 1979; Chung et al.,
1992). Les métabolites urinaires majeurs issus de la réaction de réduction effectuée par les
bactéries intestinales sont 1’acide sulfonique et 1’aminopyrazolone(Roxonet al., 1967;
Chung et al., 1978; Watabeet al., 1980). Chung et al. (1978) suggerent que les
accepteurs d’électrons extracellulaires peuvent stimuler la réduction du colorant azoique.
Cette réduction peut étre catalysée par une réaction enzymatique selon la souche
bactérienne et selon le potentiel redox des colorants azoiques (Braggeret al., 1997).
L’aminopyrazolone est ensuite dégrade en acide 4-hydrazinobenzenesulfonique puis en
acide sulfonique (Ryan, 1972). Bien que la majorité de ces métabolites peuvent étre
sécrétés dans les féces, une faible quantité de la molécule intacte de la tartrazine et de ses
métabolites peuvent étre réabsorbés (Honohanet al., 1977).La tartrazine et ses métabolites
ont été retrouvés dans le colon des souris 24h apres ingestion d’une seule dose de tartrazine
par voie orale (exposition aigue) (Poulet al.,2009).

L’administration intraveineuse ou intra péritonéale de la tartrazine chez différentes
especes d’animaux a montré que les composés issus de la réduction ne sont pas formés

dans le foie. Et selon 1’étude de Kuno et Mizutani (2005), utilisant des microsomes
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hépatiques bovins, sources d’enzymes tels que les cytochromes (CYP2A6) et 1’'UDP-
glucuronosyl transferase (UGT1A6 et UGT2B7), la tartrazine n’est pas le substrat de ces
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Figure03. Détoxication de la tartrazine d’aprés Chavéron, 1999.

Aucune trace de tartrazine n’est retrouvée dans 1’urine des volontaires apres
ingestion de 100 mg de ce colorant (Jones et al., 1964). La réduction de la tartrazine par la
flore intestinale (les azoréductases) est confirmée par Watabeet al. (1980); Chung et al.
(1992) et Poulet al.(2009).

1.5.2. Toxicité aigue

Dans les rapports présentés a 1’organisation mondiale de la santé (OMS), la dose
létale orale chez des souris DLso est raportée a 12750 mg/kg de poids corporel (Institut
national des sciences d’hygiéne au Japon, 1964). Chez les rats, la DLsy par injection
intrapéritonéale a été estimée a 2 mg/kg de poids corporel et la DLsg par voie intraveineuse

est évaluée a 1 mg/kg de poids corporel (Deutsche Forschungsgemeinschaft, 1957).
1.5.3. Toxicité sub-chronique et chronique

Aucune étude de toxicité orale sub-chronique n’a été réalisée. Cependant, les études
disponibles dans la littérature sur la tartrazine sont des études de toxicité chronique
appelées aussi des études de cancérogénicité (Maekawaet al., 1987,
Borzelleca&Hallagan, 1988a; Borzelleca&Hallagan,1988b).
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1.5.4.Mutagénicité et Génotoxicité

La majorité des études disponibles dans la littérature montrent que la tartrazine ne

posséde pas un potentiel mutagene (Brown et al.,1978).

En revanche, d’autres recherches portantes sur 1’effet mutagénique et génotoxique de
la tartrazine montrent qu’elle induit des aberrations chromosomiques dans les cellules
somatiques des hamster chinois (Ishidateet al., 1981) et des rats ainsi que sur des
fibroblastes des cellules de Muntiacus muntjac in vitro (Patterson &Bulter, 1982). Cette
anomalie n’est pas démontrée chez la souris (Durnevet al., 1995). Par contre, Ishidate et
al., (1984) ont montré une augmentation de I’incidence de cellules polyploides aprés 48h
de traitement avec de la tartrazine sur une lignée de fibroblastes d’hamster chinois en
culture et Giri et al. (1990) ont montré une augmentation des aberrations chromosomiques
et des échanges des chromatides sceurs dans les cellules de la moelle osseuse des souris et
des rats apres ingestion aigue et chronique de fortes doses de tartrazine. Une augmentation
des échanges des chromatides sceurs des cellules péritonéales en culture d’hamster chinois
a été aussi démontrée par Fischer et al. (1990).

La technique de Comet (Cometassay) montre que la tartrazine induit des altérations
d’ADN (formation d’adduits) du c6lon de souris a la dose de la DJA (Sasakiet al., 2002).
Mais récemment, ces résultats n’ont pas été confirmés par un test de micronoyau
(micronucleus assay). Ce test est particulierement convenable pour la détection de la
génotoxicité au niveau de I’intestin et du célon (Vanhauwaertet al., 2001).Les auteurs
suggerent que les altérations d’ADN montré par la technique de Comet sont de nature
transitoire, ils peuvent étre réparés et ne causent pas ainsi d’anomalies chromosomiques et
que la tartrazine posséderait plutdét un effet cytotoxique transitoire (augmentation du
processus mitotique). Cette action a été démontrée auparavant par Stefanidouet al. (2003)
en utilisant comme modele le protozoaire Tetrahymenapyriformis. lls concluent que la
tartrazine n’est pas génotoxique chez les souris apres exposition orale aigue en utilisant le
test de micronoyau (Poulet al., 2009).

Cependant, les impuretés de la tratrazine commercialisée contribuent a la
génotoxicité de ce colorant chez I’insecte Drosophilamelanogaster(Kawaiet al., 1993) et
aucune ¢étude n’est effectuée sur la génotoxicité de ce colorant quand celui-ci est photo-
sensibilisé.

1.5.5. Cancérogénicité

Les études conduites par Maekawa et al. (1987)chez les rats, et par Borzelleca et
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Hallagan chez la souris (1988a) et chez les rats (1988b) montrent que la tartrazine n’a pas

un potentiel carcinogéne chez les deux especes.

La carcinogénicité a été examinée chez les rats F344 recevant de la tartrazine dans de
I’eau ad libitum a la concentration de 0,1%, 1% et 2% pendant deux ans. Dans cette, étude
les auteurs concluent que la tartrazine n’est pas carcinogene chez les rats ayant ingéré de
la tartrazine dans de I’eau jusqu’a la concentration de 2% (Maekawaet al., 1987). Dans
une autre étude, des souris Charles River CD-1 ont été exposées a des concentrations de
0%, 0,5%, 1,5% et 5% de tartrazine dans leur aliment pendant 104 semaines a démontré
que la tartrazine n’est pas carcinogéne aux doses allant jusqu’a 5%(8103 et 9735 mg/kg
pc/j chez les méles et chez les femelles respectivement (Borzelleca&Hallagan, 1988a).
De plus, les mémes auteurs (Borzelleca&Hallagan, 1988b) ont exposé des rats Charles
River CD et puis pendant 104 semaines a la tartrazine dans 1’aliment a des concentrations
de 0,1%, 1%, 2% et 5%. Ils n’ont pas remarqué d’effet-dose dans Feet F;génération. Ils
déduisent que la tartrazine n’est pas carcinogene aux doses allant jusqu’a 5% (2641 et 3348
mg/kg pc/j) chez les rats méles et femelles.

Parmi les produits dérivés de ce colorant, la benzidine (Privalet al., 1993) qui peut
révéler des potentialités cancérigénes et qui a été I'une des premieres substances classées
par le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC), des 1972, dans la catégorie

« Cancérogeéne pour I'nomme » regroupant les substances pour lesquelles la certitude
scientifique et médicale est parfaitement établie (Pascuito& Michel, 2004).

1.5.6.Neurotoxicité

Il y a plus de trente ans, des chercheurs ont avancé I’hypothése que 1’essentiel de
I’hyperactivité mise en cause dans les troubles d’apprentissage pouvait étre attribuée aux
additifs alimentaires principalement les colorants artificiels. Depuis, de nombreux

chercheurs se sont attachés a valider cette théorie.

Feingold (1975) a suggeré que les colorants alimentaires étaient des substances
pharmacologiquement actives quelles pouvaient induire ou aggravée les symptdmes de
I’hyperactivité chez les enfants. Des €tudes ont confirmé que les colorants alimentaires
pouvait provoquer des symptdomes cliniques de 1’hyperactivité (Boris & Mandel, 1994) et
pouvaient altéré 1’activité électrique cérébrale des enfants avec TDAH (troubles
déficitaires de D’attention avec ou sans hyperactivité (Uhliget al.,1997). En plus, une
amélioration des troubles de I’attention a été constatée chez ces enfants apres éviction des

colorants synthétiques de 1’alimentation (Borris et Mandel, 1994).
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Les études de neurotoxicité établies auparavant chez les animaux, montraient que la
tartrazine ajoutée dans 1’aliment a des doses de 1 et 2% exercait un faible effet sur le
développement neuromoteur des rats femelles (Sobotkaet al., 1977).

Récemment, des études de multi générations (deux et trois générations), sur des
souris nourries avec la tartrazine mélangée a l'aliment a des doses de 0,05%, 0,15% et
0,45% montrent peu de modifications neurologiques chez les souris traitées a 0,45%
pendant la période de la lactation a [D’exception de quelques parameétres
neurocomportementaux qui sont affectés chez les males du méme groupe (Tanaka et al.,
2008).

Des études et analyses ont toutefois mis en évidence un lien non négligeable entre
I’alimentation et le trouble de I’attention avec hyperactivité. En 2004, des chercheurs ont
examiné les résultats de 15 études cliniques en double aveugle, avec permutation, faisant
appel a des colorants alimentaires comparables dont la tartrazine (Schab&Trinh, 2004).
Celles-ci ont établi que chez les sujets astreints a un régime sans colorants alimentaires
artificiels, les améliorations moyennes du comportement se situaient entre 33 % et 50 %
des ameliorations généralement obtenues en cas de traitement médicamenteux. Ces
améliorations concernaient les enfants souffrant de trouble de 1’attention avec hyperactivité
et les enfants normaux, ce qui infirme I’hypothése selon laquelle les enfants « hyperactifs »
et « normaux » pourraient réagir difféeremment a ces substances. Une autre étude a
confirmé ces résultats chez les enfants d’age préscolaire (Bateman et al.,2004).

L’étude clinique comparative en double aveugle menée sur 298 enfants de 3, 8 et 9
ans, a sé€lectionné deux groupes et soumis a chacun d’entre eux, sous forme de boisson, soit
un placebo, soit un mélange de colorants : celui qui avait consommé le mélange de
colorants et de E 211 (conservateur) présentait un niveau plus élevé d’hyperactivité que

’autre groupe (McCannet al., 2007).

Sinn (2008) et Newmark (2009) affirment qu’il existe une étroite relation entre
I’alimentation et TDAH, un régime alimentaire riche en sucre et colorants alimentaires
accentue les TDAH. Il a été remarque aussi que les taux du fer (Konofalet al., 2004), zinc
(Arnold &DisSilvestro, 2005) et omega-3 (Sinn &Howe, 2008) sériques sont diminués
chez ces malades. Auparavant, il a été démontré une diminution du taux sérique du zinc
lors de la consommation de la tartrazine chez les personnes présentant des TDAH,
suggérant une élimination métabolique du zinc sous influence d’un stress chimique (Ward

et al.,1997).
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Conformément au reglement (CE) n° 1333/2008 sur les additifs alimentaires, les
denrees alimentaires qui contiennent certains colorants alimentaires doivent étre étiquetées
de maniére spécifique. Dans I'UE, les produits contenant les colorants E 110, E 104, E 122,
E 129, E 102 et E 124 devront porter la mention « peut avoir des effets indésirables sur
I'activité et l'attention chez les enfants » (Parlement européen et du Conseil du
16 décembre2008).

1.5.7.Immunotoxicité et hypersensibilié

La tartrazine mise en culture avec des lymphocytes humains exerce une activité
immunosuppressive (Koutsogeorgopoulou et al., 1998). L’ingestion chronique de la
tartrazine dans de I’ecau de boisson provoque une augmentation du nombre des
lymphocytes et des éosinophiles de la mugueuse gastrique chez les rats (Moutinhoet al.,
2007).

C’était le plus fréquent des colorants azoiques mis en cause dans les années 1980
avec une prévalence de 0,12 % pour Young et al. (1987) dans la population générale. La
tartrazine était rendue responsable d’aggravation de la dermatite atopique de 1’adulte (Van
Bever et al.(1989), de I’urticaire et 1’asthme particuliérement chez les patients intolérants a
I’aspirine. La réaction se caractérise par des symptémes rhino-bronchiques ou pulmonaires,
des céphalées, des cedémes et de I’eczéma (Juhlin, 1981; Collins Williams, 1985).

Des réactions indésirables a la tartrazine s’ajoutent au précédentes comme,
I’exacerbation de dermatite atopique et des troubles gastro-intestinaux de 1’adulte qui ont
été rapportées dans certains travaux de Morales et al., (1985). Les allergies a la tartrazine
peuvent étre considérées comme des réactions idiosyncrasiques (sensibilité anormale,
d’origine génétique a une molécule toxique (Chavéron, 1999).

Cependant, les mécanismes physiopathologiques de ces réactions demeurent peu
connus. L’intolérance a la tartrazine a été reportée chez 6-50% des personnes intolérantes
a I’aspirine (Weber et al., 1979), suggérant une possible réaction croisée entre la tartrazine
et ’aspirine. L’inhibition de la cyclo-oxygénase, a été souvent citée comme mécanisme
expliquant 1’intolérance a la tartrazine. Ce mécanisme n’est pas démontré par Stevenson
(1991).

L’intolérance a la tartrazine et /ou additifs alimentaires a été aussi remarquée chez
des enfants atopiques qui présentent une réaction a de multiple substances chimiques
(Inomataet al., 2006) et un diagnostic négatif a I’allergie aux protéines alimentaires.

La démonstration de son role néfaste a entrainé son interdiction dans plusieurs pays
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scandinaves. L’agence brésilienne de surveillance sanitaire a exigée 1’étiquetage des
médicaments contenant la tartrazine. De méme, une étude récente d’OuldElhkimet al.
(2007) a proposée d’étiqueter séricusement les produits destinés a I’alimentation humaineet

de mentionner la présence de la tartrazine.
Il. L acide citrique E330
11.1. Définition de I’acide citrique

L'acide citrique (acide faible) est un acide tricarboxylique a-hydroxylé de formule
brute C6H80O7 et de poids moléculaire 192 g/mol (ANSM, 2017)

O OH
O )

HO OH
OH

Figure 04.Structure chimique de I’acide citrique (ANSM, 2017)

L'acide citrique est un acide tricarboxylique organique, présent dans la plupart des
fruits, en particulier les agrumes tels que le citron et I'orange. Sa formule moléculaire est
CeHsO7

C'est un bon conservateur et antioxydant naturel qui est ajouté industriellement en
tant qu'additif dans I'emballage de nombreux aliments tels que les conserves de légumes en
conserve.cet acide organique peut étre utilisé dans le domaine alimentaire et celui de la
médecine. Dans le secteur alimentaire, il est utilisé comme additif alimentaire. Obtenu par
fermentation fongique, il sert comme acidifiant dans le soda, agent de levuration et
correcteur d'acidité. Il peut aussi étre bio synthétisé par le biais des moisissures ou des
micro-organismes. Dans le secteur médical, I'acide citrique sert a fabriquer des produits
pharmaceutiques ou cosmétiques. Associé au calcium, il est utilisé pour conserver les

produits sanguins.
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En biochimie, il apparait comme un métabolite intermédiaire dans le cycle de l'acide
tricarboxylique, un processus mis en ceuvre par la plupart des étres vivants. (Aquaportail,
2007)

11.2.Caractéristiques

L'acidité de I'acide citrique est due aux trois groupes carboxyle -COOH qui peuvent
perdre un proton dans les solutions. Si cela se produit, un ion citrate est produit. Les
citrates sont de bons contrdleurs de pH pour les solutions acides. Les ions citrates forment
des sels avec de nombreux ions métalliques. L'acide citrique est une poudre cristalline
blanche. Il peut exister sous forme anhydre (sans eau), ou sous forme de monohydrate
contenant une molécule d'eau pour chaque molécule d'acide citrique. La forme anhydre
cristallise dans I'eau chaude, tandis que la forme monohydrate cristallise dans I'eau froide.
Le monohydrate peut étre converti en la forme anhydre en lechauffant a plus de 74°C.
L'acide citrique partage les caractéristiques chimiques des autres acides carboxyliques.
Lorsqu'il est chauffé a plus de 175 °C, il se décompose produisant du dioxyde

de carbone et de I'eau (Aquaportail, 2007)

Cet acide est aussi appelé :

. E330 (dénomination additif alimentaire)
o Acide 2-hydroxy propane-1,2,3-tri carboxylique
o acide 3-carboxy-3-hydroxypentanedioique

L’acide citrique joue un rdle important en biochimie comme métabolite du cycle de
Krebs, une voie métabolique majeure chez tous les organismes aérobies. Il complete la
dégradation du pyruvate formé a partir du glucose par la glycolyse, libérant ainsi le
dioxyde de carbone et quatre autres atomes d'’hydrogéne qui sont pris en charge par des
molécules de transport d'électrons. Ainsi, chez I'homme, environ 2 kg d'acide citrique sont
formés et métabolisés tous les jours. Cette voie physiologique est trés développée et
capable de traiter des quantités tres élevées d'acide citrique dans la mesure ou elle se
produit a de faibles concentrations (ANSM, 2017).
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Tableau 02 : Evaluations réalisées par le Comité mixte FAO / OMS d'experts sur
E330 (BogaPekmezekmeket al., 2013).

SIN 330
JECFA NO 2018
Nome chimique 2-hydroxy-1,2,3-propane-acide

tricarboxylique

2-hydroxy-1,2,3-propane-acide

tricarboxylique ,monohydrate

classe fonctionnelle Acidulants, synergiste a
antioxidant, sequestrant, agent

aromatisant

derniere évaluation 1973
IAD sans limites
commentaires Groupe IAD a E330et son calcium,

potassium, sodium et sel ammonim

rapports NMRS 53/ TRS 539 JECFA 17/35

11.3. Utilisation

L’acide citrique (anhydre ou monohydraté) est largement utilis¢ dans 1’industrie
pharmaceutique et 1’industrie agroalimentaire. Son utilisation principale est liée a sa
capacité a ajuster le pH des solutions. L’acide citrique monohydraté est utilis€¢ dans la
préparation de granulés effervescents alors que 1’acide citrique anhydre est communément
utilisé dans la préparation de comprimés effervescents. Dans les produits alimentaires,
I’acide citrique est utilis¢é comme exhausteur de golit et acidifiant dans les boissons
gazeuses.et pour rehausser le gout de certains aliments tels que les biscuits apéritifs, les

bonbons, les sodas et les plats préparés. Il est utilisé pour préserver les aliments.
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De fagon plus générale et ce quel que soit le secteur industriel, 1’acide citrique est
donc un agent acidifiant, un antioxydant, un agent tampon, un agent chélatant et un
exhausteur de godt. Les diverses utilisations possibles en font donc une substance a

laguelle nous sommes quotidiennement exposés.

Apres extraction des données de la base du médicament, I’acide citrique est présent
en tant qu’excipient dans plus de 200 spécialités pharmaceutiques commercialisées ayant
obtenues une AMM (Autorisation de Mise sur le Marché) nationale. Les teneurs en acide
citrique par unité dans les spécialités pharmaceutiques indiquées s’échelonnent entre

0.015-4300 mg (ANSM, 2017).
11.4. Effets sur la santé

L’irritation, en particulier des yeux, mais aussi des voies respiratoires et de la peau,

est le principal effet toxicologique observé apres exposition a des fumées d’acide citrique.

L'acide citrique est un agent chélatant puissant et il a été démontré que l'acide

citrique peut réduire la biodisponibilité du fer et du calcium.

Les valeurs des NOAELs (No Observable Adverse EffectLevels) apres
administration orale, sont assez élevées comme par exemple : une NOAEL de 1200 mg /
kg / j (étude de cancérogénése chez le rat), une NOAEL de 2500 mg/kg/j (étude de toxicité
reproduction chez le rat), une NOAEL de 7500 mg/kg/j (étude de toxicité reproduction

chez la souris)
Donnees de la Toxicité des Animaux:
DL50 (voie orale, rat) : 3000 mg/kg
DL50 (orale, souris) : 5400 mg/kg

De plus, I’acide citrique n’a pas montré de caractére génotoxique que ce soit apres

des études in vitro et in vivo (doses testées allant jusqu’a 3 g/kg)(ANSM, 2017)

Une augmentation du taux de cancer de la vessie a été observée chez les rats ayant
recu de l'acide citrique (voie d'administration non précisée) apres pré-traitement avec des
doses orales de cancérogénes connus de la vessie (par rapport a ceux recevant seulement
les substances cancérogenes de la vessie connus). Toutefois, ces effets ont été jugés
comme étant un effet secondaire de I'augmentation de la consommation d'eau et pas un
effet direct de I'exposition a l'acide citrique. Cette étude a eté evaluée comme étant valide
avec restrictions (ChiefMedical, 2016).
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L'acide citrique n’est pas connu pour €tre cancérigéne. Aucune information humaine
ou animale fiable n’a été trouvée. L'acide citrique est une partie normale du métabolisme

du corps et de I'alimentation humaine.

Le Centre international de Recherche sur le Cancer (CIRC) na pas évalué la
cancérogénicité de ce produit chimique. La Conférence américaine des hygiénistes
industriels gouvernementaux (ACGIH) ne posséde aucune liste de ce produit chimique. Le
US National Toxicology Program (NTP) n'a pas listé ce produit chimique dans son rapport

sur les cancérigenes (ChiefMedical, 2016).

Sur la base de plusieurs études toxicologiques réalisées chez 1’animal, 1'acide citrique
n'est pas suspecté d'étre ni cancérigéne (voie orale, dose testée 2 g/kg/j, rat) ni reprotoxique
(especes testées : rat, souris, lapin, hamster) ni tératogene (espéces testees : rat, lapin,
hamster). Dans les études plus générales aprés administration répétées par voie orale
(espéces testées : rat, souris, chien), les effets toxiques majeurs se limitent majoritairement
a des les changements dans la formulation sanguine et a une modification de la cinétique
d'absorption / excrétion des métaux (ANSM, 2017).

L'acide citrique n’est pas connu pour étre toxique pour la reproduction. Aucune
information humaine n’a été trouvée. Aucun effet sur la reproduction n’a été observé chez

des rats ou des souris exposees par voie orale a I'acide citrique (ChiefMedical, 2016).

L'acide citrique n’est pas connu pour causer toxicit¢é pour le développement. .
Aucune information humaine n’a été trouvée. Aucun effet sur le développement n’a été
rapporté dans les études non publiées dont les rats, les lapins ou les hamsters ont été
exposés par voie orale a I'acide citrique ( ChiefMedical, 2016).

L'acide citrique n’est pas connu pour étre mutagéne. Aucune information humaine
n’a été trouvée. Aucun résultat négatif n’a été obtenu lors de tests sur des animaux vivants,

des cellules de mammifeéres, de bactéries et de levures (ChiefMedical, 2016).
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I. Définition

Selon Sies et Jones (2007) le stress oxydatif est défini comme, étant la
déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants en faveur des oxydants, entrainant
une perturbation de la signalisation redox et du contrble et / ou des dommages
moléculaires. De plus, Le terme «stress oxydant» implique que I'équilibre
physiologique entre la création de ROS et la capacité de détoxifier ces molécules a été
perturbé, ce qui a entrainé un stress et des dommages pour les systémes cellulaires. Il
est important de noter que cela peut indiquer soit une élévation anormale de la
géneration de ROS, soit une déficience des systemes de défense anti-oxydants(Jon et
al., 2018).

1. Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique (atome ou molécule) qui posséde sur
sonorbite externe un ou plusieurs électrons non appariés. Cette particularité lui
confere une réactivite avec les différents constituants de la cellule
(Halliwell&Gutteridge, 2007).En effet, ces molécules étaient considérées comme
des sous-produits toxiques de la chimie in vivo, mais sont maintenant considérées
comme des régulateurs essentiels de la signalisation cellulaire et jouent un rdle
essentiel dans la facilitation des dommages et des adaptations qui accompagnent un

exercice(Thannickaletal., 2000; Pouvoirs et al., 2010).

Les radicaux dérivés d'oxygene représentent la classe la plus importante
d'espéces radicalaires générées dans les systéemes vivants (Miller et al., 1990). En
effet, bien que l'oxygéne (Dioxygeéne) soit indispensable a la vie, paradoxalement il
constitue lui-méme une source importante de radicaux libres. L'ajout d'un électron a la
molécule de dioxygéne forme le radical anion superoxyde (0% ), principalement au

niveau de la mitochondrie (Cadenas &Sies, 1998).

Les radicaux libres comme l'anion superoxyde sont peu réactifs et jouent un réle
physiologique important en participant a la transduction de signaux cellulaires, a la
défense immunitaire contre les agents pathogeénes, a la destruction par apoptose des
cellules tumorales, a la différenciation cellulaire, a la régulation de la dilatation
capillaire, au fonctionnement de certains neurones, notamment ceux de la mémoire, et

a la regulation des genes (Droge, 2002).
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D'autres espéces dérivées de I'oxygene comme le peroxyde d’hydrogene (H202)
ne sont pas des radicaux libres mais sont tres réactifs (Halliwell, 2006). L'ensemble
de ces espeéces radicalaires et non radicalaires sont regroupées sous le nom commun
d'ERO, le peroxyde d'hydrogene (H,O,) ou le nitroperoxyde (ONOOH),ne sont pas
des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de
radicaux. L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelée

speces réactives de I'oxygene(Favier, 2003)(Tableau03).

Tableau03.Espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) radicalaires et non-
radicalaires (Halliwell,2006)

Especes réactives de I'oxygene (ERO)

Radicalaire Non radicalaire

Radical superoxyde O, Peroxyde d"hydrogénc: H,0,
Radical hydroxyle: OH" lon hypochlorite: HOCI
Peroxyle: RO, Ozone: 03

Alkoxyle: RO’ Oxygéne singulet: 0,
Hydroperoxyle: H02 Peroxynitrite: ONOO-

Les radicaux libre peut étre induit par des facteurs endogénes et exogenes,
produit a des concentrations faibles / modérées sous forme de signaux moléculaires
régulant une série de processus physiologiques, tels que la défense contre les agents
infectieux, le maintien du tonus vasculaire, le contréle de la ventilation et la
production d'érythropoiétine, et la transduction du signal a partir des récepteurs
membranaires dans divers processus physiologiques (Djordjevicetal, 2008). De plus,
dans certaines situations pathologiques (cancer), la production d’ERO est plus
importante et prolongée, et la réponse antioxydant insuffisante. Le déséquilibre est
durable. Cette rupture de I’homéostasieredox peut avoir plusieurs origines exogene,
telque : l'intoxication aux métaux lourds, irradiations, la pollution de l'air et de I'eau,
le tabac, l'alcool, les drogues (cyclosporine, tacrolimus, gentamycine et bléomycine),

les solvants industriels, la cuisine (viande fumée, huiles usées et graisse), et les
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radiations qui, a [lintérieur du corps, carence en antioxydants apportés par
I’alimentation ou anomalies génétiques (Migdaletal, 2011 ; Phaniendraetal, 2015).
En revanche au niveau moléculaire les sources endogenes de RONS comprennent la
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase, la myéloperoxydase
(MPO), la lipoxygeénase et l'angiotensine Il (Salisbury et al,2015), la NADPH
oxydase est la source principale de I’anion superoxyde radicalaire (O ) qui se forme
lors de la réduction d’un électron de I’oxygene moléculaire, avec des électrons fournis

par NADPH, pendant la respiration cellulaire(Liguorietal, 2018)(figure 5).

Lumigre UV oxydases
1
O «— |, —
Oxygéne singulet Oxygéne Superoxyde eroxyde d'hydrogénes
Arginine Cycles redox dismutases my¢loperoxidase
NADPH ox N
mitochondrie Fe™ Ccr
NO" o | HOCI
. Fei+
Monoxyde d'azote Anion superoxyde
ONOO » | OH®
peroxyniirite Radical kydroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN
de kinases

Figure05.0rigine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives

de I’oxygene impliqués en biologie (Favier, 2003).
I11. Conséquences du stress oxydatif

Le stress oxydatif peut provoquer la mort cellulaire par altération de I'ADN,
peroxydation des lipides et modification de la structure et du fonctionnement des
protéines(Ming-ShuoSunetal, 2018).
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111.1. Oxydation de I'ADN

Le stress oxydatif cause principalement des dommages passifs a I'ADN. Les
dommages a I'ADN actif sont médiés par les endonucléases de I'ADN, qui contiennent
principalement une désoxynucléase activée par la caspase, un facteur induisant
I'apoptose et une endonucléase G, qui entrainent la fragmentation de I'ADN double
brin. Les dommages passifs a I'ADN sont causés par la réaction directe de I'ADN avec
les ROS ou indirectement avec les produits générés par la réaction des ROS et des
lipides ou protéines, entrainant des modifications des bases nucléotidiques, telles que

des sites apuriniques / apyrmidiniques(L.i etal.,2011) (figure 06).
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Figure 06.Lésions de ’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine

génétique des cellules (Favier, 2003)
111.2. Oxydation des lipides

La peroxydation lipidique est considérée comme une cible utile pour
I’évaluation du stress oxydatif car le radical hydroxyle est la forme la plus réactive
des ROS et peut initier la peroxydation lipidique en attaquant les acides gras
polyinsaturés (AGPI) acides gras a longue chaine avec plus d'une double
liaison(Francis, 2014 ;Michaelet al., 2018 )
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Les lipides sont oxydés par trois mécanismes distincts; oxydation enzymatique,
non enzymatique, oxydation par les radicaux libres, et oxydation non enzymatique,
non radicalaire. Chaque mécanisme d'oxydation donne des produits spécifiques. La
susceptibilité relative des lipides a I'oxydation dépend du milieu réactionnel ainsi que
de leur structure inhérente. Les hydroperoxydes lipidiques sont les principaux
produits primaires, mais ils constituent des substrats pour diverses enzymes et
subissent également diverses reactions secondaires (Niki etal.,2005). Les
hydroperoxydes phospholipidiques, par exemple, sont réduits en hydroxydes
correspondants par des sélénoprotéines in vivo. Les hydroperoxydes ensuite subissent
une fragmentation afin de produire une large gamme de produits intermédiaires
réactifs, tels que la Prostaglandine F2a isomeére F , -isoprostanes (F ,-IsoPs) et
malondialdéhyde (MDA) (Niki et al.,2005 ; Catala, 2009).

L'attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou les

phospholipides membranaires. Les conséquences seront différents :

> I'attaque des lipides circulants aboutissant & la formation de
LDL (lipoprotéines de densité légére) oxydées qui, captées par des
macrophages, formeront le dépot lipidique de la plaque d'athérome des
maladies cardiovasculaires.

> l'attaque des phospholipides membranaires modifiant la
fluidité de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et

transporteurs et la transduction des signaux (Favier, 2003)(figureQ7).
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Figure07.Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides graspolyinsaturés

et nature des produits terminaux formés (Favier, 2003)
111.3. Oxydation des protéines

L'oxydation des protéines est définie comme la modification covalente
d'une protéine induite soit par les réactions directes avec des espéces réactives de
I'oxygéne (ROS), soit par des réactions indirectes avec des sous-produits secondaires
du stress oxydatif. Les ROS peuvent provoquer une oxydation a la fois des chaines
latérales d’acides aminés et des squelettes protéiques, entrainant une fragmentation
des protéines ou une protéine - protéine. liens transversaux. Bien que tous les acides
aminés puissent étre modifiés par les ROS, la cystéine et la méthionine qui sont les
plus susceptibles aux changements oxydatifs en raison de la grande réactivité du
groupe soufre dans ces acides aminés.Les modifications oxydatives
des protéines peuvent modifier leurs propriétés physiques et chimiques, notamment la
conformation, la structure, la solubilité, la sensibilité a la protéolyse et les activités

enzymatiques(Zhangetal., 2013).
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IV. Systeme de défense antioxydant

Un antioxydant est simplement défini comme une molécule capable de
prévenir ou de ralentir I'oxydation d'autres molécules. Il le fait méme a une
concentration relativement faible, jouant ainsi divers roles physiologiques dans le
corps et la santé (Mandaletal, 2009). Une molécule antioxydante est suffisamment
stable pour donner un électron a un radical libre déchainé et pour le neutraliser,

empéchant ainsi les dommages oxydatifs(Loboetal, 2010).

Les systemes de défense antioxydants se composés d’enzymes (ex. la
glutathion peroxydase), de vitamines (A, C, E), d’oligoéléments (ex. le sélénium), de
protéines (ex. la ferritine). En situation physiologique, ces systémes antioxydants ont

la capacité de réguler parfaitement la production des ERO(Pincemail, 2002).

Le systtme immunitaire est ~ également  extrémement  vulnérable &
I' équilibre oxydant et antioxydant, car une production incontrélée de radicaux libres

peut altérer sa fonction et son mécanisme de défense (Aslaniet al., 2016).

Chaque individu ne possede pas le méme potentiel antioxydant selon ses
habitudes alimentaires, son mode de vie (ex. le tabagisme), ses caractéristiques
génétiques ou I’environnement dans lequel il vit. Déterminer le statut de stress
oxydant d’un individu devient donc un sujet de priorité en termes de prévention de

maladies (Pincemailetal, 2002)

La nature des antioxydants differe selon les tissus et les types cellulaires et selon
qu'ilsse trouvent dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire (Bonnefont-

Rousselot et al., 2003). Il existe 3 types d'antioxydants:

> Les enzymes qui existent a [I'état endogene : les
superoxydesdismutases (SOD), lacatalase (CAT), le glutathion peroxydase
(GPXx).

[ Les molécules antioxydantes ou «piégeurs» de radicaux libres
comme la vitamine Evitamine C, les caroténoides, I'acide urique, le glutathion
et les groupements thiols.

> Les protéines chélatrices du fer, comme la transferrine et

I'némosidérine, ou du cuivrecomme la céruloplasmine et I'albumine.
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IV.1. Systéemes de défense enzymatique
IV.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Est une enzyme essentielle de défense contre les ERO. Elle est capable de
transformer par dismutation de l'anion superoxyde, premiére espéce toxique en une
molécule d'oxygéne et de peroxyde d'hydrogéne qui est beaucoup moins réactif. Le
peroxyde d’hydrogene formé est pris en charge par les catalases et les glutathion
peroxydases a sélénium (Zelko et al., 2002). Le mécanisme réactionnel est catalysée
par un métal situé au centre de l'enzyme qui permet de distinguer les
superoxydesdismutasesa manganese (MnSOD) protégeant la mitochondrie, de celles a
cuivre-zinc protégeant lecytosol (cCu-ZnSOD), la face externe de la membrane des

cellules épitheliales (ecCu-ZnSOD) ou le plasma sanguin (pCu-ZnSOD).
IV.1.2. Catalases

les catalases sont des hémoprotéines tétramériques qui, avec un atome de fer par
sous-unité, ont une masse d’environ 240 KDa. Elles catalysent la réduction du
peroxyde d’hydrogeéne (H202) en eau et en oxygene moléculaire. Les catalases sont
des enzymes peroxysomales dont le rble est de prévenir les peroxydations des
molécules biologiques induites par 1’eau oxygénée (H202). Les catalases sont
présentes dans tout le régne animal et se retrouvent aussi chez les végétaux. Elles sont
sensibles a certains contaminants inducteurs de stress oxydatif au niveau des
membranes cellulaires, comme les HAP, PCB ou certains pesticides (Livingstone,
1993) et les métaux (Labrotetal.,, 1996a). Cependant, les résultats sont parfois
contradictoires in vivo, certains auteurs montrent une induction de I’activité (Di
Giulio et al., 1989 ;1993), d’autres une inhibition (Labrotet al., 1996). Cette enzyme
se localise essentiellement dans les peroxysomes en forte concentration dans le foie et

les hématies (Putnam et al., 2000).
IV.1.3. Glutathions peroxydases

constituent I'un des plus importants systemes enzymatiques de protection car
elles sont capables de détoxifier le peroxyde d'hydrogéne, mais aussi d'autres
hydroperoxydes résultant de I'oxydation du cholestérol ou des acides gras
polyinsaturés, en couplant la réduction de I'nydroperoxyde avec l'oxydation d'un
substrat réducteur comme le glutathion, le cytochrome c (cytochrome ¢ peroxydases)
et le NADH (NADH peroxydases). Pratiqguement toutes les glutathions peroxydases
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contiennent, dans leurs sous-unités, un a quatre atomes de sélénium et sont retrouvées

dans le plasma, dans le cytosol et dans la membrane cellulaire (Ursini, 1995).
1V.2. Systemes de défense non enzymatiques

D'autres composes, tels que les vitamines E (tocophérol), C (acide ascorbique)
et les caroténoides, apportés par les aliments, agissent en piégeant les radicaux et
enneutralisant I'électron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions
stables(Krinsky, 1989; Halliwell, 1994).

IV.2.1. Gluthation réduit (GSH)

Le GSH est produit de maniére intracellulaire a partir de trois acides amineés -
glutamate, cystéine et glycine (Koji &Toshio, 2013), le glutathion tripeptide est le
compose thiol présent & la concentration la plus élevée dans les cellules de tous les
organes. Le glutathion a de nombreuses fonctions physiologiques, notamment son

implication dans la défense contre les especes réactives de I'oxygene (Dringen, 2000).

Les études menees que le GSH est impliqué dans les processus physiologiques
cellulaires essentiels défense antioxydante, désintoxication des xénobiotiques,
homéostasie rédox intracellulaire, support / stockage de la cystéine, signalisation
cellulaire, fonction des protéines, expression génique et différenciation / prolifération
des cellules. Ainsi, un dysfonctionnement du métabolisme du GSH peut provoquer

des événements cellulaires mortels (Koji&Toshio, 2013).

(a)

Ao~ Lmvm

NH2
GSH

Figure 08. Structures chimiques du glutathion réduit( GSH). (Bo Young
Chung et al,2016)

42


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aoyama%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24145751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aoyama%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24145751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aoyama%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24145751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aoyama%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24145751

Chapitre | Matériel et méthodes

I. Matériel biologique et conditions d'élevage

Notre étude a été réalisé sur quatorze (14) rattes femelles de type Wistar Albinos
ageés de 10 a 12 semaines. Ces animaux ameneés de l'institut pasteur d'Alger, et élevés a
I'animalerie au niveau de la faculté des sciences de la nature et de vie département de
biologie a l'université d'El-oued. Dans des conditions environnementales favorables,
température 20C°, et I'numidité 64.5 % et un cycle de la lumiére 12h/24h, les rattes sont
logées dans des cages en plastique, chaque cage regroupe cing rattes, ces cages sont
nettoyés une fois chaque deux jour jusqu'a la fin de I'expérimentation, avec un acces libre a

I’eau et a la nourriture par un régime standard.

Tablea04 : Composition de régime standard. (Southon et al., 1984)

Matiéres premiéres Quantité Pourcentage

(9/kg) )

Mais 326 32,6

Saccharose 326 32,6

Protéine 168 16,8
Cellulose 40 4
Minéraux 20 2
Vitamine 20 2
Huile 40 4

1.1. Traitement des rattes

Premiérement, les rattes ont été soumet a une période d'adaptation pendant 2 mois,

ensuite, elles sont regroupées en 3 groupes.

* Groupe 01 (témoin): 4 rattes témoins saines recevant un régime standard avec eau
de boisson normal pendant 4 semaines (T).
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* Groupe 02(traité par tartrazine E102): 5 rattes recevant chaque jour une solution
composée de 3g de tartrazine par litre d'eau pendant 4 semaines.

* Groupe 03 (traité par acide citrique E330): 5 rattes recevant chaque jour une

solution composée de 3g d'acide citrique par litre d'eau pendant 4 semaines.
1.2. Sacrifice et prélevement de sang et des organes

Apres 4 semaines de traitement les rattes de 3 lots sont mis a jeine pendant 16 heures
puis ont été sacrifiées aprés 1’anesthésiés par le chloroforme (94%). le sang est
immédiatement recueilli dans des tubes contient I'anticoagulant EDTA pour utiliser dans le
dosage des paramétres hématologiques (GR, GB, HB, ...etc). Les animaux sacrifiés ont éte
disséqués pour le prélevement d’organe (foie) qui est soigneusement prélevé, et rincés avec
I’eau physiologique et conservé pour faire le dosage des biomarqeurs de stress, les étapes

sont présentés dans le schéma suivant :
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2 mois d'adaptation

Groupe 01 Gmupe 02

Groupe 03

rattes 5 rattes 5 rattes

4témoins Traitées par

traitées par

Apres un mois de
traitement

Prélévement
d’organe

Preéléevement de
sang

Hématologiqu |

o

Parametres de

FNS: stress:
MDA, GSH

GB,GR, Hb, Ht,

VGM, TCMH______ |
A

Figure 09. Schéma récapitulatif de traitement au prélevement de sang et le foie.

Matériel et méthodes
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I1. Etudes biochimiques

I1.1.Dosage des protéines tissulaire

R/

X Principe

La quantification des protéines a été faite selon Bradford (1976) sur une fraction
aliquote de 0,1 ml de I’homogénat, avec 4 ml de Bleu Brillant de Coomassie (G250, Merk)
comme réactif (50 mg de Bleu Brillant de Coomassie, 25 ml d’éthanol (95%), 50 ml

d’acide orthophosphorique (85%) et compléter a 500 ml avec I’eau distillée).

Les absorbances ont été lues a une longueur d’onde de 595 nm, a I’aide d’un
spectrophotométre, et la gamme d’étalonnage réalisée a partir d’une solution d’albumine a

1mg/ml (Tableau 04).

Tableau 05 : Dosage des protéines, réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6

Solution d’albumine (ul) 0 20 40 60 80 | 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

11.2. Dosage de Malondialdéhyde (MDA) tissulaire

Les composés carbonylés a I’instar du malondialdéhyde réagissent avec 1’acide
thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532nm
(Yaagi, 1976).

Pipeter dans les tubes a essai en verre et a vis, 200ul d’échantillon, 800 ul de réactif
TBA et fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100°C pendant 15
minutes. Puis refroidir dans un bain d’eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes
ouverts pour permettre 1’évacuation des gaz formés lors de la réaction. Centrifuger a 3000
tours/minutes pendant 5 minutes et lire I’absorbance du surnageant a 532 nm a 1’aide d’un

spectrophotometre.
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La concentration de TBARS (Thiobabituricreactivespecies) a été déterminée en
utilisant le coefficient d’extinction moléculaire du MDA (4= 1,53x10° M™*.Cm™). Les

résultats ont été exprimes en umol/mg de proteine.

(Do échantillon /1,53 x 10 °)
mg de protéiene

MDA (umol/mg de protéine) =

Remarque

Pour la préparation de la solution TBA : peser 375 mg de TBA, 20g de TCA, 0.01g
de BHT, puis ajouter 25 ml de HCL 1 N et 50 ml d’eau distillée. Mélanger tous dans un
bécher. La solution obtenue a été chauffée a 40°C dans un bain Marie jusqu’a dissolution
compléte du TBA, puis transférée dans une fiole de 100ml et le volume complété a I’eau

distillé jusqu’au de jauge.
11.3. Dosage de glutathion réduit (GSH) tissulaires

Le dosage du glutathion a été réalisé selon la méthode de Weckberker et Cory
(1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I'absorbance optique de l'acide 2-
nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de I'acide 5,5'-dithio-bis-2-
nitrobenzoique (réactif d'Ellman, DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour
cela une déprotéinisation de I’homogénat est indispensable afin de garder uniquement les
groupements thiol spécifiques du glutathion.200 mg de tissu (foie, rein) ont été mis en
présence de 8 ml d'une solution d’Ethyléne Diamine Tétra Acétique (EDTA) a 0,02 M,

puis ont été broyes.

X Mode opératoire

v Prélever 800 pl de I’homogénat.

v On ajoute 200 pl d'une solution d'acide sulfosalicylique(0,25%).

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

v Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.

v Prélever 500 pl du surnageant.

v Ajouter 1 ml du tampon Tris-EDTA (EDTA (0.02M)), tris-EDTA a pH 9,6)

v Meélanger et ajouter 25 pl de DTNB a 0,01 M (dissous dans le méthanol
absolu).

v Laisser pendant 5 min a une température ambiante pour la stabilisation de la

couleur qui se développe instantanément.
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v Lecture des absorbances a longueur d'onde 412 nm contre le blanc. (500ul

d'eau distillé + 1 ml de tampon tris-EDTA + 25ul DTNB).
Calcul : Le taux du glutathion réduit est obtenu par la formule suivante :

Do x1x1,525
13,1 X 0.8 X 0,5 X mg de proteine

GSH (uM)/(mg de proteine) =

DO : Densité optique a 412 nm.

1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0,8 ml homogeénat +
0,2 ml SSA).

1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH (0,5 ml
surnageant + 1 ml Tris-EDTA + 0,025 ml DTNB).

13,100 : Coefficient d'extinction du groupement (—SH) a 412 nm.
0.5 : Volume du surnageant utilisé en ml.
0.8 : Volume du I'homogeénat utilisé en ml.

On note que la concentration du GSH est mesurée par apport a la quantité des
protéines en mg. C'est pour cela ce dosage doit étre accompagne par le dosage des

protéines.
I11. Parametre hématologique

La formule de numération sanguine (FNS) a été réalisée par 1 analyseur
automatique(F.N.S COMPLETE Mode : ST-Tous). Le tube de sang total avec ’EDTA
(anticoagulant) est place dans I’automate ; et la mesure de la FNS commence. Les résultats
s’affichent automatiquement sur I’écran, et sont ensuite imprimes. Les parametres
détermines sont : globule rouge (GR), globule blanc (GB), hémoglobine (Hb), Hématocrite
(Ht), volume globulaire moyenne (VGM), Taux corpusculaire moyenne en
hémoglobine(TCMH). Le dosage a été réalisé au niveau du laboratoire de I’hopital du 19
mars El-Oued.

IV. Enquéte

Avec un ceil plus vigilant, notre enquéte a scruté différents produits alimentaires
contiennent les additifs a étudiés, et les plus consommes tels que les boissons gazeuses,

confiture, beurre, fromage.
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V. Analyse statistique

Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne et I’écart type (moyen =+ s), les
moyennes et les écart-types sont présentés dans des histogrammes par 1’utilisation de
I’office Excel 2007. L’analyse statistique a été réalisée a l'aide du logiciel MINITAB 15
EN. La signification de différence entre le groupement témoin et traité est vérifiée par

I’utilisation de test d’ANOVA a un seul facteur contrdlé.
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Résultats et Discussion

|. Résultats

I.1.Etude statistique

L'évaluation statistique est effectuée par le test i’ ANOVA. Les résultats sont donnés

sous forme de moyennes et écart-types (ES). Alors, nous avons utilisé un logiciel

MINITAB 15 et EXCEL (office 2007) qui nous aident pour faire 1’analyse.

Ce test nous donne le degré de signification P ou on dit que la différence :

NS : Différence non significative P > 0,05.

* . Différence significative P < 0,05.

** . Différence hautement significative P < 0,01.

*** - Différence trés hautement significative P < 0,001.

I.2.Evaluation des parametres hématologiques

1.2.1.Nombre des globules blancs (GB)

Les résultats obtenus aprés 04 semaines de traitement par la tartrazine et l'acide

citrique nous permettent d’enregistrer une valeur moyenne de nombre des globules blancs

de (3,16x10%pl)chez les rattes traitées a tartrazine, et (3,24x10%pl)chez les rattes traitées

a l'acide citrique qui sont proche & celle chez les rattes témoins (3,84x10°/pl), I’analyse

statistique des résultats montre qu’il n’existe pas une différence significative (p E102=

0.430; pE330 =0.357(p > 0,05)) entre le groupe témoin et traitées(figurel0).

GB (103/pl)

™

Globules blancs
NS

E102

NS

E330

Figurel0.Nombre des globules blancs des rattes traitées par le tartrazine
(E102) et I'acide citrique (E330), et des rattes témoins; (r=5), Ns: une

déférence non significative (p>0,05).
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1.2.2.Nombre des globules rouges(GR)

Les résultats obtenus apres un moins de traitement par le tartrazine et I'acide citrique
nous permettent d’enregistrer une valeur moyenne de nombre des globules rouges de
(7,23x10%ul)chez les rattes traitées & tartrazine, et (6,67x10%ul)chez les rattes traitées a
l'acide citrique qui sont supérieur & celle chez les rattes témoins (5.65x10%pl), ’analyse
statistique des résultats montre qu’il existe une augmentation hautement significative
(p=0,012< 0,05)) du taux des globules rouges chez les rattes traitées a l'acide citrique
(E330) comparées aux témoins, et le groupe traité par le tartrazine (E102) n’enregistre pas

une différence avec le témoin (p=0.076(p > 0.05))(figure 11).

10 - Globules rouges

9 .

8 | *
z ]
g o
- 5 4
e 4 -
(U] 3 -

2 .

1 .

0 .

™ E102 E330

Figure11.Nombre des globules rouges (10%/pl) des rattes témoins et traitées
par le tartrazine (E102) et l'acide citriqgue (E330). (r =5, Ns: p > 0,05 : une

déférence non significative, *: p < 0,05 : une déférence significative.
1.2.3.Taux d’hémoglobine(Hb)

Les résultats sont montré une valeur moyenne d’hémoglobine de 15,56 g/dl
chez les rattes traitées a tartrazine, et de 14,06 g/dl chez les rattes traitées a I'acide
citrique qui sont superieur a celles chez les rattes témoins(11,52 g/dl)(figurel12).

Nos résultats indiquent une augmentation hautement significative (**p <
0,01) du taux d’hémoglobine chez les rattes traitées par I'acide citrique(p=0,01) en
comparant avec les témoins, le groupe traité par le tartrazine n’indique pas une

différence significative avec les témoins (p= 0,06 (p > 0,05)).
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Figurel2.Taux d’hémoglobine (g/dl) des rattes témoins et traitées par le
tartrazine (E102), et I'acide citrique (E330); (r =5, Ns: p > 0,05 : une augmentation

non significative, **p < 0,01: une différence hautement significative).
1.2.4.Hématocrite (HT)

Les résultats nous permettent d’enregistrer une valeur moyenne du taux
d'Hématocrite de 46,26 %chez les rattes traitées a tartrazine, et 43,78% chez les
rattes traitées a l'acide citrique qui sont supérieur a celle chez les rattes témoins
34,72% (Figurel3)Nos résultats indiquent une augmentation hautement
significative (p < 0,01) de I’hématocrite chez les rattes traitées a I'acide citrique
avec une valeur de p=0.007, et une augmentation significative (*p < 0,05) chez le

groupe traité par le tartrazine (p=0.04) par apport au témoin.

60 - Hématocrytes
50 -
40

30 A

HT%

20 -

10 -

M £102 £330

Figurel3. Valeurs de 1’hématocrite (%)des rattes témoins, et les rattes traitées par

tartrazine (E102) et l'acide citrique (E330); (r =5), *p < 0,05 : une augmentation

significative, **p < 0,01: une augmentation hautement significative.
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1.2.5.Volume globulaire moyenne (VGM)

Les résultats obtenus nous permettent d’enregistrer une valeur moyenne de VVolume
globulaire de 63,94fl chez les rattes traitées par le tartrazine et de 65,56fl chez les rattes
traitées par l'acide citrique qui sont supérieurs a celles des rattes témoins (61,02fl)
(Figurel4).

L’analyse statistique des résultats indique une différence hautement significative du
volume globulaire (**p < 0,01) chez les rattes traitées a l'acide citrique (p=0,004), et une

augmentation non significative (p > 0,05) chez le groupe traité par le tartrazine (p=0,088).

VGM

70 -
* %

68 - NS
66 -
64 -
62 -

VGM (fL)

60 -
58 -

™ E102 E330

Figurel4 .Volume globulaire moyen (fl) des rattes témoins et traitées (par
E102 et E330) ; (r =5, Ns: p > 0,05 : une augmentation non significative, **p <

0,01: une augmentation hautement significative)
1.2.6.Taux corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH)

Les résultat sont montré une valeur moyenne de taux corpusculaire moyenne en
hémoglobine de 21,38pg chez les rattes traitées a tartrazine, et de 21,02pg chez les rattes
traitées a l'acide citrigue qui sont supérieur a celle chez les rattes témoins
20,35pg(figurelb).

Nos résultats indiquent qu’il n’y a aucune différence significative (p > 0,05) entre

les groupes traités et le groupe témoin (p E102= 0.091; pE330 =0.102 (p > 0,05)).
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Figurel5.Taux corpusculaire moyenne en hémoglobine (pg)des rattes
témoins et traitées (E102 : tartrazineetE330 : acide citrique (r =5, NS p > 0,05).

I.3.Evaluation des parametres du stress oxydant
1.3.1. Taux de malondialdéhyde (MDA)

Le tableau ci-dessous résume les résultats du taux de malondialdehyde chez tous les

groupes au niveau tissulaire.

Tableau 06: Taux de malondialdehyde (MDA) tissulaire chez le groupe témoin et

les groupes traités(Tartrazine : E102, Acide citrique : E330).

Foie 6,97 +0,18 7,787 = 2,40 8,10 £ 0,82

Les résultats obtenus aprés 04 semaines de traitement par le tartrazine et l'acide
citrique nous permettent de déterminer une valeur moyenne de malondialdéhyde
(MDA)de 7,78umol/mg de protéine chez les rattes traitées par le tartrazine, et de 8,10
umol/mg de protéine chez les rattes traitées par I'acide citrique qui sont supérieur a celles
chez les rattes témoins (6,97 pmol/mg de protéine).

Les resultats indiquent qu’il n’y a aucune différence significative (p > 0,05)entre les
groupes traités et le groupe témoin (p E102= 0,679; pE330 =0,199(p > 0,05).
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Figure 16.Taux de malondialdehyde tissulaire (MDA), dans le foie de groupe
témoins, et les groupes traités par ’E102 et E330 ; NS : p > 0,05.

1.3.2. Taux de Glutathion réduit (GSH)

Les résultats de I’étude de I’influence d’un traitement par le tartrazine et l'acide
citrique nous permettent d’enregistrer une valeur moyenne du taux de Glutathion réduit
(GSH), de 6,12 umol/mg de protéine chez les rattes traitées par le tartrazine qui est
supérieur a celle chez les rattes témoins (4,87 pumol/mg de protéine), et de 3,55 umol/mg
de protéine chez les rattes traitées a I'acide citrique qui est inférieur a celle chez les rattes

témoins (4,87 umol/mg de protéine) (tableau07).

Tableau07 : Taux de glutathion réduit (GSH) dans le foie, chez le groupe témoins et

les groupes traités par le tartrazine (E102) et I’acide citrique (E330) ; m = s (m : moyenne,

GSH (umol/mg de protéines) | 4,87 +0.58 | 6,12+ 1,13 ‘ 3,55+ 0,04

S : écart type).

L’analyse de la variance a un seul facteur controlé révele qu’il n’y a aucune
différence significative (p > 0,05) entre les groupes traités et le groupe témoin chez les
rattes (p E102=0,299; pE330 =0,086 (p > 0,05).
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GSH ¥

GSH (umol/mg de protéine)
o = N w H u (o)) ~ [0l

Tm E102 E330

Figure 17. Taux de glutathion réduit (GSH) au niveau de foie chez les groupes,

témoins et traites ; Ns: non significative p>0,05).
I.4. Résultats d'enquéte
1.4.1.Beurre

Ces résultats indiquent une forte consommation quotidienne de beurre (77% du
nombre total de personnes), Alors que nous avons enregistrés de faibles taux de

consommation hebdomadaire(16%) et mensuelle de (7%).

Consommation
mensuelle

704 Consommation
(o)

hebdomadaire
16%

Figure 18. Cercle relatif représentant la proportion de personnes qui consomment du

beurre quotidiennement, hebdomadairement et mensuellement(N= 262 personnes).
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1.4.2.Boissons gazeuses et les jus

Nos résultats montrent une forte consommation hebdomadaire de boissons
gazeuses et les jus (53% du nombre total de personnes) par les consommateurs, Alors que
nous avons enregistré de valeur moyenne de consommation quotidienne de 33%, et faibles

(mensuelle) de 14%.

B Consommation mensuelle
B Consommation hebdomadaire

Consommation quotidienne

33%

Figure 19. Cercle relatif représentant la proportion de personnes qui consomment de
boissons gazeuses quotidiennement, hebdomadairement et mensuellement (N= 262

personnes).
1.4.3.Confiture

Ces résultats indiquent une forte consommation quotidienne de beurre (60% du
nombre total de personnes) par les consommateurs, Alors que nous avons enregistré de

valeur moyenne de consommation hebdomadaire de 28% et faibles mensuelle de 12%.
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B Consommation
mensuelle

= Consommation
hebdomadaire

H Consommation
quotidienne

Figure 20. Cercle relatif représentant la proportion de personnes qui consomment de

Confiture quotidiennement, hebdomadairement et mensuellement(N= 262 personnes).
1.4.4.Fromage

Ces résultats indiquent une forte consommation hebdomadaire de fromage (48% du
nombre total de personnes) par les consommateurs, Alors que nous avons enregistré des

valeurs moyennes de consommation mensuelle de 27% et quotidienne de 25%.

H Consommation
mensuelle

= Consommation
hebdomadaire

m Consommation
quotidienne

Figure 21. Cercle relatif représentant la proportion de personnes qui consomment de
fromage quotidiennement, hebdomadairement et mensuellement(N= 262 personnes).
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I1. Discussion générale

Notre travail a pour but d’étudier les propriétés toxicologiques du tartrazine
(E102) et de l'acide citrique (E330) sur certaines fonctions et organes chez les rattes
Wistar. Nous avons analysé I’impact de la consommation subchronique de la tartrazine
et I'acide citrique sur les parametres hématologiques, des parameétres de stress oxydatif,
la physiologie du foie.

L’¢évaluation du risque en toxicologie alimentaire présente des caractéristiques qui
lui sont propres. La sécurité du consommateur doit pouvoir étre assurée a partir de
données issues exclusivement d’études réalisées sur I’animal pour une consommation
journaliére pendant une vie entiére. Les études toxicologiques chez I’homme ne sont pas
autorisées pour des raisons éthiques, sauf dans des cas exceptionnels, pour les molécules

introduites intentionnellement dans I’aliment.

La DJA est déterminée a partir de la DES, Pour la tartrazine, elle est fixée par le
Comité Conjoint d’Experts sur les Additifs Alimentaires (JECFA) (1996) a 7,5 mg/kg
pc/j. Cependant, 1’ Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA) a ét¢ mandatée
par la Commission Européenne pour effectuer une réévaluation systématique des additifs
alimentaires autorisés en accordant la plus haute priorité aux colorants afin de faire en
sorte que la sécurité de tous ces additifs soit régulierement évaluée en tenant compte des

études les plus récentes et de tout nouvel élément probant (Vierling, 2008).

De méme, des études menées par Rowe (1994) et Eigenmann(2004), rapportent
que des changements du comportement ainsi que des troubles du sommeil ont été
observés chez I'homme et particuliérement chez l'enfant, en plus de manifestations
dermatologiques aprés consommation des aliments contenant des colorants synthétiques
(tartrazine et autres). En plus, une amélioration des troubles de ’attention a été constatée

chez des enfants aprés éviction des colorants synthétiques de [’alimentation

(Borris&Mandel, 1994).

Certaines études et analyses ont toutefois mis en évidence un lien non négligeable
entre 1’alimentation et les troubles de 1’attention avec ou sans hyperactivit¢ (TDAH)
(Bateman et al., 2004 ; Schab& Trinh, 2004;Sinn, 2008; Newmark, 2009). Celles-ci ont
établi que chez les sujets astreints a un regime sans colorants alimentaires artificiels (dont
la tartrazine), les améliorations moyennes du comportement se situaient entre 33% et 50%

et sont généralement obtenues en cas detraitement médicamenteux. Ces améliorations
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concernaient les enfants souffrant de trouble de I’attention avec hyperactivité et les enfants

normaux(Bateman et al., 2004; Schab&Trinh,2004).

Enfin dans un autre travail évaluant 1’effet de I’ingestion chronique d’un colorant
synthétique, le métanylyellow, sur le taux des neurotransmetteurs (dopamine, adrénaline
et sérotonine) ainsi que sur 1’activité de ’acétylcholine estérase chez les rats Wistar en
croissance et adultes a montré que le taux de ces amines a été remarquablement affecté
au niveau de I’hypothalamus et du striatum et que ’activité de I’acétylcholine estérase a
été reduite dans ces deux régions cérébrales. Il a été montré que le métanylyellow
prédispose le systéme nerveux central & une neurotoxicité chez les animaux en

croissance et adultes (Nagaraja&Desiraju,1993).

Nos résultats sont également en partie en accord avec les travaux entrepris par
Osman et al. (1995) qui rapportent que les colorants synthétiques (Fast green,
sunsetyellow) administrés quotidiennement par voie orale respectivement & des doses de
12,5 mg/kg et 5 mg/kg pendant un mois augmentent le poids des organes,

particulierement celui du foie et des reins chez les rattes.
11.1.Effet de la tartrazine sur les parametres hématologiques

L’étude de ’effet de la tartrazine sur les parameétres hématologiques porte sur les
globules blancs, les globules rouges, I’hématocrite, ’hémoglobine, le volume globulaire
moyen, la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine, le taux corpusculaire

moyen en hémoglobine.

Les données de notre expérimentation animale montrent que la tartrazine entraine
une augmentation non significative du nombre des globules rouges et de I’hémoglobine
chez les rattes traitées a tartrazine. De méme, une augmentation hautement significative
du nombre des globules rouges et de I’hémoglobine chez le groupe traité¢ a l'acide
citrique. Cette élévation du nombre des globules rouges peut étre un signe de

polyglobulie qui a lieu lors d’une déshydratation (Balcells, 1998).

Nos résultats sont comparables a ceux de Sobotkaet al. (1977)qui observent une
augmentation du taux des globules rouges et de ’hémoglobine chez des rats exposés et

pendant la période de la lactation a la dose de 0, 1 et 2% de tartrazine.

En revanche, les résultats obtenus par Aboel-Zahabet al.(1997), apres
administration d’un mélange de colorants synthétiques (Sunset yellow E110, tartrazine

E102, carmoisine E122, et le brillant bleu E133) a des rats pendant 30 et 60 jours,
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montrent une diminution significative du nombre des globules rouges ainsi que du taux

d’hémoglobine.

Dans une autre ¢tude, I’administration subchronique d’un colorant synthétique,
I’orange II, a des rats par voie orale a des doses de 0,1 et 0,5 et 3% diminue le nombre
des globules rouges et le taux de 1’hémoglobine mais ne modifie pas les autres

paramétres hématologiques (Singh et al., 1987).

L’hématocrite correspond au pourcentage relatif occupé par les globules rouges
par rapport a la quantité de sang total. Une augmentation significative du taux de
I’hématocrite est observée chez le groupe traité a la tartrazine (E102), Un hématocrite

¢élevé est un signe d’hémoconcentration (Balcells,1998).

L’augmentation du volume globulaire moyen (VGM) est observée chez le groupe
traité a l'acide citrique et une augmentation non significative de VGM chez les rattes
traitées a tartrazine. Un VGM > 94 fl/l traduit une anémie macrocytaire observée lors
d’un déficit en vitamine B12 et lors des hépatopathie(Balcells, 1998).

La concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) est la quantité
moyenne d’hémoglobine contenue dans les hématies. Aucune différence significative du
taux corpusculaire moyen en hémoglobine (TCMH), et la méme chose dans la
concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) n’est remarquée chez

tous les groupes expérimentaux.

Les données de la littérature sont divergentes, certaines montrent une
augmentation du VGM et du CCMH et un taux normal du TCMH suite a la
consommation du metanylyellow(Prasad et al., 1983)et d’autres ne montrent aucune
modification de ces différents paramétres aprés administration subchronique de colorant

orange Il par voie orale a des doses de 0,1, 0,5 et 3% a des rats (Singh et al., 1987).

Nos résultats indiquent une diminution non significative des globules blancs chez
tous les groupes traités par le tartrazineet l'acide citrique, traduisant une leucopénie
résultant probablement d’une atteinte de la moelle osseuse par la tartrazine.ll a été
montré en effet que la moelle osseuse peut étre une cible pour certains toxiques qui
peuvent détruire ses cellules produisant ainsi une diminution du nombre des globules

rouges et/ou des globules blancs (Robert &Buidinsky, 2000).

En revanche, nos résultats ne concordent pas avec ceux de Prasad et al.(1983) et

de Mackenzie et al. (1992)qui indiquent, au contraire, une augmentation du nombre des
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globules blancs. De méme, Holmes et al. (1978) ne montrent aucune modification du
taux  des globules blancs suite & une consommation du colorant synthétique

carmoisine(E122).
11.2. Effet de la tartrazine sur les parametres de stress oxydatif

Concernant 1’état du stress oxydatif, I'un des marqueurs biologiques les plus
fréquemment utilisés fournissant une indication du niveau de la peroxydation lipidique
est la concentration plasmatique de malondialdéhyde (MDA), l'un de plusieurs sous-
produits du processus de peroxydation lipidique (Guéraudetal., 2015). Nos résultats
montrent que le taux de I'MDA tissulaires était significativement élevé chez les rattes

traitées au tartrazine et I'acide citrique par apport au témoin.

Les cellules germinales sont particulierement hypersensibles & dommages dus au
stress oxydatif en raison de leur propre membrane plasmique qui contient une grande
quantité d'acides gras polyinsaturés (Alvarez &Storey, 1995) et une faible concentration
de la défense enzymes de récupération (Sharma &Agarwal, 1996).

Une fonction majeure de GSH est la détoxication et I'élimination d'especes
réactives de I'oxygene. Ces composés sont conjugués avec GSH soit spontanément, soit
par voie enzymatique dans des reactions catalysees par la GSH-S-transférase
(GSTs).Dans notre étude expérimentale, les résultats montrent une diminution non
significative des niveaux de glutathion dans le foie chez les rattes traitées par l'acide
citrique (E330) par rapport au témoin. Yu(1994), ont montré une diminution de 1’activité
de GSH chez les rats intoxiqués a I’oxyde de fer. Cette baisse de GSH est expliquée par
l'augmentation du taux des radicaux libres, qui peut due a l'accumulation d'ALA sous
l'effet de I’oxyde de fer (Yu,2000).Selon Yu(1994) I'exposition in vitro d'ALA & des
cellules de hamster (CHO) entraine une baisse du glutathion réduit (GSH), une
augmentation du glutathion oxydé (GSSG) et une augmentation du MDA. Cette étude
est conforme a nos résultats et montre qu’il existe une diminution de la concentration de
GSH chez les rattes traitées par E330, et une augmentation du taux de MDA chez toutes

les rattes traitées par rapport au témoin.

Nous avons supposé que l'activité inférieure de GSH réduit ou diminution possible
des protéines totales pourrait étre la principale cause de l'atténuation de SH dans le foie.
Nos résultats sont en accord avec les eétudes précédentes qui a démontré que les additifs

colorants alimentaires et plus précisément des composés azoiques tels que la tartrazine
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peut surproduire les ROS et augmenter le stress oxydatif dans le foie, les reins et le
cerveau. (Boussada M et al, 2017)

1.3. Enquéte

La Commission du Codex Alimentarius rédige réguliérement de nouveaux criteres
généraux pour les Additifs alimentaires, dans le but d'établir une harmonisation des normes
sur le plan international. Seuls les additifs évalués par le JECFA vy sont inclus (EUFIC,
2006).

En Algérie :

Les colorants alimentaires ne sont pas dirigés par des lois propres a eux; la
réglementation en vigueur traite tous les additifs regroupés. Cette réglementation est sous

formes de décrets et d'articles publiés dans le journal officiel algérien.

La définition des additifs, les conditions de leurs emplois, leurs spécifications
d’identités et de puretés ainsi que leurs étiquetage figurent dans le décret exécutif numéro
92-25du 13 janvier 1992 relatif aux conditions et aux modalités d’utilisation des additifs

dans les denrées alimentaires et le journal officiel numéro 30 du 16 mai 2012 .

Il existe un certain vide juridique en ce qui concerne la législation spécifique

régissant les colorants alimentaires.

Apres comparaison des deux listes des colorants alimentaires autorisées en journal
officiel des communautés européennes « directive 94/36/CE » (Directive du Parlement
européen : (94/34/CE ; 89/107/CEE) et celui de la république algérienne n°31 du 5 mai
2002 (Journal officiel Algérien N°31 et N°30) on observe :

Le nombre des colorants de la liste autorisé est différente, dans la liste CEE on
compte 43 colorants par contre ceux d’Algérie c’est 40. Quelques colorants ont été
autorisés en CEE (E128 Rouge 2G, E129 Rouge Allura AC, E150) mais retiré de la liste
algérienne. Dans la liste algérienne d’autres colorants ont été autorises (SIN 161c, 161d)

respectivement (Kryptoxanthine, Rubixanthine).

Concernant la liste exhaustive des colorants autorisés en Algérie (journal officiel
Algérien numéro 30 du 16 mai 2012) et ceux autorisés en union européenne (journal
officiel de 1’union européenne: REGLEMENT (UE) N° 1129/2011)(Journal officiel de
I’Union Européenne, 2012); le nombre des colorants autorisé en Algérie est de 55, alors

qu’en Union Européenne il est de 44 colorants.
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Deux colorants sont autorises en Algérie et interdits en UE : le rouge2G (E128) et
le vert solide (E143). Alors qu’il a été démontré que, dans le corps humain, le Rouge 2G se
transforme en grande partie en une substance appelée aniline. Sur la base d’études

conduites sur 1’animal, le groupe scientifique EFSA a conclu que I’aniline devrait étre

considérée comme cancérigene.
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Conclusion

Notre travail s’inscrit dans le contexte d’une évaluation du risque toxicologique de
la tartrazine et I'acide citrique sur certaines fonctions et organes chez les rattes Wistar
Albinos femelles. Nous avons analysé I’effet de la consommation subchronique de la
tartrazine et l'acide citrique par voie digestive, sur les paramétres hématologiques, les

parametres de stress oxydatif.

L’étude hématologique montre que la consommation des liquides (solution de
tartrazine et solution de l'acide citrique) provoque une augmentation significative de
nombres des globules rouges, taux d’hémoglobine et hématocrite et volume globulaire
moyenne, I’analyse hématologique montre également une diminution significative du

nombre des GB.

Les résultats de la toxicité orale subchronique de la tartrazine et l'acide citrique
obtenus lors du suivi des animaux indiquent un état de stress oxydant au niveau
tissulaire représenté par une diminution remarquable du taux de Glutathion réduit
(GSH), chez les rattes traitées par E330 et E102. D'autre part nos résultats montrent

aussi qu’une augmentation du taux de malondialdéhyde (MDA).

Notre travail indique que I’effet de 1’acide citrique plus important que I’effet de

tartrazine au niveau des parametres des strass et I’hématologique.

Aprés avoir mené une enquéte que la consommation journaliere des aliments
contenant les deux additifs étudiés est importante, et aléatoire, ce qui pouvait entrainer la
propagation de certaines maladies telles que les allergies, la pression artérielle, gastro-

intestinales.

Mentionner la quantité de ces additifs dans les ingrédients des produits

alimentaires, ou remplacer ces additifs par d’autres ceux qui moins dangereux.
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Figure : Courbe d'étalonnage utilisée pour le dosage des protéines tissulaire.
Annexe 02 Résultat d’enquéte
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Résumé

L'objectif de la présente étude est d'évaluer I'effet de certain additifs alimentaires il s’agit de tartrazine
(E102) et I'acide citrique (E330), chez des rattes. Pour cela 14 rattes Wistar Albinos femelles agés de 10 a 12
2éme

semaines. Ont été divisées en trois groupes ; le 1¥groupe témoins, le groupe traitées par solution (3g de

tartrazine E102 avec un litre d'eau de boisson), et le 3™ groupe traitées par solution (3g de I'acide citrique
E330 avec un litre d'eau de boisson), Apres30 jours de traitement, les rattes sont sacrifiés et quelques parameétres
sont déterminés. L'analyse des résultats montre des changements notables dans les paraméetres hématologique.
Ou nos résultats montrent une diminution significativement du nombre des GB, par contre une augmentation
des nombre des globules rouges, taux d’hémoglobine, hématocrite, et volume globulaire moyenne. Par ailleurs,
les résultats obtenus montrent une état de stress oxydant au niveau tissulaire causé par traitement par la
tartrazine et l'acide citrique représenté dans une diminution remarquable du taux de Glutathion réduit (GSH),
chez les rattes traitées par E330 , par contre une augmentation du taux de Glutathion réduit, chez les rattes
traitées par E102. D'autre part nos résultats montrent aussi qu’une augmentation non significative de la teneur
tissulaire de malondialdéhyde(MDA). En constatant que la présente étude suggére que I’additif alimentaire
avoir un effet sur la santé ou il peut provoquer le stress oxydatif et affecter les paramétres hématologique de

I’organisme exposé.

Mots clés : Additifs alimentaires, la tartrazine (E102), I'acide citrique (E330), stress oxydatif.
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