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RESUME - L'acrylamide est un contaminant chimique cancérigéne qui se forme pendant les
traitements thermiques de certains aliments. Dans la premicre partie, la teneur en acrylamide
¢tait analysé dans les aliments trouvés dans le régime alimentaire algérien typique par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem selon ISOEN-16618:
2015. Par la suite, différents niveaux de consommation ont été étudiés afin d'obtenir une
¢valuation préliminaire de lI'exposition I'acrylamide. Pour estimer la fréquence de
consommation et le degré d'exposition a I'acrylamide, 788 ménages ont été interrogés par
moyens d'un questionnaire alimentaire. Les résultats de 'enquéte ont montré que les Algériens
sont exposés a une concentration moyenne d'acrylamide de 0,2 & 0,4 ng par kg de poids
corporel par jour. Les principaux contributeurs a cette exposition étaient les frites de pommes
de terre et les biscuits. Dans la seconde partie, nous avons examiné 1'effet de I'acrylamide sur
les parameétres biochimiques et hématologiques des rats Wistar et exploré la fonction rénale et
hépatique de ces animaux a travers une étude anatomopathologique complémentaire. Les
résultats ont clairement montré que l'acrylamide affecte divers paramétres biochimiques, tels
que la créatinine, l'urée et les taux de globuline sérique et I'équilibre lipidique, qui sont
directement liés a la dysfonction rénale et hépatique et a la perturbation du systéme
hématologique (changements dans 1'hémogramme; des augmentations significatives du
nombre de leucocytes et lymphocytes et baisse des concentrations totales de protéines,
albumine et a-1 globuline) dans le groupe trait¢é avec 10mg/L et la DL50. L'étude
anatomopathologique a confirmé les 1ésions hépatiques chez les animaux soumis a un régime

contenant de l'acrylamide.

MOTS-CLES Acrylamide; paramétres biochimiques; systéme immunitaire; Rats Wistar,

contaminant du procédé, exposition, fréquence de consommation alimentaire



ABSTRACT - Acrylamide is a carcinogenic chemical contaminant that forms during heat
treatments of certain foods. In the first part, the content of acrylamide was analyzed in foods
found in the typical Algerian diet by liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry according to ISOEN-16618: 2015. Subsequently, different levels of
consumption were studied. to obtain a preliminary assessment of acrylamide exposure. To
estimate the frequency of consumption and the degree of exposure to acrylamide, 788
households were interviewed by means of a food questionnaire. The results of the survey
showed that Algerians are exposed to an average acrylamide concentration of 0.2 to 0.4 ug
per kg of body weight per day. The main contributors to this exhibition were potato chips and
biscuits. In the second part, we examined the effect of acrylamide on the biochemical and
hematological parameters of Wistar rats and explored the renal and hepatic function of these
animals through a complementary pathological study. The results clearly showed that
acrylamide affects various biochemical parameters, such as créatinine, urea and serum
globulin levels and lipid balance, which are directly related to renal and hepatic dysfunction
and system disruption. hematologic (changes in the blood count, significant increases in the
number of leukocytes and lymphocytes and decreased total protein, albumin and a-1 globulin)
in the 10 mg / L group and the LD50. The pathological study confirmed liver injury in

animals on a diet containing acrylamide.

KEYWORDS: Acrylamide; biochemical parameters; immune system; Wistar rats, process

contaminant, exposure, frequency of food consumption
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Introduction

INTRODUCTION

Une nouvelle voie d’exploration s’est ouverte récemment avec la découverte (depuis
2002) de molécules potentiellement toxiques formées dans les aliments cuits a trés haute
température, telles que 1’acrylamide (ACR). Il a rendu nécessaire d’exécuter des
expériences additionnelles afin de déterminer les effets négatifs de cette molécule sur la
santé [1][2]. L'ACR est un produit chimique carcinogéne pour les animaux [3] [4] [5] et
peut présenter un risque pour la santé humaine. Des études épidémiologiques montrent
un effet neurotoxique de I’ACR sur I’étre humain, il se forme lorsque I'asparagine entre
en réaction de Maillard avec des sucres comme le glucose [4]. L’exposition a 'ACR peut
avoir lieu de trois fagons, la source la plus importante est l'exposition via

I’alimentation[6].

L'acrylamide a été détecté dans tous les types d'aliments, notamment la viande, le pain et
les produits de pommes de terre préparés a des températures élevées[7]. Parmi les
aliments ayant les plus grandes concentrations d'ACR, on retrouve les croustilles et les
frites de pommes de terres, certains produits a bases de céréales ainsi que les substituts de
café et produits dérivés de celui- ci [8]. Depuis la détection d’ACR dans différents types
d’aliments, le Comité mixte FAO/OMS d’experts sur les additifs alimentaires (JECFA) a
conclu que I’ACR constitue un risque pour la santé humaine, puisqu’il peut induire des

cancers et des mutations héréditaires chez les animaux de laboratoire [9].

Plusieurs méthodes analytiques sont utilisées pour quantifier ’ACR dans les aliments.
Les méthodes les plus courantes sont basées sur la chromatographie en phase gazeuse/
spectrométrie de masse (analyste dérivative), (GC-MS) et la détection par la
chromatographie en phase liquide de haute performance/spectrométric de masse en
tandem [10][11]. Dans notre cas, cette méthode peut permettre de déceler des
concentrations d’ACR > 15ug / kg [96]et mettre en évidence des données intéressantes sur
la présence de I’ACR dans les aliments algériens ainsi que de son origine, d’engager une
enquéte sur I’évaluation de 1’exposition chez les ménages de consommation en Algérie et

son effet sur les rats Wistar.

Les niveaux ¢levés d'acrylamide peuvent causer des mutations génétiques et la
transformation cellulaire [12]. Chez 'homme, les effets toxiques de 'ACR sur le systéme

nerveux faisant suite a une importante exposition professionnelle ou accidentelle sont bien
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connus. Des travaux ont aussi montré que 1'ACR est génotoxique, perturbe la
reproduction et le développement et entraine des cancers chez les animaux de
laboratoire [13]. Le choix du rat repose essentiellement sur le fait que ces animaux
présentent des similitudes immunologiques et génétiques avec I'homme et que les
¢tudes fonctionnelles seront plus faciles a réaliser [14]. L'exposition a 'ACR a stimulé
I'immuno-réaction chez les rats males [15] et active le systtme immunitaire[16].
Puisque la molécule d'ACR est petite et a une structure hydrophile, ceci lui permet
d’atteindre chaque organe et chaque tissu dans le corps [5]. Pour cette raison, que
théoriquement, tous les tissus peuvent étre des cibles aux effets négatifs dACR [1].
Dans une autre étude 'ACR a 150 mg/l d’eau potable a été appliquée aux rats males albinos
pour étudier les effets toxiques sur le cerveau, la glande thyroide, les testicules, le foie et les
reins. Les résultats ont montrés l'accumulation de I’ACR dans le systéme nerveux,

testicules, foie et les reins [17].

Ce travail de recherche, réalis¢ au sein du Laboratoire de Bio toxicologie (BioTox)
Université Djilali Liabes Sidi-Bel-Abbes en collaboration avec le Laboratoire de bio
ressources naturelles locales (LBLN) Université H.B de Chlef., est centré sur les effets
de D’acrylamide, composant toxique présent dans I’alimentation quotidienne, sur la santé

humaine et animale.

La démarche poursuivie dans la réalisation de cette thése consiste a faire une étude sur 1’état
de la consommation alimentaire, suivie par un dosage de l’acrylamide dans quelques
produits alimentaires, une ¢évaluation préliminaire a I’exposition alimentaire a
I’acrylamide chez des ménages algériens qui pourrait avoir une importance pour
la prévention de la toxicit¢ de I'ACR; Enfin une expérimentation animale étudiant

I’effet de I’acrylamide sur les rats Wistar.

Dans une premicre partie, nous présentons une mise au point bibliographique
décrivant les notions essentielles sur le danger de I’acrylamide. La seconde décrit
la partie expérimentale, avec une présentation des modalités de 1’échantillonnage et
choix des aliments pour le dosage de I’acrylamide par chromatographie en phase liquide
couplée a la spectrométriec de masse en tandem (CL-ESI-SM-SM), une expérimentation
animale utilisant model rats Wistar tout en réalisant des tests biologiques simples
et peu colteux pour détecter les changements immunitaires et biochimiques causés
par les ACR. Enfin, une conclusion générale qui permettra de tirer quelques

perspectives de prolongement a ce travail.
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1. Introduction
La découverte de la possible toxicité de I’ACR formée dans les aliments cuits a tres haute
température [2] a conduit a une impressionnante mobilisation internationale pour comprendre
les mécanismes de formation, développer des méthodes de quantification, évaluer le niveau

d’exposition alimentaire, et identifier les risques pour la santé des populations [18].

2. Définition et structure de I’acrylamide

L’ acrylamide ou 2-propénamide est un composé vinylique transparent, inodore et soluble dans
I'eau pouvant facilement s'assembler en polymeres (polyacrylamide) et qui est largement utilisé
en génie chimique [19]. L’ACR est une molécule (Figure 01) produite lors de la cuisson a
haute température des aliments. Il est également connu sous les noms d‘amide acrylique,
d’amide de vinyle et d’ACR monomere [20].

Il est employé pour le traitement des eaux, la construction de barrages, de tunnels, de routes ou
de réservoirs. Il est également utilisé dans l'industrie des pates et papiers, la fabrication de

cosmeétiques et en chimie analytique (chromatographie, électrophorése) [19].

Hzc/

\H,

Figure 01 : Formule chimique de I’ACR en 2D et 3D[21].
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3. Propriétés physico-chimique de I’acrylamide

3.1. Formule chimiques

Les formules brute et semi-développée de I'ACR sont présentees dans les Figures 02 et 03.

) H ,./I )
C3zH5NO H:-L-=C—C\
NH-
Figure 02 : Formule brute [22]. Figure 03 : Formule semi-développée [21].

3.2. Propriétés chimiques :

L'ACR posséde les propriétes chimiques de la fonction vinyle et de la fonction amide
(Figure 04) :

£ 0
Groupement vinylique : Groupement amide :
réactions d'addition, de cyclisation, hydrolyse, déshydratation,
de polymérisation etde estérification, condensation avec

copolymérisation

les aldéhydes

Figure 04 : Réactivite de I’ACR [21].

L'ACR contient une double liaison électrophile réactive et un groupe amide réactif. Il présente
de faibles propriétés acides et a la fois basiques [20]. Elle peut également
réagir avec les agents oxydants forts ainsi que les bases fortes. Sa décomposition

thermique donne lieu a un dégagement de fumées acides et d’oxydes d’azote [23].
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3.3. Propriétés physiques

L'ACR est un composeé qui se présente sous forme de poudre cristalline blanche inodore. C’est
une molécule tres polaire avec un poids moléculaire de 71 g/mol, un point de fusion de 84,5 +
0,3°C et un point d'ébullition élevé de 136°C a 3,3 kPa [24].

L'ACR se sublime lentement a température ambiante. Il est tres soluble dans I'eau (2155 g/l a
30°C) et soluble dans de nombreux solvants organiques (méthanol a 1555 g/l, éthanol a 862 g/l,
acétone a 631 g/l, acétate d'éthyle a 126 g/l). Il est également commercialisé sous la forme de
solutions aqueuses a 30 - 60 % d'ACR stabilisé (pH =5 a 6,5) [23].

Le chauffage, I'humidit¢ ou les radiations UV provoquent sa polymérisation en
polyacrylamide. Les solutions commerciales contiennent du cuivre (< 100ppm) ou d'autres
antioxydants pour le stabiliser et éviter qu'il ne se polymérise. Le polyacrylamide peut se

dépolymériser en ACR sous I'effet de la température et de la lumiére [25].

4. Production industriel et utilisation

4.1. Production industriel

La production de I'ACR sous forme de monomeére débuta dans les années 1955 aux Etats-Unis,
depuis les années 60, Allied Colloids Ltd, fabrique toute une série de polymeéres a partir de
I’ACR et de I’acide acrylique [26].

Un procédé utilisant une enzyme, le nitrile hydratase, a été mis en place par la société Nitto
Chemical industry au Japon pour produire de I'ACR [27]. De méme, il permet la
transformation de l'acrylonitrile en ACR. En modifiant genétiquement le microorganisme

produisant cette enzyme, de bons rendements de production peuvent étre atteints [28].

L'ACR peut aussi étre produit a partir de microorganismes. Un des premiers a étre utilisé est
Rhodococcus rhodochrous, qui transforme I'acrylonitrile en ACR a l'aide d’une nitrile
hydratase [29].
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4.2. Utilisation

L'ACR est un monomere trés utilisé en industrie et fut disponible commercialement dés les
années 1955. Au début des années 1990, il a été produit a grande échelle (50 000 a 75 000
tonnes par an au Japon, aux Etats-Unis et en Europe).

L'ACR est employé dans la fabrication des plastiques, y compris le conditionnement des
aliments, et dans la production du caoutchouc synthétique et de quelques copolymeéres,
également il est employé dans la purification d'eau. Une fois ajouté a I'eau, il coagule et
emprisonne les solides en suspension qui peuvent alors étre facilement enlevés pendant le
traitement de l'eau potable. L'ACR qui ne coagule pas reste dans I'eau comme contaminant.
L'ACR monomeérique est principalement employé dans les laboratoires de recherche pour la

préparation de gel [30].

5. L'Acrylamide dans les aliments

Des réactions du type Maillard ont été montrées comme une réaction principale, en particulier

en présence de l'asparagine, qui fournit directement I'épine dorsale de la molécule d'ACR [31].

5.1. La réaction de Maillard

La formation de couleur par l'interaction des acides aminés avec du glucose a été identifiée la
premiére fois par L.C. Maillard en 1912 [32].

Cependant, c'était Hodg en 1953 qui a essayé la premiére fois d'élaborer un arrangement pour
expliquer les étapes essentielles dans la réaction complexe[33].1l est remarquable qu'environ
50 ans apres l'arrangement de Hodg constituent toujours la base pour notre compréhension de
la réaction. Cette réaction extrémement complexe entre les composés aminés (principalement
acides aminés) et les sucres réducteurs a été le sujet de beaucoup de recherche par des
scientifiques cherchant a identifier les composés qui fournissent les caractéristiques de saveur

et de couleur des alimentes cuites[34].
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5.1.1. Les différentes étapes de la réaction

La réaction de Maillard constitue un ensemble trés complexe de réactions encore mal connues.
La réaction était decrite comme la succession de trois étapes majeures (Figure 05) [35] :
- 1- I’étape précoce initiée par la condensation entre le sucre réducteur et le composé
aminé et produisant le produit d’Amadori dans le cas ou le sucre est un aldose, ou le
produit de Heyns, s’il s’agit d’un cétose.
- 2- I’étape avancee, correspondant a la formation a partir du produit d’Amadori, de
nombreux produits plus stables, de scission et déshydratation (aminocétoses, réductones,
furanes, etc.) ou encore de cyclisation et/ou condensation (composés de type pyrazine,
pyrrol et pyrimidine).
- 3- I’étape finale découlant de la polymérisation de composés formés en étape 2 et
produisant les mélanoidines brunes.
Cette réaction, a des vitesses trés diverses dépendant de la température et des conditions
physicochimiques du milieu (pH, teneur en eau, concentration et réactivité des substrats), peut
se dérouler dans les aliments, dans les sols et dans les milieux biologiques. Il est cependant
admis que les mélanoidines ne peuvent se former aux températures physiologiques, parce

gu’ils nécessitent une énergie d’activation élevée.

produit d’Amadori produits avanceés Polymeres bruns)
Etape précoce 1a de Maillard (AGEs)
Clucose ——— 5 Fructosyl
+protéines ]ysme
%
0‘9 w e\
Etape Composés
Intermédiaire _ _ hétérocycliques
L&l g, RCCR EEM S Etape finale 4 4\anoidines
PUFA Etape 1b || || —— CML =———P
dlcarbonyle Carboxymethyl
lysine
/ Composés
furaniques
+protéines
Ascorbate ———>Ascorbyl-
lysine

Figure 05 : Schéma des étapes de la réaction de Maillard :

réle-clé des produits intermédiaires dicarbonylés [35]
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5.1.2. Les produits de Maillard indésirables dans les aliments

Parmi les multiples molécules formées au cours des différentes étapes de la réaction de
Maillard, certaines font aujourd’hui I’objet de recherches intenses du fait du risque possible
que leur ingestion peut entrainer sur la santé. Citons les amines hétérocycliques formees
essentiellement dans les produits carnés riches en créatinine [36], I’ACR issu de la réaction de
Maillard sur I’asparagine et le furane issu de la décomposition des sucres, vitamine C et AGPI,
facilitée par les amines [37] [2]. Ces trois molécules sont reconnues comme cancérogenes et
sont présentes dans de nombreux aliments que nous consommons quotidiennement. De son

coté, la carboxyméthyllysine (CML) est un composé tres etudié pour trois raisons :

- 1)- c’est est un produit avancé de Maillard stable et provient de voies réactionnelles
mettant en jeu des substrats initiaux différents (sucres, vitamine C et lipides insatures)
[38],
- 2)- il se forme aussi bien dans I’aliment [39] qu’au sein de I’organisme [40], et
- 3)-il est directement impliqué dans les cascades de réactions intracellulaires
inflammatoires, du fait d’une reconnaissance de la molécule par les récepteurs RAGE
(Receptors for advanced Glycation End Products), eux-mémes impliqués dans la réponse

inflammatoire [41].

5.1.3. Impact santé des produits de Maillard alimentaires

Nous ne possédons que tres peu de données relatives a cette question et celles-ci sont déduites
d’études animales, le plus souvent aprés induction d’un diabéte non insulinodépendant ou
d’une néphropathie. En effet, le diabéte et I’insuffisance rénale constituent des facteurs de
risque d’accumulation des produits de Maillard endogénes ou AGEs. Dans le premier cas,
celle-ci résulte de I’augmentation moyenne de la glycémie, dans le second cas, elle est liée a
une excrétion incompléte de ces produits.[35]

L’administration de produits de Maillard alimentaires a des animaux par différents moyens
(aliments autoclaveés, supplémentation du régime avec des protéines modifiées par réaction de
Maillard) révele une aggravation des processus dégénératifs, concernant notamment les
complications diabétiques, la néphropathie et I’athérosclérose [42][43]. Quelques études ont été
conduites chez I’Homme, essentiellement chez des patients diabétiques de type Il. Les deux

études majeures réalisées a ce jour [44][45] confirment que I’absorption de PM en forte

11
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concentration au travers d’aliments grillés augmente le taux de cytokines circulantes
(notamment CRP, TNF alpha) et le stress oxydant. Les résultats d’une autre étude [46]. [47]
montrent que la diminution du taux d’ingestion des PM a permis de diminuer significativement

le stress oxydant comme en atteste I’élévation conjointe de la vitamine C et E plasmatiques.

5.2. Formation de I'ACR dans les aliments par la réaction de Maillard

L'ACR est formé essentiellement dans les aliments riches en amidon, cuits a haute température,
lors de la Réaction de Maillard. Les premiers travaux visant a déterminer l'origine de la
formation de I'ACR dans les aliments furent réalisés par des laboratoires indépendants dans

différents pays. lls établirent que I'asparagine était a la base de la formation de I'ACR [21].

Cette réaction débute par la condensation du glucose (glucide réducteur) avec lI'acide aminé
asparagine, Comme nous I’avons vu, la réaction de Maillard comprend de nombreuses étapes,

mais peut étre résumée de la fagon suivante (Figure 06):

Hz W
HS . . Halh NH;
HO e OH T~ gy A

H 1_;L_(_

(.)Iucosc asparagine

+ REACTION DE MAILLARD

acrylamide

Figure 06 : Formation de I'ACR dans les aliments a partir de I'asparagine et du glucose par la
réaction de Maillard [21].
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5.2.1. Mécanisme détaillé de la formation d'ACR par la réaction de Maillard

Le premier stade de la réaction, la condensation de Maillard, est la condensation d'un composé
aminé (principalement l'asparagine) avec le groupement carbonyle d'un glucide réducteur
(principalement le glucose) lors d'une réaction équimolaire, entrainant la formation d'un dérivé
N-glycosyl de I'asparagine, en équilibre avec une base de Schiff. Selon Zyzak et al. (2003) et
Yaylayan et al. (2003), la base de Schiff de l'asparagine subit une décarboxylation a la

température facilitée par la délocalisation de la charge négative [48][49].

Ensuite, selon Zyzak et al. (2003), cette base peut soit entrainer la formation de

3-aminopropionamide par hydrolyse de la base de Schiff et élimination d'ammonium, soit se
décomposer et aboutir directement a I'ACR par élimination d'un groupement imine[48],
Yaylayan et al. (2003), proposérent une cyclisation intramoléculaire de la base de Schiff en
dérivé oxazolidine-5-one [49]. Le rendement de cette réaction est faible: seulement 0,1% a

0,3% des molecules d'asparagine libres sont converties en ACR [50].

5.2.2. Acides aminés et glucides réducteurs nécessaires

a. Acides aminés

Bien que différentes voies de synthése aient été proposées, celle qui semble étre la plus
probable met en jeu la dégradation d’un acide aminé libre, I’asparagine, par réaction de
Maillard. La preuve du role central joué par I’asparagine a été apportée par I’utilisation d’une
enzyme spécifique de la dégradation de I’asparagine (asparaginase) dans certaines matrices

alimentaires pour réduire efficacement la formation d’ACR [51].

b. Glucides réducteurs

L’autre groupe de substrats important pour la formation de I’ACR dans les aliments est
constitué de sucres réducteurs et de composés dicarbonylés, molécules peu abondantes mais
hautement réactives [18]. Stadler et al. (2004), ont montré qu’un mélange d’asparagine et de
composés carbonylés pouvait, au mieux, générer une molécule d’ACR pour cent molécules

d’asparagine mises en jeu [50].
5.3. Autres mécanismes de formation d’ACR

Le role possible des lipides dans la formation d'ACR a été le sujet d'une certaine discussion,
avec l'itinéraire d'acroléine en tant qu'une voie possible [52].

13
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6. Dosage de I'ACR dans les aliments

Les récentes observations concernant I’ACR peuvent étre considéréees comme fiables au regard
des critéres actuels de la chimie analytique. S’il est vrai qu’aucune des méthodes utilisées pour
le dosage de ce composé dans les denrées alimentaires n’a fait I’objet d’une validation en
bonne et due forme par des essais collectifs inter laboratoires, il n’en demeure pas moins que la
plupart d’entre elles satisfont aux exigences de tout laboratoire pour une validation et une

habilitation “en interne”[53].

Le Centre de recherche de la Commission européenne, (European commission's Joint
Research Centre, JRC April 2003), conclut qu'il n'existait pas de méthode unique de dosage
applicable pour toutes les matrices a analyser. Les protocoles doivent étre adaptés a chaque

matrice (préparation de I'échantillon, extraction, lavages, technique d'analyse...)[54].

Le Comité d'experts FAO/OMS sur les additifs alimentaires (JECFA), dans un rapport de
février 2005, a conclu que les méthodes analytiques de dosage utilisées par les différents
laboratoires travaillant sur 'ACR nécessitaient d'étre améliorées et validées [55].  Dans les
pays d'Afrique ou d'Asie, peu d'études sont réalisées sur les méthodes de dosage de I'ACR dans

les aliments. [56]

Les méthodes classiques de dosage de I'ACR sont basées sur l'utilisation de la HPLC ou de la

CPG [57]. La figure 07 donne le schéma général de I'analyse de I'ACR dans les aliments [58] .

L Feood prﬁduct o
- Hn:*:r-::gaa-;l:sation -
Take specimen, add internal standard

D

— -
| Water extraction ] !Orga nic solvents
T — . “j

i_E:-c tra c:-l‘._clea n.:;_[:ﬂ
RS E—

I . 1 —
[Direct anaiysis| | Srominaton
j - —;—
LC-ME[-MS) GC-MS Clean-up
[remscms) | [ | [ ceanwe_]

[ coms | [eoccomen]

I
Figure 07 : Schéma général de I'analyse de I'ACR dans les aliments.[58]
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Tout d'abord les échantillons subissent un prétraitement (extraction de I'ACR par un ou
plusieurs solvants puis purification de I'extrait), puis le dosage en lui-méme peut étre réalise
par chromatographie en phase liquide ou gazeuse [58].

Plusieurs méthodes analytiques sont utilisées pour quantifier I’acrylamide dans les aliments.
Les méthodes les plus courantes sont basées sur la chromatographie en phase
gazeuse/spectrometrie de masse (analyte dérivatisé), (GC-MS) et la deétection par la
chromatographie en phase liquide de haute performance/spectrométrie de masse en tandem
(HPLC-MS/MS) [59][11].

En Algérie la méthode référentielle d’analyse de I’acrylamide est mentionnée dans I’annexe 4
du Décret exécutif n° 09-414 du 28 Dhou EIl Hidja 1430 correspondant au 15 décembre 2009
fixant la nature, la périodicité et les méthodes d’analyse de I’eau de consommation humaine.

7. Métabolisme de I’acrylamide

Les voies métaboliques de I’acrylamide sont qualitativement semblables chez I’homme et chez
I’animal mais des différences quantitatives existent.
La voie majeure est une conjugaison avec le glutathion catalysée par la glutathion-S-
transférase (GST) hépatique menant a la formation de deux métabolites principaux : N-acétyl-
S-(2-carbamoyléthyl) cystéine (AAMA) et N-acétyl-S-(2-carbamoyl-2-hydroxyéthyl) cystéine
(GAMA) chez le rat et la souris.
La formation de glycidamide, métabolite génotoxique, par I’intermédiaire du cytochrome
CYP2EL1, est une voie saturable (51 % des molécules a 5 mg/kg et 13 % a 100 mg/kg) [60].
Elle est plus importante chez la souris que chez le rat ; le rapport des métabolites urinaires
GAMA/ AAMA est de 0,2 chez le rat et 0,5 chez la souris [61]. L’acrylamide et le
glycidamide forment des adduits avec les groupements sulfhydryles de I’hnémoglobine (Figure
08) ; ces adduits persistent dans les érythrocytes avec une demi-vie estimée a 10,5 jours. In
vivo, la formation d’adduits acrylamide-ADN n’a pas été décelée ; cependant, des adduits
glycidamide-ADN ont eté observés chez le rat.

0] 0) 0]
CH,=CH— (! —NH, CHj—éH—g —NH>

Figure 08 : Structure d’ACR (droite) et le majeur métabolite le glycidamide (gauche)[62].
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Chez I’humain, I’ACR est principalement métabolisé par conjugaison avec le glutathion.
Les métabolites formeés sont le N—acétylcystéine-S-propionamide (NACP) et le NACP
sulfoxyde. Une seconde voie oxydative conduit a I’époxydation de I’ACR en glycidamide
[63].

Le metabolisme est semblable a celui de I'animal avec formation de 2 métabolites
urinaires majeurs sous forme de dérivés de I'acide mercapturique : AAMA (52 % de la dose)
et GAMA (5 % de la dose) [61], avec un rapport GAMA / AAMA de 0,16 en moyenne, se

rapprochant de celui du rat.
L'ACR non transformé en glycidamide et le glycidamides ont conjugués au glutathion par une

glutathion-S-transférase pour former des acides mercapturiques. Le glycidamide peut aussi
étre hydrolysé par un époxyde hydrolase en dihydroxypropionamide, Sumner et al. (1992) ont
détecté dans I'urine de rongeurs ces métabolites [64]. Ils ont aussi été retrouvés chez I'nomme
et peuvent étre utilisés comme biomarqueurs d'exposition a I'ACR dans l'urine, mais aussi le

plasma ou les tissus [60].

8. Cinétique de ’ACR

L’ACR est absorbé presque completement, que ce soit par inhalation, par contact cutané ou
par ingestion dans le cas de I’ACR alimentaire[65]. Selon I’U.S. EPA (2010), il n’existe pas de
données sur I’hnomme quant a la distribution de I’ACR. Toutefois, les résultats sur I’animale
montrent que cette substance se distribue dans tous les tissus et fluides de I’organisme, dont le
lait, et ne s’accumule spécifiquement que dans les globules rouges [66].

A la suite d’une exposition orale chez des sujets humains, le NACP et le NACP sulfoxyde
représentent environ 86 % de I’ensemble des métabolites urinaires de I’ACR[63]. Apres une
exposition orale, une partie de ’ACR (10%) est éliminée sous forme inchangée dans
I’urine avec une demi-vie d’élimination d’environ 3,5 heures. En 24 heures, la récupération
de I’ACR et de ses métabolites dans I’urine, exprimée en pourcentage de la dose administrée,
correspond a 40-50 % de la dose orale. La récupération suite a une exposition cutanée est

beaucoup plus faible, soit d’environ 4 % apres 24 h [67].
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1. Exposition a ’ACR

L'exposition a 'ACR peut avoir lieu de nombreuses fagons. Cependant, la source la plus

importante d'exposition a 'ACR est via l'alimentation [68].

1.1. Exposition professionnelle

Les personnes travaillant dans les industries de production ou de transformation de 'ACR
peuvent étre exposées a ce composé par voie dermique ou par inhalation. D'apres les études

sur I'exposition professionnelle a I'acrylamide, la limite dangereuse est rarement atteinte [69].

Des travailleurs présentant des symptomes de neurotoxicité a la suite de leur exposition
professionnelle a l'acrylamide ont conduit les autorités locales d’un pays a déclarer 1'état
d'urgence [70]. Cependant, d’autres études épidémiologiques dans les milieux de travail n'ont

pas établi un lien solide entre 1'exposition a I'acrylamide et cancers humains [71].

1.2. Exposition par le tabac

Parmi les sources non alimentaires d'ACR, la fumée de tabac peut représenter un apport

important d'ACR, méme de maniére passive [72][73][74][75].

1.3.Exposition alimentaire

En 2002, ’ACR a été détecté dans plusieurs types d’aliments cuits, incluant les aliments de
base (EFSA, 2008). Il peut se former dans les aliments d’origine végétale, en particulier les
aliments riches en glucides et faibles en protéines, lors des processus de cuisson tels que
la friture, la cuisson au four ou au gril et le rotissage a des températures égales ou

supérieures a 120 °C [76].

Parmi les groupes d'aliments contenant le plus d'ACR, il y a les produits a base de pommes de
terre (frites, chips), de céréales, de patisseries (cookies et cakes) et enfin le café et le pain.
Becalski et al. (2003), ont observé que les concentrations d’ACR dans les croustilles de
pommes de terre et les pommes de terre frites varient respectivement de 530 a 3700 pg/g et de
200 a 1900 pg/g[4]. Le fait de trouver de ’ACR dans les olives et les pruneaux est plus
surprenant [77]. D’aprés Dybing et al. (2005), les aliments contribueraient a plus de 80 % des
doses d'ACR ingérées[78].
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Frédéric et al. (2012), montrent que les principaux contributeurs a 1’exposition chez les adultes
sont les pommes de terre sautées ou frites (45%), le café et les substituts de café (29%) et les
biscuits salés ou sucrés (9%). Chez les enfants, les mémes contributeurs majoritaires sont

retrouvés a I’exception du café [18].

Cette exposition par les aliments correspondrait a environ 0,5 a 1 yg/kg de masse corporelle /
jour [76]. Il existe de nombreuses différences de consommation alimentaire entre les
populations de différents pays ou de différentes régions. Par exemple, les pommes de terre
frites sont consommeées en tres forte quantité aux Etats-Unis et représentent 35% en moyenne

de la consommation journaliere d'ACR [78].

D’autres études ont été réalisées pour caractériser indirectement le niveau d’exposition a partir
des concentrations mesurées dans les aliments. Les doses moyennes d’ACR dans la

population générale ainsi estimées variaient de 0,3 a 0.8 ug/kgp.c./j[53].
Le tableau 1 donne un résumé de résultats d’analyses de I’ACR présent dans les aliments.

Tableau 1: Résumé des concentrations d’ACR relevées dans les aliments [79]

Groupes Groupes de produits alimentaires Concentration d’ACR
d’aliments Minimale | Maximale
Pommes de terre | Chips 117 3770
Pommes frites 59 5200
Pommes de terre (crues) <10 <50
Beignets/croquettes de pommes de terre (frits) 42 2779
Produits a base de | Pain <10 130
Céréales Produits de boulangerie et biscuits 18 3324
Pain grillé 25 1430
Popcorn (sucré et salé) 57 300
Riz et nouilles Riz frit <3 67
Crackers a base de riz, grillé ou frits 17 500
Fruit et légumes Olives noires en conserve 123 1925
Jus de prune en bouteille 53 267
Légumes frits (y compris les beignets de [égumes) 34 34
Poissons et viande | Poisson et produits de la mer, frits dans la <2 39
Viande, volaille et poisson en carcasse (frite) <5 52
Produits & base de | Produits de chocolaterie <2 826
Cacao Poudre de cacao <10 909
Boissons Café (torréfié) 45 975
Extrait/poudre de café 195 4948
Aliments pour Biscuits/biscottes pour bébés <20 910
nouveau-nés/bebes A et pour bébés en bocaux/conserves <10 121
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Un certain nombre d’études ont été faites pour estimer I’exposition alimentaire a
I’ACR. Les estimations des doses a court terme allaient de 0,2 pg/kg de poids corporel par jour
pour une consommation moyenne a 3,4 ug/kg de poids corporel par jour pour une forte

consommation [78]. Ces concentrations sont résumées dans le tableau 2.

Tableau 02: Résumé des estimations d’ingestion d’ACR par voie alimentaire [78]

Pays/Organisation Estimation des doses d’ingestion (pg/kg)
FAO/OMS, 2002 0,3-0,8
UE CSA, 2002 0,2-0,4
BfR, Allemagne, 2003 1,1 -3,4
BAG, Suisse, 2002 0,28
SNT, Norvege, 2003 0,32 -1,35
AFSSA, France, 2003 0,5-2,9
SNFA, Suede, 2003 0,45-1,03
NFCS, Pays-Bas, 2003 048 -1,1
Etats-Unis, 2004 0,43-2,31
Royaume-Uni, 2005 0,3-1,8

1.4. Autres sources d'exposition

L'utilisation de polyacrylamide pour le traitement (clarification) de l'eau visant a la rendre
potable peut étre a I'origine de l'introduction d'ACR (EC, 2000)[80]. Dans I'eau potable, la
limite d'ACR résiduel a été fixée a 0,lug/L par la directive européenne 98/83/EC du 3
novembre 1998. La limite est de 0,5ng/L aux Etats-Unis, limite fixée par I'Agence des Etats-

Unis pour la protection de I'environnement (U.S. Environmental protection Agency, EPA).

En Algérie la valeur limite de I’acrylamide dans 1’eau de consommation est de 0,5 ug/L selon
le Décret exécutif n°14-96 du 2 Joumada El Oula 1435 correspondant au 4 mars 2014
modifiant et complétant le décret exécutif n°® 11-125 du 17 Rabie Ethani 1432 correspondant au

22 mars 2011 relatif a la qualité de I’eau de consommation humaine.

Selon EC (2000), les produits cosmétiques peuvent aussi étre source d'ACR Ces produits
peuvent contenir du polyacrylamide qui peut étre une source d'ACR. L'exposition se fait alors
de maniére cutanée. Les quantités en ACR ingérées par ces deux voies sont cependant bien

inférieures a celles trouvées dans les aliments [80].
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2. La toxicité de I’'ACR

Le polymeére de I’acrylamide est non toxique, mais le monomeére est neurotoxique pour 1’étre
humain et les animaux de laboratoire[81]

2.1. Toxicité expérimentale

2.1.1. Toxicité aigué
L’ACR est toxique par voie orale chez les animaux de laboratoire (rongeurs, chat, porc, lapin)
aprés administration aigué. L'ACR a entrainé des phénomeénes d'ataxie, de convulsions, de
faiblesse musculaire et de perte de poids [82]. Chez les rats la Dose Létale 50 (DLs) se situe

autour de 107 a 203 mg/kg [83][80].

2.1.2. Toxicité sub-chronique et chronique
L’acrylamide est essentiellement un agent toxique pour le systéme nerveux et les
testicules.[84] [23]

a. Neurotoxicité

L’exposition des animaux a ’acrylamide par voie orale provoque I’apparition de signes
cliniques de neurotoxicité (perte de 1’'usage des membres, tremblements et manque d’équilibre)
chez toutes les espéces utilisées (primates, chiens, chats, rongeurs). A I’examen microscopique,
des modifications dégénératives (perte de myéline sur les fibres nerveuses des cellules

ganglionnaires et axonales) des nerfs périphériques et optique ont été observées.

La dose sans effet est 0,5 mg/kg/j pendant 2 ans chez le rat et 0,3 mg/kg/j pendant 1 an chez le
chat. Ces lésions sont réversibles a 1’arrét de 1’exposition apreés 30 semaines chez les primates
et apres 5 semaines chez les rongeurs. Chez la souris (gavage, 36 mg/kg/j, 2 fois/sem, 8 sem) et
le rat (eau de boisson, 20 mg/kg/j, 90 j), en plus des effets neurologiques, une atrophie
testiculaire avec diminution du nombre de spermatides, de spermatocytes et de spermatozoides

et apparition de cellules géantes multinucléées ont été observés.[23][84]
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b. Effets génotoxiques

L’acrylamide et le glycidamide peuvent former des adduits d'hémoglobine mais seul le
glycidamide peut former des produits d'addition avec des groupes amino de I'ADN (acide
désoxyribonucléique) [81]. Cette fonction du glycidamide implique la génotoxicité. En outre,
les niveaux ¢élevés d'acrylamide peuvent causer des mutations génétiques et la transformation

cellulaire [12].

L’acrylamide est clastogéne in vitro et in vivo ; il est mutageéne pour les cellules germinales des
animaux, et induit des Iésions génétiques héréditaires. Son métabolite principal, le

glycidamide, serait responsable de la génotoxicité.[85]

*- In vitro, I’acrylamide n’est pas mutagéne pour les bactéries et est peu ou pas mutagéne pour
les cellules de mammifere en culture

*- In vivo, I’acrylamide provoque chez la drosophile, une augmentation équivoque du taux des
mutations somatiques et provoque chez les rats et souris des mutations et une clastogencse

dans les cellules somatiques et germinales

Le glycidamide induit 1’apparition de micronoyaux dans la moelle osseuse de la souris, en
relation avec la dose (12 - 50 mg/kg, ip), et & un taux moindre dans celle du rat (50 - 100
mg/kg, ip) ainsi qu’une synthése non programmée de I’ADN dans les spermatides du rat. [1, 5,

10 a 13, 24]. [23]

c. Effets cancérogénes

L’acrylamide est cancérogene pour de nombreux organes chez le rat et la souris. Il est classé
comme probablement cancérogene pour I’homme[81], Administré par voie orale, I’acrylamide
provoque chez le rat une augmentation, chez le male, du taux d’adénomes folliculaires de la
thyroide et de mésothéliomes testiculaires et, chez la femelle, des tumeurs de la glande
mammaire, du systéme nerveux central, de la thyroide, de la cavité orale, de ’'utérus et de la
glande clitoridienne. Chez la souris A/J, il induit une augmentation du taux et du nombre
d’adénomes pulmonaires. Il a également ét¢ montré comme agent initiateur de cancérogenése
cutanée chez la souris aprés administration orale. Un essai de cancérogenese a long terme chez

la souris, plus sensible que le rat, est en cours pour le National Toxicology Program [23][86]
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d. Effets sur la reproduction

L’acrylamide est toxique pour la reproduction : il produit des modifications génétiques dans le
sperme du male, une baisse de poids des petits et des effets neurologiques a des doses

neurotoxiques pour les meres[86][23].

2.2. Toxicité sur I'homme

Chez I'homme, 1'exposition a 'ACR par voie orale ou dermique en milieu professionnel
a été largement étudiée. On observe des effets comparables a ceux observés chez les animaux
de laboratoire, c'est-a-dire principalement des signes de toxicité nerveuse périphérique comme
des fourmillements, une incoordination motrice, de toxicité centrale comme des troubles de la
mémoire, de la concentration ou du sommeil. De plus, on observe des signes généraux comme

de la fatigue ou une perte de poids apres quelques jours d'exposition [82] [23] .
2.2.1. Toxicité aigle

En milieu professionnel, les sujets sont principalement exposés par voies inhalatoire et
cutanée. [23]. Des cas d’intoxication aigué sont rapportés aprés ingestion volontaire
d’acrylamide. Dans un cas, les symptomes sont apparus 5 heures aprés 1’ingestion (d’une dose
de Dlordre de 375 mg/kg) associant hallucinations avec hypotension, suivies par des
convulsions, puis au 3éme jour par une géne respiratoire (avec toux), une atteinte neurologique

périphérique (persistante 2 mois plus tard) et une atteinte hépatique [23].

Plusieurs cas d’irritation cutanée sont rapportés lors d’expositions professionnelles a
I’acrylamide : irritation, un rash cutané, une desquamation palmaire, une sudation et une
dermatose de type acnéiforme de la face et des mains. Ces symptomes précédent pratiquement

constamment les signes d’atteinte neurologique [87].

Plus récemment un cas d’eczéma des mains, des poignets et de la face est rapporté chez
une biochimiste travaillant avec des gels de polyacrylamide depuis 9 mois ; les patchtests avec
de ’acrylamide a 1 % dans la vaseline sont positifs et 2 mois plus tard, ils sont toujours positifs

méme a 0,001 % dans la vaseline [88].
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2.2.2. Toxicité chronique

Les études épidémiologiques et les rapports de cas retrouvent dans tous les cas des atteintes
neurologiques périphériques lors d’expositions par voies cutanée et/ou inhalatoire a
I’acrylamide ; ces mémes effets sont apparus lors d’expositions répétées par voie orale[89]. La

part de I’absorption cutanée dans 1’apparition de ces symptomes ne peut étre quantifiée [23].

Le role de I’exposition par voie dermale dans I’apparition des symptomes cutanés (érytheme,
desquamation et hypersudation des mains) ainsi que dans I’apparition des signes systémiques
est trés probable [87][75]. Toutes ces anomalies semblent réversibles 16 mois apres arrét de

I’exposition[90] .

Il a été constaté aprés 2 mois des atteintes neurologiques du bétail notamment, mais
aussi des travailleurs [75]. Ces études épidémiologiques chez I'homme apres des expositions
professionnelles, ont suggéré que le systeme nerveux était le principal site de toxicité chez

I'homme[91].
a. Effets génotoxiques

L'acrylamide et le glycidamide peuvent étre décontaminés dans les cellules par
combinaison avec le glutathion, ou par hydrolyse [81]. En outre, une teneur élevée
d’acrylamide dans les produits d'addition d'hémoglobine est détectée chez les fumeurs[86], car
I’acrylamide se trouve également dans la fumée de tabac a la suite d'une combustion

incompléte ou de chauffage de la maticre organique [7].

b. Effets cancérogénes

L’acrylamide est un cancérogéne probable pour I'étre humain [81][92].Les 23 experts
scientifiques de la consultation, spécialisés en cancérogenése, toxicologie, technologies
alimentaires, biochimie et chimie analytique, ont retenu un certain nombre de questions
importantes a étudier d’urgence. Si I’on sait que 1’acrylamide provoque le cancer chez I’animal
de laboratoire, il n’y a pas encore eu d’étude sur la relation entre cette molécule et le cancer

chez I’étre humain[93].
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2.3. Caractérisation du risque

La caractérisation du risque la plus récente est celle du JECFA (2005). Afin d'estimer le risque
pour I'homme, le comité mixte JECFA a utilis¢ une démarche d'évaluation des risques faisant
appel a la marge d'exposition. La valeur de cette marge indique un niveau de préoccupation
pour aider les autorités réglementaires a fixer des priorités pour prendre des mesures. Elle
correspond au rapport entre la dose sans effet chez I'animal et le niveau d'exposition estimé.

Plus elle est faible et plus la toxicité est importante[9].

Le calcul de l'exposition permet de déterminer s'il existe une exposition réelle de la
population. Ensuite, les experts caractérisent le risque en calculant la Dose Journaliére
Admissible (DJA, en mg de substance/kg de poids corporel/jour). Pour cela, ils appliquent un
facteur de sécurité au I'OAEL. Ce facteur varie en général de 100 a 1000 en fonction de la
qualité des études qui ont permis de déterminer le NOAEL et des variabilités inter- et intra-espéces
principalement. La DJA représente la quantité que peut absorber un individu quotidiennement
pendant toute sa vie sans aucun effet secondaire sur sa santé. Si 1'exposition est inférieure a la
DJA, le risque pour le consommateur est acceptable. Enfin, les autorités réglementaires se
basent sur ces études pour prendre leurs décisions (derniére étape correspondant a la gestion du

risque). [21]

Selon le JECFA au vu des marges d'expositions calculées, le risque li¢ aux effets neurotoxiques
est considéré comme faible bien que I'ACR, comme il a été dit précédemment, induise des
signes de neuropathie périphérique, de perturbation de la fertilit¢ et du développement chez

I'animal.

En ce qui concerne le risque cancérogene, la marge d'exposition a été estimée a 300 pour la
population générale et 75 pour les personnes fortement exposées. Les experts ont utilisé¢ une
dose sans effet de 0,3mg/kg/jour et une exposition de 1 a 4ug/kg/jour. Ces marges sont

relativement faibles pour une substance génotoxique cancérogene.[94]
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2.4. Gestion du risque : recommandations des experts
Au vu des marges d'exposition calculées, les experts ont conclu qu'il existe un risque
préoccupant pour la santé humaine 1i¢ a la présence d'ACR dans les aliments. Cependant, ils
estiment qu'il est encore difficile de déterminer précisément et de maniere slire ce risque. En
effet, les résultats des études épidémiologiques en milieu professionnel et dans 1'alimentation
sont insuffisants pour conclure a une absence de risque de cancer chez I'homme.[95][21]
Les études sont peu nombreuses, ont des limites dues aux faibles effectifs et n'ont pas assez de
puissance pour détecter de faibles augmentations de l'incidence tumorale. Elles manquent aussi
de précision dans I'évaluation des doses d'ACR ingérées dans l'alimentation. De plus, la
quantit¢ d'ACR peut varier de fagon considérable dans un méme produit alimentaire en
fonction de différents facteurs, notamment la température et le temps de cuisson. En ce qui
concerne les données sur les animaux, il semblerait qu'elles ne permettent pas une transposition
parfaite & I'homme. Il n' y a pas de raisons scientifiques de penser que 1'homme pourrait
présenter les mémes réponses que l'animal. Les deux espéces ont une sensibilité différente aux
cancérogeénes dues a des différences qualitatives et quantitatives de métabolisme notamment
[21].
En conclusion, les experts du comité mixte. JEFCA ont jugé qu'il était impossible d'établir une
dose seuil en dessous de laquelle on pourrait consommer 1'ACR dans les aliments sans danger
pour la santé humaine.
Les experts du JECFA recommandent :
e De réévaluer le risque li¢ a I'ingestion d'ACR lorsque les résultats des études en cours sur la

cancérogénicité et la neurotoxicité a long terme seront disponibles.

e De poursuivre 1'évaluation du risque en utilisant les études cinétiques afin de pouvoir trouver
une relation entre les bios marqueurs chez I'nomme (adduits a I'hémoglobine ou métabolites
urinaires comme les acides uriques de I'ACR et du glycidamide), les données de

consommation et les données toxicologiques trouvées chez l'animal.
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L’ensemble de ce travail a été réalisé en collaboration avec les structures et institution
suivante durant la période 2013/2017 :

v Université Djilali Liabés Sidi-Bel-Abbes : Laboratoire de Bio-toxicologie & Département
de Biologie, Algérie,

v"Université Hassiba Benbouali de Chlef : Laboratoire de Bio-Ressources Naturelles Locales
& Département de Biologie, Algérie,

v’ Laboratoire d'analyses Médicales Dr Mihoubi a Chlef, Algérie,

v' Institut des Sciences et Technologies Alimentaires et Nutrition ICTAN, Espagne,

v Laboratoire d'anatomie Pathologique et de Biologie Vétérinaire, France,

v' Laboratoire d'’Anatomie Pathologique Vétérinaire Vetopath, France.

Les grandes lignes de recherche sont :

1. Dosage de I’Acrylamide dans quelques produits alimentaires algériens et évaluation de
I’exposition en fonction de la fréquence de consommation ;
2. Effets de I’ACR sur les parameétres biochimiques et hématologiques des rats Wistar ;

3. Etude anatomopathologique des reins et rats exposeés a différentes doses d’ACR.
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1. Echantillonnage et choix de I’aliment

L'échantillonnage a été précédemment défini pour couvrir les aliments les plus représentatifs
d'un régime algérien standard et il a été réalisé dans les cinq régions en octobre 2015. Les noms
de produits, les lots et la présence sur les rayons correspondent aux produits offerts au moment

de I'échantillonnage et peuvent ne pas représenter tous les produits vendus.

Au moins trois marques de chaque aliment ou type d'aliment ont été récoltées puisque les
concentrations d'acrylamide peuvent varier considérablement.

Suite a ’analyse des données collectées ; une mini enquéte est menée sur les aliments les plus
consommeées en Algérie dont 80/100 ménages ont ¢été interrogé de facon anonyme par

questionnaire numérique (réalisé via le site https://www.mon-enquete-enligne.fr)

Un total de 35 échantillons appartenant a six groupes alimentaires ont été sélectionnés pour la
détermination de l'acrylamide (Tableau 07). Les groupes d'aliments identifiés sont i) pomme de
terre et dérivés, ii) céréales et dérivés, iii) aliments riches en protéines comme la viande,

poisson et ceufs, iv) lait et jus de fruits, v) stimulants, vi) autres.

Pour la détermination de l'acrylamide dans I'eau potable, nous avons analysé¢ le
«polyélectrolyte», produit chimique utilisé pour le traitement de 1'eau potable au niveau de la

station de traitement d’eau de barrage SIDI-YAAKOUB a raison de 0,1 g/ L.

2. Dosage de I'acrylamide dans les aliments

L'analyse de I'acrylamide dans les aliments est réalisée par chromatographie liquide couplée a
la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS / MS) avec dilution isotopique a 1'Institut des
Sciences et Technologies Alimentaires (ICTAN-CSIC, Madrid, Espagne) selon la norme EN-

16618: 2018 avec des modifications mineures [96]
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Les prélevements des échantillons sont réalisés a partir des portions homogenes d’aliments de

fagon suivante :

v’ croite de pain : prélévement d’environ 50 g de >a250 g ;

v’ croite de poulet roti (peau bien cuite) : pour assurer ’homogénéité, prélévement de 50g

d’un échantillon haché de >a 250 g ;

v" lait UHT et produits laitiers, jus et boissons aérées, café : prélévement de 100 ml ;

<

viande de veau (émincées) : prélevement de 50g d’un échantillon haché de >a 250 g ;

v' conserve de thons, sardine et cacher : aprés avoir retiré 1'excés d’huile, prélever 50g d’un

échantillon haché de >a 250 g ;

v’ tomate de conserve et purée de pommes de terre : prélévement d’environ 50 g ;

v' chips de pommes de terre : craquer 50g en petites piéces de > a 250 g.

Le mode opératoire du dosage de l'acrylamide dans les produits alimentaires est effectué par
chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (CL-

ESI-SM-SM) est résumé comme suit (pour le protocole expérimentale intégral voir Annexe 1).

Les réactifs utilisés :

Acrylamide (CAS 79-06-1) ;

Deutérium (CAS 122775-19-3) ;
Méthanol (CAS 67-56-1) ;

Acide acétique glaciaire (CAS 64-19-7) ;
N-hexane (CAS 110-54-3) ;

ferrocyanure de potassium ;

SR N N N N N

acétate de zinc.

Chaque échantillon est broy¢ et homogénéis¢ afin de récupérer une quantité représentative de
250g dont 50g sont prélevés pour l'extraction et la détermination de l'acrylamide (Figure 13).
Un échantillon (0,500 g) a été pesé et mélangé avec 9,4 ml d'eau dans des tubes centrifuges en
polypropylene (Figure 12).

Deux mL d'hexane ont été ajoutés aux tubes afin d'éliminer la teneur en graisse. La procédure a
été répétée deux fois (Figure 11).

Le mélange a été additionné de 100 pl d'une solution méthanolique de [13C3] -acrylamide a 5
pg / ml comme étalon interne et homogénéis¢ ensuite (Ultra Turrax, IKA, Mod-T10,

Allemagne) pendant 10 minutes (Figure 10).
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Ensuite, 1'échantillon a été traité avec des solutions Carrez I (15 g de ferrocyanure de potassium
/ 100 ml d'eau) et Carrez II (30 g d'acétate de zinc / 100 ml d'eau) et centrifugé (9000 g pendant
10 minutes) a 4 °C. en utilisant des cartouches Oasis-HLB. Les cartouches ont ¢été
préconditionnées avec 1 ml de méthanol et 1 ml d'eau. Une partie aliquote du surnageant clair a
¢été chargée sur la cartouche a un débit de 2 ml / min et les premiéres gouttes ont été déchargées
et le reste a été recueilli. La solution a été filtrée a travers un filtre de 0,45 um dans un flacon

d'amberlite LC-MS.

Les extraits d'échantillons et les standards d'étalonnage ont ¢été analysés sur une
chromatographie liquide Agilent 1200 couplée a un détecteur (Figure 09) Agilent Triple
Quadrupole MS (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA).

La séparation analytique a été réalisée avec une colonne Inertsil ODS-3 (250 x 4,6 mm, 5 um,
GL Sciences Inc., Tokyo, Japon) ou une colonne Hypercarb (50 x 2,1 mm, 5 mm, Thermo
Scientific, Bremen, Allemagne) a 30 © C. L'¢lution isocratique a été réalisée avec une phase
mobile d'acide formique dans de l'eau (0,2 ml / 100 ml) a un débit de 0,4 ml / min. Le volume
d'injection était de 10 pL. Une ionisation par pulvérisation électrique en mode d'ionisation
positive a été utilisée. Dans ces conditions chromatographiques, I'acrylamide s'est ¢lué¢ a 6,1

min. L'aiguille a été réglée a 1,0 kV.

L'azote a été utilis¢é comme gaz nébuliseur (12,0 L / min) et la température de la source a été
réglée a 350 ° C. Des signaux am/z 72,1 -m/z 55,1 etm/z 75,1 -m/ z 58,1 ont été isolés
pour l'acrylamide et [13C3] -acrylamide, respectivement. Pour les transitions m/z 72.1 >m/z
551 etm/z751>m/z58.1, la fragmentation a été¢ fixée a 76 V et 1'énergie de collision a
8V. Les masses ont été enregistrées en utilisant la surveillance des réactions multiples (MRM).
Pour la quantification, les signaux a m / z 75.1 et 78.1 ont été utilisés, tandis que les signaux a

m/z58.1 et 55.1 ont servi a la qualification.
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L e

Figure 09: Triple quadripdle conditionné

Légende : Conditionnement de la méthodologie de détermination ACR par chromatographie liquide-
ionisation par électrospray-spectrométrie de masse en tandem

) S e

Figure 10. Purification des échantillons

Légende : L'extrait aqueux de I'échantillon est purifié avec des cartouches HLB avant la détermination
de 'ACR

Figure 11. Séparation de 1'hexane de la phase aqueuse
Légende : Pour les échantillons a forte teneur en matiére grasse, 'hexane est ajouté avec I'eau pour

effectuer l'extraction aqueuse. Apres agitation et centrifugation, la phase organique (dans la couche
supérieure) sera éliminée, éliminant ainsi la graisse de 1'échantillon.
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Figure 12. Agitateur de tube multi reax

Légende : Dix millilitres d'eau milli-Q sont ajoutés aux échantillons puis les échantillons sont agités
dans un agitateur a tubes Multi reax pour obtenir les extraits aqueux.

Figure 13. Echantillons analysés

Légende : Les échantillons sont broyés, homogénéisés et stockés dans des tubes de 50 ml
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3. Evaluation de I'exposition a ’acrylamide en fonction de la fréquence de consommation

3.1. Estimation de la fréquence de consommation

La fréquence de la consommation alimentaire est estimée par le rapport entre le nombre de
fois qu'un aliment a été consommé par jour, semaine et mois et exprimé par Fois / jour. Les
fréquences de consommation de six groupes d’aliments (25 aliments) ont été estimé par une
enquéte transversale descriptive auprés de 900 ménages répartir sur trois wilayas de

I’Ouest algérien (Mostaganem, Tissemsilt et chlef).

Notre travail a été effectué¢ durant une période nécessaire pour toucher le maximum des sujets
et pour réunir le nombre d’échantillon espéré et traitable statistiquement. Ainsi, les personnes
ont ¢été interrogées durant la période allant du 10/03/2017 au 10/05/2017 inclus, pour couvrir

I’ensemble des variations journaliéres des prises alimentaires.

La population ciblée pour notre enquéte est un échantillon de population constitué d’enfants,
adolescents et adultes. Avant chaque entretien, nous avons expliqué au sujet le but et le
contenu du travail que nous devions mener. Il lui est précisé [’absence totale de tout
risque concernant les réponses et nous lui avons donné la garantie qu’aucune donnée
nominative n’est divulguée et que ces données d’identification ne sont pas saisies dans un

fichier informatique.

Avec la sécurité et le respect de la confidentialit¢ et 1’anonymat des informations

recueillies destinées exclusivement a une utilisation scientifique et a des fins de recherche.

Apres 1’accord du sujet, chaque question est bien expliquée de sorte qu’il comprenne le
sens et chaque réponse est ainsi notée. La conduite de I’entretien a été faite d’une facon
semi-directive. Les individus devaient remplir un questionnaire qui comporte deux parties, la
premiére permet d’identifier les sujets (sexe, 4ge, lieu de résidence) et une

mesure anthropométrique : le poids (Annexe 2).
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Dans la seconde partie; le questionnaire a donc permis de documenter de fagon détaillé
la consommation des aliments et de boisson contenant 1’ACR, soit les groupes de
pommes de terre et croustille (chips, pommes de terre frites, pomme de terre bouilles, purée
de pomme de terre ), les produits a base de céréales (chips a base de mais, biscuits, pain
traditionnel, pates alimentaires, couscous, gaufrette), les stimulants (café, chocolats, th¢),
les fruits et Iégumes (fruit, Iégume frais, tomate en conserve), les viandes et poissons hachées
(thon, sardine, viande hachée croute de poulet, 1’ceuf cuit), et les boissons (boissons gazeuses,

jus, lait UHT).

L’individu doit inscrire dans le questionnaire, la fréquence de consommation, indiquant
I'une des trois réponses possibles de la fréquence de consommation et la quantité ingérée a
chaque fois des mémes aliments ou boissons qui apparaissaient dans le questionnaire
pendant un jour ou une semaine ou un mois. Chaque sujet a été interrogé pendant 20 - 25

min.

Les étapes de la réalisation de I’enquéte sont résumées dans le schéma suivant (Figure 14).
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Population totale 900

Identification des sujets

® Sexe
® age

Licu de résidence actuelle

Poids

e Fumeurs

Etats de la nourriture préférée

(Semi cuit, Cuit, Bien cuit)

\

> Partie I

Fréquence de consommation
Habituelle des aliments

(Fois/ Jour, semaine, mois)

I’ estimation de la quantité

Consommée (g /Jour)
Estimation de la dose d’acrylamide

Ingérée (ug/jour)

112 questionnaires

ont mal rempli:

Partie If

Figure 14 : Protocole de réalisation de 1’enquéte nutritionnelle
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3.2. Evaluation de I'exposition déterministe a I'acrylamide

L'évaluation de 'exposition primaire a 1'acrylamide est effectuée selon la méthode canadienne
d'évaluation des risques Santé¢ Canada [97] selon laquelle I'exposition a un produit chimique
dans les aliments est affectée par (1) la concentration du produit chimique dans les aliments et
(2) consommé. Les deux sont nécessaires pour évaluer l'exposition, qui est généralement
exprimée en fonction du poids corporel.

Par exemple, 1'exposition a I'ACR d'un adulte pesant 60 kg et consommant 24 pug d'ACR par
jour selon les aliments et les quantités habituellement ingérées serait de 0,4 pg par kg de

poids corporel par jour.
En utilisant les données des réponses dans le journal alimentaire sur la consommation, 1'apport
alimentaire total en acrylamide et le poids en grammes de chaque aliment consommé ont été

calculés. L'exposition a été¢ exprimée en pg / jour / kg poids corporel et évaluée comme suit:

Exposition (ug / jour / kg pc) = [quantité de nourriture consommée (g / j) x dose

d'acrylamide par aliment (pg / 1000g)] / (poids moyen (kg).

Il est important de souligner que seule 1'exposition moyenne a I'ACR a été calculée. Une
valeur moyenne fournit des renseignements au sujet des personnes dont le poids corporel
et les habitudes alimentaires se situent dans la moyenne, mais elle ne fournit pas une
perspective d'ensemble des taux d'exposition qui peuvent étre observés au sein d'une
population diversifiée. Selon les habitudes alimentaires, le taux d'exposition de certaines

personnes sera plus élevé ou plus faible que le taux moyen d'exposition a I'ACR.

4. Etudes statistiques

Les résultats obtenus sont traités aprés analyse statistique ANOVA par logiciel Excel 2007

avec mention de la moyenne, écart-type.
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2éme partie : Mateériel et méthodes Il .Effet de I’ACR sur les rats Wistar

1. Matériels

1.1. Matériel biologique
Le matériel biologique que nous avons choisi est le rat albinos Rattus rattus de la souche
« Wistar », provenant de I’institut Pasteur d’Alger (Centre d’élevages EL-Kouba, Alger
IPA).

Le WISTAR est une souche non consanguine polyvalente utilisée dans toutes les disciplines
de la recherche médicale et biologique. Sa longévité ainsi que sa pathologie tumorale en font
un modéle de choix pour les études a long terme, notamment pour les études de vieillissement
[98].

Les principaux domaines de recherche et applications sont comme suit : Maladie infectieuse,
Métabolisme, Nutrition, Oncologie, Pharmacologie, Physiologie, Teératologie,

Toxicologie, Vieillissement (Annexe 3).

1.2. Appareillages et outils

e Balance de précision,

e Centrifugeuse,

e Sonde de gavage

e Bistouris

e Aiguille et Seringue Médical, Micro-perfuseur et tubes préléevements sanguins

e Principaux automates utilisés dans les analyses sont mentionnés dans le tableau 03.
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Tableau 03 : Principaux automates utilisés dans les analyses

Parameétre automates utilisés Origine
Hémogramme : Leucocyte (Sysmex XT 4000i) X
Hématie Hémoglobine
Eosinophile Basophiles
Lymphocyte Monocyte
Bilan lipidique : Cholestérol | T colorimétrique enzymatique cobas
Triglycéride 6000 roche
Glycémie HK/G6PDH roche cobas6000
__ Chlef, Algérie
Créatinine Jaffé cobas 6000 roche
Uree Uréase GLDH cobas 6000 roche
lonogramme sanguine : ISE indirecte
Sodium Potassium Chlore
Bilirubine total, conjuguai Diazo cobas 6000 roche
Enzymologie : IFCC cobas 6000 roche
Transaminase SGOT UI/L
Transaminase SGPT UI/L
Phosphatases alcalines Ul/L
La CRP Immunoturbidimétrie dosage ultra
sensible cobas-roche
L’analyse des protéines électrophorese capillaire automatisée : | Lyon, France
sérique (lg) Capillarys® - Sebia

1.3. Produits et réactifs

e ACR (Sigma Aldrich pureté chimique supérieure 99% pour I'électrophorése) produit
blanc cristallin inodore solide fournis par PROCHIMA-SIGMA Société (Tlemcen,
Algérie).

e Régime alimentaire standard (Office National Alimentation Bétails) Alger

e Eau minerale (Nestlé)

e Eau distillée

e Chloroforme

¢ Hypochlorite de sodium

e Alcool 99%

e Formole 90%
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2. Méthodes ,
Nous avons exposé les rats dans notre étude a des doses d’acrylaimde de 5 et 10 mg / L ont été

ces valeurs correspondent aux niveaux élevés d'ACRenregistrés dans les croustilles (4755 + 468
Mg / kg) et la quantité cumulée dans les groupes d'aliments (9985 ug / kg), respectivement. Les
rats ont recu I’ACR par gavage ou dans de I’eau. Toutefois, nous avons remarqué que la période
expérimentale de I’étude était trop longue pour administrer cette substance par gavage ; en raison
de la dégénérescence de I'cesophage du rat. A cet effet, nous avons administré I’ACR aux rats
via I'eau potable (5 et 10 mg / L) pendant 2 mois et par gavage (DL50) une fois pendant 14 jours.
Notant que la solubilité de I’ACR dans I'eau est élevée (2,16 g/ mL & 30 ° C). Les animaux

avaient un acces ad-libitum a I'eau et a la nourriture tout au long de I'étude.

2.1. Expérimentation animale

Un total de 30 rats femelles Wistar ont été obtenus de I’Institut Pasteur, Alger (IPA) et logé
dans des cages en plastique (06 rats / cage) dans des conditions de laboratoire standard (Figure
15). Apres 2 semaines d'acclimatation, les rats ont été divisés en quatre groupes : 03 groupes
composeés de six rats par cage et 01 groupe composé de 12 rats réparties en deux cages.

La répartition des rats est ré&sumée comme suit :

e Groupe 1 (ttmoin) : durant deux mois, les animaux recoivent un régime alimentaire

standard (Tableau 05) avec de I’eau de boisson minérale (Tableau 06) ;

e Groupe 2 (5mg) : durant deux mois, les animaux recoivent un régime alimentaire
standard avec de I’eau de boisson minérale contenant5 mg/L d’ACR ;

e Groupe 3 (10mg) : durant deux mois, les animaux recoivent un régime alimentaire
standard avec de I’eau de boisson minérale contenant 10 mg/L d’ACR ;

e Groupe 4 (DL50) : durant deux mois, les animaux recoivent un régime alimentaire
standard avec de I’eau de boisson minérale et une seule dose DL50 (150 mg/ kg/poids

corporel) par gavage [99] avant 14 jours de la fin de I’expérimentation.

L alimentation et I’eau sont distribuées et ajustés quotidiennement. La pesée des rats est

effectuée chaque semaine.

La période d’acclimatation recommandée est de 2 semaines. Toutefois, cette période peut étre
prolongée au-dela de cette durée en particulier si les animaux sont inclus dans un protocole

trés invasif [100].
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30 rats femelles Wistar

Institut Pasteur IPA, ALGER

acclimatation

Groupe 1: Régimes Groupe 2 : Régime Groupe 3 : Régime Groupe 4 :Régime
témoins Sans avec 5mg/L avec 10mg/L avec DL50
acrylamide acrylamide acrylamide acrylamide

(6 rats par caae) (6 rats par cage) (6 rats par cade) (12 rats)

60 jours expérimentation
(4éme groupe 14 jour)

l

Sacrifice apres anesthésie

i

Prélevement du sang Prélevement d’organes

Anatomie
pathologique
(Foies et reins)

Analyse
biochimiques

Hématologiques

——

Statistiques

Figure 15 : Protocole expérimentation animale

43



2éme partie : Matériel et méthodes

|1 .Effet de I’ACR sur les rats Wistar

2.2. Composition du régime

a. Régime alimentaire (ONAB) : le régime utilisé est celui préconisé par I’OANB (tableau

04)

Tableau 04 : Composition de régime rationnelle (OANB) [101].

Caractéristiques

Composition

Au minimum

Energie digestible

3000/kg kcal

Protéines brutes 22%

ENA 38%
Matiéres grasse 3%
Calcium 1%
Phosphore 0.6%

Au maximum

Humidité 14%
Cellulose 4%
Matiéres minérale 6%
Vitamines/100kg

Vit A 1230000 Ul
Vit D3 205000 Ul
Vit B; 150 mg

Vit B, 500 mg

Vit B; 1000 mg
Vit Bg 500 mg

Vit By, 02 mg

Vit E 2000 mg
Acide folique 100 mg
Oligo-éléments/100kg

Fer 7600 mg
Cuivre 760 mg
Zinc 4600 mg
Cobalt 90 mg
Sélénium 03 mg

lode 98 mg
Magnésium 2500 mg
Manganése 4600 mg
Soufre 4700 mg
Supplémentations

Antibiotique Flavomycine 2 ppm
Acide aminé DL-Metionine 0.1%
Antioxydant BHT 125 ppm
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b. Eau minérale (Nestlé) : I’eau minérale utilisée est de source Nestlé (tableau 05)

Tableau 05 : Composition de I’eau minérale Nestlé en mg/I.

Calcium 57.9
Magnésium 16.3
Potassium 0.5
Sodium 12
Bicarbonates 210
Sulfates 31
Chlorures 15
Nitrates 8.0
Nitrites 0
Silice 12
Résidus sec a 180°C 300
pH 7.6

2.3. Prélévement du sang

A la fin de I'expérience, les rats ont été anesthésiés par le chloroforme (94%). Les échantillons

du sang (5 ml / rat en moyenne) ont été recueillis a travers I’aorte abdominale pour réaliser des

bilans sanguins [parametres biochimiques (créatinine, l'urée, la glycémie, etc.); hématologie

(leucocytes, Hématies et numération sanguine compléte (CBC)); et les protéines sériques

(gammaglobuline).] et d’évaluer la fonction rénale et hépatique.

Les prélevements du sang sont effectués de la maniere suivante (Figure 16):

e Placer le rat en décubitus dorsal,
o Vérifier la profondeur de I’anesthésie,

e Quvrir la cavité abhdominale en forme de « V »,

e Déplacer les intestins vers I’extérieur a I’aide d’une pince a dissequer sans griffe,

e Localiser et isoler I’aorte abdominale,

e Utiliser une aiguille 23G ou 25G selon la grosseur du rat,

e Insérer I’aiguille BISEAU VERS LE BAS a la base de I’aorte pour éviter de

recevoir du sang au visage di a la pression sanguine élevée,
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e Aussitot I’aiguille insérée, soutirer le maximum de sang,

e Procéder a une deuxieme méthode d’euthanasie et vérifier la mort de I’animal avant

de disposer de la carcasse [102].

Figure 16 : Le prélevement sanguin au niveau d’aorte abdominale.

Le prélevement au niveau de I’aorte abdominale donne de 5 a 15ml [103], [104][105].

Le sang est collecté dans des tubes (Figure 17) :

- EDTA (Ethyléne Diamine Tétra-Acétique) : le tube doit étre agité pour éviter la
formation de micro caillots. Utilisé pour les dosages d’échantillons de sang total en

hématologie, les épreuves d’immunohématologie et la qualification des donneurs de sang.

- Héparinate de Lithium avec gel : prélevement pour la biochimie, proteines specifique et

ionogramme.

- Secs : les échantillons prélevés sont centrifugés a 3000 tours / 15min, le sérum obtenu est
réservé pour le dosage des protéines sériques.
Apres le prélevement sanguin, le foie et les reins sont prélevés soigneusement, pesés et

CONSErves.
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Sang total Sang total

& Sang total Sang total
EDTA/ citrate hépariné / e v Sang total
plasma / plasma presre citraté
hépariné .
EDTA citraté P / plasma fiuoré

Figure 17 : Tubes de prélevement de sang
2.4. Analyses biologiques

Au moins 10 parameétres de la Biochimie sanguine (Exploration d’une anomalie lipidique,
Enzymologie et protéines sériques) et 14 parameétres hématologiques sont exploités par des
automates analyseurs utilisés en biologie médical et clinique.

La gamme d’analyseurs cobas® 6000 (Figure 18) offre des solutions sur mesure aux
laboratoires de taille moyenne grace aux modules combinables de maniére flexible pour la

chimie clinique (module cobas ¢ 501) et pour I'immunologie (module cobas e 601).

Figure 18 : Analyseurs Cobas® 6000

Le XT-4000i (Figure 19) est véritablement un analyseur d’hématologie exceptionnel. Utilisant
la fluoro-cytométrie en flux, l'analyseur détermine non seulement la taille des cellules,
mais aussi leur teneur en ARN/ADN (La pureté d’un échantillon ARN ou ADN est définie par
les valeurs de ratio 260/230 et 260/280) et leur complexité interne en vue de délivrer des
résultats.
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Figure 19 : Analyseurs XT-4000i

L électrophorése capillaire est réalisée sur I’appareil Minicap de SEBIA (figure 20). Le
Capillarys® est un analyseur dont le principe est I’électrophorese capillaire de zone en

veine liquide.

Figure 20 : Minicap de SEBIA.
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Les réactifs utilisés sont :

= Capiclean (PN 2251)

= Tampon CAPILLARYS/MINICAP PROTEIN(E) 6

= Solution de lavage CAPILLARYS

= Sérum de contr6le normal et Sérum de contréle hypergamma

= Eau de javel et Eau distillée.

2.5. Analyse statistique

Aprés prélévement et dosage, Les données ont été traitées par une analyse ANOVA (moyenne,
I'écart-type et la signification statistique P et L'analyse en composantes principales (ACP) en
utilisant le logiciel IBM SPSS

2.6. Etude anatomopathologique des reins et foie des rats

Les coupes histologiques sont réalisées au niveau du laboratoire d’anatomie pathologique
Vetopath. Les tissus sont déshydratés a I’imprégnateur Miles Scientific VIP 200 avec

imprégnation en paraffine (Figure 21).

2.6.1. Découpage

Les prélevements du bloc hépatique et des reins des Rats Wistar femelles, fixés dans le formol,
a 10%, sont recoupés au laboratoire selon une coupe sagittale des deux lobes hépatiques
principaux et d'une coupe sagittale ou transversale du rein passant par le bassinet.

Les sections ainsi obtenues sont mises en cassettes identifiées au N° correspondant au groupe
de | "animal (groupes A (Témoin), B (5mg/L), C (10mg/L), D (DI50) et lames 1 a 6 pour les

foies, 7 & 8 pour les reins).

» groupe A : régime témoin sans ACR (6 Foies et 10 reins) N°l 7/02/0076 - lames A 1 a 8,

» groupe B : régime a 5mg ACR (6 Foies et 12 reins) N°I 7/02/0077 - lames B- 1 a 8,

» groupe C régime a I0mg ACR (6 Foies et 10 reins) N°17/02/0078 - lames C- 1 a 8,

» groupe D administration unique dI50 ACR a 14 jours (6 Foies et 8 reins) N°17/02/0079 -

lames D-1 a 8.

Les tissus sont déshydratés a | 'imprégnateur Miles Scientific VIP 200 avec imprégnation en
paraffine associée a des résines synthétiques aprés passage en Xyléne ; puis les blocs sont
coulés dans la paraffine sur console Myr EC 350-1 et coupés a 4-5 microns sur microtome
Microm HM 315.
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2.6.2. Coloration

Apres étalement au bain-marie, identification sur lame et séchage, les coupes sont colorées a
I'HES par lI'automate Shandon Carrousel Varistain 24-4 ; puis nous proceédons a un montage
des lames manuel en milieu de montage Eukitt pour la lecture apres séchage sur microscope
Olympus BH T.

Les observations histologiques sont faites en aveugle avant connaissance des traitements
attribués aux groupes d'étude. Elles sont rapportées individuellement sur une fiche de compte-
rendu histologique informatisée par groupe {A - 17 /02/0076, B - 17 /02/0077, C -17 /02/0078
et D - 17 /02/0079).

Console Myr EC 350-1

foliizite b)Y

B\

Figure 21: Appareils pour I’étude d’anatomie pathologique
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3éme partie : Résultats et discussion I .Dosage de I’ACR et évaluation de I’exposition

1. Structure de la dépense de consommation alimentaire

Les résultats de I’enquéte alimentaire, via le site Monenquete, sur les aliments les plus

consommeés en Algérie sont mentionnés dans le tableau 06.

Tableau 06 : Répartition des Aliments les plus consommés en Algérie

Aliments N /80 %

Pomme de terre 61 76.25
pain 57 71.25
couscous 56 70.00
Repas préparés a la maison 49 61.25
laits 45 56.25
ceufs 42 52.50
Boissons gazeuses 37 46.25
lentille 37 46.25
Haricot 32 40.00
Fruits 30 37.50
Riz 30 37.50
Légumes 28 35.00
Salade 26 32.50
Poissons 25 31.25
Eau 24 30.00
Pois chiche 24 30.00
Viandes 21 26.25
Fabacées 21 26.25
Biscuits 17 21.25
Makroud 15 18.75
Merguez - saucisse 13 16.25
Chawarma 12 15.00
Divers 11 13.75
Cacher & Paté 10 12.50
Boissons 9 11.25
Aliments cuits 9 11.25
Chips 7 8.75

Aliments stérilisés 7 8.75

D’aprés les résultats de I’enquéte, la consommation des aliments est répartit et classée dans
I’ordre suivant : les légumes avec 41,6% (plus de 70% pomme de terre), les céréales avec

34,5% (plus de 70% pain), les viandes avec 20,3% .
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D’apres I’enquéte de I’ONS (2011) sur les dépenses de la consommation alimentaire, avec un
¢chantillon représentatif de 12150 ménages algériens, les produits céréaliers occupent la
premicre place avec 17,5% de la dépense alimentaire totale, la semoule et le pain constituent a
eux deux plus de 50% de la dépense de ce sous-groupe. La farine, les gateaux et viennoiseries
affichent une dépense mensuelle par ménage de prés de 25% de la dépense en produits

céréaliers [106].

La consommation de pain a nettement augmentée en Algérie, précisant que, d’apres les
statistiques du FAO, I’Organisation des nations unies pour 1’alimentation et I’agriculture, en
collaboration avec la Fédération mondiale des boulangers, les algériens consomment 48 600
000 de pains chaque jour, occupant de ce fait, le premier rang des consommateurs de pain dans

le monde [107] [106].

Les légumes frais représentent 13,4% et la viande rouge 13,3% des dépenses. D’apres les
données de I’ONS, prés de 25% des légumes et fruits frais est destinée a I’achat de pommes de

terre et 11,2 % a la tomates [106].

Une enquéte menée sur les ménages algériens fait ressortir que la catégorie de produits « lait et
produits laitiers » occupe la 4éme position avec 7,5% du total des dépenses de ces ménages,
aprés les céréales (24,6%), viande rouge (18,4%) et légumes et fruits frais (13,7%)
[108][109][110].

Les produits laitiers et la viande blanche viennent en 3éme position avec 8,4% et 8,3%,
respectivement. La viande de mouton constitue pres de 45% de cette dépense, au niveau
national, suivi de la viande blanche avec 36,1%. La viande de bceuf ne représente que 12% du

budget alloué¢ aux différents types de viandes [106][111].

En effet, I’Algérie est considérée comme un pays grand consommateur de lait et dérivés, et
cela est did aux traditions alimentaires, a la valeur nutritive du lait, a sa substitution aux viandes
relativement chéres et le soutien de 1'état, qui sont autant de parameétres qui ont dopé la

demande [108][112].
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2. Dosage de I’ACR dans les aliments

Le plan d’échantillonnage des produits alimentaires analysés est mentionné dans le tableau 07.

Tableau 7 : Caractéristiques des échantillons et plan d’échantillonnage

Nature d’échantillons Ingrédient Origine Remarque
Chips Semoule de mafs; huile Produit en Algérie SARL P 16/08/15
Echl végétale ; arome naturel gout CHIPALGTI Groupe 135 E 16/02/16
LYNX cacahuete ; sel classe 02 Bouaguab LOTAO051
Boufarik W Blida Algérie Barre code
6130868000097
Ech2 Pomme de Terre naturelle ; Produit en Algérie par SPA | E 05/03/16
MAHBOUL | huile végétale ; arome paprika ; | SNAX ; Zone industrielle LOT248W1
sel. baba Ali W Alger Algérie Barre code
6130336001984
Croute de Ech3 Farine; sel, eau; levure de biére
pain traditionnel
Ech4 Farine ; sel, eau ; levure de Boulangerie de W CHLEF
industriel bicre ;additifs Algérie
Farine ; sel ; chocolat ; beurre ; | Produit en Algérie E 09/10/15
Ech5 additif Boulangerie W Mostaganem | F 11/10/15
pain chocolat Algérie LOTS5
Barre code
6130252000001
Café en Ech6 Café 100% ARABICA Produit en Algérie F 02/05/15
poudre NIZIERE SARL NIZIERE ;reghaia W | E 01/05/17
Alger Algérie LOT 0002
Barre code
6130443000184
Ech7 Café 100% ROBUSTA Produit en Algérie F 12/09/15
TOREFACT SARL Dahra Industrie ; E 12/09/16
(0] Yellel W Relizane Algérie LOT E-0060
Barre code
6130368000160
Ech8 50% ARABICA Produit en Algérie F 28/07/15
MANY 50% ROBUSTA EURL CAFTEG ; zone E 28/07/17
activité Hassi ben Okba 26 LOTO003
W Oran Alggérie Barre code
6133566000017
Semoule de blé dur de qualité Produit en Algérie La F 21/09/15
couscous Ech9 supérieure société moulins Amor Ben EX 21/09/17
AMOR- Amor ; El fedjouj W LOT L5.1.264
BENAMOR Guelma Algérie Barre code
6130837000233
Pate Ech10 Semoule de blé dur de qualité Produit en Algérie F 26/03/15
alimentaire PATES Extra SARL GIPATES ;zone E 25/03/17
BENHAMA industrielle W B.B LOT 152603
DI EXTRA ARRERIDIJ Algérie Barre code
6132500630204
Frite de Echl1 Pomme de terre désirée Region W CHLEF Algérie
pomme de Frite varl
terre Echl2 Pomme de terre Spunta Region W CHLEF Alggérie
Frite var2
L’ceuf cuit Echl13 Eufs frais ; huile végétale Produit en Algérie F 28/09/15
VIAVI Corso W Boumerdes Algérie | E 28/10/15
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Barre code
6133053000032
croute de Echl4 Partie grée d’une poulie roti Restaurations W CHLEF
poulet Algérie
Echl15 Tomate ; sel (Residues sec Produit en Algérie F 09/03/15
conserve ZAHRA 28%) conserverie Amor Ben E09/03/17
tomate TOMATO amor ; Bouati Mahmoud W | LOT LR2C3/44218
PASTE Guelma Algérie Barre code
6130384000359
Lait stérilis€ | Echl6 Eau; poudre de lait écrémé; Produit en Algérie E 04/12/15
CANDIA matiére graisse laitiére TCHIN LAIT sous License | H 17136
Candia ; 12 Bir Slam-W 373872
Bejaia Algérie Barre code
6130433000026
Ech17 Eau ; poudre de lait entier & Produit en Algérie F 07/10/15
SOUMMAM | écrémé. Laiterie SOUMMAM E 05/01/16
Z-A-C.TAHARACHT- LOT S280
AKBOU W Bejaia Algérie | Barre code
6130760003936
biscuit Echl18 Farine de blé; sucre; graisses Produit en Algérie LU F 23/06/15
MAJOR végétales (palme -oprah); cacao | ALGERIE SPA. Zone E 21/06/16
en poudre; sirop de sucre; sirop | industrielle Rouiba-reghaia ORG0452632
de glucose; agents de levée RNS5 W Alger Algérie Barre code
(bicarbonate d’ammonium et 6132011100494
de sodium-pyrophosphate acide
de sodium); lactosérum; lait en
poudre; extrait de malt; sel;
émulsifiant (lécithine de soja
E322); aromes identiques
nature (vanille-chocolat)
Ech19 Farine; sucre; maticre graisses | Produit en Algérie F 31/05/15
BIMO végétales; poudre de lait; Biscuiterie BIMO ; route E 30/05/16
poudre de lactosérum; briqueterie 06A BABA Ali LOT22
dextrose; extrait de malt; Bertoua W Alger Algérie Barre code
poudre a lever (SIN503- 6130015060035
SIN500); sel; SIN405; SIN322;
armes N
Ech20 Farine de blé; ceufs frais; sucre; | Produit en Algérie F 28/09/15
TOUMI huile végétale; levure Biscuiterie & produits de E 27/12/20
MADELEINE | chimique; SIN202; arome. régime junior toumi ; EL Barre code
harria 02 part 161, Alger 6133655000010
Algérie
Boissons Ech21 Eau; sucre; concentré et pulpe | Produit en Algérie F 20/09/15
OoJu de jus d’orange; ardme; cellule | SPA hamoud boualem E 20/03/16
d’orange; additif alimentaire; SARL SUN LOT 331 N°24 | LOT 02
citrate; ascorbate; antioxydant Sétif, Algérie Barre code
6130695112222
thon Thon entier; huile végétale; sel. | Produit en Algérie F 01/10/15
Ech22 SARL HAAL E 01/10/20
MARATUN Hispano Algérienne de LOT 3-LTH1274
I’alimentation ; Z.I Hassi Barre code
Ameur W Oran Algérie 6130504000894
SARDINE Ech23 Sardine; huile végétale; sel Produit en Algérie F 04/03/15
ALBA SARL HAAL E 04/03/20
Hispano Algérienne de -3-LSHO63
I’alimentation ; Z.1 Hassi Barre code
Ameur W Oran Algérie 6130504000443
viande Ech24 Viande de beeuf congelée Produit en Algérie F 27/05/15
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hachée BELLAT hachée; 0.6% de nitrite de SARL conserverie de viande | E 26/05/17
CORNED sodium; carraghénane-BP ; d’Algérie ; RN 08 LOT PO1
BEFF 2g/kg Di-Tri et poly phosphate | Eucalyptus W Alger Algérie | Barre code
de sodium. 6130586001888
purée de Ech25 99% pomme de terre; mono Produit en Algérie F 01/03/15
pomme de VARIO stéarate de glycérol; anti EURL VARIO ; cité Casnaf | E01/0317
terre oxygene; ascorbate; désulfite N514 Gué de Constantine, LOT8&209
de sodium; di phosphate de Alger Algérie Barre code
sodium; aréme; épice. 6133766000015
Nature d’échantillons Ingrédient Origine Remarque
chips Ech26 Pomme de Terre naturelle Produit en Algérie par EURL | F 09/01/16 LOT
MASTER déshydratée; huile MABA SNACK ; Barre code
végétale; arome fruit de RN 63 Elrahmania W 6133079000238
mer Alger Algérie
Croute de Ech27 Farine ; sel, eau ; levure de Boulangerie de W Chlef JAN2016
pain industriel biére ; additifs Algérie
amélioré
theé Ech28 Thé déshydraté Produit en Algérie F 09/2014
KHAIMA SARL KOFT N 23 E 09/2019
mouradia W Alger LOT TL1314
Algérie Barre code
6131058000026
Pomme de Ech 19 Pomme de terre de Region W Chlef Algérie JANV2016
terre frite Frite restauration Rapide
poly Ech30 poly électrolyte Traitement des eaux en
électrolyte Algérie
Tabac Ech31 Tabac ,eau ,fleur de ETS B.K zone F03/12/15
ASSILA chaus ,kieselguhr industrielle N2 senia E03/06/16
N45601 W Oran Algérie LOT003
Barre code
61306011
Gaufrette Ech32 sucre; graisse végétale; Produit en Algérie F 27/09/15
BIMO farine, cacao ; amidon ; Biscuiterie BIMO ; route E 26/09/16
poudre de lait;dextrose ; briqueterie 06A BABA LOT270
SIN322 ; aromes NI Ali Bertoua W Alger Barre code
Algérie 6130014300224
Boissons Ech33 Eau ; sucre ; concentré Produit en Algérie F 17/03/15
RAMY et pulpe de jus orange ; TAIBA FOOD E 17/03/16
arome ; cellule orange ; COMPANY zone LOT 602
additif alimentaire ; industrielle rouiba w Barre code
Vitamine Alger Algérie 6134091000015
Biscuit au Ech34 Farine de blé ; sucre ; Produit en Algérie F 13/12/15
chocolat BRINO graisse végétale ; sel, SOALTUBI zone E 13/03/16
ardme, additifs industrielle didouche LOT 39
morad W Constantine Barre code
Algérie 6132501540403
Chocolat Ech35 Sucre, masse de cacao ; Produit en Algérie F 26/12/15
ambassador beurre de cacao ; Biscuiterie BIMO ; route LOT 52C
additif ; arome briqueterie 06A BABA Barre code
Ali Bertoua, Alger, Algérie 6130014080119
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L'analyse de l'acrylamide dans les produits de la pomme de terre a révélé une concentration trés
¢levée en copeaux de 4755 + 468 ng / kg et de 636 + 70,4 pg / kg dans les pommes de terre
frites (Tableau 08). Les valeurs de l'acrylamide dans les produits céréaliers ont été détectées
dans la plupart des échantillons a l'exception des pates ayant une valeur de 666 + 9,6 pug / kg
dans les biscuits.

Le pain (ou gateau) est la céréale consommeée régulierement contient une dose d'acrylamide
inférieure a celle des biscuits, elle est de 93 + 2,0 pug / kg. Nous avons, également, détecté de

I'acrylamide dans les échantillons de café et de chocolats.

Selon la FAO / OMS, les pommes de terre frites font partie des aliments ayant la plus forte
concentration d'acrylamide (Joint et al., 2006) ; mais avec des concentrations moyennes moins
¢levées que celles des chips de pomme de terre. Les chips de pomme de terre apparaissent
comme la catégorie d’aliments contenant le plus d’ACR avec une valeur moyenne de 2656,5
nug/kg. Cependant le pain traditionnel montre une teneur en ACR la plus faible, soit une

valeur moyenne de 18 pg/kg [8].

Les concentrations moyennes en ACR des biscuits, gaufrettes, chocolat sont remarquables avec
des moyennes de 297,75 pg/kg, 259 ng/kg et de 220 ng/kg, respectivement. Le café et le
pain industriel montrent des teneurs faibles de 167,33 ug/kg et de 59,77 pg/kg,
respectivement. Pour toutes les catégories d’aliments, les niveaux d’ACR varient
considérablement a D’intérieur d’une méme catégorie et a l'intérieur du lot d’'un méme

produit.

Ces valeurs sont en parfaite concordance avec celles trouvées dans I’étude réalisées par les
chercheurs de Santé Canada sur I’ACR [68], [113] et celle réalisée en 2003 par Becalski et al.
Ces derniers ont mis au point une méthode analytique pour étudier le processus de formation
de ’ACR. IIs ont également vérifié les concentrations de ce composé dans des aliments (pains,
céréales, pommes de terre frites et croustilles de pommes de terre) achetés a Ottawa [114]. Pour
les différentes classes d’aliments les concentrations variaient : pommes de terre frites : 200 a 1
900 pg/g, céréales : 100 a 170 pg/g , pains : 14 a 290 png/g et autres (café, amandes, graines) :
252260 pg/g.
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Tableau 08 : Concentrations d'ACR (ug d'ACR/Kg d'aliment) mesurées par CL-ESI-SM/SM

Groupe aliments Moyenne ug/Kg | Ecart type
Pomme de terre et dérivée (n=6) 1385,60 1753,93
Chips de pomme de terre 4755,00 468,00
Frite Pomme de terre désirée 636,00 70,00
Frite de Pomme de terre 491,00 7,00
Chips de pomme de terre 558,00 2,00
Purée de pomme de terre

Céréales et produits céréaliers (n=12) 168,13 187,65
Chips de mais 106,00 4,00
Pain traditionnel 18,00 0,00
Pain industriel 93,00 2,00
Pain chocolat 16,33 1,53
Biscuit cacao en poudre 172,00 5,00
Biscuit poudre de lait 235,00 3,00
Pate alimentaire <LOQ
Couscous

Biscuit aux ceufs 46,00 3,00
Pain industriel amélioré 70,00 2,00
Biscuit au chocolat d’enfant 666,00 10,00
Gaufrette 259,00 6,00
Poisson, viande, poulet et ceufs (n=5)

Thon et Sardine <LOQ

Viande haché corned beff, Poulet roti <LOQ

(Eufs cuit <LOQ

lait et Boissons (n=4) <LOQ

Lait entier UHT <LOQ

Jus pasteurisé aux fruits <LOQ

Lait écrémé UHT <LOQ
Stimulants et analogues (n=6) 182,75 41,14
Café Arabica 172,00 3,00
Caf¢ Robusta 125,00 7,00
Café Arabica & Robusta 205,00 11,00
Tabac <LOQ 0,00
Thé <LOQ 0,00
Chocolat 229,00 2,00
Divers <LOQ 0.00
Purée de tomate <LOQ 0,00
TOTAL (moyenne) 9985 526

LOQ : The limit of quantitation :15ug/kg
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2.1. Pomme de terre et dérivés

L’analyse de ’ACR dans les produits a base de pomme de terre (FAO/OMS, 2005) a révélé
des valeurs tres élevées dans les chips avec 4755 + 468 ug/kg et les frites de pomme de terre
avec 636 = 70.4 ng/kg. Les pommes de terres frites et en croustilles sont parmi les aliments

ayant les plus grandes concentrations d'ACR [115][116] [55].

Le contenu en sucres (glucose et fructose) des pommes de terre crues est corrélé avec la
quantit¢ d'ACR formé durant la cuisson des aliments [117][118]. Tandis que la purée de
pomme de terre ne contient pas d’ACR. Les facteurs liés a la formation d’ACR ont surtout
¢té identifiés dans les aliments a base de pommes de terre et de céréales. Dans les aliments a
base de pommes de terre, la teneur en sucres réducteurs est un facteur important de la

formation d’ACR, le taux d’asparagine ayant moins d’importance.

Un certain nombre de facteurs affectent la teneur en sucres dans la pomme de terre,
comme la variété, la température du milieu de culture, la teneur en humidité des sols et les
conditions d’entreposage [118]. Dans les aliments a base de céréales, le taux inhérent des

sucres réducteurs est plus bas et varie moins que dans la pomme de terre [119].

2.2. Céréales, et produits céréaliers

Des valeurs I’ACR dans les produits céréaliers sont détectées dans la plupart des échantillons
sauf pour les pattes. Les biscuits riches avec 666 + 9.6 pg/kg ; alors que le pain (ou galette),

céréale faisant partie de la consommation habituelle, n’en contient que 93 + 2.0 pg/kg.

Les études de Santé Canada sur les aliments susceptibles de contenir de 'ACR révélent que la
teneur varie considérablement d'un produit a un autre, qu'il s'agisse de croustilles de pommes
de terre, de frites, de biscuits, de céréales, du pain ou de tout autre aliment soumis a une
température ¢élevée comme le café, les amandes grillées et les succédanés de café a base de
céréales. Parmi les aliments analysés par Santé Canada, ce sont les croustilles de pommes de
terre et les pommes de terre frites qui contiennent le plus d'ACR, tandis que le pain et les
céréales en contiennent moins. Puisque la température atteinte pendant 1'ébullition n'est pas
suffisamment ¢€levée pour provoquer la formation d'ACR, ce dernier n'a pas ét¢ détecté¢ dans

les pommes de terre bouillies [79][120][121].

60



3éme partie : Résultats et discussion I .Dosage de I’ACR et évaluation de I’exposition

2.3. Viandes, poissons, ceufs et charcuteries

Aucune valeur d’ACR n’a été enregistrée dans la catégorie des viandes et charcuterie. ' ACR
serait surtout détecté dans les aliments riches en amidon (I'amidon ne réagit pas facilement
avec d'autres substances et ne contribuerait donc pas non plus a la dégradation de I'ACR) et
dans une bien moindre mesure dans les produits de viande[80] [122]. D'autres aliments qui
subissent le traitement semblable peuvent également contenir I'ACR. Cependant, aucune

donnée n'était disponible pour beaucoup de denrées, telles que la viande[123] [53].

L'ACR n'est retrouvé qu'en faible quantité dans les fruits ou les 1égumes bouillis ou crus avec
des concentrations inférieures a 30 pg/kg. Parmi les aliments ne contenant pas d'ACR ou ayant
un taux d'ACR inférieur a la limite de quantification (LOQ), figurent les aliments pour enfants
aux fruits ou aux céréales, le caramel, le poulet cru ou cuit, le poisson cru ou cuit, les
pommes de terres crues, les légumes surgelés, la sauce au soja, le jus de viande ou la

gélatine[124][56] [21].

2.4. Lait et boissons

L’analyse de lait (UHT) et boissons pasteurisé ne révele aucune présence d’ACR ce qui exclut
en plus la notion de contamination non alimentaire (voir section).

En ce qui a trait a I’alimentation humaine, I’OMS a publié une valeur guide dans I’eau potable
de 0,5 pg/L. Comme les concentrations d’ACR retrouvées en Suede et dans d’autres pays se
situent a des taux moyens autour de 300 pg/kg pour les frites et de 1 300 pg/kg pour les chips,
il est évident que ’apport par ingestion de ces aliments représente plusieurs dizaines, voire des
centaines de fois la quantité journaliére maximale qui pourrait étre apportée par une eau de

boisson respectant cette limite de ’OMS [125].

2.5. Stimulants et analogues

Des valeurs d’ACR sont détectées dans un échantillon de café et de chocolat avec 205 = 11.0
et 229 + 2.4 ng/ g respectivement. Le thé noir et le thé pure ne contiennent pas des quantité
détectable d’ACR (< 9 pg/g) [126]. Andrzejewski et al. (2004) ont rapporté des niveaux
moyens d'ACR allant de 45 pg/g a 374 pg/g dans 31 échantillons de café [127].
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3. Evaluation de I’exposition en fonction de la fréquence de consommation

Parmi les 788 personnes qui ont fait I'objet de cette étude figurent 371 femmes (soit 47,08 %)
et 417 hommes (soit 52,92%).
L’age moyen était de 22,2 £ 9,68 ans, avec 21,3 + 8,22 ans pour les femmes et 23,0 + 10,76

ans pour les hommes. Le poids moyen était de 58,5 + 15,54 kg, avec 61,7 + 16,71 kg pour les

femmes et 55,0 = 13,29 kg pour les hommes.

La fréquence de consommation et I’exposition a I’acrylamide dans quelques aliments en

Algérie sont reportées dans le Tableau 9.

Tableau 09 : Exposition et fréquence de consommation alimentaires par groupes d’aliments

Groupes Aliments Fois /jour Expo (pg/jour/poids)
Chips (pomme de terre) 0,24+0,57 | 0,03+0,11
Pomme de terre et [ Pommes de terre frites 0,45+039 | 065+1,90
dérivée pommes de terre bouillies 0,31 +£0,43 0
purée de pomme de terre 0,08+0,15| O
Chips de mais 0,15+0,44 | 0,00+0,01
Céréales et produits Biscuits 0,70 2,11 0,23 +0,52
céréaliers Pain traditionnel 091+0,82 | 0,07+0,09
Pain industriel 099+1,72 0,12+0,18
Pates alimentaires 0,27+0,36 | O
Couscous 0,18+0,15 0
Gaufrette 0,28+0,42 | 0,06+0,19
Café 1,02+ 1,15 | 0,15+0,27
Stimulants et Chocolat 0,37+0,60 | 0,10+£0,70
analosties Thé 0,38+2,11 | 0
Boissons gazeuse 0,74+1,66 | 0O
Lait et boissons Jus de boissons 0,62+122 | 0
Lait UHT 0.63+2,14 | 0
Fruit et 1égumes Fruit 0,160,224 | O
Légumes (y frits) 0,63 +2,11 0
Tomate en conserve 0,81 +2,12 0
Thon 0,19 +1,02 0
Poisson, Viande, Sardine 0,10£0,20 | 0
poulet et ceufs Viande hachée 0,17+0,45 0
croute de poulet 031+036 | O
Euf cuit 0,60+1,18 | 0
Total /jour 11,3 1,32
Moyenne /jour 0,43+0,29 | 0,19+0,21
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La fréquence habituelle de consommation d'aliments et l'exposition a l'acrylamide ont été
estimées en nombre de fois par jour (fois/ jour) et en pg d'acrylamide par jour par poids
corporel (ug / kg pc / jour) pendant lesquels les aliments en question ont été consommé.
L’ingestion est calculée suite aprés évaluation quantitative en fonction de la fréquence de
consommation (Tableau 10)

Tableau 10 : La quantité consommée par jour par groupes d’aliments

Groupe aliment Fréquence de consommation | Quantité (g)
Pomme de terre et dérivée 32
céréales céréaliers 50,40
Stimulants et analogues Une fois par jour 26,77
Lait et boissons 79,14
Fruit et Iégume 32,29
Poisson, viande, poulet et ceuf 23,85

Les pommes de terre et leurs dérivés sont les plus exposés a l'acrylamide (0,34 pg / kg pc /
jour) avec une faible fréquence de consommation (0,27 fois / jour). Dans le méme groupe, nous
avons constaté que les frites de pommes de terre présentaient I'exposition la plus élevée (0,65-
2,55 pg / kg pc / jour) avec une fréquence de consommation moyenne de 0,45 et un maximum

de 0,84 fois / jour.(Figure 22)

La teneur en sucre (glucose et fructose) des pommes de terre crues est corrélée avec la quantité
d'acrylamide formée pendant la cuisson. La teneur en sucres réducteurs est un facteur
important dans la formation de l'acrylamide, tandis que la teneur en asparagine est moins

importante [120].

Les stimulants et analogues ont une fréquence de consommation de 0,59 fois / jour avec une
exposition qui peut atteindre 0,13 pg / kg pc / jour apres les pommes de terre et leurs dérivés.
L’aliment le plus exposant a I'acrylamide dans ce groupe été le café (0,15-0,42 pg / kg pc /
jour) avec une fréquence de consommation de 1,02 a 2,17 fois par jour.

Cette teneur peut étre expliquée par les recherches indiquant que 1'asparagine est probablement
le principal déterminant de la présence d'acrylamide dans le café¢ et les

chocolats[77][128][127].
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Les céréales et les produits céréaliers sont consommés régulierement par tous les sujets
interrogés avec une moyenne de 0,50 fois par jour et une exposition de 0,12 pg / kg pc / jour.
Ainsi, dans cette catégorie, les biscuits et le pain industriel ont été les plus consommés (0,70 +
2,11 et 0,99 £+ 1,72 fois par jour) avec une exposition de 0,23 + 0,52 et 0,12 £ 0,18 ug / kg pc /

jour respectivement.

Le lait et les boissons ne représentent pas une source d'exposition a l'acrylamide compte tenu

de leur QLT. Leur fréquence de consommation ¢était de 0,66 et 0,53 fois par jour.

Le poisson, la viande, le poulet et les ceufs ont une fréquence de consommation presque
équivalente a celle des pommes de terre (0,28 fois par jour). Les valeurs de 'acrylamide étaient
inférieures a la limite de quantification (LOQ: 15 pg / kg) dans la viande, le poisson, les ceufs

et les saucisses.

Fréquence Fois/jour ®
. fréquence et exposition d'acrylamide
Exposition pg (ACR)/J/pcm
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2 -
0,1 -
0 - ; ; ; ; groupe d'aliment
Pomme de Céréaleset Poisson Lait et stimulants  Fruits et
terre et produits Viande ; boissons et Légumes
dérivée céréaliers poulet & analogues
ceufs

Figure 22 : la fréquence de consommation et 1’exposition a I’ACR dans les aliments

L'acrylamide est principalement détecté dans les aliments riches en amidon et, dans une
moindre mesure, dans les produits carnés[129]. Les aliments qui ne contenaient pas
d'acrylamide ou avaient une teneur en acrylamide inférieure a la limite de quantification (LOQ:
10 ppm) comprenaient du poulet cru ou cuit, du poisson cru ou cuit, des pommes de terre

crues, des lIégumes surgelés, de la sauce soja, du jus de viande ou de la gélatine.
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Le dosage de l'acrylamide est effectué¢ sur des échantillons d'eau traitée (collectés soit a la
sortie d'une station d'épuration, au niveau des structures et des installations d'alimentation, de
stockage et de distribution, soit sur des échantillons d'eau prélevés au point d'utilisation eaux
traitées destinées a la fabrication de boissons gazeuses et de glace ou a la préparation au
conditionnement et a la conservation des aliments) et différenciés selon les types d'eau potable
et / ou de contrdle de qualité prévus par le décret exécutif n © 09-414 (déterminant la nature, la

périodicité et les méthodes d'analyse de I'eau destinée a la consommation humaine).

La valeur limite pour I'acrylamide dans I'eau destinée a la consommation humaine est de 0,5
ug/L en vertu du décret exécutif n © 14-96 modifiant et complétant le décret exécutifn © 11-125

relatif a la qualité de I'eau potable pour 'homme.

L'analyse des boissons pasteurisées et du lait stérilisé (contenant 90% d'eau potable) a révélé la
présence d'acrylamide a des seuils inférieurs a la limite de quantification (LOQ: 15 pg / kg), ce

qui est conforme a la réglementation.

Des résidus de monomeéres (acrylamide) sont présents dans les coagulants utilisés pour le
traitement de I'eau potable. La dose maximale admissible est habituellement de 1 mg / L. Si ce
produit (coagulants) contient 0,05% de monomeére, nous trouverons une concentration

maximale théorique de 0,5 g/ L d'acrylamide dans I'eau potable [130].

Il est important de noter que seule I'exposition moyenne a l'acrylamide a été calculée. Une
valeur moyenne fournit de l'information sur les personnes dont le poids corporel et les
habitudes alimentaires sont moyens, mais ne fournit pas une perspective globale des niveaux
d'exposition observables dans une population diversifié¢e. En fonction des habitudes
alimentaires, le taux d'exposition de certaines personnes sera supérieur ou inférieur a

l'exposition moyenne a l'acrylamide[97].

En outre, le JECFA (2005) précise que, pour la majorité des pays, les frites représentent la
catégorie d'aliments qui contribue le plus a l'apport alimentaire (16 - 30%), suivies des
croustilles (6 - 46%), du café (13 - 39%), des biscuits sucrés et des patisseries (10 - 20%) et des
toasts (10 -30%) [9].

Dybing et al. (2005) ont comparé la contribution de l'acrylamide de différentes catégories
d'aliments mesurées dans différents pays pour différents groupes d'age. Chez les adolescents
belges, I'apport alimentaire de frites a contribué¢ a environ 50% de l'exposition [78], ce qui est

comparable a la présente étude.
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Selon une étude sur la fréquence de consommation en Algérie, les céréales constituent la base
de I'alimentation des ménages (pain / gateau: 2,6 fois par jour, pates: une fois par semaine). Le
lait compléte ce régime de base avec une consommation moyenne deux fois par jour. Une
faible consommation est observée pour les fruits et Iégumes (moins d'une fois par jour), les
viandes rouges (2,2 fois par semaine), les volailles (4,3 fois par semaine) et les poissons (moins
d'une fois par semaine). Dans le cas des sodas et des produits sucrés, la consommation était une

fois par jour [131].

La FDA a constaté que huit groupes alimentaires (frites, frites cuites au four, céréales de petit
déjeuner, pain grillé, biscuits, pain blanc, café) étaient la cause de plus de 80% de la portion
moyenne d'acrylamide absorbée par la population [10]. la nourriture seule était entiérement
responsable de la quantit¢é moyenne d'acrylamide ingérée. Les estimations des expositions
alimentaires calculées au Royaume-Uni ont également montré que les produits céréaliers et les
pommes de terre sont les principales sources d'acrylamide dans les aliments du Royaume-Uni.
Les principales catégories d'aliments responsables de 1'exposition a l'acrylamide semblent étre
les mémes en Amérique du Nord et en Europe (FAO / OMS, 2006). Cependant, les valeurs
d'exposition rapportées dans cette étude sont inférieures a celles rapportées par le JECFCA et

Santé Canada en 2012[10][59][97].

Compte tenu de la consommation moyenne générale de tous les aliments, I'exposition moyenne
par habitant algérien est de 0,2 a 0,4 ug d'acrylamide par jour en poids corporel (ug / kg pc /
jour). L'exposition alimentaire a l'acrylamide chez l'adulte se situe entre 0,3 et 0,4 pg par
kilogramme de poids corporel et par jour (ug / kg pc / jour). Les valeurs moyennes de
concentration d'acrylamide pour chaque produit et les données de consommation alimentaire
moyenne ont ¢té utilisées pour calculer une seule valeur d'exposition pour I'ensemble de la
population plutdt qu'une plage de valeurs et, par conséquent, 'évaluation déterministe de
'évaluation préliminaire. Les résultats de 1'évaluation déterministe préliminaire de 1'exposition
a Santé Canada sont semblables a d'autres évaluations de l'exposition alimentaire a l'acrylamide
dans d'autres pays comme la Suéde et les Etats-Unis [97]. Les mémes résultats sont confirmés

par cette étude.
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3.1. Estimation de I’exposition selon le sexe

Les résultats de la fréquence de consommation habituelles et 1’exposition en ACR chez les

femmes et les hommes sont mentionnées dans figure 23.
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pomme de  produits a poisson; lait et stimulants  fruits et
terre et base de viande; boissons légumes
dérivée céréales poulet et
ceufs

Figure 23 : Exposition a I’ACR selon le sexe

D’apres les résultats, nous déduirons que, quel que soit le sexe, la pomme de terre et dérivées
est le groupe d’aliment le plus exposant a I’ACR malgré la faible fréquence de consommation.
Les stimulants, les céréales et produits céréales représentent la deuxiéme catégorie d’aliments
les plus exposant a I’ ACR respectivement avec des fréquences de consommation tres éleve.

Le groupe lait et boissons malgré leur consommation modérée ne constitue pas une source

d’exposition importante a I’ACR.

Le groupe poissons, viandes, poulet et ceufs présentent une faible fréquence de consommation
et source d’exposition par rapport aux autres aliments.
Les résultats de fréquence de consommation obtenus pour chaque sexe (féminin,

masculin) sont donnés dans I’annexe 4.

Les résultats trouvés montrent qu’il n’y a pas de différences significatives entre les hommes et
les femmes a I’exposition a ’ACR, pour le groupe de pomme de terre et dérivés. Alors que
pour le groupe de stimulants et les produits céréales les hommes sont moins exposés (0,07

ug/J/pe, 0,11 pg/l/pe) que les femmes (0,14 pg/J/pc 0,13 pg/J/pe).
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3.2. Estimation de I’exposition selon I’age

L’age semble comme étant un caractére pouvant influencer les fréquences de consommation et

d’exposition a I’ACR. A cet effet, nous avons présenté les résultats enregistrés comme suit :

v' Enfants de 6 a13 ans: Parmi les 788 sujets questionnés figurent 104 enfants. Les

résultats enregistrés sont illustrés dans la figure 24.

07 1
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o groupe d'aliment

Pomme de produitsd  Poisson lzit & Stimulants  fruits et
terre et hase de Viande ; Boissons légumes
dérivée céréales  poulet &

ceufs

Figure 24 : Fréquence de consommation et d’exposition a I’ACR d’enfants de 6-13 ans.

Les résultats de la figure 24 montrent que le groupe de pomme de terre et dérivées présentent
toujours la forte exposition a I’ACR malgré la faible fréquence de consommation, suivi par les
produits a base de céréales et stimulants avec une exposition a fréquences de consommation

moyennes

Le groupe fruits et légumes et le groupe poissons, viandes, poulet et ceufs représentent une
fréquence moyenne de consommation, respectivement : 0,26 + 0,24 F/J, 0,24 + 0,20 F/J sans
étre définie parmi les aliments exposant a d’ACR .

Malgré que le lait et boisson constituent la base de 1’alimentation des enfants (0,68 =+ 0,23 F/J)

mais ne présente pas un risque d’exposition ACR.
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v' Adolescents de 14 a 19 ans : Pour cette tranche nous avons interrogé 262 individus et

les résultats enregistrés sont illustrés dans la figure 25.
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Figure 25 : Fréquence de consommation et d’exposition a I’ACR d’adolescents de 14 a 19 ans

Les résultats montrent que le groupe de pomme de terre présente toujours une forte exposition
a I’ACR malgré la faible fréquence de consommation. Alors que les autres groupes : fruits -
légumes, lait - boissons, poissons - viandes - poulet - ceufs ne présentent toujours une source

d’exposition a I’ACR, malgré les fortes fréquences de consommation.
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v Jeunes adultes de 20 a 27 ans : Pour cette tranche nous avons interrogé 273 individus et les

résultats enregistrés sont illustrés dans la figure 26.
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Figure 26 : Fréquence de consommation et d’exposition a I’ACR de jeunes adultes de 20 a 27 ans.

Les résultats trouvés sont similaires a ceux trouvés pour les autres tranches d’ages et montrent

que le groupe de pomme de terre présente toujours une forte exposition

faible fréquence de consommation.

a PACR malgré la

v"Adulte de plus de 27 ans : Pour cette tranche nous avons interrogé 273 individus et

les résultats enregistrés sont illustrés dans la figure 27.
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Figure 27 : Fréquence de consommation et d’exposition a I’ACR d’adultes

de plus de 27ans.
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Contrairement aux autres groupes d’age, celui-ci présente la plus forte fréquence de
consommation pour les divers (ex. fruits) (1,04 + 0,45 F/J) ;. Comme pour les autres groupes,
les pommes de terre ont enregistré 1’exposition la plus élevée (0,33 ng/J/pc) a I’ACR, malgré
que la fréquence de consommation était la plus faible (0,22 + 0,18fois/J). Les stimulants et les
céréales se classe Apres les pommes de terre avec une fréquence de consommation importante

avec une exposition a I’ACR remarquable.

D’apres ces résultats nous pouvons dire que les groupes d’ages de 20 a 27 ans et celui des 14 a
19 ans présentent les plus fortes fréquences de consommation, suivi par les groupes d’ages de
plus de 27 ans et enfin par le groupe des 6 a 13 ans.

Par ailleurs, les groupes des 20 a 27 ans et celui des 14 a 19 ans présentent une forte
exposition a I’ACR, suivi par les groupes des enfants de 6 a 13 ans puis des plus de 27 ans. La
moyenne de fréquence de consommation de I’ACR, pour chaque groupe d’age, est reportée

dans ’annexe 05.

Ce niveau d’exposition plus ¢levé chez les jeunes adultes et adolescents peut étre
expliquer par une ingestion moyenne d’aliments plus élevée par kilogramme de poids corporel
que celle des enfants. De plus, les jeunes adultes et les adolescents consomment plus
régulierement certains types d’aliments comme : les croustilles de pommes de terre et les

pommes de terre frites que le reste de la population.

Des résultats différents ont été trouvés par Dybing et al., (2005), ils rapportent que les enfants,
les adolescents et les jeunes hommes ont un apport en ACR de source alimentaire

significativement plus élevé que celui des adultes [78].

3.3. Estimation de I’exposition en fonction du poids

Dans cette partie nous avons présenté¢ les résultats en fonction de la fréquence de
consommation habituelle et d’exposition a I’ACR en fonction du poids. Nous avons réparti les

résultats comme suit ;
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v" Moins de 55 kg : Les résultats sur la fréquence de consommation et 1’exposition a

I’ACR des individus pesant moins de 55 kg sont représentés dans la figure 28.
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Figure 28 : Fréquence de consommation et d’exposition a I’ACR en fonction du poids (< 55kg).

Nous avons remarqué que les aliments du groupe des pommes de terre présentent une
source d’exposition en ACR, malgré la faible fréquence de consommation de ce groupe
d’aliments par rapport aux autres. En deuxiéme position viennent le groupe des stimulants et
celui des produits a base de céréales qui présentent aussi une source d’exposition a I’ACR avec
des fréquences de consommation similaires. Alors que le groupe du lait et des fruits et

légumes, malgré qu’ils sont a la base de la consommation ont une faible exposition a I’ACR.
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v" De 55 a 60 kg : Les résultats sur la fréquence de consommation et d’exposition a I’ACR

des individus de ce groupe d’individus sont représentés dans la figure 29.
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Figure 29: Fréquence de consommation et d’exposition a I’ACR en fonction du poids (55 - 60 kg).

Le groupe d’aliments de pomme de terre présente toujours 1’exposition a I’ACR la plus élevée,

malgré leur faible fréquence de consommation par rapport aux cing autres groupes, suivi par le

groupe des stimulants et produits a base de céréales.

Les fruits et légumes, le lait et boissons présentent une faible risque d’exposition a I’ACR,

malgré leur forte fréquence de consommation.
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v" Plus de 60 kg : Les résultats sur la fréquence de consommation et d’exposition a I’ACR

des individus pesant plus de 55 kg sont représentés dans la figure 30.
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Figure 30 : Fréquence de consommation et d’exposition a I’ACR selon le poids (> 60 kg).

La pomme de terre et dérivés restent significativement le groupe prédominant dans I’exposition

a I’ACR, malgré une fréquence de consommation faible par rapport aux autres aliments.

Le lait et boissons, fruits et légumes sont les groupes les moins exposés a I’ACR, malgré

les fréquences de consommation tres élevées.

Nous avons remarqué que les individus ayant un poids compris entre 55 et 60 kg sont les plus
exposés a I’ACR (0,18 ng/J/pc), avec une fréquence de consommation (0,50 + 0,29 F/J) des
aliments exposé a I’ACR (pomme de terre 0.58 + 0.39 pg/J/pc; 0,15 £ 0,14 pg/l/pc; 0,15 £
0,10 pg/J/pc) par rapport aux autres groupes.

A la lumiére de cette enquéte nous avons remarqué que le groupe d’aliments pomme de terre et
dérivées présente I’exposition la plus importante parmi les autres groupes étudié. Ces aliments
renferment des teneurs ¢levées en ACR et les pommes de terre frittes sont généralement les

plus exposées aux températures élevées.

Selon santé canada (2012), les pommes de terre frites préparées au four a partir de produits
congelés et achetés en détail ne contribuaient que trés peu a I’apport en ACR, ne représentant

qu’environ 1 % de I’exposition alimentaire globale chez la population totale. Cette contribution
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est nettement inférieure a celle des pommes de terre frites préparées dans une friture a huile et
vendues dans les restaurants [97].

La FDA rapporte que plus de 80 % de la dose moyenne d’ACR ingérée par la population
générale provient des huit catégories d’aliments suivantes : les croustilles de pommes de terre,
les frites tranchées grossiérement, les frites cuites au four, les céréales de petit déjeuner, le pain

grillé, les biscuits, le pain blanc et le café [10]
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3éme partie : Résultats et discussion Il .Effet de I’ACR sur les rats Wistar

1. Examen clinique

Le diagnostic des pathologies et du comportement chez les rats « wistar» durant

I’expérimentation nous a permis de noter ce qui suit :

¢ Aucun changement anormal n’a été remarqué chez le groupe témoin ;

e Une diarrhée sanglante remarquée 05 jours avant la fin de I’expérimentation chez le Groupe
2 (traité avec Smg/L d’ACR) ;

e Gonflement du c6té droit du cou de I’un des rats du groupe 3 (10mg/L d’ACR) aprés 50
jours d’exposition ;

e Pour les rats du Groupe 4 (traités par DL50) par gavage :

- Déces de 7 sur 12 apres des rats apres 24 heures de ’administration de I’ACR ;

- Gonflement des tissus (a la face et autour des yeux) chez 5/12 des rats survécus ;

- Paralysie des membres antérieurs d’un rat apres 48 heures de I’administration de I’ACR.

Ces phénomenes sont probablement le résultat des dysfonctionnements hépatiques et rénaux
induisant le déficit immunitaire suscité. La paralysie des membres antérieurs est due a un début

de développement (2éme jour) d’une neurotoxicité suite au traitement d'ACR (DL50).

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés dans 1’étude réalisée par Barber et al. (2001),
qui a déterminé le moment du début du développement de la neurotoxicité, observée le 11¢éme
jour apres traitement par 50mg/kg d'ACR [132]. De méme, Bohi et al. (2011) ont constaté que
I'exposition des rats a 'ACR a causé la paralysie des membres postérieurs et attribuent ces

résultats a la neurotoxicité d'ACR [133].

Le dysfonctionnement des membres et la démarche anormale enregistrés vont dans le méme
sens que les résultats trouvés par Shukla et al. (2002), qui ont constaté que I'exposition des rats
a I'ACR a causé la paralysie des membres postérieurs dans 58% des animaux aprés le 10éme

jour. Ils attribuent ces résultats a la neurotoxicité¢ d'ACR[134].
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2. Evaluation de I’exposition intestinale

Les animaux ont un acces ad-libitum a 1'eau et a I'alimentation. Dans la présente expérience, la

consommation moyenne d'eau (selon les enregistrements) est de 12,45 + 5,11 ml / jour / rat.

Les doses d'acrylamide ingérées quotidiennement sont donc estimées en moyenne a 80,23 =+
22,10 pg /jour/ rats pour le Groupe 2, 108,09 + 23,92 ug /jour/ rats pour le Groupe 3 et 22 mg

/jour/ rat chez le Groupe 4.

Comme a L’exposition intestinale est estimée a a 462,42 pg /jour/kg pc pour le Groupe 2,

594,45 ng /jour/kg pc pour le Groupe 3 et 117,52 mg /jour/kg pc chez le Groupe 4.

L'ingestion moyenne d'un rat est de 10-12 ml / 100 g de poids corporel / jour [135]. [136].

Selon les études toxicocinétiques, l'acrylamide a une demi-vie dans le corps allant de 2,2 a 7
heures [68]. La biodisponibilité orale de l'acrylamide varie selon le véhicule et I'espéce. En
général, I'acrylamide administré avec 1'eau potable est mieux absorbé que celui contenu dans
les aliments. Chez la souris B6C3F1, la biodisponibilité¢ de 'acrylamide dans les aliments est

d'environ 40 % alors que chez le rat Fischer 344, elle est passée a 60-80% [137].

Les études chez I'homme tendent & démontrer que l'acrylamide administré par voie orale est
presque complétement absorbé par la paroi intestinale [68]. Chez les animaux, l'acrylamide
administré par voie orale est rapidement et largement absorbé par le tractus gastro-intestinal et

largement distribuée dans les tissus et le feetus [120].

3. Effet de I’ACR sur les parametres biochimiques et hématologiques

L’ensemble des résultats obtenus durant I’expérimentation courante sont mentionnés dans le

tableau 11,12 et 13, exprimés en moyenne et écart type et la valeur P.

3.1. Enzymologie, lonogramme et biochimiques sanguine

Les résultats montrent une variation significative (P < 0.05) de quelques paramétres de la
biochimie sérique a savoir une baisse chez le Groupe 3 et 5 (10 mg/L et DL50 d’ACR) du taux
de sodium (139,16 + 1,47 et 134,50 + 7,34 mmol/L), d’urée (0,35 + 0,05 et 0,38 + 0,07 g/1) et du
chlore chez les 3 groupes traités (95,66 + 2,06, 97,16 + 2,04 et 98,16 + 3,43 mmol/L). Nous
avons remarqué une augmentation significative de la bilirubine libre (0,62 + 0,11 & 1,73 +

1,72 mg/1) chez le Groupe 3 et 4 (Tableau 11).
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Tableau 11 : Effet de I'acrylamide sur la variation des paramétres de la biochimie sanguine

Témoin Dose 5mg Dose 10mg DL50
Sodium ( mmol/I) 142,33 +£2,42 | 140,00 + | 139,16 + | 134,50 +
Potassium ( mmol/l) | 5,73 £0,75 6,62 + 1,94 6,16 = 1,64 7,61+ 1,74
Chlore ( mmol/Il) 100,33 £ 1,21 | 95,66 + 97,16 £2,04*% | 98,16 +3,43*
Glycémie g/l 1,26 £ 0,38 1,10+ 0,52 0,92 +£0,33 1,14 + 0,44
Créatinine mg/I 6,21 +£0,59 5,96 + 0,88 5,35+ 0,822 5,26 +1,62
Urée g/l 0,47 + 0,05 0,45 + 0,66 0,35 +0,05* 0,38 +0,71%*
B totale g/l 0,73 +0,24 0,51 +0,13 0,76 £ 0,05 2,23 £2.23
B conjugué mg/I 0,31+0,21 0,13+0,51 0,15+0,12 0,68 + 0,82
B libre mg/l 0,41+0,17 0,38 +0,18 0,62 +0,11* 1,73 £ 1,72%
Transaminase 168,16 + | 144,50 +| 164,16 + | 183,16 +
Transaminase SGPT | 54,50 + 20,22 | 45,66 +(59,33+£11,52 | 111,66 ==
Phosphatases 49,50 + 16,13 | 46,83 £ 6,43 | 62,16 £48,97 | 99,17 £ 94,29
CRP pg/ml 0,18 £0,20 0,1+1,52 0,1 +1,52 0,22+ 0,16

Légende *: différence significative : P < 0,05 comparer au groupe témoin

Les concentrations basses en urée sont rares et peuvent étre due a un résultat de la synthése
altérée d'urée suite a une insuffisance hépatique en raison de dommages au foie [138]. D’ autres
examens de laboratoire peuvent étre demandé pour préciser la cause de 1’hyponatrémie (Ex.:
L’urée et sodium) [139]. Le taux de sodium est bas (Hyponatrémie) en cas d'une insuffisance
cardiaque, rénale, ou hépatique ou un cedéme [139][140]. L hyponatrémie représente, en

général, une incapacité de I’organisme a excréter I’exces d’eau par les reins [141].

Ainsi, une hyponatrémie est généralement associée au syndrome hépatorénal, a une ascite ou
encore a un déces d’étiologie hépatique [141]. Dans une autre étude, en raison de la toxicité
d'acrylamide, ils ont déterminé qu'il y avait des variations de certains parameétres biochimiques
tels que la diminution significative de la concentration en urée. Les organes les plus affectés
¢taient le cerveau, la glande thyroide et les testicules suivis du foie et des reins selon
I'évaluation histopathologique [13]. En cas de pertes digestives (diarrhée) et rénales, le taux de
chlore peut diminuer [142]. Ces changements sont dus a une déshydratation extracellulaire
DEC (Figure 31) suite probablement aux pertes rénales caractérisées par diminution de poids

(Figure 35) parall¢le au degré de déshydratation [143] [140].
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La bilirubine libre circule dans le sang, pour la plus grande part, liée a I'albumine qui assure
son transport jusqu'au foie. De faibles fractions de bilirubine sont liées aux lipoprotéines et aux
a-globulines. La production de bilirubine peut étre accrue par toute hémolyse surajoutée
(immunisations de groupes sanguins, résorption d'hématomes) [144]. L’augmentation

pathologique de la bilirubine libre est due a une destruction massive des hématies [145].
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Figure 31 : Effet de I'ACR sur la variation des paramétres biochimiques : électrolytes sériques (mesurés a
l'aide d'électrodes indirectes spécifiques aux ions (ISE)), biochimie sanguine (mesurée en utilisant HK / G6PDH
ROCHE COBAS 6000 pour la Glycémie, Jaffe COBAS 6000 ROCHE pour Créatinine, GLDH COBAS 6000
ROCHE pour l'urée, et Diazo COBAS 6000 ROCHE pour la bilirubine), enzymologie sérique (mesurée en
utilisant IFCC COBAS 6000 ROCHE) et Protéine C-réactive (CRP )- (tests utilisant le dosage immuno-
turbidimétrique ultrasensible ROCHE COBAS).

Chaque valeur représente la moyenne =+ écart-type.

** Statistiquement significatif par rapport au groupe témoin; p <0,05
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3.2. Exploration d’une anomalie lipidique

L’exploration d’une anomalie lipidique est mentionnée dans le tableau 12. Les résultats
montrent une augmentation significative des triglycérides (0,66 +0,13* & 0,86 + 0,27* g/1) des
Groupes 3 et 4 (10mg/L et DL50 d’ACR) respectivement, des lipoprotéines de trés basse
densit¢ VLDL (0,13 £+ 0,02 et 0,17 + 0,05) et du rapport Cholestérol total/ lipoprotéines de
haute densit¢ HDL (1,48 = 0,39) du Groupe 4 (Figure 32).

Tableau 12 : Exploration d’une anomalie lipidique de I’effet de ’ACR

lipide profile Témoin Dose 5mg Dose 10mg DL50
Cholestérol total g/l 0,79 +0,15 | 0,79 +0,12 0,79 £0,14 0,73 £ 0,21
Cholestérol HDL g/l 0,72+0,13 |0,76 £0,12 0,67 +0,13 0,52 + 0,202
Triglycéride g/l 0,45+0,10 |0,52+0,14 0,66 £0,13* 0,86 +0,27%*
VLDL 0,09+0,02 |0,10+0,03 0,13+0,02* | 0,17 £0,05*
Cholestérol LDL g/l 0,06 £0,04 | 0,06+0,03 0,03 £ 0,04 0,06 £ 0,08
Cholestérol total/ HDL 1,00+0,08 | 1,05+0,02 1,17+0,10 1,48 £ 0,39*

Légende *: différence significative : P < 0,05 comparer au groupe témoin

L’ACR cause des augmentations significatives au niveau du cholestérol total, des lipoprotéines
de basse densité (LDL) et des triglycérides pour des faibles doses par rapport aux témoins. Ceci
meéne a une augmentation de la synthése des lipoprotéines du plasma et de la mobilisation
¢levée des lipides a partir du foie, en conséquence, les résultats peuvent étre expliqués par la
participation d'ACR dans la peroxydation des lipides [146]. Le foie joue un rdle central dans la
synthése des lipides dans tout le corps et le métabolisme d'hydrates de carbone [147][148].

L’hypoprotéinémie chez les rats alimentés par différentes concentrations d'acrylamide pourrait
avoir résulté du dysfonctionnement hépatocellulaire. Une hypercholestérolémie importante
entrailne des dommages du foie caractéris¢ par le développement de vacuoles grasses
cytoplasmique et la nécrose des hépatocytes centriolaire avec l'infiltration lymphocytique

[148].
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La prise d'ACR mene a la diminution de la résistance acide des membranes des érythrocytes et
active la peroxydation des lipides [149]. En outre, 'acrylamide a induit de maniére significative
des niveaux d'expression des genes liés aux syntheéses de métabolisme des lipides et de

triphosphate d'adénosine de phosphorylation oxydante en particulier [150].
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Figure 32 : Exploration d'une anomalie lipidique due a l'effet de 'ACR (mesurée par des
méthodes colorimétriques enzymatiques a l'aide d'analyseurs automatiques : COBAS 6000 ROCHE)
Chaque valeur représente la moyenne + écart-type.

** Statistiquement significatif par rapport au groupe témoin ; p < 0,05.

3.3. Dosage des protéines sériques

Les analyses par 1’¢électrophorese des protéines sériques montrent une variation des taux des
globulines sériques. La Figure 33 résume la signification des différences et indique une
diminution des protéines totaux (88,95 + 6,36), d’albumine (37,65 £+ 1,65), d’al globuline
(24,84 + 2,10) et de B2 globulines (10,47 + 1,71) chez les rats exposés a 10 mg/l d’ACR
(Groupe 3). De méme, une diminution des al globulines (26,04 = 1,46) et une tendance

d’augmentation des 8-globulines (13,33 £ 1,85) chez les rats exposés a 5 mg/l d’ACR.
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Les variations des globulines sont plus marquées chez les rats exposés a la dose de 5 et 10 mg/1
d’ACR (Groupe 2 et 3) que celles de la DL50 (Groupe 4); du fait que 1’exposition journaliére
durant 2 mois, méme a dose inférieure a la DL50, a provoqué des effets toxiques sur les rats.
Tandis que la DL50 a engendré des mortalités et des Iésions de congestion et d'hémorragie

chez les survivants apres 48 heures seulement.
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Figure 33 : Effet de I'ACR sur la variation des protéines et sérum globuline (mesuré en utilisant
I'électrophorese capillaire automatisée: Capillarys® - Sebia)
Chaque valeur représente la moyenne + écart-type.

** Statistiquement significatif par rapport au groupe témoin; p <0,05.

L’Electrophorése des protéines sériques permet de confirmer le diagnostic de certaines
atteintes du systéme immunitaire, d’'une maladie infectieuse, d’auto-immune ou de systéme
(zone al, B2, et surtout 8), d’un déficit congénital ou acquis des immunoglobulines ou d’autres
protéines (albumine et gammaglobulines notamment) ou d’évaluer le retentissement d’une
pathologie connue, voire d’en assurer le suivi : atteinte hépatique, atteinte rénale et digestive,

etc. [151][152][153].

La protéine sérique, 1'albumine et la globuline ont diminué dans tous les groupes traités avec
I'ACR comparé au témoin. Cette diminution est peut-étre di a la synthése ou aux changements
du métabolisme des protéines qui explique un autre indicateur de dysfonctionnement

hépatocellulaire (Figure 33).
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Les hépatocytes sont les cellules principalement responsables de la biosynthése des protéines
de la réaction inflammatoire aigué¢ (RIA), durant laquelle la concentration plasmatique de
l'albumine peut diminuer [154]. L’albuminémie est diminuée en cas d’insuffisance hépato
cellulaire [145]. Dans une autre étude, il y a diminution significative de toutes les protéines.
Cette hypoprotéinémie dans le sang chez les rats exposés a différentes concentrations d'ACR

pourrait avoir résulté du dysfonctionnement hépatocellulaire [138].

Le taux al et de B2-globulines peut diminuer en raison d'une insuffisance hépatocellulaire
[151]. L'ACR peut causer des anomalies dans I'expression de génes des cellules hépatiques. De
méme, tous les groupes traités avec I'ACR ont enregistré¢ des diminutions significatives des
niveaux de globuline dans le sang comparé au groupe de témoin [138]. La fraction
gammaglobulines, appelées immunoglobulines (ou Ig), sont des protéines sériques regroupant
les IgG, IgM, IgD, IgE et IgA[155]; augmente dans les cas de maladies inflammatoires
chroniques et en cas de déficits immunitaires primitifs (DPI) accompagnant les pathologies

hépatiques, infectieuses, parasitaires ou auto-immunes [151][156].

Le diagnostic d’un déficits immunitaires primitifs DPI repose sur des tests biologiques simples
(numération formule sanguine (Figure 34), dosage des immunoglobulines (Figure 33)[33];
chez le rat, les variations des y globulines et d’albumine sérique pourraient jouer un réle non

négligeable dans I’établissement de 1‘immunité [157].

La toxicité a long terme (toxicité chronique) entrainant des troubles résulte de I’administration
prolongée de faibles doses de toxique (effet d’accumulation). A chaque exposition, la quantité
de toxique éliminée est inférieure a la quantité absorbée. La concentration du toxique dans
I’organisme augmente progressivement, jusqu’a atteindre une concentration susceptible de
faire apparaitre des effets toxiques. Les effets toxiques de I’accumulation de 1’effet sont dus au
retard de la mise en place des phénoménes d’échappement (détoxification, neutralisation,
¢limination, etc.). Ces phénomeénes sont difficiles a gérer avec des toxiques cumulatifs comme

les cancérogeénes [158]
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3.4. Formule sanguine compléte

Des variations de la formule sanguine (FNS) sont également notées et montrent une
augmentation significative du nombre de leucocytes (9,95 + 1,44 et 10,44 = 1,21), lymphocytes
(6,11 £0,48 et 6,33 + 0,76) et monocytes (2,46 = 1,14 et 2,68 + 0,58) avec une diminution des
¢osinophiles (0,1 + 0,01 & 0,10 £ 0,036) et des hématies (7,61 + 0,36 & 7,50 £ 0,40) chez le
Groupe 3 (10 mg/L) et Groupe 4 (DL50) d’ACR respectivement (Tableau 14).

Par ailleurs, une augmentation du volume globulaire moyen VGM (58,40 + 1,34), de la teneur
corpusculaire moyenne en hémoglobine TCMH (16,80 + 0,54) et des basophiles (69.40 +

22,29%) chez les rats traités par la DL50 (groupe 4).

Tableau 13: effet de ’acrylamide sur les paramétres hématologiques

Parameétres Témoin Dose : 5mg Dose : 10mg DL50
hématologiques

Leucocyte 103/mm3 7,43 +£0.25 26,65 +41,54 | 9,95+ 1,44%* 10,44+ 1,21*
Heématie1l06/mm3 8,035+0,17 | 7,76 £ 0,69 7,61 £0,36* 7,50 + 0,40%*
Hémoglobine g/dI 12,87 + 0,33 12,40 £ 1,04 12,35+ 0,64 12,62 + 0,68
VGM pm 3 55,50+ 1,38 | 55,50+ 1,97 56,50+ 1,87 58,40 + 1,34%*
TCMH picog 16,02 £ 0,38 15,98 £ 0,59 16,23 + 0,65 16,80 £ 0,54%*
Eosinophile103/mm3 | 0,20 + 0,07 0,14+0,11 0,099 +£0,01* | 0,10+ 0,036%*
Basophiles/mm3 35,86 £22,25 | 00* 00* 69.40 + 22 ,20%
Lymphocyte103/mm3 | 4,56 + 0,21 6,37 +£2,192 6,11 +0,48%* 6,33 +£0,76*
Monocyte103/mm3 1,37 £ 0,21 2,12+ 1,45 2,46 £ 1,14* 2,68 £ 0,58%*

Légende *: différence significative : P < 0,05 comparer au groupe témoin

Les globules blancs (leucocytes) sont des cellules qui constituent le systéme immunitaire; si
leur nombre est supérieur, on parle d'hyperleucocytose. Dans notre étude, le taux des
leucocytes totaux est sensiblement plus élevé que dans le groupe témoin. Ce qui indique

l'activation du systéme immunitaire par 1’acrylamide, reflétant I'incidence de I'inflammation.
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Des résultats similaires ont été rapportés dans 1’étude de Mahmoud et al ,(2016) réalisée sur
des souris, [146] et celle de Raju et al (2015) chez des rats males F344 [159] ;En comparaison
avec le groupe de Témoin ;Une diminution des niveaux du taux de globule
rouge.(Erythrocytes RBC), Hémoglobine(HB) et les Plaquettes sanguines (PLT), et

1'é1évation du compte des globule blanc (WBC) ont ét¢ montré dans le groupe administré ACR.

Nous avons remarqué une augmentation des taux des macrophages (monocytes) et des dépots
pigmentaires dans les cellules de Kupfer (Figure 38). Les cellules de Kupfer sont des
macrophages et le foie représente la plus importante réserve de macrophages de l'organisme
[154].

Les polynucléaires éosinophiles sont essentiellement des cellules pro-inflammatoires, ils
diminuent avec la dose 10 mg/L et DL50 (Figure 34). Les polynucléaires basophiles
augmentent avec la DL50 (Tableau 14), ils posseédent des fonctions importantes dans la
régulation des réponses immunitaires et participent aussi a la différenciation des lymphocytes T
naifs en lymphocytes Th2 durant la réponse immunitaire primaire et lymphocytes B au cours

des réponses immunitaires secondaires [160].

Les monocytes macrophages, augmentent avec la dose 10 mg/1 et DL50, sécrétent des quantités
importantes de cytokines (environ 10 a 100 fois plus que les polynucléaires neutrophiles) et
jouent ainsi un role majeur dans la régulation des réponses immunitaires ; sous 1’influence d’un
gradient de concentration de molécules chimio-attractantes (ACR) dans notre cas. Elles sont

capables de migrer de fagon orientée vers un site infectieux ou inflammatoire [160].

Les concentrations faibles des hématies (dose 10 mg/l et DL50) correspondent a un taux de
globules rouges inférieur a la normale (témoin). L'anémie est négociée par des cytokines
produites par les cellules inflammatoires, qui ménent aux diminutions de la disponibilité de fer.
L'anémie hypochrome de microcyte résulte principalement de l'insuffisance de fer [146]. Ces
résultats peuvent indiquer un état d'érythropoiése fer-déficiente chronique [159] et, a un certain
degré, des résultats de la maladie chronique [146]. L'anémie hypochrome de microcyte résulte
d'une réponse insuffisante a 1'érythropoiétine. Cependant, ce mécanisme peut étre important

dans 1'échec rénal chronique, qui pourrait se produire a la suite de 1'administration d'ACR [19].

Des changements des caractéristiques physico-chimiques des membranes biologiques
d'érythrocyte accompagné d'une diminution de leurs nombres est observé apres

administration d'ACR [149].
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D'autre part, selon Vert, (2000) La bilirubine libre circule dans le sang liée a 1'albumine. Ainsi
De faibles fractions de bilirubine sont liées aux lipoprotéines et aux a-globulines [144] et
d’apres Le bilan biologique établit par Bertrand, (2010) chez des enfants atteints d’un déficit
immunitaire primitif a montré une anémie (Hb < 11 g/dl) chez 35 enfants (57,3%) et une hypo
albuminémie (< 30g/1) chez 2/25 patients [161], on peut attribue 1’anémie enregistré dans notre
¢tude en combinaisons avec les autre variations biochimiques et sériques signalées a un début

de déficit immunitaire primitif chez les rats Wistar traité a I’ACR.

Les résultats du profil hématologique, indiqués dans la Figure 34, prouvent qu'il y a une
différence significative (p < 0.05) entre le Groupe témoin et les Groupes 3 (10 mg/L) et 4
(DL50). A savoir une diminution des hématies (7,61 £+ 0,36) chez le Groupe 3 et Groupe 4
(7,50 £ 0,40) , avec une augmentation de VGM (58,40 + 1,34) et de TCMH (16,80 + 0,54)
chez le Groupe 4 (DL50).
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Figure 34: Effet de 'ACR administré sur la numération globulaire compléte (CBC) (réalisée en
utilisant la méthode de détection de courant continu (Sysmex XT 4000i Automated Hematology
Analyzer)

Chaque valeur représente la moyenne + écart-type.

** Statistiquement significatif par rapport au groupe témoin; p <0,05.
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4. Evaluation de I’impact d’ACR sur le poids des rats

L’évolution du poids des rats exposés a divers doses d’ACR est mentionnée dans la Figure 35.
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Figure 35 : Effet de ’acrylamide sur 1’évolution de poids corporel des rats.

Chaque valeur représente la moyenne + écart-type.

** Statistically significant compared to control group; p < 0.05.

Au début de I’expérimentation, les rats utilisés dans cette étude ont un poids homogenes autour
de 100 + 10g, une augmentation du poids des 4 Groupes est enregistrée a la fin de
I’expérimentation avec un gain 55,79 + 6,11g par rapport au poids initiale des rats. Une baisse
de poids est signalée a partir dul4éme jour avant la fin de 1’expérimentation (deux derniéres
semaines apres le gavage) pour le Groupe 4 (DL50) par rapport au témoin. Une diminution
significative de poids corporel chez le rat traité avec diverses concentrations d'ACR par rapport

aux groupes témoin. (Figure 35).

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Shler et al. (2015), qui confirment une
diminution significative du poids corporel chez le rat Wistar trait¢é avec divers
concentrations d'’ACR par rapport aux groupes témoins et 1’attribut a la dégradation des tissus

et des cellules sanguines dans le foie et les reins [138].

L'effet de 1'acrylamide sur le poids corporel a ét¢ démontré de fagon répété chez de nombreux
modeles animaux [162][163][164]. Des études chez l'animal ont montré que l'exposition a

l'acrylamide réduit le poids corporel, il a été démontré que I'exposition quotidienne a de fortes
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doses d'acrylamide peut entrainer une diminution de la motivation de l'appétit ou un gain de

poids réduit, qui pourrait étre dii a une augmentation du stress oxydatif [162].

5. Evaluation de I’'impact d’ACR sur le poids des organes

Les résultats de I’évaluation de I’impact d’ACR sur le poids des organes des rats « Wistar »

sont représentés dans la Figure 36.
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Figure 36 : Evolution du poids des organes des rats.

Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) + ET, n=6

Les résultats montrent qu'il n'y a aucune différence significative (p>0.05) du poids des reins et
des foies entre le témoin et le Groupe 2 (5mg/L) et Groupe 4 (DL50). Une diminution
significative (p<0.05) du poids du foie (6,26 = 0,52g) est enregistrée chez le Groupe 3
(10mg/L) par rapport au témoin (Figure 36).

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par kalipei et al. (2012), les poids du foie des
rats exposaient a 5 mg/kg/jour et 10 mg/kg/jour d’acrylamide comparés entre eux et avec ceux
des autres groupes, n’ont montré aucune différence significative (p>0.05).[165]. Les résultats
d’Osman et al. (2016), ont montré une diminution significative du poids relatif du foie, du
cerveau et des testicules dans le groupe a 0.11 mg/kg/jour d’ACR comparé au groupe témoin

[166].

Vu la discordance dans les résultats, des recherches supplémentaires sont donc nécessaires
pour obtenir une meilleure compréhension des effets d’ACR sur le poids des organes chez les

rats «wistar».
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6. Analyse factorielle exploratoire

Cette analyse a permet de regrouper les éléments dont les variations sont similaires entre les
valeurs dans I’augmentation et la diminution afin de faire le lien 'effet de la néphrotoxicité ou

de I'hépatotoxicité sur le changement immunitaire, ces similitudes sont remarquées du cot¢ :

-Biochimie sérique : variation similaire entre (bilirubine conjugué, totale et libre),( Créatinine

Sodium ,Chlore et Phosphatase alcaline) et (SGOTT ,SGPTT et Potassium).

-Bilan lipidique : variation similaire entre (Triglycéride, VLDLT, et Cholestérol total /HDL),
(Cholestérol total et HDL) et (Cholestérol LDL et Cholestérol LDLHDL)

-FNS : variation similaire entre (Leucocyte Lymphocyte Monocyte Plaquettes Neutrophile) ,(
TCMH CCMH Hémoglobine VGMT ) ,( Lymphocyte Neutrophile Monocyte Basophiles)

et(Hématie Hématocrite)

-Globulines sériques : variation similaire entre (Gammaglobuline Betalglobuline

Beta2globuline ),( Alphalglobuline Alpha2globuline ) et ( Albumine Protéines totales ).

L’¢étude anatomopathologique a permet la mise en place I’intervention des cellules de Kupffer,
Les cellules de Kupffer sont un composant essentiel du systéeme phagocytaire mononucléaire et
sont essentielles a la réponse hépatique et systémique aux agents pathogenes[167]. Les cellules
de Kupffer réapparaissent en tant que médiateurs critiques de la lésion et de la réparation du
foie. Les cellules de Kupffer présentent une plasticité énorme; en fonction de 1'environnement
métabolique et immunitaire local, peuvent alors s’exprimer et se différencier en macrophages
pro-inflammatoire (M1) ou anti-inflammatoire (M2) en fonction des cytokines en présence,

chacun impliqué dans la résolution de l'inflammation et de la cicatrisation|[168]

D’autre part, Ces variations est due a I’existence d’une relation fonctionnelle entres les

différents organes suite a I’intervention des médiateurs de 1’expression génétique[169].

L'action cancérogeéne de l'acrylamide a été confirmée par la mise en ceuvre expérimentale des
recherches sur des animaux de laboratoire et par des études épidémiologiques. On s'est avéré
que l'acrylamide est un initiateur de cancer de foie ou des structures néo-plastiques et le
changement histopathologique[ 148]et semble exercer des effets génotoxique en cellules par des
dommages oxydants d'ADN induits par des especes réactives intracellulaires de l'oxygéne

(ROS) et épuisement du glutathion (GSH) qui est impliqué dans son détoxification[170].
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Selon une étude sur les Dioxines dans l'environnement en 2000 ; Aprés la découverte par
Poland en 1976 du récepteur Ah, des résultats privilégient une fonction de « chef d’orchestre »
de AhR dans le contrdle des effets toxiques des dioxines, des parametres pharmacologiques
(capacité de liaison, affinité, liaison a I’ADN) des AhR de hamster, de rat et de cobaye sont
d’ordres comparables. Enfin L’expression d’AhR, considérable dans le poumon, est modérée
dans le foie et le rein et plus faible dans le coeur, la rate et le muscle squelettique. Arnt

s’exprime a niveau constant dans ces tissus[171].

Suite a l'expression de quelques génes d'immuno-réaction, les résultats d’une étude ont indiqué
que des geénes ont été réglés dans des échantillons de testicule et de foie traités avec les doses
moyennes et ¢levées de 'acrylamide au traitement de 4 semaines et plus fortement vers le haut-
ont été réglés avec toutes les doses d' acrylamide au traitement de 12 semaines. A notre
connaissance, les effets toxicologiques de 1’acrylamide sur le profil d'expression de genes

d'immuno-réaction chez le rat n'ont pas été rapportés dans la littérature[12][172].

7. Etude anatomopathologique des reins et foies

Les résultats de I’étude anatomopathologique du foie et des reins des rats exposés a différentes
doses d’ACR sont illustrés par les figures 39 et 40. Aucune lésion spécifique n'a été identifice
au niveau des reins dans les trois groupes traités par I'ACR (Figure 38). Cependant, des 1ésions
hépatiques avec dépdts de pigments bruns (métabolisation / déchets d'ACR) plus ou moins
dispersés dans les cellules de Kupfer ont été observées dans les trois groupes traités (B : 100%,
C :83.33% et D : 100%) et sont associées a des lésions de congestion et d'hémorragie sur 33%

des animaux du groupe D (Figure 37).
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Figure 37 : Pourcentage de 1ésions hépatiques et rénales chez les rats atteints d'ACR

A: Foie d'un rat témoin; ne montrant aucune lésion spécifique. B: Foie de rats traités avec 5 mg / L
d'ACR; montrant 50% de dépot de pigment (DP3) dans des cellules de Kupffer. C: Foie de rats traités
avec 10 mg / L d'ACR montrant 66% de dépot de pigment (DP1) dans des cellules de Kupffer. D: foie
de rats traités avec DL50 montrant 66% de dépdt de pigment (DP2) dans les cellules de Kupffer et 33%
de la congestion et des hémorragies des sinusoides du foie.

Légende RAS =Aucune 1ésion spécifique; Cong./Hemorr.= Congestion et hémorragies; DP= Dépots
pigmentaires Cellules de Kupffer DPl=+, DP2 =++, DP3 =+++

Parmi les trés nombreuses protéines de la réaction inflammatoire aigué¢ (RIA) on compte : 1'a-
antitrypsine et la protéine C-réactive. L’expression et la synthése de [l'o-antitrypsine
augmentent au cours d'une RIA dans les cellules de Kupffer [173]. Les cellules de Kupffer sont
des macrophages et peuvent aussi, en plus de leur role dans la production de certaines protéines

de la RIA, secréter des médiateurs de I'inflammation, en particulier l'interleukine [154].
Les reins des rats traités ne montrent aucune lésions spécifiques par rapport aux témoins

La figure 38 illustre I’activation des cellules de Kupffer (Fléche noire). Ces résultats peuvent
étre interprétés comme suit : le foie des rats dans les groupes traités avec trois doses différentes
d'ACR a montré des changements dégénératifs des hépatocytes avec une congestion des
vaisseaux sanguins (veinules portales) et l'infiltration de quelques cellules inflammatoires

mononucléaires, particuliérement des secteurs portaux.
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Le foie des rats dans le groupe traité a la dose élevée a également montré une infiltration
modérée des cellules inflammatoires mononucléaires, a encombré des vaisseaux sanguins et la

plupart des hépatocytes souffraient de la nécrose.
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Figure 38: A: Foie d'un rat témoin montrant une histologie normale et pas de lésion spécifique ; B:
Foie de rats traités avec 5 mg / L d'ACR montrant un faible dép6t de pigment dans les cellules de
Kupfter ; C: Foie de rats traités avec 10 mg / L d'ACR montrant un fort dépdt de pigment dans les
cellules de Kupffer et une faible congestion sinusoidale ; D: foie de rats traités avec DL50 de ACR
montrant un fort dépot de pigment dans les cellules de Kupffer, une forte congestion et des hémorragies
des sinusoides hépatiques. Section des foies; Obj 40 x12,5. A (témoin), B (5 mg), C (10 mg) et D

(DL50). Légende: Fléche rouge: congestion sinusoidale; Fléche noire: dépét de pigment dans les cellules de Kupffer

Les changements dégénératifs observés dans cette étude indiquent l'action locale de 'ACR sur
le foie et les reins ; car ils sont les lieux d'exploitation principaux de la désintoxication et
excrétion des matériaux toxiques des substances administrées [138]. D'ailleurs, les dommages
dans les hépatocytes étaient beaucoup plus marqués que ceux observés dans les lymphocytes
périphériques du sang, suggérant que le foie soit une cible primaire chez les rats pour

la génotoxicité d'ACR [138].
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Conclusion générale

D’apres les résultats de cette étude, nous pouvons conclure que I'exposition a
I'acrylamide des produits alimentaires chez les citoyens algériens est similaire a celle des autres
pays. Conformément aux recommandations de I'OMS-FAO, de I'EFSA et de la FDA,
I'exposition et la concentration d'acrylamide dans les aliments couramment présents dans le
régime alimentaire devrait étre réduit notamment celle liée a la consommation du pain et de la

pomme de terre.

L’étude in vivo sur les rats Wistar montre clairement que I'administration par voie orale
de I'acrylamide a différentes doses a induit des changements de profil des différents systéemes

hématologiques, biochimiques et immunologiques, ainsi que dans le foie et les reins.

L’équilibre leucocytaire a montré des différences significatives pour toutes les lignées :
leucocytes, basophiles, monocytes, lymphocytes et les éosinophiles. D’aprés les résultats

trouvés, nous pouvons déduire que I’acrylamide perturbe I’équilibre du statut leucocytaire.

L’électrophorése des protéines sériques a montré des différences significatives qui
touchent les protéines totales, I’albumine, I’alpha 1 et beta globuline, avec une tendance
d’augmentation des gamma globuline. D’apres ces résultats, nous pouvons déduire que

I’acrylamide a un effet sur certains parameétres du systéme immunitaire.

Les différences significative dans les paramétres biochimiques ont confirmé les effets
toxique de I’acrylamide. A noté que les différences non significative ne peuvent pas étre
ignorées vue les autres changements et qu’elles signifient I’incapacité des organes impliqués a

réagir face a la toxicité de I’acrylamide.
Le suivi du poids corporels et le poids des organes (foie et reins) des rats, pendant la

duree de I’expérimentation, a montré des diminutions significatives chez les groupes recevant

I’acrylamide par rapport au témoin.
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Le diagnostic des pathologies et comportements chez les rats durant I’expérimentation a
montré des changements anormaux, tels que des diarrhées sanglantes, des gonflements des
tissus et une paralyse des membres chez les lots soumis a I’acrylamide. Ces phénomenes
résultant du dysfonctionnement hépatique et rénal induisant le déficit immunitaire et

confirmant la neurotoxicité d’acrylamide.

L’etude anatomopathologique a confirmé I’effet toxique de I’acrylamide sur le foie et
les reins et permet de confirmer et justifié les causes des changements sur les paramétres

étudiés

La combinaison des analyses biochimiques, analyses immunologiques, études
anatomopathologiques et les résultats d'autres études similaires indiquent la présence d’une
I'immunodéficience primaire et perturbation immunohématologiques suite aux effets
génotoxiques et neurotoxiques de I’acrylamide sur I’organisme et dans les reins et le foie .

Pour approfondir plus, cette étude, notre travail pourra étre complété par :

e L’effet d’acrylamide sur les cellules de systeme immunitaire, et pour une meilleure
compréhension, il serait souhaitable d’utiliser des approches moléculaires
pour examiner les génes responsables de I'expression de lI'immunoréaction pour
I’acrylamide ;

o | ’effet toxique par accumulation a long de terme de I’acrylamide ;

e Des mesures et des recommandations sont nécessaires afin de deduire les taux

d’acrylamide dans les aliments ;
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Foreword

This document (prEN 16618:2013) has been prepared by Technical Committee CEN/TC 275 “Food analysis -
Horizontal methods”, the secretariat of which is held by DIN.

This document is currently submitted to the CEN Enquiry.

This document has been prepared under a mandate given to CEN by the European Commission and the
European Free Trade Association.

Annexes A and B are informative.

WARNING — The use of this document can involve hazardous materials, operations and equipment.
This document does not purport to address all the safety problems associated with its use. It is the
responsibility of the user of this document to establish appropriate safety and health practices and
determine the applicability of regulatory limitations prior to use.
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1 Scope

This document specifies a method for the determination of acrylamide in bakery ware such as bread, toasted
bread, crisp bread, butter cookies, and biscuits, as well as potato products such as potato chips, potato crisps,
and potato pan cake and roasted coffee, by liquid chromatography in combination with electrospray ionisation
and tandem mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS). This method has been validated in an interlaboratory study
via the analysis of both naturally contaminated and spiked samples, ranging from 14,3 ug/kg tot 9 083 pg/kg.
It was developed at the Swedish National Food Administration and validated in a study organized by the
Directorate General Joint Research Centre (DG JRC), Swedish National Food Administration and the Nordic
Committee on Food Analysis (NMKL), see [1] and [2].

The limit of quantification (LOQ) depends on the type of instrument used and on the actual performance of the
instrument. The majority of the laboratories participating in the validation study was able to determine
acrylamide in a butter cookie sample at a level of 14,3 ug/kg. The validation by interlaboratory study showed
that it can be expected to be in the range below 15 pg/kg and 30 ug/kg.

2 Normative references

The following documents, in whole or in part, are normatively referenced in this document and are
indispensable for its application. For dated references, only the edition cited applies. For undated references,
the latest edition of the referenced document (including any amendments) applies.

EN ISO 3696:1995, Water for analytical laboratory use — Specification and test methods (ISO 3696:1987)

EN I1SO 1042:1999, Laboratory glassware — One-mark volumetric flasks (ISO 1042:1998)

3 Principle

Acrylamide is extracted with water and isotopic labelled acrylamide is added. The extract is centrifuged and
the supernatant is cleaned up with two solid phase extraction (SPE) columns. The first SPE column contains
silica based C18 groups as well as anion and cation exchangers, and since acrylamide is not retained by the
column, the extract is just passed and collected. The reason for using this column is to retain as many matrix
components as possible (non-polar compounds as well as anions and cations) without retaining acrylamide,
i.e. this first SPE column is used as a chemical filter.

The second SPE column, contains a polymer based phase with a relatively high capacity to bind acrylamide.
The extract is loaded onto the column, the column washed with water and finally eluted with a mixture of
60 parts per volume of methanol and 40 parts per volume of water. The purpose of this step, apart from
further cleaning of the extract, is to concentrate the extract and to obtain low limits of quantification.

After evaporation of the methanol, the extract is analyzed by LC-MS/MS. For this purpose an HPLC column
with graphitized carbon as stationary phase is used, since the retention factor (k) is relatively high (k = 4 when
no organic solvent is added in the mobile phase) compared to other commercially available columns.
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4 Reagents

Use only reagents of recognized analytical grade and water complying with grade 1 of EN ISO 3696:1995,
unless otherwise specified. Solvents shall be of quality for HPLC analysis.

41 Acrylamide (CAS 79-06-1), purity not less than 99,9 % mass fraction.

The chemical structure is:

kaH

Figure 1

2

WARNING — Acrylamide has been classified by the International Agency for Research on Cancer
(IARC) as probably carcinogenic to humans. Protective equipment as laboratory coat, disposable
gloves and safety glasses shall be used. All handlings of acrylamide and organic solvents shall be
performed in a fume cupboard with adequate air flow.

4.2 Deuterium-labelled acrylamide — acrylamide-2,3,3-D; (CAS 122775-19-3).

The chemical structure is:

*H O

TN NH,

24
Figure 2

Alternatively, *C-labelled acrylamide (acrylamide-'">C,, CAS 287399-26-2) may be used.

4.3 Methanol (CAS 67-56-1).

4.4 Glacial acetic acid (CAS 64-19-7).

4.5 n-Hexane (CAS 110-54-3).

Alternatively, cyclohexane (CAS 110-82-7) may be used.
4.6 Eluent for ENV+ SPE column.

Mix 60 parts per volume of methanol (4.3) with 40 parts per volume of water.

4.7 HPLC mobile phase.

Mix 1 part per volume of glacial acetic acid (4.4) with 1 000 parts per volume of water.
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4.8 Stock standard solutions of acrylamide and acrylamide-2,2,3-D3, substance concentration
c=1000 pg/ml.

Weigh, to the nearest 0,05 mg, approximately 100 mg of acrylamide and acrylamide-2,2,3-D; respectively into
separate 100 ml volumetric flasks, dissolve in water and dilute to 100 ml. Solutions can be stored at 4 °C for at
least 3 months.

4.9 Internal standard solution, ¢ = 10 pg/ml.

Transfer 1 000 ul of the stock solution of acrylamide-2,2,3-D3 (4.8) to a 100 ml volumetric flask and dilute to
the mark with water.

4.10 Internal standard solution, ¢ = 1 000 ng/ml.

Transfer 5 000 pl of the intermediate internal standard solution (4.9) to a 50 ml volumetric flask and dilute to
the mark with water.

4.11 Acrylamide standard solution, ¢ = 100 ug/ml.

Transfer 5 000 pl of the stock solution of acrylamide (4.8) to a 50 ml volumetric flask and dilute to the mark
with water.

4.12 Acrylamide standard solution, ¢ = 10 ug/ml.

Transfer 5 000 pl of the intermediate standard solution (4.11) to a 50 ml volumetric flask and dilute to the mark
with water.

4.13 Acrylamide standard solution, ¢ = 100 ng/ml.

Transfer 1 000 pl of the intermediate standard solution (4.12) to a 100 ml volumetric flask and dilute to the
mark with water.

4.14 LC-MS calibration solutions.

Dilute aliquots from standard solutions (4.9), (4.11), (4.12) and (4.13) with water to give calibration solutions of
e.g. O0ng/ml, 5ng/ml, 10 ng/ml, 20 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml, 1 000 ng/ml,
2 000 ng/ml, 5 000 ng/ml and 10 000 ng/ml respectively of acrylamide, all containing 400 ng/ml of acrylamide-
2,2,3-D;. Examples for the preparation of calibration solutions are given in Table 1. Table 2 indicates the
relation between calibration solution concentrations and acrylamide contents of food samples. Calibration
shall be performed on at least six concentration levels distributed properly over the working range. The
analysis of an even higher number of calibration solutions should be analyzed if such a broad range of
concentrations (0 pg/kg to 10 000 ug/kg) shall be covered.



Table 1 — Preparation of LC-MS calibration solutions
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Calibration solution Volumetric flask Internal standard Acrylamide standard
ng/ml ml solution (4.9) solution
bl ul
0 100 4 000 0
5 100 4 000 5 000 of (4.13)
10 100 4 000 10 000 of (4.13)
20 100 4 000 200 of (4.12)
50 100 4 000 500 of (4.12)
100 100 4 000 1 000 of (4.12)
250 100 4 000 2500 of (4.12)
500 100 4 000 5000 of (4.12)
1000 100 4 000 1 000 of (4.11)
2000 100 4 000 2000 of (4.11)
5000 100 4 000 5000 of (4.11)
10 000 50 4 000 5000 of (4.11)

Table 2 — Relation between acrylamide contents of calibration solutions and contents in food

Calibration solution
ng/ml

Bakery and potato products
Hg/kg

Roasted coffee
Ma/kg

10

10

50

5 Apparatus

Usual laboratory glassware and equipment and, in particular, the following:

51 LC-MS/MS system.

5.1.1 HPLC apparatus, comprising the following:

5.1.1.1 Thermostated column compartment.

5.1.1.2 Injection system, capable of injecting 10 pl of sample.

5.1.1.3 Mobile phase pump, capable of maintaining a mobile phase flow of 0,4 ml/min.
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5.1.2 HPLC column.

Hypercarb™ column 1) particle size 5 um, 50 mm x 2,1 mm, with a guard column, particle size 5 um, 10 mm x
2 mm (Thermo Hypersil-Keystone® 1)). The stationary phase of this column is graphitized carbon.

5.1.3 Mass spectrometer.

Triple quadrupole mass spectrometer operating in positive electrospray and, selected reaction monitoring
mode (SRM), set to obtain unit resolution.

5.1.4 Data acquisition and analysis system.

Suitable data collection and evaluation software.

5.1.5 Divert valve (optional).

HPLC valve installed between HPLC column and mass spectrometer in order to direct the HPLC effluent
either to waste or to the mass spectrometer, see NOTE 2 under 7.1.1.

5.2 Solid phase extraction system.

5.2.1 Vacuum manifold for solid phase extraction.

5.2.2 SPE column 1.

ISOLUTE Multimode SPE column from Biotage® 1), 1 000 mg/6 ml.
5.2.3 SPE column 2.

ISOLUTE ENV+ SPE column from Biotage® 1), 500 mg/6 ml.

5.3 Analytical balance, accuracy to the nearest 0,01 mg.

5.4 Laboratory balance, accuracy to the nearest 0,01 g.

5.5 Calibrated precision microliter pipettes, of 200 pl to 1 000 pl, and of 1 000 ul to 5 000 ul capacity.
5.6 Centrifuge tubes, volume of 50 ml, polypropylene, disposable.

5.7 Mechanical shaker, e.g. wrist arm shaker, allowing well mixing of different phases, capable of holding
50 ml centrifuge tubes.

5.8 Vortex mixer.
5.9 Cooled centrifuge, capable of a centrifugal force of 3 600 x g for 50 ml centrifuge tubes.

5.10 Volumetric flasks, volume of 50 ml, 100 ml, etc. according to EN ISO 1042:1999.

1) Hypercarb™ column, Thermo Hypersil-Keystone® column, ISOLUTE Multimode SPE column and ISOLUTE ENV+
SPE column from Biotage® are examples of suitable products available commercially. This information is given for the
convenience of the users of this European Standard and does not constitute an endorsement by CEN of these
products. Equivalent products may be used if they can be shown to lead to the same results.
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5.11 Glass vials, volume of at least 4 ml, suitable for the evaporation equipment.
5.12 Amber glass autosampler vials, suitable for the HPLC autosampler.

5.13 Evaporation equipment, based on vacuum or a stream of intert gas.

The evaporation temperature shall not exceed 40 °C.

6 Sample preparation

6.1 General
Each test sample shall be analyzed at least in duplicate.

Residues of acrylamide have sometimes been found in laboratory ware as e.g. filters. Make sure the
laboratory ware does not contain any measureable amounts of acrylamide, and include procedural blank
samples as controls in each series of samples.

Acrylamide has been found to be formed as an artefact in some analytical procedures for acrylamide, e.g.
during extraction or in the injection port of GC instruments. Even if this is not a problem for HPLC analysis,
make sure to never exceed 40 °C during extraction or the work-up process.

It has been proven that acrylamide is efficiently extracted from various types of food by shaking with water if
the particles of the samples are small enough. Make sure that the particles are <1 mm before extraction and
use, if necessary, a mechanical device for preparation of homogenous slurry, e.g. Ultra Turrax® 2) or Waring
blender® 2.

Sample extracts can sometimes cause problems by e.g. clogging the SPE columns. The amount of extract
loaded on the SPE columns can be reduced provided that the abundances of the peaks of both acrylamide
and internal standard are large enough to comply with quantification criteria.

NOTE Complementary information regarding sample preparation and chromatographic separation of acrylamide is
given by Petersson et al. [3] and Rosén et al. [1].

6.2 Extraction

6.2.1 Extraction procedure for bakery ware and potato product samples

Weigh, to the nearest 0,01 g, a 2,0 g test portion into a 50 ml centrifuge tube (5.6). Add 40 ml of water. Add
400 ul of internal standard solution, ¢ = 1 000 ng/ml (4.10). Shake intensively for 15 s to 30 s by hand and
10 s to 15 s with a vortex mixer (5.8), and then for 60 min on a mechanical shaker (5.7) adjusted to maximum
sample-extractant agitation. Centrifuge in a cooled centrifuge (5.9) at 10 °C, 3 600 x g for 20 min and take off
10 ml of the aqueous phase to a clean test tube. Avoid to transfer parts of the fat layer that will be formed and
found on the top, depending of the fat content of the sample.

Take care that a homogenous slurry is formed and that the whole sample is in contact with he extractant.
If the described procedure is for any reason not sufficient to produce a homogenous slurry, additional
mechanical forces shall be applied by e.g. application of an Ultra Turrax®.

2) Ultra Turrax® and Waring blender® are examples of suitable products available commercially. This information is
given for the convenience of the users of this European Standard and does not constitute an endorsement by CEN of
these products. Equivalent products may be used if they can be shown to lead to the same results.
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6.2.2 Extraction procedure for coffee samples

Weigh, to the nearest 0,01 g, a 2,0 g test portion into a 50 ml centrifuge tube (5.6). Add 5 ml of n-hexane
(alternatively cyclohexane). Add 40 ml of water. Add 400 pl of internal standard solution, ¢ = 1 000 ng/ml
(4.10). Shake intensively for 15s to 30 s by hand and 10 s to 15 s with a vortex mixer (5.8), and then for
60 min on a mechanical shaker (5.7), adjusted to maximum sample-extractant agitation. Centrifuge in a
cooled centrifuge (5.9) at 10 °C, 3 600 x g for 20 min. Check for proper phase separation of n-hexane (or
cyclohexane), aqueous and solid phase. Remove and discard the organic solvent phase (n-hexane or
cyclohexane), and transfer 10 ml of the aqueous phase to a clean test tube.

Take care that a homogenous slurry is formed and that the whole sample is in contact with he extractant.
If the described procedure is for any reason not sufficient to produce a homogenous slurry, additional
mechanical forces shall be applied by e.g. of an Ultra Turrax®.

6.3 Cleanup

6.3.1 Cleanup for bakery and potato product sample

For all steps adjust the flow of the SPE columns to let the liquid elute drop wise. Check the completeness of
elution of acrylamide from the ENV+ SPE column by recording the elution profile, at least for each new batch
of column.

Fit SPE column 1 (5.2.2) to the vacuum manifold (5.2.1). Condition the column with 3 ml of methanol and
2 times with 6 ml of water. Pass 10 ml of the aqueous extract (6.2.1) through the column and collect the
eluate.

Fit SPE column 2 (5.2.3) to the vacuum manifold (5.2.1). Condition the column with 5 ml of methanol and 5 ml
of water. Load the extract (approximately 10 ml) from the previous column and discard the eluate. Rinse the
column once with 4 ml of water and discard the rinsing solvent. Assure that no eluate is left in the valves or
flow channels of the vacuum manifold by e.g. placing the column on another (dry) position of the vacuum
manifold. Rinsing solvent that is left in the valves could contain co-extracts that could interfere with the internal
standard peak. After rinsing, elute acrylamide with 2 ml of 60 % methanol in water. Collect the elution solvent
and the residual solvent in the column (by applying a slight vacuum or a slight pressure) in a glass vial of at
least 4 ml, which is compatible with the evaporation equipment (5.11).

Evaporate the methanol from the extract, never exceeding 40 °C. This can be achieved by means of e.g.
a vortex evaporator under vacuum for approximately 30 min at 40 °C, or by a gentle stream of inert gas,
heating the glass vial to a maximum of 40 °C. Do not reduce the volume to less than approximately 500 .
Transfer the sample to a suitable autosampler vial and perform LC-MS/MS analysis.

6.3.2 Cleanup for coffee samples

For all steps adjust the flow of the SPE columns to let the liquid elute drop wise. Check the completeness of
elution of acrylamide from the ENV+ SPE column by recording the elution profile, at least for each new batch
of columns.

Fit SPE column 1 (5.2.2) to the vacuum manifold (5.2.1). Condition the column with 3 ml of methanol and
2 times with 6 ml of water. Pass 2 ml of the aqueous phase through the column, followed by 3 ml of water, and
collect the combined eluate, consequently approximately 5 ml in total.

Fit SPE column 2 (5.2.3) to the vacuum manifold (5.2.1). Condition the column with 5 ml of methanol and 5 ml
of water. Load the extract (approximately 5 ml) from the previous column and discard the eluate. Rinse the
column once with 4 ml of water and discard the rinsing solvent. Assure that no eluate is left in the valves or
flow channels of the vacuum manifold by e.g. placing the column on another (dry) position of the vacuum
manifold. Rinsing solvent that is left in the valves could contain co-extracts that could interfere with the internal
standard peak. After rinsing, elute acrylamide with 2 ml of 60 % methanol in water. Collect the elution solvent
and the residual solvent in the column (by applying a slight vacuum or a slight pressure) in a glass vial of at
least 4 ml, which is compatible with the evaporation equipment (5.11).
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Evaporate the methanol from the extract, never exceeding 40 °C. This can be achieved by means of e.g.
a vortex evaporator under vacuum for approximately 30 min at 40 °C, or by a gentle stream of inert gas,
heating the glass vial to a maximum of 40 °C. Do not reduce the volume to less than approximately 500 pl.
Transfer the sample to a suitable autosampler vial and perform LC-MS/MS analysis.

7 Measurement

7.1 LC-MS/MS determination

7.1.1 LC-MS/MS conditions

For a successful analysis it is of paramount importance that the instrument is in good condition and that all
instrumental parameters are optimized.

Use the HPLC column (5.1.2) and the mobile phase (4.7) at a flow rate of 400 pl/min. The column is held at
room temperature. The injection volume is 10 pl. Other chromatography columns may be used, provided
system suitability provisions (see 7.1.2) are fulfilled.

Use electrospray ionization, Selected Reaction Monitoring (SRM) and unit resolution. Optimize all parameters
as different temperatures, gas flows, voltages and probe position for the detection of acrylamide at the flow
rate of the mobile phase. Optimize collision energy individually for each of the following transitions:
m/z 72>55, 72>54, 72>44 and 75>58. Use optimal settings of dwell time and inter-channel delay to obtain the
best sensitivity, avoiding any crosstalk and to obtain chromatograms with at least 15 data points per channel
over the peak. Detect acrylamide and the internal standard with the transitions m/z 72>55 and 75>58 for
quantitative purposes, and m/z 72>55, 72>54 and 72>44 for confirmation of the identity of acrylamide.
Depending on the type of LC-MS/MS instrument used, other transitions can be available for peak qualification
too.

NOTE 1 Definition of selected reaction monitoring: data acquired from one or more specific product ions corresponding
to m/z selected precursor ions recorded via two or more stages of mass spectrometry.

Using the instrument Quattro Ultima PT from Micromass 3), the following parameter setting were succesfully
applied:

3) This is an example of a suitable product available commercially. This information is given for the convenience of the
users of this European Standard and does not constitute an endorsement by CEN of these products. Equivalent
products may be used if they can be shown to lead to the same results.
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HPLC parameters

HPLC column

Hypercarb™ column (50 mm x 2,1 mm) equipped with a Hypercarb™ pre-

column (10 mm x 2,1 mm)

Column temperature

Room temperature

Injection volume

10 pl

Mobile phase 0,1 % acetic acid in water
Mobile phase flow 400 pl/min
Total run time 8 min
MS parameters
Desolvation gas N>, 600 I/h
Desolvation temperature 400 °C
Nebulising gas N, fully open
Cone gas N>, 200 I/h
Collision gas Argon, 2,3 x 10™° mbar
lon source temperature 125 °C
Capillary voltage 2 kV
Cone voltage 20V
Hexapole voltage 10V

Collision energies:

72>55 and 75>58 9eV

72>44 20 eV
72>54 16 eV
Dwell time 0,15s
Inter channel delay 0,03s

Inject the sample extract of each sample at least twice, preferably three times. Use a run time of 8 min for
samples to allow matrix components to elute from the column. If necessary, wash the column with 80 % of
acetonitrile in water, as described in 7.1.3, in between the set of samples, or after the end of the batch.

NOTE 2  The application of a divert valve (optional) is recommended in order to increase instrument stability and times
between maintenance interventions. By applying a divert valve, the effluent from the chromatographic column is directed
to the mass spectrometer only between run time 1,25 min and 3,0 min and signals are recorded only between these two
times.

7.1.2 System suitability

The response of the LC-MS can vary from day to day or over longer periods. Also the HPLC column can
deteriorate after having been used several times, or just once, depending on the number of injections and type
of samples analyzed. Therefore, the system should be checked prior to each series of analysis in the following
way.

9]
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Equilibrate the column with mobile phase and the mass spectrometer for e.g. 30 min. Inject at least three
times one of the standard solutions to check the response of the LC-MS equipment as well as retention time,
peak shape and peak width of the acrylamide and internal standard peaks. The response should be similar as
after the optimization. If not, the interface needs to be cleaned and/or the mass spectrometer needs to be re-
optimized. The retention time of acrylamide should be on the Hypercarb™ column (5.1.2) above 1,7 min (at a
flow of 0,4 ml/min), and the peak width at half height should be below 0,2 min. The retention factor (k) should
be above 3,5. Tailing occurs even for fresh columns, but the distance from peak maximum to tailing edge of
peak (measured at 10 % height) should not be more than twice the distance from peak maximum to the
leading edge of the peak. For better illustration, a typical chromatogram for potato products is shown in
Annex A.

Columns not fulfilling these requirements could be regenerated by washing (see 7.1.3). If regeneration was
not successful, the column shall be exchanged.

Inject pure water to check for possible contamination of the system. No traces of acrylamide should be
detected.

7.1.3 Regeneration of HPLC column

If the performance of the HPLC column (5.1.2) is significantly worse than expected or required (see 7.1.2)
it may be restored by regeneration of the column. Regeneration of columns shall be performed according to
the recommendations given by the column supplier.

For Hypercarb™ columns the following procedures are recommended.

The column can be flushed with 80 % acetonitrile in water at 0,4 ml/min for 30 min in line with the LC-MS. This
may be done routinely after each day or even between each set of injections. Make sure to give time for
equilibration with the mobile phase.

For more severe cases the following washing procedure, preferably performed off-line the LC-MS, can be
used. Dispose off the guard column. Change the flow direction and flush the column at room temperature and
0,2 ml/min in a consecutive order for:

a) two hours with a mixture of 50 % tetrahydrofuran (THF), 10 % ammonia and 40 % water. Consider that
some polymers used for HPLC tubings are not resistant against THF;

b) 30 min with pure methanol;

c) 30 min with the mobile phase for equilibration.

7.2 Batch (sequence) composition

— Analyse at least six calibration standards starting from the lowest concentration at the beginning of each
batch and the resulting average response factor is used to quantify that set of samples. Additional
calibration standards may be included in the sequence whenever deemed necessary.

— Analyse extracts of the test samples in random order.

— Analyse at least one procedural blank sample with each batch of samples.

— Analyse a sample for the determination of recovery with each batch of samples (see 7.4).

— At the end of each batch, a mid-point standard should be analyzed to monitor instrument drift. Acceptable
values are + 5 % of original concentration.
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Each test portion extract should be measured at least in duplicate. Pure methanol may be injected for
monitoring of carry over whenever deemed necessary.

NOTE A procedural blank sample is a blank sample made up of all reagents foreseen for the preparation of a test
portion and processed in all respects as a test portion. This kind of blank, tests the purity of the reagents, but also other
possible sources of contamination, like the glassware and the analytical instrument. In this method, the procedural blank
sample consists only of 40 ml of water, to which 400 pl of the internal standard solution is added. This sample is subjected
to the whole extraction and cleanup procedure and serves to determine background levels of acrylamide.

7.3 Identification and calculation of results

The peak identity is confirmed by comparison of the peak area ratios for the transitions m/z 72>54 | 72>55,
and 72>44 | 72>55 from sample extracts and standard solutions. The ratios should not differ more than
1 20 % from those obtained for standard solutions.

NOTE The transition 72>27 may be used for peak identification too. However, the presence, visibility and abundance
of this transition depends on the type of mass spectrometer used.

7.4 Recovery

Determine the recovery in each batch of samples using certified reference materials or other methods
approved by international guidelines, e.g. spiking, see [4] and [5]. Recovery is for information only. Recovery
factors are not applied for correction of results.

NOTE The following certified reference materials are available: ERM® BD273, Acrylamide in toasted bread, available
from the Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM), Geel, Belgium, (http://irmm.jrc.ec.europa.eu/) and
ERM® BD272, Acrylamide in crispbread, available from Federal Institute for Materials Research and Testing (BAM),
Berlin, Germany, (www.bam.de).

8 Determination of concentrations

Calibration by internal standardization is applied for the determination of acrylamide. This calibration requires
the determination of response factors Rf defined using Formula (1):

B Asaa % Clg31an

Rf; = (1)
Alg3jaa % Csan
where
Rf; is the response factor of acrylamide and acrylamide-2,2,3-D; determined by the analysis of

calibration standard i;

Asaa is the area of the unlabelled acrylamide peak as SRM mass trace m/z 72>55 in the calibration
standard;

Augaa is the area of labelled acrylamide-2,2,3-D; peak as SRM mass trace m/z 75>58;
Cragna IS the acrylamide-2,2,3-D3 concentration of the internal standard solution;

CsAA is the acrylamide concentration of the calibration standard solution.

|
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n

where

ﬁ is the average of n response factors of acrylamide and acrylamide-2,2,3-D; determined from n
calibration standards.

Attention shall be paid to the linearity of the instrument response, which could be different for different
instruments. If the linear range of the instrument is exceeded, appropriate measures shall be taken, such as
restriction of calibration to a smaller concentration range and consequently dilution of samples with high
acrylamide levels.

Calculate for each sample the average of the amount of acrylamide that was extracted from the sample (Xaa)
for the N replicate injections that were performed for the respective sample using Formula (3):

1 & A X X
M=—XZ 3)
N 1 X Rf
where
Xan is the amount of acrylamide (in nanogram) that was extracted from the sample;

A is the area of unlabelled acrylamide peak for SRM mass trace 72>55 of the sample;
Apsnaa is the area of the acrylamide-2,2,3-D; peak for SRM mass trace 75>58 of the sample;

Xziaa I8 the absolute amount (in nanogram) of internal standard (acrylamide-2,2,3-D3) added to the
sample;

Rf is the average of n response factors of acrylamide and acrylamide-2,2,3-D; determined from n
calibration standards.

Calculate the mass fraction of acrylamide, cs, in micrograms per kilogram, in the sample using Formula (4):
cg =—4 (4)

where:
Xan is the absolute amount, in nanograms, of acrylamide extracted from the sample;
Ws is the sample mass, in grams.

Results shall be reported to three significant figures and reporting units are pg/kg.
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9 Precision

9.1 General
Details of the interlaboratory test of the precision of the method are summarized in Annex B. The values

derived from the interlaboratory test may not be applicable to analyte concentration ranges and/or matrices
other than given in Annex B.

9.2 Repeatability

The absolute difference between two single test results found on identical test material by one operator using
the same apparatus within the shortest feasible time interval will exceed the repeatability limit r in not more
than 5 % of the cases.

The values for butter cookies are:

x = 14,3 pglkg r=3,4 ug/kg

x =95,7 ug/kg r= 20,9 ug/kg
The values for toasted bread are:

x =37,9 pa/kg r=15,9 ug/kg
The values for crisp bread are:

x =980 pg/kg r= 86 pg/kg
The values for spiced biscuits are:
x =249 pglkg r= 25,5 pg/kg
The values for potato crisps are:

x =324 pglkg r=54,6 pg/kg
x =628 pglkg r=157 ug/kg
x =2 512 uglkg r=418 ug/kg
X =4 051 uglkg r= 485 ug/kg
x =9 083 ug/kg r=1 260 pg/kg
The values for mashed potato are:
x =500 pg/kg r= 76,0 pg/kg (fortified)
The values for roasted coffee are:
x =160 pg/kg r=15,4 pg/kg
x =263 pglkg r=13,7 uglkg
x =585 pglkg r=15,7 uglkg

9.3 Reproducibility

The absolute difference between two single test results found on identical test material reported by two
laboratories will exceed the reproducibility limit R in not more than 5 % of the cases.

The values for butter cookies are:
x = 14,3 ug/kg R = 5,6 ug/kg
X =95,7 ug/kg R = 31,6 uglkg
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The values for toasted bread are:

x = 37,9 pglkg R = 9,0 ug/kg
The values for crisp bread are:

x =980 ug/kg R = 148 pglkg
The values for spiced biscuits are:
X =249 ug/kg R = 72,6 ug/kg
The values for potato crisps are:

X =324 uglkg R = 115 pglkg
X =628 pglkg R = 232 pglkg
X =2512 ug/kg R = 826 pglkg
X =4 051 ug/kg R =1010 pg/kg
Xx =9 083 ug/kg R =2 312 pglkg

The values for mashed potato are:

X =500 pg/kg R = 123 pglkg (fortified)
The values for roasted coffee are:

X =160 pg/kg R = 51,5 pg/kg

X =263 pglkg R = 74,5 pglkg

X =585 pglkg R = 157,6 pg/kg

The relationship between R and X can be sufficiently approximated by the following formula:

R(ug/kg) = 0,258 x x (ug/kg)

with coefficient of determination (R2 = 0,99), meaning that the relative repeatability standard deviation is
constant over the working range.

10 Test report
The test report shall contain the following data:

a) all information necessary for the identification of the sample (kind of sample, origin and designation of the
sample);

b) areference to this European Standard;

c) the date and type of sampling procedure (if known);

d) the date of receipt;

e) the date of test;

f)  the test results and the units in which they have been expressed,;

g) any operations not specified in the method or regarded as optional, which might have effected the results.
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Annex A
(informative)

Typical chromatograms
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Figure A.1 — Typical chromatogram of a potato chips sample contaminated with acrylamide
Operating conditions:
Injection volume: 10 ul

Column: Hypercarb™, 5 ym, 50 mm x 2,1 mm, with a guard column 5 um, 10 mm x 2 mm
(Thermo Hypersil-Keystone®)

Flow rate: 400 pl/min
Mobile phase: Mixture of 1 part per volume of acetic acid and 1 000 parts per volume of water

Quantitation transition: Acrylamide: 72>55, acrylamide-2,2,3-D;: 75>58
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(informative)

Precision data

ANNEXES

The following data were obtained in an interlaboratory test according to ISO 5725-2 [8] and the AOAC
Guidelines [9] for collaborative study procedures to validate characteristics of a method of analysis.

Assigned values were calculated from the results of the participants after removal of outliers, with the
exceptions of the spiked mashed potato powder and the candidate reference material for which the spiking
level, respectively the preliminary certified value were used.

Table B.1 — Precision data for acrylamide in butter cookies, toasted bread and spiced biscuits

Sample Butter Toasted Butter Spiced
cookies bread cookies biscuits

Source RS® RS® RS® RS®
Year of interlaboratory test 2007 2007 2007 2007
Number of laboratories 16 16 16 16
Number of non-compliant laboratories 4° 1 1 1
I;ll:Jtﬂwet)rzr of laboratories retained after eliminating 10 12 13 12
Number of outliers (laboratories) 2 3 2 3
Number of accepted results 10 12 13 12
Mean value, x, ug/kg 14,3 37,9 95,7 249
Repeatability standard deviation s,, pg/kg 1,2 2,1 7,5 9,1
Repeatability relative standard deviation, RSD, % 8,4 5,5 7,8 3,7
Repeatability limit r [r = 2,8 x s,], ug/kg 3,4 59 20,9 25,5
Reproducibility standard deviation sg, ug/kg 2,0 3,2 11,3 25,9
Reproducibility relative standard deviation, RSDg, % 141 8,5 11,8 10,4
Reproducibility limit R [R = 2,8 x sg], ug/kg 5,6 9,0 31,6 72,6
Recovery, % - - - -
HorRat value, according to [6] 0,5 0,3 0,5 0,5
HorRat value, according to [7] 0,6 0,4 0,6 0,5

a RS = from retail store

b  Laboratories specifed for at least one replicate measurement that the content was below the limit of quantification or

limit of detection.

¢ not determined as recovery is corrected by isotopic labelled acrylamide
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Table B.2 — Precision data for acrylamide in potato crisps, mashed potato powder and crisp bread

Sample Potato Spiked Commercial Crisp
crisps mashed potato bread
potato crisps
powder
Source Sp° RS? RS? IIEBEI\ZA;@Z
Year of interlaboratory test 2007 2007 2007 2007
Number of laboratories 16 16 16 16
Number of non-compliant laboratories 1 0 0 0
l;llzjtwetﬁr of laboratories retained after eliminating 14 16 14 13
Number of outliers (laboratories) 1 0 2 3
Number of accepted results 14 16 14 13
Mean value, x , ug/kg 324 500 628 980
Repeatability standard deviation s,, pg/kg 19,5 271 55,9 30,7
Repeatability relative standard deviation, RSD, % 6,0 54 8,9 3.1
Repeatability limit r [r = 2,8 x s,], ug/kg 54,6 76,0 157 86,0
Reproducibility standard deviation sg, pg/kg 41,0 43,9 82,7 52,9
Reproducibility relative standard deviation, RSDg, % 12,7 8,8 13,2 54
Reproducibility limit R [R = 2,8 x sg], pg/kg 115 123 232 148
Recovery, % > b > b
HorRat value, according to [6] 0,7 0,5 0,8 0,3
HorRat value, according to [7] 0,7 0,5 0,8 0,3

a  SP = specially prepared for the study, RS = from retail store

b  not determined as recovery is corrected by isotopic labelled acrylamide




Table B.3 — Precision data for acrylamide in potato crisps
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Sample Potato crisps Potato crisps Potato crisps
Source SP? RS® SP?
Year of interlaboratory test 2007 2007 2007
Number of laboratories 16 16 16
Number of non-compliant laboratories 1 1 0
I;ll:Jtﬂwet)rgr of laboratories retained after eliminating 15 15 14
Number of outliers (laboratories) 0 0 2
Number of accepted results 15 15 14
Mean value, x, ug/kg 2512 4 051 9083
Repeatability standard deviation s,, ug/kg 149 173 450
Repeatability relative standard deviation, RSD, % 59 4,3 50
Repeatability limit r [r = 2,8 x s,], ug/kg 418 485 1260
Reproducibility standard deviation sg, ug/kg 295 361 826
Reproducibility relative standard deviation, RSDg, % 11,7 8,9 9,1
Reproducibility limit R [R = 2,8 x sg], ug/kg 826 1010 2312
Recovery, % b b b
HorRat value, according to [6] 0,8 0,7 0,8
HorRat value, according to [7] 0,8 0,7 0,8
a  SP = specially prepared for the study, RS = from retail store
b  not determined as recovery is corrected by isotopic labelled acrylamide




Table B.4 — Precision data for acrylamide in roasted coffee
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Sample Roasted Roasted Roasted
coffee coffee coffee
Source RS® SP? SP?
Year of interlaboratory test 2007 2007 2007
Number of laboratories 9 9 8
Number of non-compliant laboratories 1 1 1
Number of laboratories retained after eliminating 7 7 7
outliers
Number of outliers (laboratories) 1 1 0
Number of accepted results 7 7 7
Mean value, x , ug/kg 160 263 585
Repeatability standard deviation s,, pg/kg 55 4,9 5,6
Repeatability relative standard deviation, RSD, % 3,5 1,9 1,0
Repeatability limit r [r = 2,8 x s,], ug’kg 15,4 13,7 15,7
Reproducibility standard deviation sg, ug/kg 18,4 26,6 56,3
Reproducibility relative standard deviation, RSDg, % 11,5 10,1 9,6
Reproducibility limit R [R = 2,8 x sg], ug/kg 51,5 74,5 157,6
Recovery, % b > >
HorRat value, according to [6] 0,5 0,5 0,6
HorRat value, according to [7] 0,5 0,5 0,6

a  SP = specially prepared for the study, RS = from retail store

b  not determined as recovery is corrected by isotopic labelled acrylamide
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Questionnaire d’enquéte alimentaire

Fréquence de consommation habituelle des aliments

Préférez manger la nourriture : |:| Semi cuit |:| Cuit |:| Bien cuit

Pour chacun des aliments que nous allons vous citer, indiquez votre fréquence de consommation.

Groupe aliments fréquence de consommation (fois) | L’estimation
d’aliments jour semaine mois de la fois (g)

Chips (pomme de terre)

Pommes de

> 7 | Pommes de terre frites
terre et dérivée

pommes de terre bouillies

Purée de pomme de terre

Chips de mais

Biscuits

Céréales et Pain traditionnel

Pain industriel

produits
L, . Pates alimentaires
céréaliers
Couscous
Gaufrette
Café
Stimulants et | Chocolat
analogues | The
Boissons gazeuse
L.alt et Jus de boissons
boissons
Lait UHT
Fruit
let ct Légumes (y frits)
légumes
Tomate en conserve
Thon
) Sardine
Poisson,
viande, poulet | Viande hachee
et ceufs

Croute de poulet

L’ceuf cuit
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Tableau 01: les fréquences de consommation habituelles et I’exposition en acrylamide pour

les aliments selon le sexe.

Homme n=417; Moy Age =23,00+10,76 ans, poids =61,65+16,71 kg

Femme n=371; Moy Age 21, 3448, 22 ans, poids =55, 02+13, 29 kg

Annexe 4
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Homme n=417

femme n=371

Groupes Aliments Fois /jour | Ex Fois /jour Ex
(1g/i/pe) (ng/i/pe)
Chips (pomme de terre) 0,18+0,49 | 0,02+0,12 | 0,30+0,65 0,04+0,10
Pomme de terre -
. +
ot dérivée Pommes de terre frites 0,46+0,41 0.66+1,57 | 0,44+0,37 0.6342.21
pommes de terre bouillies | 0,31+£0,43 | 0,00 0,31+0,42 0,00
purée de pomme de terre 0,08+0,16 | 0,00 0,07+0,14 0,00
Chips de mais 0,15+0,50 | 0,00+0,01 | 0,16+0,35 0,00
Céréales et biscuits 0,75+2,83 | 0,20+0,42 | 0,64+0,65 0,27+0,61
produits Pain traditionnel 0.91+0.78 | %-98+0.09 1 5 05 088 | 0.06+0.09
céréaliers Pain industriel 0,96+2,18 | 0,12+0,19 | 1,02+0,95 0,12+0,17
- - n
Pates alimentaires 0.3140,42 0,00 0,23+0,26 0,00
Couscous 0,20+0,16 | 0,00 0,17+0,14 0,00
Gaufrette 0,28+0,41 | 0,06+0,16 | 0,28+0,44 0,07+0,22
Café 1,14+1,21 | 0,15+0,26 | 0,87+1,06 0,15+0,28
Stimulants et + +
chocolat 0.36-0,64 0,07+0,32 0.38+0.56 0,13+0,96
analogues Thé 0,56+2,87 | 0,00 0,18+0,40 0,00
Boissons gazeuse 0,83+0,83 | 0,00 0,63+£2,25 0,00
Lait
ot boissons | Jus de boissons 0,62£0,74 | 0,00 0,63£1,60 | 0,00
Lait UHT 0,75+2,86 | 0,00 0,49+0,74 0,00
Fruit 0,16+0,24 | 0,00 0,17+0,25 0,00
Fruits - -
et l6gumes Légumes (y frits) 0,48+0,57 | 0,00 0,80+3,01 0,00
Tomate en conserve 0,80+2,84 | 0,00 0,82+0,72 0,00
Thon 0,23+1,39 | 0,00 0,15+0,25 0,00
Poisson, Sardine 0,12+0,24 | 0,00 0,09+0,14 0,00
viande, pgulet Viande hachée 0,20+0,59 | 0,00 0,15£0,21 | 0,00
et ceuts
croute de poulet 0,30+0,29 | 0,00 0,32+0,43 0,00
L’ceuf cuit 0,69+1,32 | 0,00 0,51+0,99 0,00
Total /jour 12,29 1,36 10,71 1,47
Moyenne /jour 0,47+1,40 | 0,14 0,43+0,29 | 0,18
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Tableau 01: La fréquence de consommation et 1’exposition en acrylamide selon I’age
[6-13] Nbr 104 moyenne age 10,57+1,68 ans poids 33,82+8,36
[14-19] Nbr 262moyenne age 16,92+1,32ans, poids 54,77+9,03
[20-27] Nbr 273 moyenne age 22,98 2,06 ans, poids 63,45+10,81
>27  Nbr 149 moyenne age 38,26£8,96 ans, poids 73,38+12,52
Aliments [6-13] n=104 [14-19] n=262 [20-27] n=273 >27 n=149
Groupes Fois /jour Ex Fois /jour Ex Fois /jour Ex Fois /jour Ex
(ug/i/pe) (ng/j/pe) (ug/i’pe) (ng/j/pe)
Chips
Pomme de | (pomme de 0,51£0,73 | 0,080,222 | 0,28+0,70 | 0,03+0,13 | 0,19+00,46 | 0,02+00,06 | 0,05£00,19 | 0,00
terre et Pommes de
dérivée terre frites 0,35+0,28 | 047+1,05 | 0484041 | 0,77+1,61 | 0,49+00,40 | 0,78+02,65 | 0,38+00,39 | 0,33+00,81
pommes de
terre bouillies | 0,2040,31 | 0,00 0,33+0,48 | 0,00 0,29+00,40 | 0,00 0,39+00,43 | 0,00
purée de
pomme de 0,08+0,16 | 0,00 0,06£0,15 | 0,00 0,09+00,16 | 0,00 0,08+00,14 | 0,00
Chips (a base
mais) 0,29+0,41 | 0,00 0,24+0,63 | 0,00 0,07+00,24 | 0,00 0,05+00,19 | 0,00
Biscuits
0,62+0,68 | 0,22+0,31 | 0,83+3,54 | 0,32+0,74 | 0,69+00,66 | 0,22+00,44 | 0,54+00,56 | 0,12+00,21
Céreales et Paiq_
produits traditionnel 0,82+0,71 | 0,07+0,08 | 1,06+0,86 | 0,09£0,10 | 0,83+00,84 | 0,06:00,10 | 0,86+£00,76 | 0,05+00,06
Pain
céréaliers | industriel 0,7240,61 | 0,13+0,16 | 0,89+2,68 | 0,10£0,18 | 1,27+00,98 | 0,17+00,21 | 0,84+00,87 | 0,08+00,11
Pates
alimentaires 023£031 | 0,00 0,24+0,33 | 0,00 0,34+00,42 | 0,00 0,23£00,27 | 0,00
Couscous
0,19+0,16 | 0,00 0,18+0,16 | 0,00 0,17+00,11 | 0,00 0,21+00,19 | 0,00
Gaufrette
033£0,51 | 0,09£020 | 038+0,46 | 0,1040,28 | 0,20400,33 | 0,03+0,09 | 0,22+00,40 | 0,0300,11
Café
Stimulants 0,25+0,62 | 0,04+0,10 | 0,86£0,94 | 0,14£0,26 | 12540124 | 0,18+0026 | 1,41£01,28 | 0,20+00,34
" Chocolat
© 038:049 | 0,06£0,16 | 049076 | 0.20£1,19 | 0,31+00,49 | 0,05+00,16 | 0,26+00,50 | 0,0400,16
analogues | Thé
0,16£0,42 | 0,00 0,26+0,57 | 0,00 0,35+00,66 | 0,00 0,80+04,69 | 0,00
Boissons
gazeuse 0,63£0,59 | 0,00 0,90+2,65 | 0,00 0,67+00,85 | 0,00 0,66+00,79 | 0,00
. Jus de
Lait et boissons 0,49+0,51 | 0,00 0,44+0,52 | 0,00 0,85+01,91 | 0,00 0,62+00,66 | 0,00
boissons Lait UOT
0,94+0,76 | 0,00 0,7243,56 | 0,00 0,46£00,79 | 0,00 0,57+00,72 | 0,00
Fruit
0,12+0,18 | 0,00 0,16£0,22 | 0,00 0,20£00,30 | 0,00 0,14+00,19 | 0,00
) Légumes (y
Fruitet | . 0,42+0,41 | 0,00 0,78+3,54 | 0,00 0,66+00,72 | 0,00 0,45+00,65 | 0,00
légumes Tomate  en
0,56+0,55 | 0,00 0,85+0,65 | 0,00 0,73+00,79 | 0,00 1,04+04,66 | 0,00
conserve
Thon
0,12+0,22 | 0,00 0,15£0,28 | 0,00 0,29+01,70 | 0,00 0,13£00,25 | 0,00
Sardine
0,06+0,13 | 0,00 0,08+0,13 | 0,00 0,14+00,26 | 0,00 0,10£00,23 | 0,00
Poi Viande
oisson, hachée 0,11£0,15 | 0,00 0,14+021 | 0,00 0,24+00,71 | 0,00 0,16£00,21 | 0,00

=



ANNEXES

viande, croute de
0,36+0,33 0,00 0,30+0,34 0,00 0,31+00,42 | 0,00 0,28+00,31 | 0,00
poulet et poulet
eufs L’ceuf cuit
0,55+1,69 0,00 0,54+0,57 0,00 0,69+01,52 | 0,00 0,59+0,76 0,00
Total /jour
9,46 1,16 11,67 1,75 11,78 1,49 11,07 0,86
Moyenne /jour
0,38+0,24 0,15 0,47+0,31 0,19 0,47+0,33 0,19 0,44+0,35 0,10

les fréquences de consommation habituelles et I’exposition en acrylamide pour les groupes d’aliments

selon I’age.

[6-13] [14-19] [20-27] >27
Groupe d’aliments F/l Ex F/J Ex Ex F/J Ex
ug/J/pc ug/J/pc ug/J/pc ug/J/pc
Pomme de terre et dérivée 0,28 0,27 0,28 0,04 0,26 0,40 0,22 0,33
Céréales et produits céréaliers 0,45 0,12 0,54 0,15 0,51 0,12 0,42 0,04
Poisson, viande, poulet et ceufs | 0,24 0 0,24 0,33 0 0,25 0
lait & Boissons 0,68 0 0,69 0,66 0 0,67 0
Stimulants et analogues 0,26 0,05 0,53 0,17 0,63 0,11 0,82 0,12
Fruits et [égumes 0,36 0 0,59 0,53 0 1,04 0




Valorisation des travaux de la these

1) Communication internationale affichee « Poster »

Teneur en acrylamide dans la nourriture algériennes et évaluation préliminaire déterministe de

I'exposition a I'acrylamide dans les menages algériens. SAN 3eme congreés internationale ClI
SAN 2017 Constantine du 28 au 30 novembre 2017.

2) Communication national « Poster »

Effect of oral exposure to acrylamide on the biochemical parameters and immune status of
wistar rats. 2éme Séminaire National de Biologie et Santé (SNBS-2) Mardi 19 décembre 2017
SIDI BEL ABBES.

3) Publication internationale

Belhadj Benziane Abdelhammid, Abdelkader Dilmi Bouras, Abdelkader Mezaini, Ahmed Belhadri,
and Mohammed Benali. 2018. “Effect of Oral Exposure to Acrylamide on Biochemical and
Hematologic Parameters in Wistar Rats.” Drug and Chemical Toxicology, March. Taylor & Francis,
1-10. https://doi.org/10.1080/01480545.2018.1450882.
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