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INTRODUCTION

L’acrylamide est une substance chimique utilisée depuis les années 50 dans différentes
applications industrielles surtout sous fotme de polymeére, le polyactylamide, comme
floculant pour le traitement des eaux notamment. Chez Phomme, les effets toxiques de
Pacrylamide sur le systeme nerveux faisant suite a une Importante exposition
professionnelle ou accidentelle sont bien connus. Des travaux ont aussi montré que
Pacrylamide est génotoxique, perturbe la reproduction et le développement et entraine des
cancers chez les animaux de laboratoire. Ce composé a en effet été classé comme
cancérogene probable (groupe 2A) par le CIRC (ou IARC, respectivement Centre
International de Recherche sur le Cancer et International Agency for Research on Cancer) en 1994
et comme cancérogene de catégorie 2 et mutageéne de catégorie 2 par Punion européenne.
Le JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives ; FAO, Food and Agriculture
Organization ; WHO, World Health Organization ou OMS, Organisation Mondiale de la Santé)
considere qu’il existe un risque préoccupant pour la santé humaine lié a la cancérogénicité
de Pacrylamide.

En avril 2002, des chercheurs suédois (de Puniversité de Stockholm et de PAdministration
nationale suédoise de l'alimentation ou Swedish National Food Administration, SNFA) ont
montré pour la premiere fois que la cuisson a haute température de certains aliments, en
particulier les aliments d’origine végétale riches en glucides tels que les frites, les chips, le
café, la patisserie, le pain et les céréales, pouvait entrainer la formation d’actylamide dans
des quantités relativement élevées et inattendues. Clest le composé alimentaire néoformé
lots de la cuisson des aliments découvert le plus récemment.

Peu aprés la découverte d’actylamide dans certaines denrées, différents laboratoires
indépendants ont entrepris des recherches sur la formation de ce composé et ont établi que
lacrylamide était formé par la réaction de Maillard (ou réaction de brunissement non
enzymatique), une réaction qui entralne la formation d’arémes et de couleur (brunissement)

dans certains types d’aliments cuits par réaction entre des acides aminés et des sucres.



Depuis Papparition du probleme en 2002, la EAO et PFOMS ont été consultées pour
I’évaluation du risque concernant P'acrylamide dans les aliments. Un colloque organisé par
POMS a eu lieu en juin 2002 a Genéve (WHO, 2002) et a fourni des éléments sur les
méthodes d’analyse, les risques toxicologiques et les mécanismes supposés de formation de
Pacrylamide. Suite a ce colloque, il a été décidé de poursuivte les études sur Pacrylamide,
notamment sur ses effets toxiques sur ’homme, le but ultime étant d’estimer le risque
potentiel pour le consommateur lié a 'exposition a ce composé. I’AFSSA (Agence
Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments) a été saisie de cette question en 2002
concetnant certains aspects de lanalyse de lacrylamide dans les aliments, de la
pharmacocinétique et de la toxicologie de ce composé. C’est au laboratoire de PAFSSA de
Fougeres (35), a I'unité de toxicologie génétique des contaminants alimentaires, que jai
débuté ce travail, lors d’un stage de Master Recherche (M2R). Quelques aspects des
expérimentations réalisées seront présentés dans ce mémoire.

Plus récemment, en octobre 2007, la Société Francaise de Toxicologie (SFT), lots de son
33'™ Congtés annuel 2 Montpellier intitulé « Alertes toxicologiques : excipients, additifs,
adjuvants, impuretés » évoqua la question de I'acrylamide (SFT, 2007). Les préoccupations
liées a ce composé sont donc toujours au cceur de Pactualité de la toxicologie et de la santé

publique.

Ce travail présente tout d’abord les généralités concernant 'actylamide a savoir sa chimie,
son utilisation, sa formation et son dosage dans les aliments ainsi que son métabolisme,
puis fait le point sur les éléments connus a ce jour sur la toxicité de ce composé. Enfin, une
évaluation de Pexposition chez 'homme notamment dans ’alimentation permet d’aborder
le risque pour la santé humaine lié a Pacrylamide, principalement en ce qui concerne la
cancérogénicité, toxicité considérée comme préoccupante par le JECFA. Des solutions

sont aussi envisagées pour limiter la formation d’acrylamide dans les aliments.



1. L’acrylamide : chimie et utilisation

1.1. Propriétés physiques et chimiques

Formules chimiques

Les formules brute et semi-développée de Pacrylamide figurent ci-dessous (figmres 1 et 2).

CsHsON

Figure 1 - Formule brute de acrylamide.

g
CH=CH-~C~-NH,

Figutre 2 - Formule semi-développée de Pactylamide.

Propriétés physiques

L’acrylamide, ou 2-propénamide (CAS No. 79-06-1, EINECS No. 201-173-7) est un
composé qui se présente sous forme de poudre cristalline blanche inodore, de masse
moléculaire 71,08 g/mol. Il se sublime lentement a température ambiante. Il est tres soluble
dans ’eau (215,5 g/100 mL a 30 °C) et dans de nombreux solvants organiques comme
éthanol, le méthanol ou l'acétone (annexe 7). Son point de fusion est de 84,5 °C et sa
densité de 1,122 a 30 °C. Le chauffage, Phumidité ou les radiations UV provoquent sa
polymérisation en polyactrylamide. Les solutions commerciales contiennent du cuivre (<100
ppm) ou d’autres antioxydants pour le stabiliser et éviter qu’il ne se polymérise.

Le polyactylamide peut se dépolymériser en acrylamide sous Ieffet de la température et de

la lumiére (Smith er al, 1996). L’effet du pH serait nul. A cause de sa propriété de



polymérisation, il ne bout pas a pression ambiante mais a 3,33 kPa (25 mm Hg), sa
température d’ébullition est alors de 125 °C. Sous forme solide, 'acrylamide est stable s’il
est stocké dans un endroit sec, a température ambiante. Les autres propriétés physiques de
Pacrylamide figurent en annexe 1. Les contenants utilisés pour stocker acrylamide pur
doivent étre étiquetés avec le symbole « Toxique » (fignre 3) avec 'énumération des risques
particuliers ainsi que des conseils de prudence (annexe 2, 1" page de la fiche toxicologique de

l'Institut National de Recherche et de Sécurité, INRS).

Figure 3 - Symbole « Toxique » pour Pétiquetage de Pacrylamide.

Propriétés chimiques

L’acrylamide posséde les propriétés chimiques de la fonction vinyle et de la fonction amide

(figire 4) :

b 0
groupement vinylique : groupement amide :
réactions d'addition, de hydrolyse, déshydratation,
cyclisation, de polymérisation estérification, condensation avec
et de copolymérisation les aldéhydes

Figure 4 - Réactivité de Pacrylamide. (INRS, 1992)

La double liaison 0f} insaturée confére a 'acrylamide la majeure partie de sa réactivité. Ce
composé est tres actif avec les composés nucléophiles comme les protéines par exemple a

cause du caractére électrophile de sa liaison 0ff insaturée. Cette double liaison va aussi étre



responsable du métabolisme de Pacrylamide par son oxydation, en formant un composé

époxydé, le glycidamide. Ceci sera traité ultérieurement dans la partie métabolisme.

Formation d’adduits avec les protéines

Des 1953, Druckrey ef ol montrerent que Pacrylamide était capable de réagit avec les
protéines, formant ainsi des adduits. Les adduits sont des produits d’addition c’est-a-dire
des espéces chimiques dont chaque entité moléculaire est formée par combinaison directe
entre deux entités moléculaires distinctes. La double liaison (électrophile) entre en jeu dans
des additions de Mickael (Rice ez a/, 2005) entre le carbone en B de Pacrylamide et les
groupements nucléophiles des protéines comme (fignre 5) (Friedman ez al., 2003) :

" les groupements SH de la cystéine, de 'homocystéine et du glutathion,

* le groupement ONH, des acides aminés libres des protéines (valine de

I’hémoglobine),
* les résidus acides aminés N-terminaux des protéines,
" les groupements ENFH, de la lysine,

* les groupements NH de lhistidine.
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Figure 5 - Alkylation de Pacrylamide avec les protéines, formant des adduits. (Friedman ¢f o/, 2003)

Formation d’adduits avec PADN

L acrylamide, mais surtout le glycidamide son métabolite époxydé, peuvent aussi réagir avec

IFADN et tout particuliérement sur les bases de PADN, générant des adduits d’alkylation

principalement. Ceci sera vu ultérieurement dans la partie qui traite de la toxicologie de

Pacrylamide.

Autres réactions de Pacrylamide

L’actylamide est aussi impliqué dans des réactions non covalentes. Cecl a été étudi¢ par des

études de fluorescence (guenching) dans les années 1980 (Eftink ef a/, 1982 ; Follenius ef al,

1983). D’autres travaux ont été publiés sur les interactions non covalentes de Pacrylamide

avec divers composés et notamment avec PADN pour étudier les domaines de liaison de

PADN (Bousquet ef a/., 1996 ; Espinosa ez a/., 2003).




1.2. Production et utilisation

Production

L.a production de Pactylamide sous forme de monomeére débuta dans les années 1955 aux
Etats-Unis et sa fabrication sous forme de polymeére dans les années 1965. Lacrylamide est
produit généralement a partir de solution d’acrylonitrile chauftée a 100 - 150 °C dans un
réacteur par une réaction d’hydratation catalysée par du cuivre. On obtient alots une

solution aqueuse a 30 - 50 %.

Un procédé utilisant une enzyme, la nitrile hydratase, a été mis en place par la société Nitto
Chemical Industry au Japon pour produire de Pacrylamide (IUPAC, 1995). De méme, il
permet la transformation de acrylonitrile en acrylamide. En modifiant génétiquement le
microorganisme produisant cette enzyme, de bons rendements de production peuvent étre
atteints (Kobayashi ez a/, 1992). Ce procédé permet aussi une réduction de Pénergie
consommée durant la production de 80 % et un gain en pureté par rapport au procédé
chimique classique. I.’acrylamide peut aussi étre produit a partit d’un microorganisme. Un
des premiers a étre utilisé est Rbodococcus rhodochrons, qui transforme Pactylonittile en

acrylamide a Paide d’une nitrile hydratase (Astaurova e af, 2000).
Utilisationy

L’acrylamide est un monomere tres utilisé en industrie et fut disponible commercialement
des 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). Plus de 99,9 % de
Pacrylamide est utilisé pour la production de polymete, le polyactrylamide, aux Etats-Unis. 11
est produit par polymérisation de monomere d'acrylamide, réaction catalysée par les
radicaux libres en solution aqueuse, en présence de bis acrylamide (N,N'méthylene-
bisacrylamide) qui agit comme agent pontant et dont la quantité va déterminer le taux de

réticulation du gel (fgure 6).
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Figure 6 - Formation du gel de polyacrylamide.

L’acrylamide, utilisé sous forme de polymere, le polyactylamide, possede de nombreuses

applications industrielles (EC, 2000 ; INVS, 2005) :

=  Fabrication de polymeéres et de copolymeres hydrosolubles utilisés comme
floculants pour le traitement des eaux et par I'industrie miniére. Les polymeéres se
lient aux particules a éliminer présentes dans Peau et forment des agrégats qui vont
sédimenter et ainsi pouvoir étre éliminés,

* Modificateur de viscosité dans P'industrie pétroliere,

*  Adjuvant de fabrication dans I'industrie du papier. Il permet de servir de liant aux
fibres du papier,

*  Synthése de latex acryliques pour les industries de peinture, textiles, vernis,
adhésifs, cuirs. Utilisé comme additif dans les peintutes acryliques (0,1 - 0,5 %), il
améliore la fixation des pigments et la tenue de la peinture. Dans lindustrie du
textile, on l'utilise par exemple pour éviter la déformation des vétements en laine,

*  Fabrication de gel de polyacrylamide pour électrophorése (utilisé par la recherche
pour séparer les macromolécules biologiques) ; stabilisant d’émulsion pour les
encres d’imprimantes,

Dans les gels de polyacrylamide, on retrouve de lactylamide sous forme de
monomete, mais les taux sont en général inférieurs a 0,1 % masse/masse. Il est
cependant nécessaire de prendre les précautions suffisantes durant la préparation

ou l'utilisation de ces gels pour éviter I'exposition a ce composé.



2. Formation de Pacrylamide dans les aliments

2.1. La réaction de Maillard

Louis-Camille Maillard

Louis-Camille Maillard (figire 7) est né a Pont-a-Mousson (Meurthe-et-Moselle) en 1878.

C’est un biochimiste frangais mondialement connu.

Figure 7 - Louis-Camille Maillard.

Apres des études a la Faculté des Sciences puis de Médecine de Nancy, il obtient un poste a
la Faculté de Médecine de Paris puis Pagrégation de médecine a 26 ans. Par la suite, il
continue ses travaux de recherche a Paris. Il réalise une thése et découvre une réaction
entre les acides aminés et les suctes. Elle sera appelée « réaction de Maillard ». 11 publie le
premier article sur cette réaction en 1912 (annexe 3). Cette réaction est a Porigine du gott de
nombreuses préparations culinaires. Dans lindustrie agroalimentaire, elle permet de
développer de facon optimale des arémes de grillé, appelés aromes de Maillard et contribue
a donner des couleurs caractéristiques aux aliments.

Apres quelques années passées dans 'armée, il revient a la vie civile a Paris puis part pour

Alger pour occuper une chaite a la Faculté de Médecine et de Pharmacie. 11 meurt



brutalement a Paris, ou 1l était venu participer au jury de Pagrégation, le 12 mai 1936. Il sera
récompensé pour ses nombreux travaux (umnexe 4) par de nombreuses distinctions et en

patticulier par plusieurs prix de PAcadémie des Sciences et de ’Académie de Médecine.

La réaction de Maillard et ses conséquences sur les caracteres organoleptiques des aliments

et de la santé humaine

La réaction de Maillard est une réaction entre des composés aminés (acides aminés) et des
composés carbonylés (glucides réducteurs particulierement) ayant lieu dans les aliments.
C’est une réaction de brunissement, ¢’est-a-dire qu’elle est responsable de modifications de
couleur et d’ardme des aliments, comme la crotte du pain, les sauces des viandes, les
potssons frits, les viandes grillées, le café, les frites... Elle est en général recherchée pour
augmenter la qualité organoleptique des aliments. Pour cette réaction, on emploie le terme
de « brunissement non enzymatique », par opposition aux réactions de « brunissement
enzymatique » qui nécessitent Pintervention d’enzymes (action du systéme polyphénol
oxydase sur des composés phénoliques) et qui sont responsables du brunissement des
pommes, des bananes... Les réactions de brunissement non enzymatique sont des
réactions qui aboutissent principalement a la formation de pigments bruns ou noirs tels les
mélanoidines, qui sont des polymeres (figure §).

Cependant, la formation de molécules odorantes ou la modification de couleur de I’aliment
peut se révéler défavorable pour certains aliments : aliments déshydratés comme la poudre
de lait ou d’ceuf, les farines de poissons, les jus de fruits, les sirops. De plus, la réaction
nécessitant des acides aminés, elle est a I'origine d’une diminution de la valeur nuttitionnelle
des aliments par perte en acides aminés. Le dernier inconvénient de cette réaction, et
certainement le plus important, est la génération de molécules mutagenes et cancérogenes :
furfural, réductones... et bien d’autres, parmi lesquelles l'acrylamide. Les études
toxicologiques de ces molécules sont encore trop rares et leur impact sur la santé publique
est mal connu, notamment dans la genése des cancers du tractus digestif. Il est a noter que
la réaction de Maillard peut aussi avoir lieu 2z #ive, dans 'organisme, et aboutit a la glycation

de protéines (Frye ez al, 1998 ; Rerat e al., 2002).
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Figure 8 - La réaction de Maillard et ses conséquences.

11




Les différentes étapes de la réaction

La réaction de Maillard est un ensemble complexe de réactions qui comprend de

nombreuses étapes. On peut les diviser en cing groupes principaux comme suit.

»  Condensation de Maillard : condensation des groupements catbonyle (C=0O) des
glucides réducteurs ou de produits d’oxydation des lipides avec des groupements
amines primaires ou secondaires. On aboutit 2 la formation de carbonylamines

3

(cétosylamines ou aldosylamines, figure 9).

AN N AN

/ u e /
gg;:g;?;,?;t groupement amine (gzrsbsgglzr&?%

Figure 9 - Formation de catbonylamines a partir d’'un groupement carbonyle (provenant par

exemple d’un glucide réducteur) et d’un groupement amine (provenant d’un acide aminé).
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Réarrangement d’Amadori ou de Heyns: formation de cétosamines
(réarrangement d’Amadort) ou d’aldosamines (réarrangement de Heyns)
tespectivement a partir des aldosylamines ou des cétosylamines en milieu acide
(fignre 10). Dans le cas d’une réaction avec le glucose, il y a tormation d’une

glycosylamine (imine substituée, instable, fromre 17).

Il
H—C=N—R H—C—N—R
I + H*
H—(IZ—O—H - IC:O
R R
aldosylamine cétosamine

Figure 10 - Formation de cétosamines a partir d’aldosylamines

(réarrangement d’Amadori).

CH50H
OH MHR

OoH

Figure 11 - Glycosylamine formée a partir du glucose.

Décomposition des cétosamines ou des aldosamines. En milieu acide, une
réaction d’énolisation 1,2 a lieu et en milieu basique, c’est une énolisation 2,3. Ces
réactions sont suivies de déshydratations, de réarrangements et/ou de cyclisations.
Elles aboutissent a la formation de molécules intermédiaires odorantes comme des

petites molécules carbonylées, des furfurals ou des réductones.
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* Dégradation de Strecker: dégradation d’acides aminés par les composés

dicarbonylés formés au cours de la décomposition des cétosamines (fronre 12). Le

dérivé aminocarbonylé donne par cyclisation et oxydation une pyrazine contérant

la flaveur de « grillé ».

O O

|-
R—C—C—R> +

dicarbonyl

L
R—CH—C—R’ +
“ J

Y

dérivé amjnocarbonylé

]
CH3—CH—COOH—

acide aminé

7
CH;—C + CO,
\H

aldéhyde

N N
o X X
cyclisation - B
N N

dihydropyrazine pyrazine

Figure 12 - Dégradation de Strecker.

Cette réaction aboutit a la formation de nombreux arébmes (aldéhydes, pyrazines...).
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* Condensations, formation de polymeres bruns (mélanoidines).
Un grand nombre des molécules issues de la dégradation de Strecker peuvent se

polymériser et former des mélanoidines, des polymeres bruns (feure 13).

R O R"
‘u"\rrmﬁ)Lm)\n"
O CHg O
GH2
GHz2
Mt N

GHa
O CHs o)
"H\l)LH N A
R' o R

Figure 13 - Polymére brun de mélanoidine, produit final de la réaction de Maillard.

La structure et le mécanisme de formation des mélanoidines ne sont pas encote tres bien

connus.
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2.2. Formation de Pacrylamide dans les aliments par la réaction de
Maillard

[’acrylamide a été découvert dans de nombreux aliments (Tarcke ¢/ al., 2002). 11 est formé
essentiellement dans les aliments riches en amidon, cuits 2 haute température, par la
réaction de Maillard. Les premiers travaux visant a déterminer I'origine de la formation de
Pacrylamide 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 P"acrylamide
(Mottram e/ al., 2002 ; Stadler ¢/ al., 2002 ; Sanders e al., 2002 ; Becalski e/ al, 2003). Parmi
les méthodes utilisées, les auteurs utilisérent le marquage de I'asparagine a "N ou la
spectrométrie de masse. Mottram ¢/ al. (2002) et Stadler ¢/ al. (2002) érablirent que la
formation d’acrylamide nécessitait des températures supérieures a 120 °C. Cette réaction
débute par la condensation du glucose (glucide réducteur) avec Pacide aminé asparagine.
Comme on I'a vu, la réaction de Maillard comprend de nombreuses étapes, mais peut étre

résumeée de la facon suivante (figire 14) :

H @
™ PMH,
HO > He
HO -~ * (=] W
H S <
glucose asparagine

v REACTION DE MAILLARD

acrylamide

Figure 14 - Formatdon de Pacrvlamide dans les aliments 4 partir

de Pasparagine et du glucose par la réaction de Maillard.



Mécanisme détaillé de la formation d’acrylamide par la réaction de Maillard (fzoure 15)

Différents travaux ont contribués a Pexplication du mécanisme de formation de
Pacrylamide par la réaction de Maillard (Yasuhara ez o/, 2003 ; Lingnert ef al., 2002 ; Stadlet

et al., 2003).

)
condensation 7=
de Maillard R
glucose
|OH H H,O
]

NHz——ICHm—COOH N H-u?——N—?H—~COOH 2 H——(I::N«CH——COOH
CH, R CH, R CH,
lC:O ?::O (]::O
NH, , .

? NHe décarkbxylation NH,
asparagine base de Schiff
CO,
- + A
H-—C—NH=—CH H— O RiH—CH
e I (I:H2
?:O (l::o
|
NH;, NH,
base de Schiff décarboxylée
// " \
H—C==20O
] NHz—CH, H— G NI e
A S
=0 l:O
NH, NH,
3-aminopropionamide
acrylamide
N
CH
T
CH .
::O NHa
NH,
acrylamide

Figure 15 - Mécanisme supposé de la formation de Iacrylamide dans les aliments. (Zyzak ez o/, 2003)
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Le premier stade de la réaction de Maillard, la condensation de Maillard, est la
condensation d’un composé aminé (principalement Pacide aminé asparagine) avec le
groupement carbonyle d’'un glucide réducteur (principalement le glucose) lors d’une
réaction ¢équimolaire, entrainant la formation dun dérivé N-glycosyl de Pacide aminé
asparagine, en équilibre avec une base de Schiff. Selon Zyzak ez a/. (2003) et Yaylayan ef .
(2003), la base de Schiff de P'asparagine subit une décatboxylation a la température facilitée
par la délocalisation de la charge négative. Ensuite, selon Zyzak e/ a/. (2003), cette base peut
soit entrainer la formation de 3-aminopropionamide par hydrolyse de la base de Schiff et
¢limination d’ammonium, soit se décomposer et aboutir directement a de Pacrylamide pat
élimination d’un groupement imine. Yaylayan e a/. (2003) proposeérent une cyclisation
intramoléculaire de la base de Schiff en dérivé oxazolidine-5-one. D’autres intermédiaires
ont été proposés et sont répertoriés dans la figure 16. Dans tous les cas, le groupement

amide de Pacrylamide provient de 'asparagine.

mécanisme proposé référence
*
NH, NH,
0P, P F Zyzak et al., 2003
NH, NH,
. - am el al.. 2002
O%\Ao ())\/ Mottram et al., 2002
OH NH,
o A q
0P P~ Yasuhara et al., 2003 ; Stadler et al., 2003
N
'51\/\ P ?H"
o N ?) o Yaylayan et al., 2003
H
HoN
:l . NH,
A N UL i . 175 2
S S N Zyzak et al.. 2003
Oor

Figure 16 - Molécules intermédiaires proposées se formant dutant la réaction de Maillard et

aboutissant a la formation d’acrylamide. (Stadlex ez 2/, 2004b) (* : 3-aminopropionamide)

18




Apres réarrangement d’Amadori ou de Heyns, le composé obtenu va subir des réactions de
déshydratation pour former différents composés de faible masse moléculaire, comme des
petites molécules carbonylées. L’étape suivante est la dégradation de Strecker par
décarboxylation oxydative et désamination qui forme un aldéhyde et qui va aboutit a la
formation d’acrylamide apres différentes étapes de réductions et de déshydratations
(Mottram ef al, 2002). Le rendement de cette réaction est faible : seulement 0,1 % a 0,3 %

des molécules d’asparagine libres sont converties en acrylamide (Stadler ez o/, 2004b).

Acides aminés et glucides réducteurs nécessaires

Acides aminés

Zyzak e al. (2003), en traitant des aliments avec de Pasparaginase, qui hydrolyse asparagine
en acide aspartique et en ammoniac, ont réduit la concentration en asparagine de 88 %, ce
qui a eu pour effet de réduire la concentration en acrylamide de plus de 99 %. Ceci montre
bien que Pasparagine est le principal acide aminé des aliments impliqué dans la formation
d’acrylamide.

L’asparagine est 'acide aminé libre qui serait présent en plus grande quantité (jusqu’a
93,9 mg/100 g) dans les pommes de terre (Martin ¢z a/, 2001). Dans les chips, cet acide
aminé représente 40 % des acides aminés totaux (Mottram ef o/, 2002). D’autres acides
aminés peuvent aboutir a la formation d’acrylamide comme I'alanine, Parginine, Pacide
aspartique, la cystéine, la glutamine, la méthionine, la thréonine et la valine, mais les

quantités sont minimes.

Glucides réducteurs

Le contenu en sucres (glucose et fructose) des pommes de terre crues est corrélé avec la
quantité d’acrylamide formé durant la cuisson des aliments (Biedermann ¢ af, 2002b).
Amrein ¢f al. (2003) ont montré que toutes les variétés de pommes de terre n’avaient pas le
méme potentiel a former de I'acrylamide car elles ne présentaient pas les mémes quantités
de glucides réducteurs. De par leurs variations importantes en asparagine et glucides
réducteurs, certaines vatiétés de pommes de terre sont susceptibles de former jusqu’a 40

fois plus d’acrylamide que d’autres (Biedermann ez 4/, 2002a).
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Parametres jouant un réle dans la formation de Pacrylamide

Comme il a déja été dit, les paramétres majeurs influencant la formation d’acrylamide sont
la présence de glucides réducteurs (glucose et fructose) et d’acides aminés libres
(asparagine). La température joue aussi un role important (Mottram e7 al, 2002 ; Tarcke e
al., 2002 ; Yaylayan e/ al, 2003), mais aussi le temps de cuisson, le taux de brunissement et

le rapport surface sur volume des pommes de terre frites.

L’effet de la température et du temps de cuisson a ¢été étudié par Robert ¢z a/. (2004). La
Jronre 17 montre que Pacrylamide se forme deés 120 °C (en concordance avec les premicres
études sur la formation de acrylamide en 2002, par Mottram e/ /. et Stadler ¢z al) pour des
aliments cuits 60 min., alots que des températures supérieures a 160 °C sont nécessaires si
les aliments sont cuits seulement 5 min. La diminution du taux d’actylamide avec
Paugmentation de température est probablement due a sa polymérisation en polyacrylamide

(Stadler ez al, 2004a).

chauffage 60 min. chauffage 5 min.

B .
0 AR ol » "

70 a0 110 130 150 170 180

-

Temperature [°C}

Figure 17 - Formation d’acrylamide par chauffage d’un mélange

équimolaire de L-asparagine et de D-glucose. (Robert e/ af.,, 2004)
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Ces résultats sont en accord avec ceux de Taubert ez u/. (2004) (fionre 18). Ces auteurs
réaliserent un plan d’expétience pour croiser différents parameétres et montra que la surface
de la pomme de terre, la température et le temps de cuisson ont une influence significative
sur la production d’acrylamide. La figme 18 montre Pinfluence du rapport surface sur
volume des pommes de terre cuites sur la formation d’actrylamide. Les taux les plus
importants ont été obtenus pout les pommes de terre rapées (jusqua 18 mg/kg), puis pour
celles de 3 mm de hauteur (jusqua 12 mg/kg) et enfin pour celles de 15 mm de hauteur
(usqu’a 2,5 mg/kg) qui présentent le plus faible rappott surface/volume. Selon Pauteur,
cela poutrait s’expliquer par le fait que le transfert de chaleur dans la pomme de tetre prend
plus de temps avec les pommes de tetre présentant un faible rapport surface/volume.

La maniére de cuire les pomtmnes de terre (friture, cuisson au four traditionnel, au four a
micro-ondes ou rbtissage) ne semble pas avoir d’influence significative sur les taux
d’acrylamide (Taubert ef al, 2004). De méme, la natute de huile utilisée pour la cuisson

lors de la friture n’a pas d’impact important (Becalski ef a/., 2003).
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Figure 18 - Effet de la température et du temps de friture sur la formation d’actylamide dans des

pommes de terre cuites (exprimée en pg/kg de poids sec). Lacrylamide n’a pas été détecté dans les

pommes de tetre crues (taux inférieur a la limite de détection de 10 pg/kg). (Taubert ez a/,, 2004)
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La fignre 19 présente Paugmentation du taux d’acrylamide de frites et leur brunissement en
fonction de la durée de cuisson. Plus cette durée augmente, plus les frites brunissent et plus

il y a d’acrylamide.

—E——— .
0 minutes 15 minutes
0 ppb 11 ppb

—— —

30 minutes 45 minutes
1326 ppb 4885 ppb

Figure 19 - Brunissement de frites et taux d’acrylamide en fonction

du temps de cuisson. (Musser e/ «/, 2002)

Autres mécanismes

D’autres voies de formation de Pacrylamide existent, mais elles sont mineures. Selon
certains auteurs (Becalski e @/, 2003 ; Stadler e/ al., 2003 ; Gertz et al., 2002), 'acrylamide
peut se former a partir d’acroléine (résultant de la dissociation des lipides) ou d’acide
acrylique. Actuellement, il existe encore des incertitudes sur le mécanisme de formation de
Iacrylamide. Ces informations sont primordiales a comprendre pour pouvoir apporter des
solutions pratiques a la préparation des aliments afin d’éviter ou de diminuer la formation

de produits supposés mutagenes ou cancérogénes comme Pacrylamide.
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3. Dosage de ’acrylamide dans les aliments

3.1. Méthodes de dosage

Plusieurs auteurs se sont attachés a quantifier les taux d’acrylamide dans différents types
d’aliments quand la présence d'acrylamide fut révélée en aviil 2002 par le SNFA (Swedish
National Food Administration). lls établirent chacun leur propre méthode de dosage car
aucune méthode n’était disponible. Les publications de ces auteurs ont été résumées par

Wenzl ez al. (2004) et Taeymans ef af. (2004).

Groupes de_travail internationaux

Aux Etats-Unis, en octobre 2002, le JIFSAN (Joint Institute for Food Safety and Applied
Nutrition) et 'industrie  alimentaire décidérent de créer un groupe de travail pour
coordonner le gouvernement, industrie et 'université afin de répondre aux préoccupations
sur lacrylamide dans les aliments. Il en est ressorti la nécessité de développer les
connaissances sur les thémes suivants : mécanismes de formation de Pacrylamide dans les
aliments, méthodes analytiques de détection, exposition, risque et données toxicologiques.
Ce groupe de travail, ainsi que le groupe d’étude européen (Centre de recherche commun
de la Commission européenne, European Commission’s Joint Research Centre, [RC, April 2003)
concluerent qu’il n’existait pas de méthode unique de dosage applicable pout toutes les
matrices a analyser. Les protocoles doivent étre adaptés a chaque matrice (prépatation de
Iéchantillon, extraction, lavages, technique d’analyse...). A ’heure actuelle, les méthodes
d’extraction élaborées par les différents laboratoires permettent de quantifier Pacrylamide
méme dans des matrices difficiles telles le café ou le cacao. Les techniques analytiques
disponibles présentent une exactitude et une précision suffisantes d’aprés des essais
mterlaboratoires. Par conséquent, les efforts actuels pour améliorer les méthodes
analytiques ne devraient pas influencer de maniére significative I’évaluation du risque.

Le JECTA, dans un rapport de février 2005, a conclu que les méthodes analytiques de
dosage utilisées par les différents laboratoires travaillant sur Pacrylamide nécessitaient d’étre

améliorées et wvalidées. Fn France, le laboratoire de PAFSSA de Maisons-Alfort
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(Laboratoire d’Etudes et Recherches sur la Qualité des Aliments et les Procédés agro-
alimentaires, LERQAP) travaille dans cette voie et s’emploie a réaliser des essais entre
plusteurs laboratoires francais pour valider les méthodes de dosage.

Dans les pays d’Afrique ou d’Asie, peu d’études sont réalisées sur les méthodes de dosage
de Pacrylamide dans les aliments. En Asie, on peut citer les études de Leung e a/. (2003) et

Ono et al. (2003).

Les méthodes classiques de dosage de P'acrylamide sont basées sur lutilisation de la CLHP
(Chromatographie Liquide Haute Performance) ou de la chromatographie en phase

gazeuse (Taeymans ef a/, 2004).

Schéma général pour ’analyse de acrylamide dans les aliments

La figure 20 présente les principales ctapes de I'analyse de 'acrylamide dans les aliments.
Tout d’abord les échantillons subissent un prétraitement (extraction de Pacrylamide par un
ou plusieurs solvants puis putification de extrait), puis le dosage en lui méme peut étre

réalisé par chromatographie en phase liquide ou gazeuse (Castle ez af., 2005).

l Food product j
(

Homogenisation
Take specimen, add internal standard

i 1

[Water extraction I IOrganic solvengl

Extract clean-up

Direct analysis

[LC-MS(«MST‘L GC-MS [Loieamup ]

—r
[ ecms | @-ECDZNPD ]

Figure 20 - Schéma général de Panalyse de Pacrylamide dans les aliments. (Castle e7 o/, 2005)

25



Chromatographie en phase gazeuse

Le dosage basé sur l'utilisation d’une chromatographie en phase gazeuse est la méthode la
plus ancienne et doit étre en général réalisé apres avec une dérivation de Panalyte pour le
rendte plus volatil (Biedermann ef a/., 2002a ; Nemoto ¢/ al., 2002 ; Tareke ef al., 2002 ; Ono
et al, 2003, Pittet et al, 2004). En général, il s’agit dune bromation, générant du
2,3-dibromopropionamide. La silylation a été utilisée par certains auteurs, et 'on obtient du
N,O-bis(triméthylsilyl)acrylamide (Lagalante ez o/, 2004). Sans dérivation, il peut y avoir une
surestimation du taux d’acrylamide car il peut se former 2 sitn. L’extraction de I'analyte se
fait par extraction liquide-liquide (Tacymans e/ o/, 2004). La détection se fait
préférentiellement par spectrométric de masse couplée a la chromatographie en phase

gazeuse (CG/SM).

Chromatographie liquide haute performance

La méthode la plus utilisée actuellement pour doser I'acrylamide dans les aliments est la
CLHP. La détection se fait préférentiellement par spectrométrie de masse (CLHP/SM ou
CLHP couplée a la spectrométrie de masse en tandem CLHP/SM/SM). Rosen ez a/. (2002)
développerent la premiére méthode de dosage de Pacrylamide dans des aliments
transformés. Ils utilisérent une chromatrographie liquide avec dilution isotopique couplée a
une détection par spectrométrie de masse (CLHP/SM). Cette méthode est utilisée
maintenant par de nombreux auteurs (Ahn ef 4/, 2002 ; Ono et al., 2003 ; Roach ez 4/, 2003 ;
Becalski ¢ al, 2003 ; Tareke e al, 2002 ; Riediker ez af, 2003 ; Rosen ef a/, 2002). Son
avantage est de ne pas nécessiter de dérivation préalable. De plus, les extractions de
Pacrylamide, soluble dans I'eau, peuvent se faire avec des solvants aqueux. Rosen e 4l
(2002) par exemple utilisent le protocole suivant: extraction de lPanalyte a leau,
centrifugation, extraction en phase solide, filtration a I'aide d’une seringue de diameétres de
potes de 0,22 pM et enfin filtration par centrifugation sur une membrane a porosité

contrdlée de seuil de coupure de 3 kDa.
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Le tablean 1 établit la comparaison des différentes méthodes de dosage de l'acrylamide

existantes.
limite de coefficient de
méthode spécificité
quantification (ppb) variation CV (%)
CG/SM (non désivée) 10 haute 10

CG/SM (dérivée) 50 haute 5-10
CLHP/SM 20 moyenne 5-10
CLHP/SM/SM 10 haute 5-10

Tableau I - Comparaison des différentes méthodes de dosage de Pacrylamide. (Musser ¢/ o/, 2002)

Aucune méthode n’a pour P'instant été validée par les autorités réglementaires et il n’existe

donc pas de méthode officielle de dosage de Pacrylamide dans les aliments.

3.2. Taux en acrylamide de différents groupes d’aliments

En Europe et aux Etat-Unis ont été élaborées des bases de donnée publiques a partir
d’informations collectées auprés des autorités nationales, de laboratoires scientifiques de
recherche et de Pindustrie alimentaire. Aux Etats-Unis, la principale étude sur les données
de contamination des aliments par I'acrylamide est une étude de Roach ef a/. (2003). Elle est
disponible a Padresse suivante : www.cfsan.fda.gov/~dms/acrydata html. En Europe, elle a
été réalisée en collaboration entre le JRC et rOMS
(www.ittnm.jrc.be/html/activities/actylamide/EUactylamidelevelmonitoringdatabase_stat

usJune05.xls). Il est parfois difficile de comparer ces deux bases de données car les aliments
ne sont pas classés en mémes catégories. Les aliments contenant le plus d’actylamide sont a
peu pres identiques en Europe et aux Etats-Unis. 1l s’agit principalement des produits a
base de pomme de tetre comme les frites, les chips, mais aussi les céréales, le pain suédois,

le pain et le café.
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Le tablean 2 présente les taux d’acrylamide de divers groupes d’aliments.

concentration
moyenne

aliments (ng/kg ou ppb)
pommes de terre frites 786,3
biscuits salés, soufflés 389,5
chips 2978
pommes de tetre sautées 173,8
poissons panés, frits 98,4
pains 84,4

Tableau 2 - Taux d’acrylamide dans divers groupes d’aliments. (analysés par le LERQAP, AFSSA, 2005)

Les frites contiennent le plus d’acrylamide avec une teneur d’environ 790 ng/kg. Comme
développé précédemment, les températures élevées durant la cuisson favorisent la
formation d’acrylamide étant donné que des taux allant jusqu’a 18000 pg/ke ont été
obtenus dans I’étude de Taubert ez o/ en 2004. La figure 27 permet de se rendre compte de
la distribution des taux d’acrylamide dans certains produits a base de pomme de terre (A) et
dans le café (B). L’influence de la méthode analytique est présentée dans le graphique C. La
méthode utilisée ne semble pas avoir d’influence significative sur la distribution des

données.
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Figure 21 - Distribution des taux d’acrylamide dans quelques groupes d’aliments (le nombre

d’échantillons analysés est indiqué entre parenthéses). (Stadler ef o/, 2004b)
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L’acrylamide n’est retrouvé qu’en faible quantité dans les fruits ou les légumes bouillis ou
crus avec des concentrations inférieures a 30 pg/kg (EC, 2000). Parmi les aliments ne
contenant pas d’acrylamide ou ayant un taux d’acrylamide inférieur a la limite de
quantification (LOQ) de 10 ppb (Musser ef a/., 2002), on trouve 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 sutgelés, la sauce au soja, le jus de viande ou la

gélatine.
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4. Métabolisme de ’acrylamide

La figure 22 schématise le métaboliste général (toxicocinétique et toxicodynamie) des
xénobiotiques, parmi lesquels Pacrylamide. Apres métabolisation, ces composés peuvent
induire des lésions biomoléculaites comme des 1ésions cellulaires ou moléculaires a la base

de la mutagenese ou de la cancérogenese.
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Figure 22 - Métabolisme des xénobiotiques.
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Apres administration orale, Pacrylamide est rapidement absorbé et distribué dans tous les
tissus du corps, mais ausst dans des fluides tels que le lait. L’acrylamide est métabolisé chez
les animaux de laboratoire ct chez homme en dérivé époxydé, le glycidamide, pat
oxydation de la double liaison de Pacrylamide (Calleman ez 4/, 1990 ; Sumner ez al., 1992)
(figures 23 et 24) principalement dans le fole par des monooxygénases cytochrome P450

dépendantes (CYP450 2E1) (Sumner e/ 4/, 1999).

C3Hs0O,N

MM : 87,08

Figure 23 - Formule brute du glycidamide.

0
29!
CHy—CH~C—NH,

Figutre 24 - Formule semi-développée du glycidanude.

Ceci a été étudié chez des souris dépourvues de cytochrome P450 2E1 (Sumner ef al,
1999 ; Ghanayem ef 4/, 2005). C’est la méme vole métabolique qui est utilisée chez
Phomme. L’actylamide ou ses métabolites ne s’accumulent pas dans les tissus sauf dans les
globules rouges ou ils forment des adduits a ’hémoglobine. Ils peuvent aussi se lier de
facon covalente aux acides nucléiques et a diverses protéines (Segerback er al, 1995 ;
Calleman ef 4/, 1993). Gamboa da Costa et a/. (2003) ont montré que la formation des
adduits de I'acrylamide et du glycidamide a PADN était dose-dépendante, c’est-a-dire que,
chez la soutis, il y avait une augmentation de leur quantité quand la dose d’acrylamide
augmentait. Puis, il y avait saturation du métabolisme oxydatif aux plus fortes doses

d’actylamide administrées.
L’acrylamide non transformé en glycidamide et le glycidamide sont conjugués au glutathion

par une glutathion-S-transférase pour former des acides mercapturiques (fignres 25 et 26). Le

glycidamide peut aussi étre hydrolysé par une époxyde hydrolase en
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dihydroxypropionamide. Sumner ¢/ a/ (1992) ont détecté dans I'urine de rongeurs ces
métabolites. Ils ont aussi été retrouvés chez ’homme et peuvent étre utilisés comme
biomarqueurs d’exposition a I'acrylamide dans I'urine, mais aussi le plasma ou les tissus
(Boettcher ¢/ al., 2005). La conjugaison de 'acrylamide et du glycidamide au glutathion pour
former des acides mercapturiques excrétés dans I'urine, est la voie majeure du métabolisme

et de la détoxification de I'acrylamide.

Lors d’études toxicologiques sur Pacrylamide, 'extrapolation des données toxicologiques de
Pacrylamide de Panimal a ’homme nécessite de prendre en compte des différences
qualitatives et quantitatives de métabolisme dues a la variabilit¢é génétique des
monooxygénases et des glutathion-S-transférases entre les espéces (Paulsson e/ /., 2005 ;
Ghanayem e/ al., 2005). De méme, il peut exister des variabilités intra especes dans le
métabolisme de lPacrylamide. Deux humains peuvent métaboliser ce composé
différemment, notamment en cas de diabéte, d’obésité, de consommation d’alcool ou de
jeine. Ces différences doivent étre prises en compte pour Panalyse du risque lié a

'exposition za les aliments chez 'homme.

PHASE |
ﬁ (fonctionnalisation) |l:)
NG P450 HaC._ /4\
: N2 cveoe | eH Nk
H 1 o>
Acrylamide Glycidamide
PHASE I EH
EEsH (conjugaison) + GSH
Dihydroxy-
GsT l GST l propionamide
GSH metabolites GSH metabolites

FFigure 25 - Vue générale du métabolisme de Pacrylamide en glycidamide dans Porganisme.,
(EH : Epoxvde Hydrolase, GSH : Glutathion, GST : Glutathion-S-Transférase,

P450 : Monooxygénase cytochrome P450 dépendante) (Paulsson e/ af, 2005)
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Figure 26 - Détail du métabolisme de Pacrylamide chez la soutis. (Friedman er 4/, 2003)

Le produit final du métabolisme de P'acrylamide est éliminé dans l'utine. Cette élimination

est d’environ 2 heures chez le rat. Chez Phomme, peu d’informations sont disponibles.

34




5. Etude de toxicité de ’acrylamide

5.1. Principe de [I’évaluation des risques liés aux contaminants

alimentaires

Quatre étapes sont classiquement distinguées dans I'évaluation du risque lié a un

contaminant alimentaire (figure 27) :

®  Jdentification du potentiel dangereux (hazard assessment) de 'agent a étudier a partir
g E¢ g P

de données de laboratoire ou d’observations,

* Evaluation de la relation dose-réponse (dose-response assessment),

* Estimation de Dexposition a cet agent (exposure assessment): les populations

susceptibles d’avoir été en contact sont quantifiées,

* Caractérisation du risque (7isk characterigation) : réalisation de la synthése des étapes

récédentes afin de décrire, pour chaque circonstance d’exposition de chacun des
3

groupes exposés, la probabilité d’apparition des effets néfastes évoqués.
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Figure 27 - Schéma général d’évaluation du risque sanitaire. (National Research Councif, 1983)
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Les études en laboratoire ou les observations (études épidémiologiques) consistent en la
détermination des toxicités orales aigué, subaigué et chronique, des effets sur la
teproduction et de Peffet cancérogeéne (études de mutagénicité /r pivo et in vitro). On peut
réaliser toute étude complémentaire pour couvrir tous les risques potentiels d’effets
indésirables : allergénicité, immunotoxicité, neurotoxicité ou toxicité sur le systeme
hormonal. Ceci va permettre d’identifier le danger. Quand le danger a été identifié, on le
caractérise en réalisant une évaluation qualitative de la nature du danger et une description
quantitative de la relation dose-réponse a partir des études sur les animaux de laboratoire
ou des études épidémiologiques. Ces données vont permetire de déterminer le NOAEL
(No Observed Adperse Effect Lere/ ou dose sans etfet nocif observé) sur des animaux.

Le calcul de Pexposition permet de déterminer §’il existe une exposition réelle de la
population. Ensuite, les experts caractérisent le risque en calculant la Dose Journahere
Admissible (DJA, en mg de substance/kg de poids cotporel/jout). Pour cela, ils appliquent
un facteur de sécurité au NOAEL. 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-especes principalement. La DJA représente la quantité que peut absorber un individu
quotidiennement pendant toute sa vie sans aucun effet secondaire sur sa santé. Si
Iexposition 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 (derniere

¢étape correspondant a la gestion du risque).

5.2. Quels sont les risques de toxicité due a Pacrylamide ?

5.2.1. Toxicité atgue

L’acrylamide est toxique pat vole orale chez les animaux de laboratoire (rongeurs, chat,
potc, lapin) aprés administration aigué. L’actylamide a entrainé des phénomenes d’ataxie,
de convulsions, de faiblesse musculaire et de perte de poids (Manson ez a/,, 2005). Chez les

rats la Dose Létale 50 (DL;) se situe autour de 107 a 203 mg/kg (EC, 2000).
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Chez Thomme, Pexposition a Pacrylamide 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
périphétique 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 sighes généraux comme de la fatigue ou une perte de poids apres quelques

jours d’exposition (Manson ¢/ a/., 2005).

5.2.2. Toxicité nerveuse

L’administration orale répétée d’acrylamide chez le rat a des doses de 20 mg/kg/jour
produit des Iésions des netfs périphériques, des signes de neuropathie périphérique, des
atrophies des muscles squelettiques, une atrophie testiculaire et une diminution des
parametres érythrocytaires (EXC, 2000). Chez le singe, Padministration orale d’acrylamide
pendant 12 semaines 2 des doses de 10 mg/kg a également conduit a des signes de
neuropathie périphérique. Dans cette étude, effet s’est montré réversible 30 semaines

environ aptes Parrét du traitement.

Chez homme, Pacrylamide a été suspecté d’induire une toxicité nerveuse des les années
1980 (Tilson ef al, 1981). Comme dit précédemment, des signes de neuropathie
périphérique ont été observés chez des personnes exposées a Pacrylamide sur leur lieu de
travail (He ef af, 1989 ; Calleman e 4/, 1993 ; Costa et a/. 1996). En 1997, lors de Ia
construction d’un tunnel ferroviaire en Suede, Putilisation d’agents chimiques de calfatage a
entrainé une exposition a lacrylamide. II a été constaté aprés 2 mots des atteintes
neurologiques du bétail notamment, mais aussi des travailleurs (Hagmar e o/, 2001). Ces
études épidémiologiques chez 'homme aprés des expositions professionnelles, ont suggéré
que le systéme nerveux était le principal site de toxicité chez T’hommme

(LoPachin ez al., 2004).

Des études sur des animaux de laboratoire montrent que Daction neurotoxique de
Pacrylamide pourtait s’expliquer par la pertutbation de la transmission neuronale dans les
synapses. Elle serait probablement due a la formation d’adduits sur les groupements thiols

des protéines des nerfs terminaux par addition de Mickael et déréglement du stockage de la

37



dopamine (LoPachin e af, 2002, 2006a, 2006b, 2007a, 2007b). Une seconde hypothese
mettrait en avant la perturbation de la kinésine et des microtubules de Paxone, ce qui

génerait la transmission du signal neuronal (Sickles ¢z 4/, 1996, 2002).

5.2.3. Toxicité sur la reproduction et le développement

Diftérentes études sur des rongeurs ont permis de mettre en évidence une diminution de la
croissance pondérale chez le feetus et a la naissance (Manson ez o/, 2005 ; Zenick et al,
1986 ; Wise ef al, 1995 ; Field er al, 1990 ; Garey et al., 2005). Ces effets peuvent étre
considérés comme secondaires a la toxicité maternelle (Tyl ef 4/, 2003). Une diminution de
la fertilité a été constatée chez le rat ainsi qu'une augmentation de la mortalité feetale
(Manson ¢/ al., 2005). Elle serait imputable en partie 2 une impuissance du male (inhibition
de Térection) et/ou a des anomalies quantitatives et qualitatives des spermatozoides

(Sakamoto ez a/., 1986 ; Wise ¢f al, 1995 ; Chapin ez a/., 1995).

Selon Tyl e al (2003), le mécanisme daction toxique de Pacrylamide
résulterait principalement d’une liaison de ce composé a des protéines des cellules
nerveuses (kinésine et dynéine), ce qui perturberait la transmission du signal axonal et
induirait des changements comportementaux lors de la reproduction comme une patalysie
du pénis ou une diminution de tonicité des pattes. L’acrylamide pourrait aussi se liet aux
flagelles des spermatozoides, d’ou une perte de motilité de ceux-ci. Des effets sut le plan
génétique seralent aussl impliqués comme des lésions des chromosomes des cellules
germinales (Gutierrez-Espleta ef al, 1992 ; Dearfield ez a/, 1995 ; Yang et al, 2005). Le
comité d’experts du NTP-CERHR (Manson ef a/, 2005) indique d’ailleurs que cet effet

génétique est la composante majeure de la toxicité de la reproduction chez le rat male.
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5.2.4. Génotoxicité

5.2.4.1. Généralités sur la génotoxicité

Dans un organisme vivant, la molécule d’acide désoxyribonucléique (ADN) constitue le

support de 'information génétique. La génotoxicité d’un produit chimique est une toxicité

qui s’exerce sur cet ADN. Elle dépend du potentiel électrophile de ce produit, c’est-a-dire

de son aptitude 4 se lier a des macromolécules via leurs sites nucléophiles.

Continuellement dans nos cellules se produisent des lésions de PADN sous P'action de

divers agents internes dont les produits du métabolisme intermédiaire ou externes. Dans ce

dernier cas, ces agents peuvent étre de nature physique (radiations ionisantes, radioactivité,

ultraviolets. ..) ou chimique (contaminants néoformés dans les aliments, métaux, pesticides,

toxines, médicaments. . .). Ces lésions sont dites « primaires ».

Les lésions de PADN peuvent étre de quatre types :

La molécule d’ADN peut étre endommagée sur les bases putiques et
pytimidiques : modification covalente (adduits d’oxydation, d’alkylation...), pette
d’un groupement aminé par désamination, ce qui peut conduire a des substitutions
de bases (C converti en U). Il peut s’agir aussi de délétions (perte d’une base) ou au
contraire d’insertion de base, avec possibilité de changement du cadre de lecture
(mutation franeshif?),

Mésappariements pendant la division cellulaire (réplication), malgré Dextréme
précision de FADN polymérase, ADN dépendante,

Cassures de brins de PADN. Elles peuvent toucher un seul brin des deux brins de
PADN (cassure simple brin ou Single-Stranded Break, SSB) ou les deux (cassure
double brin ou Double-Stranded Break, DSB),

Pontages. Il peut s’agit de pontages intrabrin (dans un méme brin d’ADN),
interbrin (sur deux brins opposés, comme des dimeres de thymine par exemple ou
2 thymines vont se lier par des liaisons covalentes sous linfluence des rayons
ultraviolets, ce qut fait arréter la réplication par PADN polymérase) ou de pontages

ADN-protéines.
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Ces lésions, si elles ne sont pas réparées ou mal réparées, peuvent entrainer la mort
cellulaire ou produire des mutations. Au sens large, une mutation est une modification de
toute nature concernant la quantité et la qualité du génome, Potganisation de I'information
génétique ou la séquence des nucléotides dans PADN. Ces mutations peuvent se situet sut
ADN lui-méme (mutations géniques : modification d’une ou de quelques base(s)), sur le
chromosome (mumtions chromosomiques, comme peuvent provoquer les substances
clastogénes qui causent des cassures ou des aberrations chromosomiques) ou induire un
changement du nombre de chromosomes (mutations génomiques, provoquées par les
substances aneugénes qui provoquent des anomalies dans le nombre de chromosomes, en

plus ou en moins) (fignre 28).

MUTATIONS MUTATIONS MUTATIONS
GENIQUES CHROMOSOMIQUE GENOMIQUES
mutation des anomalie de anomalie de
nucléotides de structure des nombre des
I’ADN (délétions, chromosomes chromosomes
substitutions de (provoquées par des (provoguées par des
bases...) molécules molécules
clastogenes) aneugeénes)

Figure 28 - Les trots grands types de mutations.
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Figure 29 - La génotoxicité et ses conséquences sur la santé humaine. (Sorsa e/ /., 2005)

La plupart des lésions génotoxiques sont réparées et ne sont jamals exprimées sous forme
de mutations. Cependant, quand elles ne sont pas réparées, les mutations des cellules
somatiques sont cumulatives et peuvent conduire a la mort cellulaire ou a des altérations
des cellules entrainant des atteintes malignes st ces dernicres se divisent (figwre 29). La
sénescence est vraisemblablement une conséquence liée a Paccumulation de mutations
somatiques. Les mutations de la lignée cellulaite germinale peuvent étre transtérées au
zygote et entrainer des maladies héréditaires en s’exprimant a la génération suivante. Il peut
s’agit par exemple de mauvaise séparation des chromosomes lors de la gamétogenése

conduisant a des syndromes chromosomiques graves.
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Relation entre mutations et cancer

Le cancer est un ensemble complexe et multifactoriel de mécanismes dont I'étiologie est
généralement largement inconnue. On sait que les mutations de PADN peuvent toucher
tous les génes de PADN. Quand elles concernent des genes codant des protéines du cycle
cellulaire, comme des oncogénes ou des geénes suppresseurs de tumeur, elles peuvent
entralner un processus de tumorogenese (figure 30). Dans la cellule cancéreuse a été
découverte une activation de proto-oncogenes peu actifs en oncogenes actifs et une
inactivation de génes suppresseurs de tumeurs. Les oncogenes activés sont responsables
d’'une prolifération cellulaire incontrélée qui n’est plus contrebalancée par Paction
inhibitrice des génes suppresseurs de tumeurs inactivés. Ils codent des facteurs de
croissance cellulaire, des protéines de transduction ou des récepteurs membranaires. Les
genes suppresseurs de tumeurs sont associés a arrét du cycle cellulaire, 2 Papoptose et a la
répatation des lésions de PADN. La cellule transformée ainsi produite est caractérisée par
un phénotype « mutateur » qui lui confére une instabilité génétique majeure et un avantage

sélectif de croissance, aboutissant a un clone de cellules tumorales.
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P P | PROGRESSION
tumorales cellules néoplasiques
Figure 30 - Schéma simplifié de la cancérogenese Liée a la génotoxicité.
Prévention

Il a été déterminé que la nuttition jouait un réle dans un tiers des cancers (Doll ef 4/, 1981).
Par exemple il y a cotrélation entre une forte consommation de fruits et de légumes et une
faible incidence de certains cancers notamment des cancers gastro-intestinaux et du cancer
des poumons. Depuis de nombreuses années, il est reconnu que nous somimes soumis a un

stress oxydant provenant des radicaux libres, notamment des especes réactives de I'oxygene
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provenant des mitochondries durant la respiration cellulaire (Chance ez v/, 1979). Ces
especes réactives de P'oxygene peuvent réagir et endommager les molécules biologiques,
notamment PADN et créer des mutations qui peuvent étre a Porigine de cancers. Il est
donc conseillé de privilégier les aliments contenant des molécules antioxydantes comme la
vitamine C, la vitamine E, les caroténoides, les flavonoides (fruits et légumes) ou toutes les
molécules qui d’ailleurs peuvent antagoniser Peffet de acrylamide dans Palimentation. Par
exemple, la verveine odorante, qui contient beaucoup de molécules antioxydantes comme
les flavonoides ou les acides phénoliques, utilisée en infusion a montré une diminution des
dommages a PADN mis en évidence par le test des cometes (Zamorano-Ponce e al., 2000).
Le ginseng aurait des effets protecteurs contre la neurotoxicité de Pacrylamide e son

composé actif le ginsénoside (Mannaa ez a/., 2006).

La toxicité génétique et Pidentification du risque : les tests de génotoxicité

Afin de mettre en évidence les dommages de PADN et les mutations, différents tests de
toxicité génétique a court terme ont été mis en place. Ils permettent de détecter des signes
de génotoxicité des produits testés. Ce sont :
" des tests de mutations géniques sur bactéries (test d’Ames) ou sur cellules de
mammiferes (test CHO/HGPRT, test du lymphome de souris),
®  des tests de clastogenése comme le test des aberrations chromosomiques, le test du
micronoyau ou le test d’échanges de chromatides sceurs,
" dautres tests permettent de mettre en évidence les dommages primaires a FADN

comme le test des comeétes et la mesure des adduits.

Lots de mon Master Recherche (M2R, ex DEA) effectué en 2005 dans le laboratoire de
PAFSSA de Fougeres (35), j’al pu réaliser des travaux sur la génotoxité de 'acrylamide et du
glycidamide, en utilisant le test des cometes dont le principe est expliqué en annexe 5. Un
extrait de ce travail figure en annexe 6. Le test des comeétes est un test de génotoxicité assez
récent et tres utilisé. Il est aussi appelé SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis) et peut étre
réalisé in vivo (apres administration du composé a étudier a des animaux de laboratoire) ou
in vitro (en utilisant des cellules en culture). Il mesure les cassures simple- et double-brins et

les cassures induites lots de la réparation des lésions de PADN.
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Le role des altérations génétiques en cancérogenése explique I'importance des tests de
toxicité génétique pour identifier les agents cancérogenes potentiels. La plupatt des agents
cancérogenes chez humain donnent des résultats positifs dans ces tests, notamment les

tests d’Ames ou d’aberrations chromosomiques.

5.2.4.2. Génotoxicité de I"acrylamide

Leffet cancérogene de Pacrylamide semble avolr pour origine principale un effet
génotoxique qui résulterait de dommages a FADN de cette substance ou de son métabolite

époxydé, le glycidamide.

19 Potentiel génotoxique de 'acrylamide et du glycidamide

Le potentiel génotoxique de lacrylamide a été recherché dans la plupatt des tests de

génotoxicité existants. Les principaux résultats sont résumés ci-dessous.

Acrylamide

I7acrylamide n’a pas induit de mutations dans le test d’Ames (sur Salmonelle) (Hashimoto
et al., 1985 ; Dearfield ez al, 1988 et 1995 ; Tsuda ¢f al, 1993) en présence ou en absence
d’activation métabolique, bien qu’il téagisse avec PADN /n witro (Solomon ef al. ; 1985,
1999). Sur cellules de mammiféres, lactylamide s’est révélé inducteur d’aberrations
chromosomiques, d’échanges de chromatides sceuts et de perturbations de la division
cellulaire (Adler ef al, 1993). L’acrylamide s’est montré clastogéne in vitro et in wivo
(Higashikuni es a/, 1994 ; Schriever-Schwemmer ¢ a/, 1997 ; Paulsson e af, 2002,
Abramsson-Zetterberg e al, 2003 ; Koyama ez a/., 2006) par le test du micronoyau et a
montré des lésions a PADN dans le test des cometes i vitro (Blasiak ez al., 2004b) et zn wvivo

(Maniere ¢z a/., 2005).
Lors de mon travail a PAFSSA de Fougeres, nous n’avons pas montré d’effet génotoxique

dans le test des cométes a la concentration d’acrylamide maximale (6000 uM) contrairement

a Blasiak ez al. (annexe 6).
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Comme déja dit précédemment, Ghanayem ef o/ ont étudié la génotoxicité de Pacrylamide
sur des souris déficientes en cytochrome P450 2E1 et chez des souris de souche sauvage.
Le test du micronoyau s’est révélé positif sur les sourts de souche sauvage, mais pas sur les
soutis déficientes en CYP450 2E1. Le métabolisme de Pacrylamide en glycidamide est donc
nécessaire pour quil y ait génotoxicité, en ce qui concerne la sourls.

Une étude sur des travailleurs exposés a Pacrylamide sur leur milieu de travail (jointage de
tunnels) a permis de mettre en évidence une légere augmentation de la fréquence des
breches chromatidiennes dans les lymphocytes des 25 travailleurs exposés étudiés (Ijuus e
al., 2005). Aucune augmentation de fréquence des aberrations chromosomiques ni de
cassures de chromosomes n’a ¢été constatée. Leffet génotoxique lié a lexposition
professionnelle a Pacrylamide chez Phomme est donc faible.

Lacrylamide a aussi été étudié sur cellules germinales. Il s’est révélé clastogene sur cellules
germinales males de rongeurs (modification de la structure de chromosomes dans les
spermatozoides) et augmenterait la fréquence des mutations transmises a la descendance.
Ces effets résulteratent d'une intéraction du glycidamide avec PADN, mais le mécanisme
réel est encore mal connu. En ce qui concerne les éventuels effets aneugénes (anomalie du
nombre de chromosomes) de Pacrylamide, ils ont été étudiés 7z wiro pat quelques auteurs
principalement sur des cellules germinales, mais les résultats ne vont pas tous dans le méme

sens et paraissent difficiles a interpréter.
Glycidamide

Le glycidamide induit des mutations dans le test d’Ames (Hashimoto ef 4/, 1985). Il a aussi
donné des résultats positits dans le test du micronoyau 7 wvitro (Koyama ef al., 2006) et in
vivo (Paulsson ef al., 2003) et dans le test des cometes i vitro (Baum e/ al, 2005 ; Puppel ez
al., 2005 ; Koyama ez al., 2006).

Lors de mon travail a PAFSSA de Fougeéres, le test des comeétes a montré un effet
génotoxique dose dépendant, en accord avec les études réalisées avec les auteurs cités
précédemment. Les résultats sur cellules CHO-KT7 présentent un effet a partir de 100 uM
(annexe 6). Baum et al. (2005) ont montré que le glycidamide, testé sur sang total humain a
des concentrations variant de 100 a 3000 uM pendant 1 a 4 heures, induisait des dommages
de PADN des 300 uM sur les lymphocytes (4 heures d’exposition). Pout un traitement de

1 et 2 heures, les dommages apparaissaient respectivement a pattit de 3000 et 1000 pM.
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Puppel ez o/ (2005) ont également montré que le glycidamide, apres 3 heures de traitement,
induisait des cassures des 60 pM pour les hépatocytes de rat, 300 publ pour les cellules

Caco-2 et 600 uM pour les cellules V79.

Conclusion

Lors de ces différentes études s witro, Pacrylamide montre des effets inconstants et a
nécessité de fortes doses. L’acrylamide pourrait étre considéré comme mutagene faible. Par
contre, le glycidamide est mutagene a doses relativement faibles et agit sur de nombreux
types cellulaires. En ce qui concerne les mutations chromosomiques, les deux composés
semblent clastogenes /n ritro. In riro, Pacrvlamide et le glycidamide se sont révélés avoir des
cffets mutagenes. Les mutations induites scraient des transversions G — C et T — A et
des décalages du cadre de lecture (Manjanatha e o/, 2006). En ce qui concerne les
mutations chromosomiques, les deux composés semblent clastogenes zn riro.

In viro, on constate donc que les deux composés ont a peu pres le méme profil. De plus, on
a constaté une absence d’effets génotoxiques de Pacrylamide chez les soutis déficientes en
CYP450 2E1. Ceci indique donc que la génotoxicité de Pacrylamide 7n wivo est due a sa

transformation en glycidamide.

2% Adduits de Pacrylamide et du glycidamide a PADN

Les propriétés mutagenes et clastogenes de Pacrylamide et du glycidamide sont liées 2 leur
réaction avec les macromolécules biologiques et notamment 2 la possibilité du glycidamide
de se liet avec PADN par liaison covalente et de former des adduits (Besatatinia ¢/ 4/, 2003,
2004, 2005). L’acrylamide a une réactivité faible pour PADN, contrairement au glycidamide
qui est 100 a 1000 fois plus réactif vis a vis de PADN que lactylamide grice a sa fonction
époxyde. 11 réagit sur le carbone B non substitué avec les sites nucléophiles des bases de

PADN et provoque leur alkylation (mécanisme de substitution nucléophile de type 2).

La détection des adduits du glycidamide a PADN se fait actuellement par CLHP avec
détection SM/SM (Gamboa da Costa ez al, 2003). Ils sont retrouvés in ritro (aptés
incubation du composé avec de PADN) et in 2o (aprés administration du composé chez

des rongeurs).
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I’adduit N'-(2-carbamoyl-2-hydroxyéthyl)-guanine (N'-GA-Gua), adduit d’alkylation du
glycidamide sur Pazote 7 de la guanine, a été mis en évidence chez des rongeurs traités a
Pacrylamide (Segerback er a/, 1995) ; il est le principal adduit du glyeidamide sur PADN.
Ceci est dit a un caractere nucléophile élevé et a un encombrement stérique faible
(Solomon ez al., 1999). La présence de cet adduit a été confirmée par de nombreux auteurs
qui ont démontré qu’il existait d’autres adduits d’alkylation du glycidamide sur FADN, en
patticulier sur Jladénine (Gamboa da Costa e/ al, 2003; Doetrge ot al, 2005;

Manieére et al., 2005).

Pour résumer, les principaux adduits identifiés dans ces études sont les survants (fignre 37)
" adduits sur la guanine :
- N'-(2-carbamoyl-2-hydroxyéthyl)-guanine (N-GA-Gua),
- N'-(carbamoyléthyl)-guanine,
- N]—(2—Carboxyéthyl)—guanine,
®  adduits sur ’adénine ou 'adénosine :
- N'(2-carboxyéthyl)-adénine,
- N(’—(Z—carboxyéthyl)—adénine,
- N’-(2-carbamoyl-2-hydroxyéthyl)-adénine (N’-GA-Ade),
- N'-(2-carboxy-2-hydroxyéthyl)-adénine,
- N'-(2-carboxy-2-hydroxyéthyl)-2-déoxyadénosine,
®  adduits sur la cytosine :

- N’-(2-carboxyéthyl)-cytosine.
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Figure 31 - Structures chimiques des principaux adduits 4 PADN de Pacrylamide et du glycidamide.
L’adduit N7-(2-carbamoyl-2-hydroxyethyl)-guanine (N"-GA-Gua) est Padduit le plus fréquent.
(Besaratinia e/ af., 2005)

La formation d’adduits du glycidamide au phosphate de FADN a été suggérée (Johansson ¢/
al., 2005). Ils pourraient provoquer des cassures simple brins de la chaine de nucléotides
(figure 32). Le glycidamide formerait tout d’abord un adduit avec le phosphate de PADN,
puis cet adduit réagirait par substitution nucléophile de type 2 conduisant a une cassure
simple brin (SSB). Une preuve expérimentale par marquage radioactif au P serait

nécessaire pour confirmer ce mécanisme proposé par Johansson ef al.
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Figure 32 - Mécanisme supposé de la formation de S5B par le glycidamide. (Johansson F. ez a/,, 2005)

La cancérogénicité de Pacrylamide chez les rongeuss serait liée a un mécanisme d’action
génotoxique, avec formation d’adduits par le glycidamide (Besaratinia ez a/, 2003, 2004,
2005 ; Doerge e al., 2005). Les mutations géniques induites #a la formation d’adduits par

Pacrylamide seraient des transitions de bases A — G et des transversions G — C et pour le

glycidamide des transitions A — G et des transversions G — C et G —> T (Besaratinia e/
al., 2004). La aussi, le glycidamide s’est révélé étre plus mutageéne que Pacrylamide.

Martins ef al. (2007) montrerent que Pinduction d’échanges de chromatides sceurs zn vitro
par Pacrylamide est associé a son métabolisme en glycidamide et a la formation d’adduits a
PADN comme la  N'’-(2-catbamoyl-2-hydroxyéthyl)-guanine (N'-GA-Gua) et Ia
N?-(2-carbamoyl-2-hydroxyéthyl)-adénine (N*-GA-Ade). Par contre, ces adduits ne sont

pas corrélés avec la présence d’abetrations chromosomiques.

Conclusion sur la génotoxicité de Pacrylamide

Comme déja dit précédemment, les lésions a PADN et notamment les adduits peuvent, si
elles ne sont pas réparées, entrainer des mutations de PADN avec les conséquences
présentées figure 29. Si les mutations touchent des geénes codants du cycle cellulaire, elles
peuvent entralner un processus de tumorogenése. La relation entre adduits a PADN et
mutagénicité de Pacrylamide et du glycidamide a été étudiée par Besaratinia comme déja

cité précédemment (Besaratinia ef gk, 2003 , 2004 et 2005). Cet auteur met en relation la
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présence d’adduits et de bases modifiées (transitions et transversions) z ritro. Cependant,
cet auteur fait remarquer que tous les adduits ne correspondent pas & des mutations car
(i) les lésions peuvent étre réparées ou (il) les lésions peuvent ne pas étre fixées par des
divisions cellulaires. I.’étude de Martins e/ o/ (2007) a montté que la présence de certains
adduits du glycidamide a PADN pouvait aussi étre corrélée avec la présence d’échanges de
chromatides sceur, mais pas forcément d’aberrations chromosomiques. Il pourrait donc

exister d’autres mécanismes responsables de la génotoxicité de I'acrylamide.

5.2.5. Cancérogénicité

5.2.5.1. Etudes chez I’animal

II faut en général compter 2 a 3 ans pour obtenir des résultats d’études a long terme chez
Panimal sur Peffet cancérogeéne de Pacrylamide. Plusieurs études sur la cancérogénicité de
Pacrylamide chez les rongeurs ont été publiées dans les années 1980. Au vu des études chez
Ianimal, Pacrylamide a été classé par le CIRC (ou LARC) comme cancérogeéne probable
chez Phomme deés 1994 (groupe 2A ; IARC, 1994) (annexes 7 et §). A titre de comparaison,
les autres substances cancérogenes répertoriées par le CIRC figurent dans annexe 9.
I’INRS a diffusé une liste des substances cancérogenes en milieu professionnel et a classé
Pactylamide dans la catégotie 2, c’est-a-dire que suffisamment d’éléments permettent de
présumer du fait que Pexposition de ’homme a I'actylamide peut provoquet un cancer

(annexe 10).

Deux études a long terme chez les rats ont permis d’analyser le risque cancérogene de
acrylamide (Johnsson ¢f 4/, 1986 ; Friedman ef a/. , 1995). Dans ces études, la dose a partir
de laquelle des effets ont été détectés est de 1 a 2 mg/kg/jour. A partir de ces doses,
Pactylamide s’est révélé induire une augmentation des tumeurs des glandes mammaires, des
testicules et de la thyroide notamment. Des études sur des souris ont montré que
Pactylamide peut entrainer une augmentation des cancers du poumon (Bull ef 4/, 1984a ;
Bull ez al, 1984b). Chez les soutis 4/] sensibles au développement des adénomes
pulmonaires 'effet est constaté a des doses plus faibles et sur des études de plus courte

durée que chez les souris Swiss-ICR. L’acrylamide serait aussi responsable de Papparition de
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cancers de la peau chez ces rongeurs. Il est a noter que les soutis sont environ 10 fois plus
sensibles que les rats a Peffet de Pacrylamide (Paulsson ez o/, 2001).

D’apres les études sur Jes rats et les souris, la répartition des tumeurs observées apres
administration d’actylamide est caractéristique dun cancérogéne génotoxique (souvent
multi-sites). De plus, la voie de biotransformation de Pactylamide en glycidamide (par les
CYP 2El) est la méme que celle du chlorure de vinyle en son métabolite réactif, Poxyde de
chloroéthyléne (Zajdela er a/, 1980 ; Ll Ghissassi ef al., 1998) et 1l a été démontré que le
chlorure de vinyle est cancérogéne pour 'homme. Au regard des sites touchés par les
tumeurs chez les animaux de laboratoire, d’autres facteurs pourraient intervenir dans les
effets mutagenes et cancérogeénes de Iacrylamide, comme la prolifération cellulaire et le
stress oxydant (Lafferty ez al, 2004 ; Park ef al, 2002 ; Blasiak ez al, 20042 ; Yousef et al,
2006). Une pertutbation du systeme hormonal pourrait aussi étre mise en cause. En effet,
les organes touchés par les tumeurs sont des organes dont le fonctionnement est sous
dépendance hormonale comme la thyroide, les glandes mammaires ou les testicules. Mais
aucune étude 1’2 encore vraiment évalué cette hypothese.

Chez les rats traités a Pacrylamide, des adduits a PADN sont retrouvés dans les sites
présentant des tumeurs (testicules, thyroide), mais aussi dans d’autres sites ou Pon n’a pas
retrouvé de tumeurs (foie, rein, poumons). La cancérogenése de I'acrylamide ne peut donc
pas s’expliquer seulement par Paccumulation d’adduits a PADN. Des mécanismes autres
que des dommages a PADN sont donc bien en cause dans leffet cancérogene de

Pactylamide.

5.2.5.2. Etudes chez Phomme

Exposition professionnelle

C’est dans les années 1955 que débuta la production et lutilisation de Pacrylamide dans
Pindustrie. Dans les années 70 - 80, on commenga a s’interroger sur sa cancérogénicité,
suite 2 la mise en évidence d’'une augmentation des cas de cancers du foie chez des
travailleuts exposés a des monométes de méme type dont le chlorure de vinyle (Heath ez a/,

1975) et a réaliser les premieres études épidémiologiques sur ce composé.

52



En 19806, Sobel ¢z o/, étudicrent une cohorte de 371 hommes travaillant aux Etats-Unis dans
une usine de production et de polymérisation de monomeres d’acrylamide et, en 1989,
Collins ¢f al. analyserent une autre cohorte de 8854 hommes provenant de quatre usines
(Sobel et af, 1986, Collins e/ af, 1989). Aucune de ces deux études ne détecta une
augmentation des cas de cancers chez les travailleurs exposés a Pacrylamide. Cependant,
Sorbel ¢t al. (19806) rapporterent une augmentation de cancers digestifs dans le sous-groupe
exposé préalablement a des colorants organiques et Collins ¢ @/ (1989) une augmentation
des cancers des poumons chez les personnes préalablement exposées a acide muriatique.
Néanmoins, ces deux études n’ont pas été jugées fiables par le CIRC pour I'évaluation de la
cancérogénicité de Pacrylamide. Une mise a jour de I’étude de Collins a été effectuée et a
montré une augmentation du risque de cancer du pancréas, du cerveau et des poumons
chez les travailleurs les plus exposés (Marsh ez a/, 1999). Schulz ez a/. (2001) reprirent les
résultats de ce précédent auteur en ce qui concerne le cancer du pancréas et confirmeérent
ces résultats. Cependant une récente mise a jour par Marsh ez o/ (2007) revint sur ces
résultats pour les nuancer et conclure que Pexposition a 'acrylamide n’est pas associée a
une mortalité par des cancers sur les sites étudiés. Néanmoins, une autre étude récente et
publiée dans les mémes temps par Swaen e/ al. portant sur 700 travailleurs dans des usines
de production et de polymérisation d’acrylamide suivis de 1955 2 2001 mis en évidence une

augmentation des cas de cancer du pancréas (Swaen ez a/., 2007).

Exposition pat les aliments

Depuis la découverte de la présence d’acrylamide dans les aliments en 2002, des études
épidémiologiques rétrospectives ont cherché 4 établir une relation entre la consommation
d’aliments riches en acrylamide et la survenue de cancer dans la population générale. Une
étude de Mucci ¢# a/. (2003) n’a pas trouvé de lien entre la consommation d’actylamide dans
une population suédoise et des cas de cancers du colon, de la vessie ou du rein, avec des
aliments contenant des taux en acrylamide allant de 30 a 1200 pg/kg. Cette étude
cas-témoins sur environ 1500 personnes a été réalisée sur des personnes en bonne santé et
des personnes atteintes de cancers. Ces auteurs ont recherché si une consommation
importante de certains aliments riches en acrylamide comme les chips, les ftites, les
biscottes ou le pain grillé augmentait le risque de ces cancets. Des résultats similaites ont

été trouvés par Peluccl ez gl (2003) et Dybing ef o/ (2003). Cependant, ces études ont été
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réalisées sur un nombre trop faible d’individus et n’ont pas pris en compte tous les sites
potentiels de cancer. Hagmar et Tormqvist (2003) recommandent de prendre Pétude de
Mucci de 2003 avec précaution car il existe notamment un manque de précision sut les
quantités d’acrylamide réellement ingérées par la population étudiée. Une étude de Mucct e/
al. (2005) portant sut environ 40 000 temmes suédoises sutvies pendant 11 ans a visé a
étudier la relation entre cancer du sein et exposition a Pacrylamide. Aucune corrélation n’a
été trouvée, de méme dans leur étude de 20006 sur le cancer colotrectal ou la consommation
moyenne d’acrylamide a été estimée a 25 pg par jour (0,38 pg/kg). Sur les 245 femmes dont
la consommation a été estimée a 1 pg/kg, aucun cas de cancer du colon ou du rectum n’a
été détecté. Une étude plus large et ausst récente de Pelucchi e/ o/ portant sur des types
variés de cancers (cavité orale, pharynx, asophage, colon, rectum, larynx, seins, ovaites,
prostate) n’a pas plus établi de lien entre la consommation d’acrylamide et des cancers

(Pelucchi et al, 2000).
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6. Données d’exposition

Apres la découverte de Pacrylamide dans différents types d’aliments, différents auteurs

s'attacherent a déterminer Pexposition réelle des consommateurs a ce composé.

6.1. Méthodes de détermination de 'exposition 4 I'acrylamide

Pour calculer I'exposition a Pactylamide, on peut se servit des données de consommation et
de taux d’acrylamide dans les aliments (pour calculer la quantité d’acrylamide ingéré) ou on
peut Pestimer a partir de marqueurs d’exposition comme les adduits aux protéines telles
que 'hémoglobine a partir de prélevements sanguins. lLa premiere méthode est la plus
utilisée. Une extrapolation est possible entre ces deux méthodes pour passer d’une

estimation a 'autre, mais elle n’est pas encore fiable et nécessite d’étre améliorée.

Les adduits en N-terminal a hémoglobine (sur le groupement ONI1, de la valine) de
Pacrylamide et du glycidamide sont utilisés par de nombreux auteurs comme marqueurs
d’exposition a Pacrylamide (Perez ef al, 1999 ; Paulsson et al., 2002). 11 s’agit des adduits a
Pacrylamide et au glycidamide suivants (respectivement) (Friedman ef af, 2003) : N-(2-
carbamoyl-éthyl)-L-valine (figmre 5) et N-(2-carbamoyl-2-hydroxyéthyl)-RS-valine. Ces
adduits a Phémoglobine permettent de quantifier exposition a Pacrylamide sur 120 jours
(durée de vie d'un globule rouge). Ils confirment la présence de ces composés 7z wivo mais
ne sont pas des indicateurs de toxicité. D’autres composés peuvent eétre utilisés pour
évaluer Pexposition a Pacrylamide, comme les acides mercapturiques de P'actylamide et du
glycidamide (figure 26), respectivement la N-acétyl-S-(2-carbamoyléthyl)-L-cystéine et la N-
(R,S)-acétyl-S-(2-carbamoyl-2-hydroxyéthyl)-L-cystéine, dosés dans Purine humaine, le

plasma ou les tissus (Boettcher ez a/, 2005). 1ls ne sont cependant pas beaucoup utilisés.
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0.2. Taux d’exposition

Lacrylamide a été décelé principalement dans les aliments (v comptis Peau), le milicu de
travail, la fumée de tabac et les cosmétiques. Selon des estimations récentes de la FD.A
(Food and Drug Administration) et des autorités européennes, la consommation moyenne
d’acrylamide calculée a partir de données de consommation serait de 0,4 pg/kg de masse
corporelle/jour (FD.1/CFSAN, 2006). Ceci est a peu preés en accord avec les conclustons
du JECEA (JECEA, 2005) qui a estimé cette moyenne a 1 pg/kg de masse corporelle/jour
pour la population générale. Pour les grands consommateurs, elle est de 4 pg/kg de masse
corporelle/jour. La figure 33 résume les études réalisées de 2002 a 2004 sut Pexposition a
Pactylamide basée sur des données de contamination moyenne et des données de

consommation. On constate que les résultats sont assez proches.
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Exposure estimates {rom 2002-2004

Exposure assessment

Daily intake pg/kg bw/day

Mean (age group)

95th percentile;
“90th percentile

Source

FAO/WHO (2000) 0.3-0.8 http://'www.who.int/foodsafety/publications/chem/en/
acrylamide_full.pdf
EU, SCF (2002) 0.2-04 htip://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/scffout] 31_en.pdf
BfR. Germany (2002) 1.1 (15-18) 34 http://www.blr.bund.defcra/208/abschaetzung_der_acrylamid
_aufnahme_durch_hochbelastete_nahrungsmittel_in_
deutschland_studie.pdf
BAG, Switzerland (2002) 0.28 (16-57) http:/fwww.bag.admin.ch/verbrawaktuell/d/DD8%
20acrylamide%:20preliminary%20communication.pdf
AFSSA, France (2002) 0.5 >15) 1.1 http:/iwww.afssa.f1/ftp/afssa/basedoc/acrylpoint2sansannex.pdf
14 (2-14) 2.9
FDA (2002) 0.7 http:/iwww. jifsan.umd.edu/presentations/acry2004/acry_2004_
dinovihoward_files/frame.htm
FDA (2003) 0.37 (>2) 0.81° See FDA above
1.00 (2-5) 215
SNFA, Sweden (2002) 0.45 (18-74) 1.03 Svensson et al. (2003)
NFCS, Netherlands 0.48 (1-97) 0.60 Konings et al. (2003)
1.04 (1-6) 1.1
0.71 (7-18) 0.9
SNT, Norway (2003) 0.49 (males) 1.o1° Dybing and Sanner (2003)
0.46 (females) 0.86"
0.36 (9, boys) 0.72°
0.32 (9, girls) 0.6
0.52 (13, boys) 1.35
0.49 (13, girls) 1.2°
0.53 (16-30, males)
- 0.50 (16-30, females)
FDA (2004) 0.43 (>2) 0.92° See FDA above
1.06 (2-5) 2317

Figure 33 - Taux d’exposition a Pacrylamide d’apres différentes érudes. (Dybing e a/., 2005)

Comme ils ont un poids cotporel inférieur a celui des adultes, les enfants et les adolescents

ont une moyenne de consommation d’acrylamide par kilogramme de masse cotporelle

supérieure a celui des adultes (Dybing ez a/, 2005). Cette moyenne varie entre environ 0,5 et

1,31 pg/kg de masse corporelle par jout.

L’acrylamide, par sa propriété hydrophile, passe la barriete placentaire et peut passet dans le

lait maternel. Une étude de Sorgel e a/. (2002) estima que, chez les femmes enceintes, 10 a

50 % de I'acrylamide ingéré par Palimentation était transféré au feetus par le placenta. Dans

cette méme étude, des taux d’acrylamide supérieurs a 18,8 pug/L ont été trouvés dans le lait

maternel.
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Les données sur Pexposition a Pacrylamide existent pour PEurope et les Etats Unis.
Cependant, les différences culturelles n’ont pas encore été étudiées a ce jour, de méme que
Pexistence de groupes a risques. Au sein de 'Union Européenne, il existe des différences
considérables de taux d’exposition a lacrylamide, dus a des modes d’alimentation et de
préparation des aliments différents. Les taux d’exposition dépendent beaucoup des niveaux
de consommation (quantité, fréquence), mais ausst de Pexistence de différentes sources
d’exposition comme la consommation de cigarettes par exemple.

Il existe encore beaucoup d'incertitudes sur les quantités d’acrylamide consommé par la
population. Les différentes études existantes utilisent des méthodes d’évaluation des
quantités d’acrylamide consommé propres a leurs auteurs donc présentant de légeres
différences et ne permettent donc pas une comparaison totale. Des efforts doivent étre
faits pour les harmoniser. Les populations, notamment en terme d’ages, doivent faire
Pobjet de recherches approfondies afin de pouvoir déterminer des facteurs de risques

potentiels.

Exposition par les aliments

Parmi les groupes d’aliments contenant le plus d’acrylamide, il y a les produits a base de
pomines de terre frites, comme les pommes frites et les chips, les céréales, les patisseties
comme les cookies et les cakes et enfin le café et le pain (FDA/CFSAN, 2004). Ces aliments
contribueraient a plus de 80 % des doses d’acrylamide ingérées (Dybing ez a/., 2005). Cette

exposition par les aliments correspondrait a environ 0.5 a 1 ug/keg de masse cotporelle/jour
(AFSSA, 2005).

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’acrylamide (Dybing ez 4/, 2005). En Hollande, I'étude de
Konings et al. (2003) montra que la consommation de pommes de terres était bien
supérieure et que les frites et les chips pouvaient contribuer a jusqu’a 50 % de la
consommation en acrylamide par jour.

La fignre 34 représente la contribution de diverses catégories d’aliments a la consommation

d’acrylamide chez différentes tranches d’age de la population francaise.
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Contribution pour les 3-8 ans
Autres donl

chips

PdaT Irites
255%

PdeT
sautées
4.9%

Céréalas
patit-dejeunar
8,5%
Palisseries Biscuils
9.2% SuCTés
15,6%
Viennoi-
r Pains
series 10,7% 108%
Contribution pour les 15-24 ans
Aulres donl
chips
ly/
PdT saulées s PdTilisg
5.4% 35,9%
Céréales
pelit-
dejeuner
4.4%
Patisseries
8,6%
Vlsnn:usene Biscuits
SUCTés
0% Paing 5.8%

16.8%

Contribution pour les 9-14 ans

Aulres dont
chips

PdT Irites

5.7%
Céréales Bl
petit-
déjeuner
T1%
Pélisseries
9,7%
Biscuits
Viennai- sucrés
series 10,2% 9.0%

Pains
14,5%

Contribution pour les 25 ans et
Autresdont +

PdTlrites

PdTsautdes 24.3%

7.7%
Céreales

petit-
déjeuner

SUCTES
4,3%

Viennoisaries

B.0%
Pains

7%

Figure 34 - Contribution des aliments a P'exposition totale a I'acrylamide selon les tranches d'ige,

exprimée en pourcentage dans la population frangaise. (AFSSA, 2005)

Cette étude rejoint ce qui a été dit précédemment. Ce sont les frites qui apportent le plus

d’acrylamide, notamment chez les enfants et les jeunes adultes (plus de 30 % de

Pexposition totale). Pour les plus de 25 ans, le pain représente un apport considérable (plus

de 30 %). Les patisseries et les viennoiseries contribuent aussi fortement a Pexposition a

Pacrylamide. Peu d’information est disponible sur les taux en acrylamide des aliments

cuisinés a la maison et sur la contribution de ce type d’aliments a la consommation totale

en acrylamide. Elle pourrait représenter 50 % de Iingestion totale en acrylamide (Dybing e/

al,, 2005).
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Exposition professionnelle

Les personnes travaillant dans les industries de production ou de transformation de
Pacrylamide peuvent étre exposées a ce composé par voie dermique ou par inhalation. En
France, le Ministére du travail a fixé a 0,3 mg/m’ la valeur limite moyenne admise dans Pair
pour Pexposition a Pacrylamide dans les locaux. D’apres les études sur Pexposition a

Pacrylamide, cette limite est rarement atteinte (Maniere e/ /., 20006).

Exposition par le tabac

Parmi les sources non alimentaires d’acrylamide, la fumée de tabac peut représenter un
apport important d’actylamide, méme de maniere passive (Bergmark ¢/ o/, 1997 ; Smith e/
al., 2000 ; Schettgen er o/, 2003, 2004 ; Hagmar e a/,, 2005). Elle peut pout les gros fumeurs
(plus de 20 cigarettes pat jout) étre comparable a la dose d’acrylamide ingérée par

lalimentation.

Autres sources d’exposition

Lutilisation de polyacrylamide pour le traitement (clarification) de Peau visant a la rendre
potable peut étre a I'origine de I'introduction d’acrylamide (EC, 2000). Dans eau potable,
la limite d’acrylamide résiduel a été fixée a 0,1 pg/L par la directive européenne 98/83/EC
du 3 novembre 1998 (EEC 1998). La limite est de 0,5 pg/L aux Etats-Unis, limite fixée pat
PAgence des Etats-Unis pour la protection de Penvironnement (U. S. Environmental Protection
Agency, EPA).

Les produits cosmétiques peuvent aussi étre source d’acrylamide (JZC, 2000). Ces produits
peuvent contenir du polyacrylamide qui peut étre une source d’acrylamide. L’exposition se

fait alors de maniére cutanée.

Les quantités en actylamide ingérées par ces deux voles sont cependant bien inférieures a

celles trouvées dans les aliments.
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7. Quel est le risque pour le consommateur ?

L’évaluation du risque comprend différentes étapes comme 1 a été dit précédemment
(fignre 27) : I'identification du danger, I’évaluation de la relation dose-réponse, 'évaluation
de Pexposition et la caractérisation du risque. L’identification du danger se fait a partir de
données épidémiologiques ou des résultats des expérimentations animales (toxicité algué,
subaigué, nerveuse, sur la reproduction, génotoxicité et cancérogénicité). 1.’ évaluation de la
relation dose-téponse utilise aussi des données épidémiologiques ou des résultats des
expérimentations animales. Elle permet la caractérisation du danger et le calcul du
NOAEL. 1extrapolation a 'homme est complexe car les animaux de laboratoire et
Ihomme présentent des différences notamment dans le métabolisme de Pacrylamide en
glycidamide ou dans sa détoxification par les GST. L’évaluation de 'exposition se base sur
des données de consommation et de taux d’acrylamide dans les aliments en général. Enfin,
la caractérisation du risque réalise la synthese des étapes précédentes afin de décrire la

probabilité d’apparition des effets néfastes évoqués.

Identification du danger et évaluation de la relation dose-réponse

Neurotoxicité

A partir des données exposées dans les chapitres précédents, 'acrylamide est neurotoxique
chez Panimal de laboratoire et homme. Les études réalisées chez 'homme indiquent que
Peffet secondaire prédominant apres exposition chez les travailleurs est de type
neurotoxique. Chez les rats, le NOAEL pour Pinduction de perturbations morphologiques
des netfs suite a I'ingestion d’acrylamide dans Peau de boisson durant 90 jours est de 0,2

mg/kg de masse corpotelle par jour (JECIA, 2005).
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Toxicité sur la reproduction et le développement

Les effets de Pacrylamide sut la reproduction et le développement sont modérés et
concernent surtout le male par la survenue de changements comportementaux ou
d’anomalie des spermatozoides, mais peuvent aussi entrainer des retards pondéraux des
feetus et des nouveaux-nés. Le NOAEL pour la toxicité sur la reproduction et le
développement chez les rongeurs, est de 2 mg/kg de masse corporelle par jour (JECTA,

2005).
Génotoxicité et cancérogénicité

L’acrylamide et son dérivé époxydé le glycidamide sont génotoxiques /z wro et in ritro aussi
bien dans les cellules somatiques que germinales de rongeurs. L’acrylamide a induit des
cancers chez ces animaux aptes exposition alimentaire. Les organes cibles sont les glandes
mammmaires, les testicules, la thyroide, les poumons et la peaun. Le NOAEL pour la
formation de tumeurs chez le rat est de 0,1 mg/kg de masse corporelle par jour. Au vu des
études chez Panimal, Pacrylamide a été classé par le CIRC comme cancérogéne probable
chez ’homme dés 1994 (groupe 2A).

Cependant les études épidémiologiques (exposition professionnelle ou alimentaire) n’ont
pas mis en évidence de relation entre Pexposition a acrylamide et des cas de cancers chez
homme excepté une augmentation de risque de cancer du pancréas pour les plus fortes
expositions en milieu professionnel. Mais ceci demande a étre confirmé car ces études
pottent sur un nombre trop limité d’individus : la sensibilité obtenue n’est pas suffisante
pour détecter des différences avec les taux de cancers auxquels on pourrait s’attendre entre

les cas et les témoins.

Concetnant les NOAEL calculés pour les différentes toxicités de lacrylamide chez
Panimal, il est encore difficile dans P’état actuel des connaissances de les utiliser pour les
transposer a ’homme du fait de différences inter-especes de métabolisme, de détoxification

ou de biodisponibilité de Pacrylamide ou du glycidamide.
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Caractérisation du risque

La caractérisation du risque la plus récente est celle du JECEA (2005). Afin d’estimer le
tisque pour homme, le comité mixte JECTA a utilisé une démarche d’évaluation des
risques faisant appel a la marge d’exposition. La valeur de cette matge indique un niveau de
préoccupation pour aider les autotités réglementatres a fixer des priotités pour prendtre 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. Selon le JECFA,
au vu des marges d’expositions calculées, le risque lié aux effets neurotoxiques et
reprotoxiques est considéré comme faible bien que lacrylamide, comme il a été dit
précédemment, induise des signes de neuropathie périphérique, de perturbation de la

tertilité et du développement chez 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 0,3 mg/kg/jour et une exposition de 1 a 4 ug/kg/jour. Ces marges
sont relativement faibles pour une substance génotoxique cancérogeéne. A titre de
comparaison, les hydrocarbures aromatiques polycycliques ont une marge d’exposition
d’environ 25000 et de 10000 pour les doses ingérées élevées. Ce sont des composés qui se
forment lors de la combustion incompléte de matieres organiques quand les produits sont
grillés, rotis ou frits. De nombreux hydrocarbures aromatiques polycycliques sont
génotoxiques et cancérigenes d’apres les études chez 'animal. Ot les quantités d’acrylamide
contenues dans I'alimentation sont plus élevées que pour les hydrocarbutes aromatiques

polycycliques.
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Gestion du risque : recommandations des expetts

Au vu des marges d’exposition calculées, les experts ont conclu qu’ill existe un risque
préoccupant pour la santé humaine li¢ a la présence d’acrylamide dans les aliments.
Cependant, ils estiment qu’il est encore difficile de déterminer précisément et de maniére
stire ce risque. En cffet, les résultats des études épidémiologiques en milieu professionnel et
dans P'alimentation sont insuffisants pour conclure a une absence de risque de cancer chez
’homme. Les études sont peu nombreuses, ont des limites dues aux faibles effectifs et
nont pas assez de puissance pour détecter de faibles augmentations de lincidence
tumorale. Elles manquent aussi de précision dans Jévaluation des doses d’acrylamide
ingérées dans Dalimentation. De plus, la quantité dacrylamide peut varier de facon
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 a 'homme. I
n’y a pas de raisons scientifiques de penser que 'homme pourrait présenter les mémes
réponses que I'animal. Les deux especes ont une sensibilité différente aux cancérogeénes

dues a des différences qualitatives et quantitatives de métabolisme notamment.

En conclusion, les experts du comité mixte [ECEA ont jugé quil était impossible d’établir
une dose seuil en dessous de laquelle on pourrait consommer de Pacrylamide dans les

aliments sans danger pour la santé humaine.

Les experts du JECFA] recommandent :

= de réévaluer le risque lié a I'ingestion d’acrylamide lotsque les résultats des études

en cours sur la cancérogénicité et la neurotoxicité a long terme seront disponibles,

* de poursuivre Pévaluation du risque en utilisant les études cinétiques afin de

. . . , o

pouvoir trouver une relation entre les biomarqueurs chez 'homme (adduits a
I’hémoglobine ou métabolites urinaires comme les acides mercapturiques de
Pacrylamide et du glycidamide), les données de consommation et les données

toxicologiques trouvées chez Panimal.
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De plus, les experts font remarquer qu’il serait utile de disposer de données sur les taux
> q .|

d’acrvlamide dans les aliments dans les pays en vole de développement comme en
Amérique du Sud ou en Afrique afin de pouvoir calculer I'exposition a ce composé et de
proposet dans ces pays des moyens de réduire les taux en acrylamide des aliments.

Enfin, des efforts pour réduire la présence d’actylamide dans les aliments doivent étre
poursuivis, notamment par les professionnels de Pindustrie alimentaire lors de la
préparation de leurs denrées. Certaines mesures semblent adoptées en milieu industriel,
mais leur détail n’a pas été communiqué. L’'industrie alimentaire et les chercheurs doivent
etre encouragés a partager les techniques mises au point pour permettre une utilisation plus
laree. Dans ce but, en 2003, fut mis en place par la Commission européenne le projet

g) bl b
HEATOX (Heat-senerated Food Toxicants) qui a rassemblé pour 3 ans des scientifiques de 14
%)
pays pour tenter de faire évoluer les connaissances sur 'acrylamide et de découvrir d’autres

substances qui se forment au cours de la cuisson des aliments riches en féculents.
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8. Comment réduire les quantités d’acrylamide

dans les aliments ?

Les aliments sont la principale source de contamination par Pacrylamide. Pour diminuer les
quantités d’acrylamide dans les aliments, on peut jouer sur le produit a la base de Ia
formation de ce composé (pommes de terres essentiellement) ou sur le processus de
fabrication (industriel, chez soi ou en restauration). La connaissance précise des
mécanismes de formation de Pacrylamide dans les aliments est indispensable afin d’élaboter

des méthodes pour évitet ou réduire sa formation.

I est recommandé d'utiliser des variétés de pomines de terre contenant le moins de sucres
(glucose et fructose) possible car ces sucres sont responsables de la formation d’acrylamide
(Biedermann-Brem ez a/., 2003). Certaines variétés sont susceptibles de former jusqu’a 40
fois plus d’acrylamide que d’autres. II vaut donc mieux consommer les variétés suivantes :
Agria, Markies, Charlotte, Urgenta, Bintje, Fontane, Desiree qui contiennent moins de 1 g
de sucres/kg de poids frais de pomme de terre (Amrein ef 4/, 2003). Le fait de stocker les
pommes de terre en dessous de 8 °C peut entralner une augmentation irréversible de la
quantité en sucres (Noti e/ a/, 2003 ; Chuda ez a/, 2003). 1l est donc préconisé de ne pas
stocker les pommes de terre en dessous de cette température et n’est pas conseillé de

mettre des pommes de terre crues au réfrigérateur.

Il est recommandé de ne pas trop (trop longtemps ou a des températures trop élevées)
cuire les aliments (consultation FEAO/OMS, 25 - 27 juin 2002) lors des opérations de
friture, de rotissage ou de cuisson au four des aliments. Par exemple pour faire des ftites, la
température optimale est de 170 °C, puis il est conseillé de diminuer cette température pour
artiver a la fin de la cuisson a 145 - 150 °C cat P'acrylamide se forme préférentiellement a la

fin de la cuisson des pommes de tetre.
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Les solutions a appotter dans Ja préparation des aliments ne doivent pas entrainer de risque
supplémentaire, notamment en terme de risque microbiologique ou chimique. Réduire la
température de certaines étapes de préparation des aliments peut favoriser la présence de
microorganismes comme des bactéries pathogenes. Les qualités nutritionnelles et

organoleptiques du produit fini doivent ausst étre conservées.

Différents auteurs ont testé des mesures chimiques pour diminuer la concentration
d’acrylamide dans les pommes de terre. On peut citer Paddition d’acide citrique (Grob ez al,
2003 ; Biedermann ¢z al., 2003 ; Rydberg e/ a/,, 2003). Ce composé a pour but de diminuer le
pH, ce qui inhiberait la tformation de la base de Schitt dans la réacton de Maillard en
favorisant la protonation du groupement aminé de P'asparagine. Une réduction de plus de
70 % du taux d’acrylamide de pommes de terre trites a 190 °C pendant 6,5 minutes aurait
été constatée apres un prétrempage dune heure dans une solution d’acide citrique
a 1 % masse/masse. L'utilisation d’additifs comme les flavonoides (Fernandez ¢/ /., 2003)
ou de romarin (Becalski ef o/, 2004) dans 'huile de friture a montré une efficacité dans la
réduction de la concentration en actvlamide. Comme 1 a déja été dit, addition
d’asparaginase dans les pommes de terre permet de réduire le contenu des aliments en
asparagine par digestion cnzymatique, ce qui réduit considérablement la formation
d’acrylamide (Zyzak ¢ al, 2003). Cette voie semble étre une des plus intéressantes

actuellement.

Rappelons que Pélimination totale des molécules cancérogenes et notamment de
Pacrylamide dans les aliments est impossible mais ces voles permettent de diminuer sa
concentration. Les professionnels de Palimentation ainsi que les particuliers doivent suivre

ces recommandations afin de réduire les taux d’acrylamide dans les aliments.
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CONCLUSION

Lors d’exposition professionnelle ou accidentelle aigué ou subaigué, I'acrylamide a induit

chez Phomme des troubles neurologiques comme des fourmillements et des troubles de la

meémoire notamment. Mais c’est surtout son caractére génotoxique 77 réfro et in rivo et le fait

qu’il induise des tumeurs chez les rongeurs apres ingestion qui constitue une préoccupation
, . R . , . . -,

pour la santé publique, d’autant qu’il est présent dans les aliments a base de téculents en

concentration relativement élevée.

Il est métabolisé en glycidamide, un époxyde réactif qui forme des adduits a PADN. La

présence de ces adduits tend a prouver quil s’agit dun mécanisme génotoxique de

cancérogenese de Pacrylamide. La répartition des tumeurs observées laisse supposer que
d’autres modes d’action poutraient exister, en particulier les tumeurs de tissus réactifs aux
hormones, mais ce ne sont pour linstant que des hypotheses.

Les voles de métabolisme de Pacrylamide sont identiques chez les rongeurs et chez
Phomme. Actuellement, aucun élément ne prouve que les rongeurs et 'homme présentent

bl

des différences de sensibilité au cancer. Les études épidémiologiques existantes potrtent sur
Pexposition professionnelle et accidentelle a Pacrylamide et montrent que la toxicité de ce
composé s’exerce principalement sur le systeme nerveux chez Phomme. Ces études n’ont
pas montré de relation avec des cas de cancer, sauf pour le cancer du pancréas aux plus
fortes doses. Cependant, elles doivent étre confirmées car elles portent sur un nombre trop
faible d’individus et comportent des incertitudes sur les doses ingérées. En ce qui concerne
Pexposition par les aliments, le comité du JECEA a conclu que les études disponibles sur
homme ne suffisaient pas a Pévaluation des tisques associés a la consommation
d’acrylamide dans les aliments car elles ne sont pas assez nombreuses et manquent de
fiabilité. L’évaluation du risque pour le consommateur demeure donc difficile. 11 est
impossible dans I'état actuel des connaissances d’établir une dose seuil en dessous de

laquelle il n’y aurait pas d’effet toxique pour la santé humaine. Le comité a recommandé de
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réévaluer le probleme de lacrylamide lorsque les résultats des études en cours sur la
cancérogénicité et la neurotoxicité a long terme de Pacrylamide seront connus.

Cependant, il est a souligner que les évaluations actuelles ne permettent pas de déduire que

5 g q q
Iingestion d’actylamide pat voie alimentaire est responsable dun grand nombre de cancers.
Mais en absence de réelles certitudes et au vu des études sur les animausx, les efforts pour
bl
réduire les quantités d’acrylamide dans les aliments de la part des industriels ou des
¥
particuliers doivent se poursuivre, méme si le probleme existe finalement depuis que
Phomme cuit sa nourriture. Les chercheurs doivent étre encouragés a partager leurs
g g
connaissances dans ce but. Maleré tous les efforts pour diminuer la concentration
g

d’actylamide dans les produits alimentaires, rappelons quil est impossible de garantir
Pélimination totale de Pacrylamide et des autres substances cancérogenes dans
Palimentation vu leur omniprésence.

Les autorités réglementaires nationales et internationales doivent guider les consommateurs
pour réduire les quantités d’acrylamide dans les aliments. Elles doivent aussi continuer a les
encourager a avoit une alimentation équilibrée comprenant beaucoup de fruits et de

légumes et a consommer avec modération les aliments frits et gras.
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ANNEXES

Annexe 1 - Propriétés physiques et chimiques de ’acrylamide

(INRS, 1992)

Autres dénominations de acrylamide :

Nom JUPAC : 2-propenamide
Noms en anglais : 2-propenamide, acrylic acid amide, ethylene carboxamide, propenotc acid amide, vinyl

amide.

Solubilité de Pacrylamide 2 30 °C dans divers solvants :

eau 216 g/100g
méthanol 155 ¢/100g
éthanol 86,2 g/100g
acétone 63,1 g/100g
éthyl acérate 12,6 g/ 100g
chloroforme 2,66 g/100g
benzéne 0,35 g/100g
heptane 0,0068 g/ 100¢

Autres propriétés physiques

Densité de vapeur (air=1) 2,45

Tensions de vapeur 25°C:0,93 Pa

40 °C : 3,9 Pa
87 °C : 270 Pa

Concentration de la vapeur saturante (25 °C) 27 mg/m}
Point d’éclair 138 °C
pH de la solution 4 50 % (m/m) 52a6,0

Impuretés majeures présentes dans 'acrylamide sous forme solide :

3-hydroxypropionitrile, 3-hydroxypropionamide, acrylic acid, tris-nitrilopropionamide, acrylonitrile, eau
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Annexe 2 - Fiche toxicologique de Pacrylamide établie par

PINRS

(INRS, 1992)

-

FICHE TOXICOLOGIQUE N° 119

Edition 1992

7
CH, = CH—C_
NH,
Numéro CAS
e 79-06-1
Numéro CEE
e 616-003-00-0
Synonyme
2-Propénamide
T -Yaugue
ACRYLAMIDE (*) i
Ré3 = Paytcguse e caviel
RéE - Peyiceuser 68 aflérahors geréhg.es hbrddiaves
R4 ~ Egalemeclicryue P20 CONFAC ZVET & PeaL et pal ngeslicn
RIBZIMDS - Toxque: rsaue ¢'3ffels Graves po s 12 senie en £3s Cex-
posinen grtorgbe par inhalation LoBCl ases k2 pedy ot
ngesten
£53 - Fvrer Terposhan. Se procurer oas insfrorlpns SEécialkes
@vant Llisahon
54 - & 2) o8-
ties TéLoueite)

) Lotsrre T26Ylam.o2 est sous lorme ~ot stebiisee 1o nom 0@ 1a Sub S1Ence 0%
Blre suv: ge 1 eahion o non slabisé -

Acrylamide

Note établie par les services techniques et medicaux de FINRS

CARACTERISTIQUES

Utitigation {1, 5}

- Fabrication de polyméres el copolymeéres
hydrosolubles utilisés comme floculants
pour ke traitement! des eaux ef par I'indusirie
miniére ; modificaleur de viscosilé gans Fin-
gustrie pétroliere ; adjuvants de fabrication
dans l'industriz du papier.

~ Synth2se de latex acryliques pour fesin-
dustries des peintuses, vernis, adhésifs, tex-
Hies, CUNS...

Propriétés physiques {1 2 6]

Lacrylamide se présente sous la lorme de
cristaux pailletés blancs, inodores, qui se
subliment lentement & température am-
bianie. §l est krés soluble dans 'eau {2155
/100 mj & 30 °C} et soluble dans de nom-
breux soivanis organiques {acélore. acé-
tale d'éthyle, éthanoi..). Ses principales ca-
ractéristiques shysiques sont les suivantes

Masse molaire " 71.08

Point de jusion ;845 °C

FPouat débuliition . 125 °C sous 3.33 kPa
Densité mfj) 192

Densité de vageur {air = 1}:2,45
Tensions de vapeur .

0.93Paa25°C
39Paa40°C
270Pa 487 ¢°C

Concentration ¢e la vapsur saturante &
259C:27 mg/m3

Foint d'sclair - 138 °C

Dans ie commerce. l'actylamice est le plus

souvert disponible sous ta forme de solu-
tions aqueuses en conlenant 30 ou 50 %.

Les propriétés de la soiuhon 2 50 % sent es
suivantes :

pH 52486

Paoint de cristailisation 12 3 13°C

Point d'ébutlition - environ 105 ¢C
Tension de vepeur: 7z 03 Pa a 25°C

Concentration de ia vapeur salutanie 8
25¢C:9 mo/m°

25
Densité (D, ) 11038
Propriétés chimiques {1 48, 14}

L'acrylamide posséde les propriétés carac-
{eristiques de la fonction amide {hydislyse,
déshydraiation, estéritication. condensa-
licn avec les aldéehydes) et celies du grou-
pemant vinylique {réacticns d'addition. de
cyclisation, de polymérisation et de copa-
lymérisatior).

L’acrylamide peut se polymériser dans cer-
{aines conditions ; expesé & Fhumidité, lors-
guilest stocké a I'étal sclige (formationd'un
gef); sous {action de la chaleur ou des
rayons udraviole:s en présence dinitig-
teurs, méme a I'élal de ‘races. lels gue la
roville, fes peroxydes el les persuliates. La
réaclion est exoihermique £t peut geveny
dangereuse.

Pour palter cetle tendance a la poiymern:.
sation, les soluions agueuses doivent etrg
stabilisées par la présence simullante
a'ions cuivrigues {258 30 ppm) ot d'oxygene
{barbolage). La stabilisation n'est pius ef-
ficace en Pabsence d’oxygéne ou ! la 18m-
pérature s'éléve au-dessus de 50 °C.
Draulres stabilisants ont 1é ulifisés, tels que
Thydroguinone ou ie ferf-butylcaiéchol

LUacrylemide peut également réagir dan-
gereusement avec 18s agents Oxydanis ou
réducteurs, fes aciges ou les bases.

Daulre pan, i se décompose au-cessus de
175 °C en donnant naissance & de Yoxyde
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ol du dioxyde de carbone, ¢e {'ammoniac
et/ou des oxydes d'azote.

Récipients de stockage

1t est recommande de stocker Facrylamide
solide en sacs au 10ts en carton doublés de
polyéthylene.

Les solutions sont généralement stockées
dans ges récipients en acies inoxydable ou
en polyester renicice de titres de verre.

Les plus pelitles quantités sont gardées
dansdes bonhonnes enverre protégéespar
une enveinppe meétaiique convenablement
ajusiée.

Le comact duect avec le cuivre. Paiuminium,
feurs alliages. le fer et lacier crdinaire doit
étre évile.

Méthodes de détection et de détermina-
tion dans ['air

s Frélevement par barbolage dans feau

dgistllée, anatyse par chromalographie Ji-

quids haute performance aves détechion UV
81

e Prélevementsariiire defibrede verre sui-
vi g'un tube de gel de silice, extraction au
méthanot. analyse par chremategraphie en
nhase gazeuse avec délection spéaitique
szote-phosphore [9)

RISQUES

Risques d'incendie

4 existe peu de donnges sur linflammabitié
de Pacrylamide. Toulefois, ce produil semble

En cas d'incendie ol le produit serail im-
pliqisé, les agems d'extinction préconisés
sont: leau pulvérisee, le dioxyde de car-
bone, fes poudres chimiques, Les récipients
de stockage seront refroidis au moyen de
jets d'eav car 'exposition & ta chaleur peu!
declencher polymeérisalion etrupture des ré-
cipitents

En raison de fa toxicité des fumées émises,
fes inlervenants sercnl équipés dappareils
de protection respirataire avtonomes iso-
jants.

Pathologie ~ Toxlicologie

Toxicité expérimentale
Aigué et chronique (5. 6. 10 & 14]

La DL50 par voie orale est de 160 & 170 mg/
kg chez la souris, 120 & 150 mgrkg chez fe
ral et 150 4 180 mg/kg chez le cobaye et e
apin

La DL50 par voie cutanée est de 400 mgrkg
chez le rat,

Pour toutes les espaces éludiées, queile que
soit la vole ¢’aoministration, les effets a:gus
ouchreniques observés fradwisent une toxi-
cité essentiellement neutologique.

Encas G adiministration unique, on nole des
signes neurologiques évoguantune atlginte
du systeme nerveyx central, se traduisant
par un trerrblement, une ataxie, une asthé-
nig, un comportement suggérant des hal-
lucinations, des convuisions. Lorsque Fani-
mai ne meurt pas. lous les signes sont en
principe réversibles.

L ors d’expositions répétées, on observe plu-
51 une alteinte du systéme nerveux péri-
phérique, par effet cumulatit. ensité des
effels dépend de ta dose administrée, mais
aussi de Fage (les animaux jeunes sont plus
tésistants). On note une faibiesse muscu-
laire des membres débutant par les posté-
rieurs, des troubles ¢e la marche, une are
fiexie tendineuse et une alleinte neur
{ogique vésicale aves rétention. d peut par-
fois 8y associer des perturbalions des nerls
craniens, en particulier du nerfoptique chez
le singe (Daisse de Facuité visuelle, pertur-
bation des polentiels évoqués} ayant une
neuropathie.

La neurgpathie est sensitivo-motnce et se
traduit au plan nistologigue par une dége-
nérescence lenie, progressive et i¢trograde
des fibres nerveuses périchariques, aves
une diminution des vitesses de conduction
nerveuse. Si Pexposition est inteirompue,
ranimai récupere cliniquement progressi-
vement et les paraméizes de conduction
remveuse reviennent 3 la normale (chez ie
chat et le ral environ 55 jours aprés arrét
d'une intoxicaion 2 la dose de 10 mg/kg/j).

£n application tocale répetée, une solution
aqueuse & 10 % proveque uneirritalion mo-
dérée sur ia peau abrasée et n'a pas d'elfet
sur iz peay intacle. Sur Yeeil, une sotution
aqususe & 40 % estresponsable de légéres
douleurs, d'une irritation modérée de la
conjonctive difficilernent réversidle el d'une
kéraute réversibie en 24 heures. Siun lavage
oculaire est pratqué. atteinte cornéenne
n'apparait pas et Viritation: conjonctivaie
disparah dans les 26 heures.

Effets génotoxiques [¥4 & 18}

L zcrylamide n'est pas mutagéne pour les
souches classiques de Salmonelia typhi-
munium dans les conditions du test d’Ames.
i 'induit de mutation génique ni dans les
cellules ovariennes de haroster chinois ni
chez la drosophile. En sevanche, sans ac-
tivation métabolique, acrylamge induit des
mutations dose-dépendanies dans tes cel
iutes de lyrmphorne de souris en culture.

L'acrylamide est claslogéne, in vitro, pour
ies cefiules de lymphome de souris, pour les
cefivles ovariennes de hamsier chinois
(augmentafion de la fréquence des échan-
ges entre chromalides sceurs) et pour les
iymphocytes humains en cuiture (augmen-
tation du faux d'aberrations chromoso-
riques et d'aneuploidie).

in vivo, chez la souris, fetlet clastogéne st
plus prononcé dans les ceiluies germinales
{sparmatogonies} que dans les celiyies so-
matiques {moelle osseuse). De pius, Facry-
tamide inGuat ja synthése non programmeée
de 'ADN dans les hépatocytes de rat et des
anomaties de 1a 1éte des spermalczoides
chez la souris.

L’acrylamide esi susceptible e se her avec
tes protéines {notamment la protaming du
spermatozoide) etles acides nucléiquas par
alkylation directe de ADN La nature de
cette lixation sembie varier sefon ia voie
Jadgminisiration, ce qu! pouriail expliquer
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les différences entre certains résultats c'es-
sais de génoloxicité.

Effets cancérogénes |14, 16, 17,19, 30}

In vilro, facrylamide détermine des irans-
formations celulzires, dose-cépendantes,
sur culture de ceilules de souris.

in vivo, le potentie! cancérogéne de Facry-
lamide a eté mis en évidence et contirmé par
une série d'expérimentations portan! sur
plusieurs souches de rongeurs el diftérentes
voles ¢'gdmirustration.

L'administration orale de 2 mg/kg/i d'acry-
lamide. pendant 2 ans, induil chez le ral
une augmentalion sigriticative dose-dé-
pendarie des tumeurs bénignes el ma-
fignes, Chez le méle, 40.7 % Ges animaux
soat porteurs de tumeurs du scrolum, de la
thyroide el des surrénales, don! 185 % sor:!
des fumeurs malignes (scrotum). Chez ia fe-
melle, 76,7 % des animaux soni porteurs de
tumeurs {glandes mammaires. thyroide,
utérus, cavité orale el systéme nerveux can-
tral), dont 33.3 % sont des umeurs ma-
ignes {thyrcide, glendes mammaires, sys-
1&me nerveux central, utérus).

Dzns une seconde élude par voie orale. des
rats &taient exposés aux doses de 0.1, 0.5 et
2 mglkg/j pour les males, 1 el 3 ma/kgi}
pour tes lemelies, pendan; deux ans. On a
noté, a la plus lorie dose. une mortalité de
75 % chez les males traités {sontre 585 %
chez les moins} el de 49 % chez les le-
melles traitées {contre 34 % chez ies 1é-
moins). lin'y 2 pas de différence significative
du nombre de tumeurs du systéms nerveux
central. I n'y a pas daugmentation du
nombre d'adénocarcinomes mammaires
ou thyroidiens, mzis une élévatior du
nombre de tumeurs (bénignes ou maiignes)
dans ces deux organes, ie resuhat restant
pour les tumeurs mammaires Sans les b-
mies hislorigues de fespéce. ! exisie une
augmeniation du aombre de mésoing-
mes dir seretum a 2 mge/kg/} mais pas a
mg/kgf}. ta dose de 0.3 mglkg/ est
considérée, dans celle expénmeniation,
comme sans effet umorigéne.

Chez ta soutis, Yacrylamide induil des lu-
meurs pulmonaires chez 83 %% des animaux
2 la dose de 30 mg/kg administrée par voie
inirapérifonéale, paf semaine pendant
8 semaines. Il initie des fumeurs de la peau
par 3 voies ¢'administration (orale, intra-
péritonéale et culanés) 4 pariis de 125 mg/
kg, 6 fois en 2 semaines. Far aillevrs, chez
cel animal, 'administration par voie orale,
par injection ou par application cutanée
de doses variables sefon Pélude {625 2
300 ma’kg),B foisen? semaines,suivie ou
nonc'untraitement par un agen! promoteuwr
{TPA}, entralne une augmentation du
nombre de lumeurs cutanées elfou pul-
moraires, seulement en présence du pro-
moteur.

Effels sur la reproduction {14,17. 20}

Apreés injection dans teeuf de pouie. aux
doses de D,03 a 0.6 mg du jour 5 au jour 7
dlincubation, Facrylamide induit urne iceto-
toxicité el une embryolétaiité (déformation
des pattes).

Chez 2 male, das expérimentalions efice-
tuges sur rats el soutis, par voies orale el
intraperitcnéale, a des doses aflani jusqu’'a
30 mg/kgh, ont mis en évidence une loxicité
testicuiawe {perte de poids, dégéndres-
cence du tissu épithélal, oligospermig) etun
ette! le1al-dominant (entrainant chez la te-
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melle une augmentation des résorptions
foetales pré- et post-implantaticn). Ges et
ets sont dus & Paction de Iacrylamide sur
les derniers stades de ‘a spermatogéneése,
eptrainant une augmentation du taux
d'anomalies de 1a 11e du spermalozoide.

Chez ia lemeiie, Yadministration de 'acry-
lamide r'alfecte ni la fertilité des méras, ni
ia viabilité des petits, mals diminue fa prise
de poids corporel de ces dermiers pendant
ta gestation et 1a lactation (au-dessus de 6
mgrkg/p).

L'acrylamide Iranchitia barriére placeniaire
chez le ral, le lapin, le chien etle pore, 142
heures aprés injection mitraveinsuse {9).
Une exposition in ulero provogue chez le
nouveau-né des manilestations neuro-
toxiques de rature dégénérative (sur le nert
tibial et le nerf cplique), & des doses sans
toxicité visibie pour ta mére {environ 5 mg/
®g/).

L.a dose sans effet sur 1a reproduction est
de 0.5 mg/kosj.

Toxi I, A bl

110,14,47]

Chez fanimal, Fabsosption de I'acrylamide
estcompléte et rapide aprés pénétraticn par
2 tractus gastro-intestinal © en revanche,
elte ne représente que 25 % de la dose 24
heures aprés apphication cutange.

Le produk se réparlit capidement dans tout
I'srgamsme et s'accumuote dans ies zones 4
forte irrigation sanguine {muscie, peau}.
L acrylamive se fixe dans les érylhrocytes
{12 % de ia dose apres { heure}, probable.
ment en réagissant avec les groupemenis
suithydries de 'hémoglobine el y persisie
pendant au moins 190 jours ; moirs de t %
de la dose est retrouve dans le issu nerveux.
La demi-vie de Uacrylamide estd’environ 1.7
heure dans le sang, 5 heures dans les tissus
el 24 jours dans ‘a moelie épiniére.

Aprés absorption, lacrylanide est méta-
bolisé principaiement par conjugaison avec
le glutathion, | peutinterférer avec sapropre
Jétoxification par inhibition de Factivité glu-
tathion-S-transférase. La neurotoxicité de
'acrylamide serait due & celte inhibition ac-
compagnrée d’une déplétion en glutathion
hépatique.

£n 24 heures, 62 % de la cose sont éliminés
dansies urinesel 7t % en 7 jours, dont 2 %
correspondent au composé inchangé. Le
métabolite urinaiwe e plus important fenvi-
ron 50 % de Ja dose} est la Nacétyl-S-
{3-arrino-3-oxypropyljcystéine (ou A-acé-
tylcystéine-S-8-propionamide). Trois aulres
meélabolites urinaires, non sulthydriles, non
identifiés représentent 14 % de la dose.
L'acrylamide subit un cycle entérohépa-
tique: 15 % de Ja dose injectée apparais-
sent dans la bile agrés 6 h mais, aprés 7
jours, seuls 6% sont excrétés dans les
feces. Entre 4 e16 % de la dose sentéliminés
par les poumons sous forme de CO; et le
reste est fixé aux composés rissulaires.

Toxicité sur homme

Aigué (23, 24, 26)

{"acrylamide est absorbé par voie digestive,
respiratoire g} cutanée. On observe des in-

toxications aigués par les deux premiéres
voies, alars gue le contact cutand répéié
donne plus volontiers des formes subaigués
ou retardées.

Les signes sont particuiibrement nets aprés
ingestion ; une dose de 200 mg/kg dans de
leau a ptovoqué des woubles neurcio-
giques centraux (somnelence, confusion
mentale, hallucination et perte de mémoire}
ass0¢cies & une toux spasmodigue et une
rhingrrhée. Dans certains ©as, on peut
également observer un coma et des con-
vilsions. Les complications biologiques
comportent une éiévation modérée des ami-
notransiérases, de rares pancréatiteset une
acdose dans les cas graves. Parfois, une &
deux semaines aprés I'iatoxication, appa-
raissent des sigres de neuropathie pénphé-
rique (faidlesse musculaire, fourmillements
des extrémilés). Cetle symptomatologie re-
gresse en guelques mois

Chronique {21, 22, 25, 27}

il s'agit avant tout d'une alteinte du systéme
nerveux périphérique, d'installation pro-
gressive. Eile se manifesie par une sensation
de faiptesse des qualre membreas, une sen-
sation d'engousgissement, une incootdi-
naticn des gestes lins, un rembiement des
extrémités, une diminution de {a sensibilité
thermique et profonde. L'examen odiective
laréfiexie ostéo-tendineuse.

% peut s'y ajouter des troubles cérébelleux
avec nystagmus, alaxie e! Gysarthrie. I est
parfois difficile de distinguer 'atieinte cen-
trale des lésions périphériques.

Entin certaines anomalies, comme un re-
iroicissemment el une hyperhydrose des
mains et ces pieds, une hypotension ainsi
Gqu'une cyanose des exirémités, témoignent
d'une atleinte du sysiéme nerveux aulo-
nome.

L arrét de Fexposition permetie pius souvem
une régression compléte des troubles apres
piusieurs semaines ou mois. Des séguelles
sont foutelois possibles.

Par ailieurs, les effets de I'acrylamide sont
¢écrits comme « anamnestiques » @ aprés
une guérison, en cas d'exposition nouvelle,
ia symptomatologie réapparaiira pour une
expesition plus faible,

ie contact cutané ou prolongd peut en-
trainer fapparition d'une dermite de contact
avec désquamaticn. Cesl un sighe guasi
constant qui précéde les signes d'atieinle
neurclogique chronigue.

Ces gastralgies etdes douleurs musculaies
ont également ét¢ rappondes,

Cancérogénése 14, 28, 31}

Deux études épidémiologiques portant res-
pectivernent sur 371 et 2 293 employés ex-
pO3és & Facrylamide monomére n'ont pas
révelé d'auementatior: de la mortalité par
cancer. La signification de ces études est
toutefois limitée par la faiblesse cu nombre
des personnes exposées dans le premier
cas, par limprécision sur limportance de
Yexposition dans le second.

En raison des résultats expérimentaux.
raciylamice doit elre considéré comme ung
substance probabiemeni cancérogéne
pour 'homme.

Valeurs limites d'exposition

£n France, le ministere du Travail a lizé 3
0,3 mg/m3 ta valeur limite de moyenne d'ex-
position indicative qui peut étre admise
dars I'air des locaux ge travail pour f'acry-
famide.

Aux Frats-Unis, cette valeur a &€ fixée 2n
1891 par FACGIH & 0,03 mg/m3.

REGLEMENTATION

Hygiéne et sécurité du travall

10 Adration et assainissement des
locaux

— Arlicles 8 232-5 2R 232-5-14 du Cededu
travail.

— Circulaire du ministére du Travati gu 9 mai
1985 (non parue au J.O).

— Arréiés des 8 et 9 ociobre 1987 {J.0. du
22 octobre 1987} relatifs aux conirdles des
installations

2° Vaieur limite d'exposition

- Citculaite du ministére du Travaill du 10
mai 1984 {ngn parve au J.O}.

3¢ Maladies de caractére professionnel

~ Article L. 461-6 du Code de la Sécurité
sociale et décret du 3 aott 1963 (L0 du 23
a00t 1963} : géclaration meédicale de ces af-
fections.,

40 Eliquetage
aj) de Facrylamide pur:

e arrdté du 10 oclobrs 1983 modifié (J.O.
du 21 janvier 1984} et circulaire du 28 ;anvier
1986 (non parue au J.O). Cet arrété prévoit
des étiquettes comportant nolamment:

- le symbole Toxigue,
— {"énumération des risques particuiiers et
des conseils de prudence ;

b) des préparations contenant de acryla-
mide :

» ardié du 21 février 1890 moditié (J.O. du
24 mars 1890) et circulaire du 29 janvier 1886
{non parue au JO).

Pr ion de Penvir
Instaliations classées pour la pratection de
l’snﬁroqnement, Paris, imprimerie des Jour-
naux olficiels, brochures n® 1001

— ar«é1é gu 10 juiliet 1990 reialit aux rejels
dans les eaux souterraines.

Pr de In pop 3

Décret du 29 décembre 1988 relatif aux
substancesetpréparations vénéneuses {ar-
ticles R. 5149 & R. 5167 du Code de la Sanig
publique} {J.0. du 31 décembre 1988) et cir-
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culaire gu 2 septembre 1990 (/0. du 13 oc-
tobre 1290} :

~ détention dans des conditions délermi-
nées;

~ etiquetage {ci. 49) ;

-~ cession régiementsés.

Transport

Se reporter éventuellement aux reglements
suivants :

¥° Fransport nglionaf (1oute, chemin de
fer)

- RTMD {arréte dis 15 avnil 1945 moditié).
Acrylamide sotide ou en solution ;

o (lasse: 6.t # Code danger : 62
Groupe (61311acud 8 Code matidre : 2074
Euquetie  n°61 A

s e

2 Transport internationat (rouie. chemin
ds ter)

- ADR ei RIT.
3° Transport par air
- IATA,

4° Jransport dans les ports marifimes et
par mer

~ RPM (arréte du 27 juin 1951 moditie).
- IMDG {OMCH.

RECOMMANDATIONS

raispn notamment de fa toxicité de Facry-
amide, des mesures de prévention et de
protechiontrés séveres sontnécessaineslors
du stockage 2t de {'utilisation de ce proguit.

i. Au point de vue technique
Stockage

a Slocker Tacrylamide dans des focaux
spéciaux, munis d'une veniilation efficace.
atabride toute source dYigniticr ou ge cha-
leur et & P'écart des produils incompatibles
1els que Jes produits oxydants, les bases el
les acides. Le sol des locaux ot sont stoc-
kées les sofutions sera impermeéable et for-
mera cuvetle de rélention, afin qu'en cas de
déversemenl accidentel, fe liquide ne puisse
se épandre au dehors.

o Afin g'éviter Toule polymérisation, con-
se:sver facrylamide solide & 'abri de 'humi-
dité el de la twmiére. Les solutions stabi-
isées ne dowent jamais &ire stockees sous
aimosphare inerie, car une certaine quan-
tite d'oxygéne dissous est indispensable a
la réachion dlinhibttics.

o Maintenir ia température en dessous de
32 °C pour J& stockage du solide et entre
15,5 et 32 °C pour celui des solutions {ne
jamais dépasser 50 8C}. Celles-¢i ne peu-
vent généralement pas élre stockées pius
de 6 mois et il est nécessaire de contrbler
régulierement fa concentration de Finhibi-
ieue conformément aux recommandatons
du fabricant.

e Les récipients seront soigneusement
fermés et correctement étiquetés. Repro-
duire I'étiquetage en cas de fractionnement
des embaliages.

o Prévoir des appareils de protection res-
piratoire aulonomes isolanis pour interven-
fion d'urgence, a proximilé immeédiale des
iocaux.

Ranipulstion

Les prescriptions relatives aux jocaux de
stockage sont appiicables aux aleiers od
est manipulé Pacrylamice. En outre ;

« Instiuire le perscnne! des risques pré-
sentés par le produit, des précavtions a ob-
server el des mesures & prendre encas d'ac-
cideni. Les procédures spéciales en cas
d'urgence feronl T'obiet d'exsrcices d'en-
trainement.

» Eviter hnhalation de poussidres ou de va-
peuts Effecluer en appateil clos toute ope-
ration industrielle qui s'y préte. Prévoir une
aspiration des vapeuis a leur sgurce d'émis-
sion. ainsi qu'une vantilation générale des
locaux. Prévoir égalemern des appareils de
prciection respiratoire pour certains tra-
vaux de courle durée, & caraciére excep-
ticnnelou pour desinterventions d'urgence.

e« Controler fréguemment el régulierement
ta teneur de Fatmospheére en acrylamide.

w Evites le contact du produil avec 1a peau
et les yeux. Melire a la disposition du per-
sonnel des vétements de protection, des
gants en caouichouc el des tunettes de sé-
curité. Ces effets seront maintenus en bon
élat et nettoyés aprés chagque usage. Les
équipements de canutchouc scuifiés seront
changés :mmédialement et décontaminés.
Proscrire lout équipement en cuir

» Prévoir linstatation de douches et de
fontaines oculaires.

e Maintenir les locaux en parfait étal de
propreté.

« Ne pas fumer, boire e manger dans les
ateliers. Observer une hygiéne corporelie el
vestimentaire trés shicte: passage a la
douche et changement de velements aprés
le travail.

o Nejamais procéder & ¢es travaux Sur ou
dans des cuves e} réservoirs contenant ou
ayani contenu de acrylamide sans prendre
les précautions d’usage [29].

o Eviter le rejet atmosphérique ou aqueux
d'actylamide.

e Encas de souillure sur le sol, récupérer
immédiatemen! e produit en Pépongeant
avec un matériau absorbant inerte s est
en solution. Laver a grande eau la surface
ayani été souiilée. Si le déversement est im-
portant, évacuer le personnei en ne faisan!
intervenir que des opérateurs entrainés mu-
nis d'un équipement de protection.

s Conserver les déchets dans des réci-
pienis spécialernen! prévus a cet effet.
L'acrylamide peut élre détruit dans un in-
cinérateur & post-combustion muni dun
épurateur. Avant destruction, les petites
quantités de monemére peuvent &tre trans-
forméesen produit moinsdangereux (aprés
dilution au-dessous de 25 % car les réac-
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tions sont exothermiques) soit par polymé-
risation, soit par réaction avec le bisulfite de
sodium ({formation de g-sulfopropionamide
de sodium). Dans tous les cas, éliminer les
déchets dans les condilions aulcrisées par
la régiementation (iraitement dans I'entre-
prise ou dans un centre spécialisé).

L. Au point de vue médical

@« A Pembauchage. rechercher des affec-
tions cutanées, respiraicires ou neurolo-
giques chronques susceplibles d'élre ag-
gravées par Pexposition & Facry!amide.

@ Parlasuite, contrdler fabsence de signes
pouvant traduire une expesiticn top im-
portante. Lors de I'examen, rechercher plus
particuliérement des signes cutanéds ou
neurologiques pénphériques. Encasd’ano-
matie, ur éleciromyogramme sera de-
mandé.

o Ecarter de I'exposition fes femmes en-
ceinles ainsi que les sujets qui ont &1 vic-
times d'une intoxication par acryiamide et
qui demeurent souvent hypersensibles a ce
preduit.

o Lors d'accidents aigus, demander dans
tous les cas l'avis d’'un médecin ou du
centre anlipoison régioral ou d’un service
de secours d'urgence médicalisés.

s En cas de contact culang, retirer les vé-
tements souillés et laver immeédiatement la
geau a grance eau pencant 10 2 15 min. Si
une jrritaticn apparait ou si la conlamina-
tion es! étendue ou profongée, consulter un
médecin,

o En cas de projecton ccuiaire laver im-
médiatement et abondamment a I'eau les
paupiéres bien écartées, pendant 15 min,
Consulter un ophtalmclogiste s'il apparait
une douleur, uns rougeur oculaice ou une
géne visuelle.

e Encas d'inhalation massive, retirer le su-
et de la zone poliuée aprés avoir pris toutes
les précautions nécessaires pour les inter-
venants.

@ En cas d'ingestion, si le sujet est pariai-
tement conscient et si la quantité ingérée
est importante, tenter de {aire vomir.

o Dans les deux derniers cas, §i ta viclime
&5t inconsciente, 1a placer en pasition lajé-
rale de sécurité ; en cas d'arrét respiratoire,
commencer les manduvres de respiration
assistée ; mdme si I'étal initial es! salisfai-
sant, transtérer, si nécessaire par ambu-
lance médicalisée, en milieu hospitalier, Une
évacuation digestive, une surveilance de
fétal de conscience ainsi que des fonctions
hépatique et rénale peuven s'avérer néces-
saires.
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Annexe 3 - 1" article paru sur la « réaction de Maillard » (1912)

(http:/ /www.lc-maillard.org/)

compte rendu de I’ Académie des Sciences,
année 1912 n® 154, pages 66 a 68
Comptes rendus, 27 novembre 1911 ; C.R. Soc. Biol. 2 décembre 1911.
SEANCE DU 8 JANVIER 1912

Texte intégral

Action des acides aminés sur les sucres; formation des mélanoidines

CHIMIE ORGANIQUE.

pat vole méthodique.

Note de Monsteur Louis Camille MAILLARD

présentée par Monsteur Armand GAUTIER

Mes recherches sur le téle des alcools dans la synthese naturelle des albuminoides m’ont amené a
mettre Jes acides aminés en présence d'un alcool complexe universellement répandu chez les étres
vivants, le d-glucose. Mais ici le role de la fonction aldéhydique prévaut sur celui des fonctions
alcooliques, au moins quand le glucose est en exces.

St dans un rube on place 1 partie de glycocolle avec 4 parties de glucose et 3 a 4 parties d’eau, puis
quon porte au bain-marie pour faciliter la dissolution, le liquide prend une teinte jaune tres
reconnaissable au bout d’une dizaine de minutes au plus. La coloration s’accentue avec une vitesse
croissante, et arrive assez rapidement au brun foncé ; plus tard on voit mousser le liquide, par
dégagement de CO:» qu'on reconnait en conduisant le gaz au moyen d’un courant d’air dans la
baryte.

Le gaz CO: peut-étre : ou le débris du carboxyle du glycocolle, ou le produit d’oxydation d’autres
atomes de carbone pat Poxygene emprunté, soit aux oxhydriles du glucose, soit a lair

atmosphérique.
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Dans une cloche sur le mercure, on introduit 0,5 g de glycocolle, 2 g de glucose, 2 em® d’eau, et 14,6
cm® d’oxygene. Apres 6 heures passées a 100° on retrouve 12,6 cm® d’oxygene, soit une dispatition
de 2 em® seulement, alors quil s’est formé 229 cm?® de COa Ce gaz n’emprunte donc pas son
oxygene a 'atmosphere.

Avec un dispositif o les produits gazeux sont conduits dans des absorbeurs, 0,4993 ¢ de glycocolle
et 2,0044 ¢ de glucose ont foutnt en 7 heures 0,1048 g de COx. Séché a froid dans le vide, le tésidu
accuse une perte de 0,6227 g, dont 0,5179 g sont autre chose que COa. Or, Panalyse centéstmale de
ce résidu révele que cette différence est de Peaun, dont le rapport avee CO2 dégagé répond 2
Pexpression (COz + 12 HO). L’oxygene de COx ne provient donc pas du glucose.

Le dégagement du gaz carbonique résulte de la scission du carboxyle appartenant au glycocolle. S1
Pon admet que cette scission est corrélative de la fixation de 'azote sur le carbone aldéhydique du
sucre, nous sommes conduits a penser que les molécules de glucose, au nombre de deux au moins,
qui entrent dans Ja constitution du nouveau corps, éprouvent des déshydratations qui créent des
doubles liaisons et peut-étre des cycles. Les substances noiritres ansi formées pourraient étre des
molécules polycycliques a 1 atome d’azote.

Jai généralisé la réaction en traitant le glucose par le glycocolle, la sarcosine, I'alanine, la valine, la
Jeucine, la tytosine, I'acide glutamique. L’alanine est le plus actif des aminoacides, ce qui n’est point
pour surprendre quand on connait son r6le capital en Chimice biologique. Avec le glycocolle, le
xylose et 'arabinose réagissent instantanément ; le fructose, le galactose, le glucose et le mannose,
assez rapidement ; le lactose et le maltose, lentement ; le saccharose pas du tout pendant plusteurs
heures, apres quoi se produit une réaction lente, consécutive sans doute a un dédoublement.
Violente a 150°, assez rapide a 100°, Ia réaction s’observe apres quelques jours 2 37°, et méme au-
dessous ; on congoit d’alleurs que diverses substances ou divers modes d’énergie poutratent
Paccélérer.

Les conséquences de ces faits me paraissent aussi hombreuses quintéressantes dans divers
domaines de la Science : non seulement en physiologie et en pathologie humaines, mais aussi en
physiologie végétale (alcaloides cycliques, etc)), en agronomie (imaturation des fumiers, humus,
mdustries diverses), en géologie (combustibles minéraux, etc). La seule énumération de ces
conséquences, dont plusieurs peuvent étre considérées comme évidentes, serait ici trop longue.

Je t’en signalerai quune : la petturbation apportée dans toutes les techniques d’analyse ou les
matériaux fournissent a la fois des sucres et des acides aminés : par exemple, dans les hydrolyses de
protéiques ou de tissus, on ne peut retrouvet comme acides aminés que la fraction qui a échappé a
I'action des suctes. Clest pourquoi ces hydrolyses fournissent des mélanoidines, de constitution
inconnue jusqu’ict, et dont la composition méme n’a jamais pu étre définte. Je me suis assuré que les
produits de la réaction que je signale sont précisément des mélanoidines ; mais tandis que les

anciennes mélanoidines fournies pat le hasard n’étaient que des mélanges inextricables dérivant
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d’aminoacides variés et peut étre de sucres divers, nous sommes aujourd’hui en mesure de réaliser
)
individuellement la condensation d’un aminoacide défini avec un sucre défini. Il est donc permis
d’espérer que la présente méthode apportera des éclaircissements compatables a ceux qua fournis
la substitutton pour Pétude, aux mélanges inextricables gue sont les peptones naturelles, des
> g ,

polypeptides volontaitement construits. On poutra dés lors étudier la constitution des mélanoidines
sur laquelle mes essais projettent déja quelques lucurs.

La portée de la réaction générale que je signale n’a d’égale que son extréme facilité : on est surpris
quelle ne soit pas depuis longtemps connue dans ses moindres détails. Je m’y suis trouvé conduit
méthodiquement pat mes recherches sur le réle que jouent les alcools complexes dans

Penchainement des acides aminés.
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Annexe 4 - Publications de Louis-Camille Maillard

(liste non exhaustive)

(http:/ / www le-maillard.org/)

1897 : L'influence du calcaire sur la végétation. Bulletin de la Société des Sciences de Nancy, tome
15, p. 35.

1899 : Du 16le de l'ionisation dans la toxicité des sels métalliques: sulfate de cuivte et Penicillium
glaucum. Bulletin Soc. Chim., 38 s tome 21, p. 26. Bulletin de la Société des Sciences de Nancy, t.
1/2/3, p. 32-40.

1900 : Présentation d'un poisson rate, la Loche d'étang (Cobitis fossilis) provenant d'une localité
inédite. Bulletin de la Société des Sciences de Nancy, 11/06/1900, p. 176-177.

1900 : Vanété cristalline de la fibrine du sang. Bulletin de la Société des Sciences et Réunion
Biologique de Nancy, tome 1, p. 146.

1900 : Dosage colorimétrique du vanadium. Bulletin Soc. Chim., 3¢ s, tome 23, p. 559.

1901 : Réflexions biologiques sur la présence de la vanilline dans une orchidée indigéne, Epipactis
atrorubens Hoff. Bulletin de la Société des Sciences et Réunton Biologique de Nancy, tome 2, p.
140-146, 05/12/1901.

1903 : L'indoxyle urinaire et les couleuts qui en dérivent. Paris. These de Docteur en Médecine.
1904 : Traité élémentaire d'Histologie. Tome I. Cytologie générale et spéciale. (en collaboration avec
Auguste Prenant et Pol Bouin). Paris Schleicher freres.

1906 : Les peptides. Introduction a la synthése des matiéres protéiques. Revue générale des
Sciences, t. 17, p. 115. Haller A. Les récents progres en chimie, 2¢me série, 233, Gauthier-Villars,
Paris.

1907 : Observation d'un cas de mélanhydrose avec R. Blanchatd. Bulletin de I'Académie de
Médecine, n°57/58, p. 527-547.

1908 : Recherche du plomb dans les Cestodes d'animaux saturnins. C.R. Société de Biologie, tome
64 (LXIV), p. 943.

1909 : Hygiene Alimentaire. Les ordinaires de l'armée francaise. Composition chimique & valeurs

énergétiques.
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1911: Signification actuelle et technique de détermination du coefficient d'imperfection
uréogénique. Compte-rendu Société de Biologie, tome 71 (LXXI), p. 652-655. Coefficient de
Maillard.

1912 : Réaction générale des acides aminés sut les sucres. Journal de Physiologie, tome 14, p. 813.
1912 : Action des acides aminés sur les sucres: formation des mélanoidines par voie méthodique.
Compte-rendu de 'Académie des sciences, tome 154, p. 66-68. Réaction de Maillard. (annexe 3)
1913 : Genese des matieres protéiques et des matieres humiques, CR de la Société de Biologie, p.
303.

1913 : Maillard (Dr L.-C.) These présentée a la Faculté des Sciences de Parts. Action de la glycérine
et des sucres sur les acides x-aminés : cyclo-glycil-glycines & polypeptides; mélanoidines et matieres
humiques.

1923 : L'oeuvre chimique de Pasteur par Louis-Camille Maillard. Eloge des travaux prononcé lors
du Centenaire de la naissance de Pasteur.

1936 : Dosage du titane de I'organisme pat extraction ct photométric (avec M. Jean Ettori). CR de
I'Académie des sciences, t 202, p. 594-596, fev.17, Revue générale des Sciences, t.47, p. 384, 504,
508.

1936 : Répartition du titane dans les organes de 'homme (avec J.Ettori). CR de I'Académie des
Sciences, t. 202, p. 1621-1622.

1936 : Le titane chez les mammiferes et en particulier chez 'homme. CR Soc. de biol, 122, p. 951-

954.
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Annexe 5 - Principe du test des comeétes

(Klein et al, 2005)

Ce test a été mis au point par Ostling et Johanson (1984) et moditié par Singh ez a/ (1988). Clest
une technique de microélectrophotése qui permet de visualiser directement les lésions de PADN
dans des cellules individuelles. Ce test présente de nombreuses applications. Il est utilisé en
épidémiologie pour le suivi de populations exposées a des toxiques (biomonitoting, dans la
détermination de la génotoxicité de xénobiotiques, en industrie pout le criblage de nouvelles

molécules et également dans les études des mécanismes des dommages a4 TADN).

Le principe du test des cometes consiste tout d’abord a obtenir une suspension de cellules isolées
qui vont étre ensuite incluses dans une fine couche d’agarose sur une lame de microscope. Les
cellules sont ensuite lysées dans un détergent qui 4 pour but d’éliminer les membranes, le contenu
du cytoplasme et la majorité des protéines nucléaires. L’ADN superenroulé obtenu est désenroulé
par un traitement alcalin. L’ADN est ensuite soumis a une électrophorése qui permet la migration et
la séparation des fragments ’ADN (chargés négativement) vers I'anode sous Pinfluence du courant
appliqué. Le nucléoide va constituer la téte de la structure dite en « comete » alors que les fragments
d’ADN se retrouvent dans la queue. Lorsque PADN de la cellule est complétement fragmenté, que
le noyau disparait et que tout TADN se retrouve dans la queue de la comete, les cellules sont dites
HDC (Highly Damaged Cells). Ce type de cometes peut teprésenter des cellules nécrosées ou en
apoptose.
Aptes coloration de PADN et analyse des images par un logiciel ou examen visuel, les principaux
parametres mesurés sont

® lalongueur de la comeéte,

® le pourcentage ’ADN dans la queue de la comete (basé sur Pintensité de la fluorescence),

* e tail moment (ou OTM, Olive Tar! Moment, Olive ef al., 1990) : C’est la longueur de la cométe

multiphiée par le pourcentage ’ADN dans la queue. Il n’a pas d’unité.

Les avantages de ce test sont nombreux : grande sensibilité (détection de bas niveaux de Iésions de
PADN) et reproductibilité (Singh ef o/, 1994), utilisation facile et rapide. De plus, il ne nécessite
quun faible nombre de cellules par échantillon. Sa grande sensibilité se révele cependant étre

parfois un inconvénient car il peut donner des faux positifs.
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avec le test des cométes

Principe du test des cométes.

Cas de cellules dont 'ADN n'est pas fragmenté
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Cas de cellules dont I'ADN est fragmenté
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Protocole simplifi¢ du test des cométes.

Aspeet de PADN de cellules aprés le test des coméres (cellule 1: cellules
témoins n'ayant pas ¢ré traitées, cellules 2 a 4 cellules peu endommaggées a

tres endommagées, cellule 5 : cellule dite « HDC»).
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Annexe 6 - Utilisation du test des cométes avec ’acrylamide et
le glycidamide

Klein e al, 2005 : travail réalisé lors d’un M2R effectué en 2005 dans le laboratoire de PAFSSA de

Fougeres, 35 :

W
T ensala
‘)
dcola nationale supérieure

d'agronomie et des industries
alimentaires

Génotoxicité

d’un contaminant néoformé dans les aliments,
Pacrylamide,

et de son métabolite époxyde, le glycidamide.

Approche expérimentale par le test des cométes.

Mémoire de DEA
DEA « Procédés biotechnologiques et ali ires »
Présenté pur

Céline Klein

l Mémoire réalisé sous la din_.'clion du Dr Jean-Michel Poul

| 4 I"AISSA, Agence Francaise de itaire des Ali

35 300 Fougéres.
mtrerimens  Laboratoire d'études et de recherches sur les médi vétérinaires el les
Sinarert  ddsinfe unité de toxicologic gé des contuminants alimentaires.

Le témoin positif, le méthylméthanesulfonate (MMS), testé a des concentrations allant de
0 a 100 pM sur des cellules CHO-KT (cellules d’ovaire de hamster chinois, Chinese hamster ovary cells),
présente une réponse dose-dépendante. Les dommages sont supérieurs a ceux observés chez les
témoins négatifs a partir de 20 uM (OTM a 3 environ) et atteint un OTM de 10 a la plus forte

concentration.
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20 40 60 80 io00
témoin = concentration (pM)

Test des comeétes sur  cellules CHO-KJ

traitement de 2 heures avec le MMS.

Les deux graphiques suivants présentent les valeurs d’OTM obtenues par le test des cometes, apres
traitement (2 heures) des cellules CHO-K7 par Pacrylamide et le glycidamide. L’acrylamide a des
concentrations variant de 1200 a 6000 uM (fignre A) n’induit pas de lésions, puisque les valeurs
dOTM sont les mémes que le témoin négatif. Pour le glycidamide, une premiére gamme de
concentrations allant de 0 a 1200 puM a été testée (0, 240, 480, 720, 960 et 1200 pM). On constate
une réponse concentration-dépendante. A partir de 720 uM, toutes les cellules apparaissent comme
des HDC, alors que la fréquence de ces cellules trés endommagées est inférieure a 10 % pour les
concentrations inférieures (résultats non présentés). Le graphe de la figire B est issu d’une deuxiéme
série de tests, avec une gamme de concentrations plus faible de glycidamide (de 0 a 600 uM). Les
résultats obtenus sont en concordance avec ceux trouvés avec la gamme précédente. A la dose de
100 uM, on commence a observer un léger effet a savoir un OTM a 2,6, alors que le témoin est a

0,6 et, a la dose la plus forte (600 uM), on a une valeur 'OTM d’environ 10 (cellules HDC<5 %).

oTM A - acrylamide oTM B - glycidamide

Al

100 200 300 600
témoin - concentration (pM)

1200 2400 3600 4800 6000

témoin = concentration (pM)

Test des cometes sur cellules CHO-K7 ; traitement de 2 heures avee Pacrvlamide (A1) et le glyeidamide (B).
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Annexe 7 - Classification du CIRC des substances

cancerogenes

(http:/ /www-cie.darc.fr/ monoeval / grlist html)

Un cancérogene est un agent capable d’'nduire des cancers et donc d’en augmenter la fréquence
dans les populations exposées. L’évaluation du potentiel cancérogene des produits chimiques pour
homme est basée sur les résultats de différent types d’¢tudes, épidémiologiques et/ou
expérimentales. Depuis 1969, le CIRC, organisme de POMS, développe un programme d’évaluation
de la cancérogénicité pour 'homme de produits chimiques. II met a jour régulicrement un

classement des cancérogencs :

Groupe 1 : cancérogénicité avérée pour 'homme.
Groupe 2A : cancérogénicité probable.

Groupe 2B : cancérogénicité possible.

Groupe 3 : agents non classables.

Groupe 4 : agents probablement non cancérogenes.

Le CIRC publie ainsi plusieurs monographies par an sur des substances spécifiques.
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Annexe 8 - Monographie ¢laborée par le CIRC de Pacrylamide

(hrtp:/ /www-cie.darc.fr/htdocs/ monographs/vol60/m60-11 him)

ACRYLAMIDE
(Group 2A)

For defimtion of Groups, see Preamble Evaluation.
VOL.: 60 (1994) (p. 389)
CAS No.: 79-16-1

Chem. Abstr. Name: 2-Propenamide

5. Summary of Data Reported and Evaluation

5.1 Exposure data

Acrylamide has been produced since the 1950s by hydration of acrylonitrile. It is used mainly to
produce water-soluble polyacrylamides used as flocculents for clarifying drinking-water, for treating
municipal and industrial waste waters and as flow control agents in oil-well operations. Other major
uses of acrylamide are in soil stabilization, in grout for repaiting sewers and in acrylamide gels used
in biotechnology laboratories. The major routes of exposure at the workplace appear to be dermal
absorption of acrylamide monomer from solution and inhalation of dry monomer or aerosols of
actylamide solution. Exposure occurs during actylamide and polyactylamide manufacture, during

acrylamide grouting and during laboratory preparation of polyacrylamide gels.

5.2 Human carcinogenicity data

Two cohott mortality studies were conducted among workers exposed to acrylamide. The first
showed no significant excess of cancer but suffered from small size, short duration of exposure and
short latency. In the other study, in one Dutch and three US plants, a nonsignificant increase was

seen in deaths from pancreatic cancer, but thete was no trend with increasing exposure.

5.3 Animal carcinogenicity data

Acrylamide was tested for carcinogenicity in one expetiment in rats by oral administration. It
inctreased the incidences of peritoneal mesotheliomas found in the region of the testis and of
follicular adenomas of the thyroid in males and of thyroid follicular tumouts, mammary tumours,

glial tumours of the central nervous system, oral cavity papillomas, uterine adenocarcinomas and
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clitoral gland adenomas in females. In screening bioassays, acrylamide, given either orally or
mntraperitoneally, increased both the incidence and muluplicity of Jung tumouts in strain /A mice.

Acrylamide was also tested as an initiating agent for skin carcinogenesis after oral, intraperitoneal
and topical administration to mice of one strain and after oral administration to mice of anothet
strain, followed by topical treatment with 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate. It induced a dose-
related increase in the incidence of squamous-cell papillomas and carcinomas of the skin 1 all four

expetiments.

5.4 Other relevant data

In occupational settings, acrylamide is taken up both through the skin and by inhalation. Damage to
both the central and peripheral nervous systems has been reported on several occasions in exposed
humans and has been thoroughly studied i animals.

Acrylamide 1s metabolized zv #itm and g réro in mice, rats and humans to the epoxide, glycidamide.
Both substances ate equally distributed throughout the tissues and have half-lives of about 5 h in
rats; actylamide itself has also been shown o be uniformly distributed between tssues in several
other species. The conversion of acrylamide to glycidamide 1s saturable, ranging from 50% at very
low doses to 13%0 at 100 mg/kg bw in treated rats. Both agents are detoxified by glutathione
conjugation, and glycidamide is also detoxified by hydrolysis. Both agents react directly with
haemoglobin in vivo, but DNA adducts result only from the formation of glycidamide.

The presence of haecmoglobin adducts of acrylamide was correlated with neurotoxicity in a group of
highly exposed workers.

Actylamide was not teratogenic to rats or mice after oral treatment of dams with doses up to the
toxic level. It causes testicular atrophy, with damage to spermatids and mature spermatozoa.
Reduced sperm motility, impaired fertility and dominant lethal mutations at the spermatozoa stage
have also been reported in mice and rats. A\ single study in rats provides evidence that the testicular
damage 1s not secondary to neurotoxicity, since testicular damage but not neurotoxicity was
induced by injection of the reactive epoxide, glycidamide.

The genotoxicity of acrylamide has been studied extensively. It induces gene mutation, structural
chromosomal aberrations, sister chromatid exchange and mitotic disturbances in mammalian cells
in vitro 1 the presence ot absence of exogenous metabolic systems. It induces structural
chromosomal aberrations 7 zzo in both somatic and germ-line cells. Chromosomal aberrations and
micronuclei were induced in mouse bone martow and In premeiotic and postmeiotic cells.
Treatment with acrylamide /7 w0 also caused somatic mutation in the spot test, heritable
translocation and specific locus mutations in mice and dominant lethal mutations in both mice and
rats in several studies. Actylamide induces unscheduled DNA synthesis in rat spermatocytes Zn vivo

but apparently not in rat hepatocytes; glycidamide induced unscheduled DNA synthesis in rat
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hepatocytes in one study iz zitro. Acrylamide mduces transformation in cultured mammalian cells. Tt
does not induce mutation in bactesta, but glycidamide does in the absence of an exogenous
metabolic system. Acrylamide induces sex-linked recessive lethal and somatic mutations in

Drosophila.

5.5 Evaluation

There is inadeguate evidence in humans for the carcinogenicity of acrylamide.

Thete is sufficient evidence in experimental animals for the carcinogenicity of acrylamide.

In making the overall evaluation, the Working Group took into consideration the following
supporting evidence:

(1) Acrylamide and its metabolite glycidamide form covalent adducts with DNA in mice and rats.

(1) Acrylamide and glyctdamide form covalent adducts with haemoglobin in exposed humans and
rats.

(1) Acrylamide induces gene mutations and chromosomal aberrations in germ cells of mice and
chromosomal aberrations i germ cells of rats and forms covalent adducts with protamines in germ
cells of mice 7 vizo.

(iv) Acrylamide induces chromosomal abetrations in somatic cells of rodents i wivo.

(v) Actylamide induces gene mutations and chromosomal aberrations in cultured cells v witro.

(vi) Acrylamide induces cell transformation in mouse cell lines.

Overall evaluation
Acrylamide is probably carvinogenic to bumans (Group 2.-1).
For definition of the italicized terms, see Preamble Evaluation.

Previous evaluation: Suppl. 7 (1987) (p. 56)

Synonyms

Acrylic acid amide
Acrylic amide
Ethylenecarboxamide
Propenamide
Propenoic acid amide

Vinyl amide

Last updated 08/26/1997
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Annexe 9 - Liste ¢laborée par le CIRC des substances

cancérogenes

(http:/ /www-cie.dace. fr)

Overall valuations of Carcinogenicity to Humans

As evaluated in LARC Monggraphs V olumes 1-88 (a total of 900 agents, mixtures and exposures)

This list contains all hazards evaluated to date, according to the tvpe of hazard posed and to the type of exposure. Where
appropriate, chemical abstract numbers are given fin square brackets]. For demails of the evaluation, the relevant
Monograph should be consulted (volume number given in round brackets, followed by year of publication of latest

cevaluation). Use a free-text search to find a particular compound.

Group 1: Carcinogenic to humans (95)

Aflatoxins (naturally occurring mixtures of) [1402-68-2 (Vol. 56, Vol. 82; 2002)
4-Aminobiphenyl [92-67-1] (Vol. 1, Suppl. 7; 1987)

Arsenic [7440-38-2) and arsenic compounds (Vol. 23, Suppl. 7,1987)

(NB: "This evaluation applies to the group of compounds as a whole and not necessarily to all individual compounds
within the group)

Asbestos [1332-21-4] (Vol. 14, Suppl. 7: 1987)

Benzene [71-43-2] (Vol. 29, Suppl. 7; 1987)

Benzidine {92-87-5) (Vol. 29, Suppl. 7; 1987)

Beryllium {7440-41-7] and bervllium compounds (Vol. 58; 1993)

(NB: Livaluated as a group)

IN,N-Bis(2-chlorocthyl)-2-naphthylamine (Chlornaphazine) [494-03-1) (Vol. 4, Suppl. 7; 1987)
Bis(chloromethyl)ether [542-88-1] and chloromethyl methyl ether [107-30-2] (technical-grade)
(Vol. 4, Suppl. 7; 1987)

1,4-Butanediol dimethanesulfonate (Busulphan; Myleran) [55-98-1] (Vol. 4, Suppl. 7; 1987)
Cadmivm {7440-43-9] and cadmium compounds (Vol. 58; 1993)

(NB: Fvaluated as a group)

Chlorambucil [305-03-3] (Vol. 26, Suppl. 7; 1987)
1-(2-Chloroethyl)-3-(4-methyleyclohexyl)-1-nitrosourea (Methyl-CCNU: Semustine) [13909-09-6] (Suppl. 7; 1987)
Ciclosporin [79217-60-0] (Vol. 50; 1990)

Cyclophosphamide [50-18-0] {6055-19-2] (Vol. 26, Suppl. 7; 1987)

Dicthylstilboestrol [56-53-1] (Vol. 21, Suppl. 7; 1987)

ipstein-Barr virus (Vol. 70; 1997)
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Fthylene oxide [75-21-8] (Vol. 60; 1994)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2A to 1 with supporting evidence from other data relevant to the evaluation of
carcinogenicity and its mechanisms)

lormaldcehyde [50-00-0] (Vol. 88; in preparation)

Helicobacter pylori (infection with) (Vol. 61; 1994)

Hepatitis B virus (chronic infection with) (Vol. 59; 1994)

Hepatitis C virus (chronic infection with) (Vol. 59; 1994)

Ierbal remedies contatning plant species of the genus Aristolochia (V ol. 82; 2002)

Fluman immunodeficiency virus type 1 (infection with) (Vol. 67;1996)

FTuman papillomavirus type 18 (Vol. 64; 1995)

Human T-cell lymphotropic virus type 1 (Vol. 67; 1996)

Mustard gas (Sulfur mustard) [505-60-2] (Vol. 9, Suppl. 7; 1987)

Nickel compounds (Vol. 49; 1990)

(NB: Livaluated as a group)

Ovestrogen therapy, postmenopausal (Vol. 72; 1999)

Qestrogens, nonsterotdal (Suppl. 7: 1987)

(NB: This cvaluation applics to the group of compounds as a whole and not necessarily to all individual compounds
within the group)

Qestrogens, steroidal (Suppl. 7; 1987)

(NB: This cvaluation applics to the group of compounds as a whole and not necessarily to all individual compounds
within the group)

Oral contraceptives, combined (Vol. 72; 1999)

(NB: There 1s also conclusive evidence that these agents have a protective effect against cancers of the ovary and
endometrium)

Oral contraceptives, sequential (Suppl. 7; 1987)

Radionuclides, B-particle-emitting, internally deposited (Vol. 78; 2001)

(NB: Specific radionuclides for which there is sufficient evidence for carcinogenicity to humans are also listed individually
as Group 1 agents)

Radium-224 and its decay products (Vol. 78; 2001)

Solar radiation (Vol. 55; 1992)

Tamoxifen [10540-29-1] (Vol. 66; 1996)

(NB: There is also conclusive cvidence that this agent (tamoxifen) reduces the risk of contralateral breast cancer)
Vinyl chloride {75-01-4] (Vol. 19, Suppl. 7; 1987)

X- and Gamma (Y)-Radiation (Vol. 75; 2000)

Group 2A : Probably carcinogenic to humans (66)

Acrylamide [79-06-1] (Vol. 60; 1994)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2B to 27\ with supporting cvidence from other data relevant to the evaluation of
carcinogenicity and its mechanisms)

Androgenic (anabolic) sterowds (Suppl. 7; 1987)

Benzfajanthracene [56-55-3| (Vol. 32, Suppl. 7; 1987)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2B to 2A with supporting evidence from other data relevant to the evaluation of

carcinogentcity and its mechanisms)
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Benzolajpyrene [50-32-8] (Vol. 32, Suppl. 7; 1987)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2B to 2\ with supporting evidence from other data relevant to the evaluation of
carcinogenicity and its mechanisms)

Chloramphenicol |56-75-7) (Vol. 50; 1990)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2B to 2\ with supporting cvidence from other data relevant to the evaluation of
carcinogenicity and its mechanisms)

0-Chlorinated toluenes (benzal chloride |98-87-3], benzotrichloride [98-07-7], benzyl chloride {100-44-7]) and benzoyl
chloride [98-88-4] (combined exposures) (Vol. 29, Suppl. 7, Vol. 71; 1999)

Cisplatin [15663-27-1] (V'ol. 26, Suppl. 7; 1987)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2B to 2.\ with supporting evidence from other data relevant to the evaluation of
carcthogenicity and its mechanisms)

Clonorchis sinensis (infection with) (Vol. 615 1994)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2B to 2\ with supporting cvidence from other data relevant to the evaluation of
carcinogenicity and its mechanisms)

Dibenz|a.blanthracene |53-70-3} (Vol. 32, Suppl. 7; 1987)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2B to 2\ with supporting evidence from other data relevant to the evaluanion of
carcinogenicity and its mechanisms)

Kapost's sarcoma herpesvirus/human herpesvirus 8 (Vol. 70; 1997)

5-Methoxypsoralen [484-20-8] (Vol. 40, Suppl. 7; 1987)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2B to 2A with supporting evidence from other data relevant to the evaluation of
carcinogenicity and its mechanisms)

Methyl methanesulfonate [66-27-3] (Vol. 7, Suppl. 7, Vol. 71; 1999)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2B to 2A with supporting evidence from other data relevant to the evaluation of
carcinogenicity and its mechanisms)

N-Methyl-N-nitrosourca [684-93-5] (Vol. 17, Suppl.7; 1987)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2B to 2/\ with supporting evidence from other data relevant to the evaluaton of
carcinogenicity and its mechanisms)

Nitrogen mustard |51-75-2) (Vol. 9, Suppl. 7; 1987)

Phenacetin [62-44-2] (Vol. 24, Suppl. 7; 1987)

Trichlorocthylene [79-01-6f (Vol. 63; 1995)

Ultraviolet radiation A (Vol. 55; 1992)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2B to 2A with supporting cvidence from other data relevant to the evaluation of
carcinogenicity and its mechanisms)

Ultraviolet radiation B (Vol. 55; 1992)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2B to 2\ with supporting evidence from other data relevant to the evaluation of
carcinogenicity and its mechanisms)

Ultraviolet radiation C (Vol. 55; 1992)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2B to 2A with supporting evidence from other data relevant to the evaluation of
carcinogenicity and its mechanisms)

Vinyl bromide {593-60-2) (Vol. 39, Suppl. 7, Vol. 71; 1999)

(NB: Overall evaluation upgraded from 2B to 2A with supporting evidence from other data relevant to the evaluation of
carcinogenicity and its mechanisms)

Vinyl fluosde |75-02-5] (Vol. 63; 1995)
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Group 2B : Possibly carcinogenic to humans (241)

Agents and groups of agents

Acctaldehyde |75-07-0f (Vol. 36, Suppl. 7, Vol. 71: 1999)

Acetamide [60-35-5] (Vol. 7, Suppl. 7. Vol. 71; 1999)

Acrvlonitrile [107-13-1] (Vol. 71; 1999)

Aflatoxin M1 [6795-23-9] (Vol. 56; 1993)

para-Aminoazobenzene [60-09-3] (Vol. 8. Suppl. 7; 1987)

ortho- Aminoazotoluene [97-56-3] (Vol. 8, Suppl. 7; 1987)

Chloroform [67-66-3] (Vol. 73; 1999)

Cobalt sulfate |10026-24-1] and other soluble cobalt(T1) salts (Vol. 86; in preparation)
Griscofulvin [126-07-8] (Vol. 79: 2001)

Human immunodeficiency virus type 2 {infection with) (Vol. 67:1996)

Human papillomaviruses: some types other than 16, 18, 31 and 33 (Vol. 64; 1995)
Nickel, metallic [7440-02-0] and alloys (Vol. 49; 1990)

Ocstrogen-progestogen therapy, postmenopausal (Vol. 725 1999)

Phenobarbital {50-06-6) (Vol. 79; 2001)

Phenolphthalein {77-09-8] (Vol. 76; 2000)

Progestins (Suppl. 7; 1987)

Progestogen-only contraceptives (Vol. 72: 1999)

Schistosora japonicunt (infection with) (Vol. 61; 1994)

Vinyl acetate [108-05-4] (Vol. 63; 1995)
Group 3 : Not classifiable as to carcinogenicity to humans (497)

Caffeine |58-08-2] (Vol. 51; 1991)

Diazepam [439-14-5] (Vol. 66; 1996)

Electric ficlds (extremely low-frequency) (Vol. 80; 2002)

Losin [15086-94-9) (V'ol. 15, Suppl. 7; 1987)

Lithylene [74-85-1] (Vol. 60; 1994)

Hepatitis D virus (Vol. 59; 1994)

Magnetic fields (static) (Vol. 80; 2002)

Mercury [7439-97-6) and inorganic mercury compounds (Vol. 58;1993)
Oestradiol mustard {22966-79-6] (Vol. 9, Suppl. 7; 1987)

Opisthorchis felinens (infection with) (Vol. 61; 1994)

Paracetamol (Acctaminophen) [103-90-2] (Vol. 73; 1999)

Penicillic acid |90-65-3} (Vol. 10, Suppl. 7: 1987)

Phenol [108-95-2] (Vol. 47, Vol. 715 1999)

Prednisone |53-03-2) (Vol. 26, Suppl. 7; 1987)

Resoranol [108-46-3] (Vol. 15, Suppl. 7, Vol. 71, 1999)

Saccharin [81-07-2] and its salts (Vol. 73; 1999)

(NB: Overall evaluation downgraded from 2B to 3 with supporting evidence from other data relevant to cascinogenicity
and its mechanisms)

Sulfites (Vol. 54; 1992)
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Tale [14807-96-6], not containing asbestitorm fibres (Vol. 42,Suppl. 7; 1987)
Vitamin K [12001-79-5] substances (Vol. 76: 2000)

Group 4 : Probably not carcinogenic to humans (1)

Caprolactam [105-60-2} (Vol. 39, Suppl. 7, Vol. 71: 1999)

Last updated: 22 July 2004
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Annexe 10 - Substances cancérogenes en milieu professionnel

de catégorie 2

(INRS, 2000)

(catégorie 2 : substances devant étre assimilées a des substances cancérogenes pour 'lhomme. On

dispose de suffisamment d’éléments pour justifier une forte présomption que Pexposition de

Phomme a de telles substances peut provoquer un cancer. Cette présomption est généralement

fondée sur des études appropriées a long terme sur I'animal et d’autres informations appropriées.)

Substance Travailleurs

exposds en France (')

ackrate_de méchylazoxyméthyle

acrylamide 13 403
acrylonitn 5915
amines aromatiques

4-aminoazobenzéne

4-amino-3-fluorophénol

ammonium (dichromate d')

bentofa]anthracéne

benzo[a]jiyréne

benzofb]fluoranthine

béryllium 11 620
44%bi-o-toluidine

bromodiliyline

|,3-butadizna 9 584

cadmium (sels de ) 1034
aptafal

cabadox

4-chlaroaniline

|-chlare-2,3-époxypropane

chlorure de diméthylcarbameyle

chlorure de diméthylsulfamoyle

4 4"diaminodiphénylméthane
diazométhane
dibenza[a,h]anthracéne
1,2-dibromo-3-chloropropane
1.2-dibromoéthane 9 581
3,3-dichlorobenzidine

1 4-dichlorobut-2-3ne

1, 2-dichloroéthane
2,1-dichloro-4.4"-méthylénedianiline
1,3-dichloro-2-propanol

dichlorure de chromyle

33" diméthoxybenzidine

33" diméthylbenidine

1, 2-diméchylhydrazine
N.N-diméchylhydrazine
diméthylnitrosamine

éthyleneimine
fibres céramiques réfractaires 17478

hexachlorobenzéne
houille (brais de)

(1) Vincent R, Rauppinen T, Totkkanen ..
Pedersen D, Kogevinas M. - CAREX. Systeme
ineerational d'information sur Uexposition profes-
sionnelle qux agents cancérogénes en Europe.
Résulears des estimations pour la France pendan les
anndes [990-1993, Cahiers de notes docuimen-
taires - Hygiene et séouitd du travail, 1999,
176, pp. 49-58.

Type de cancer

laucémies

poumons

hémato

yessie

vessie
vessie

peau, pounions, vessi

Substance Travailleurs

exposés en France (1)

houilles {goudrons de)
houilles (huiles de)
hydrazne
hydrazabenzéne
hydrocarbures aramatiques poly-
cycliques (sauf fumbe de tabac) 117 202

L-méthoxyaniline
L-méthylaziridine
44 -méthylénedi-o-toluidine

S-nitroacénaphténe
L-nitraanisole
4-nitrobiphényle

nitrophéne
Z-nironaphtakéne
L-nitropropane
nitrosodipropylamine
2,2"(nitrosoiminojbiséthanol

o-toluidine

oxyde d'étlyléne 13 320
onyde de propyline
onyda de 7,8-styréne | 961

pétrole (dérivés du)
polybiphényles chlorés (P(B) (%) 5311
patassium (bromate, chramate
at dichromate)
1,3-propanesultane
3-propanolide

safrole
sodium (dichromate de)
strontium_{chromate de)

Styrine (%) 50 058
suies

sulfallate

sulface de didthyle | 248
sulfate de diméthyle 1931

sulfate de toluéne-2,4-diammonium
thicactamide

. o ceetrichlorotoludne

triamide héxaméthylphospharique

uréthane

Type de cancer

peau, poumans, vessie
peau, poumans, vessie

vassie
leucénties

peau, poumans, vessie

poumons
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Annexe 11 - Liens internet vers les sites des autorités

réglementaires traitants de I’acrylamide

(Stadler er al,, 2004b)

Source

Link

L' Agence Fédérale pour la Sécurité de la Chaine
Alimentaire (AFSTA, Beigium)

Agence Frangaise de la Sécurité Sanilaire des
Aliments (AFSSA, France)

Center for Food Safety and Applied Nutrition (FDA/
CFSAN, US)

European Commission DG Health and Consumer
Protection

European Commission Joint Research Center (JRC)

Euvropean Union 6th Framework Project: Heat-generated
Food Toxicants: Identification, Characterization and
Risk Minimization (HEATOX, Sweden)

Federal Institute for Risk Assessment (BfR, Germany)

Federal Office of Consumer Protection and Food
Safety (BVL, Germany)

Food Standards Agency (FSA, UK)

Food Standards Australia New Zealand (FSANZ)

Health Canada

Joint Institute for Food Safety and Applied Nutrition,
Acrylamide in Food Network (FAO/WHO JIFSAN,
Us)

The National Food Administration (SNFA. Sweden)

National Food Research Institute (NFRI, Japan)

Official Food Control Authority of the Canton of
Zurich (KLZ, Switzerland)

Swiss Federal Office of Public Health (BAG)

hitp:/hwww favy-afsca.fgov.be/portal/page?_
pageid=34.51101& dad=portai&_schema=FORTAL
hitp:/fwww afssa.fr

http:/fwww .cfsan.fda.gov/~Ird/pestadd.html#acrylamide

hup://europa.eu.nt/comm/food/chemical safety/

ontam tyl_databage en.htm

http://www.inm, jrc.be/

hitp//www slv.se/tlemplatesHeatox/Heatox_default
8424.asp

t‘s/factsheets2003/3(:1‘)-’13;11'd 4 i m
s¢.gc.ca/food-aliment/cs-ipc/chha-edpes/e

4089.asp
hitp://ua.jacfe.affre.0.ip/en/
hup//www kizh.ch/aktuelles/detail.cfm?id =6 &archiv=set

ag.admin.ch/verbrau/lebensmi/Acrylamid/d/

108




109



110



111



3 ) g i
wy i o .
’ -rn&ﬁk’wﬁ@ﬁ%\ ‘
kT ORE Pt

112



FACULTE DE PHARMACIE

UNIVERSITE HENRI POINCARE — NANCY 1

DEMANDE D’IMPRIMATUR

Date de soutenance : 17 décembzge 2007

DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR
EN PHARMACIE

Présenté par Céline KLEIN

Sujet :

L’acrylamide, contaminant alimentaite
cancérogéne méconnu ?

Jury -

Président : M. Bertrand RIHN, Professeur
Juges : M. Luc MEJEAN, Professeur
M. Luc FERRARI, Maitre de

Conférences

Vu,
Nancy, le 24 - U'Oq—

Le Président du Jury et le Directeur de These,

/
M. Bertrand RIHN, Professeur

Vu et approuvé,

Nancy, le 9224 MJ%W

Doyen de la Faculté de Pharmacie de
I’'Université Henri Poincaré - Nancy 1,

< g
; 37
& Z
e o3
:5 h .1 -
M™ Char \NGE
< TN
o e 3
et \S
4 IS

Vu,

Nancy, le ,,(L>\ A\ Dq— )

Le Président de I'Université Henri Poincaré -
Nancy 1,
wl PGy

\\A 4 . sl .
M. Jeanierre FINANCE

N -

N° d’enregistrement:




N dtidentification : SO

AN ERAER

[Pactylamide, contaminant alimentaire cancerogene méconnu ¢
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Par Céline KILEIN.,

RESUME :

La découverte tecente en 2002 de la presence dacrylamide, un cancérogene probable pour
Phomme, dans des aliments a base de pommes de terre a alerte la communauté ihternationale.
Ce compose induit des cancets dans de nombteux sites chez les rongeurs. Aujourd’hui; aucun
clément n’a pu indiquer une difference de senstbilite au cancer entre les animaux de laboratotre
et Phomme: Les études épidémiologiques disponibles ont mis seulement en' evidence une
neutotoxicité de ce compose sur Fhomme, mais I'etude de la toxicite sut la teproduction et le
développement, de la génotoxicité et de la cancérogenicité chez les animaux montre qu'il existe
un tisque pout lasanté humatne du a Pacrylamide; Les etudes disponibles sur la cancerogénicite
de Pacrylamide notainment sont encore trop peu nombreuses et necessitent d’etre poursuivies.
in I'absence de reelles certitudes, les efforts pour téduire les quantités d'acrylamide dans les
aliments par les industriels ou les particuliers doivent se poursuivre. Les autorites nationales et
internationales dotvent émettre des recommandations dans ce but.

T'he recent discovery of acrylamide in 2002, probably carcinogentc to humans, in a vatiety of
fried and starch-based food products has raised concern wotldwide, Aerylamide isicleatly
carcinogenic in studies'in animals; in whichit causes increased tumour incidence at a variety of
sites. At this time, there 1s no information to indicate any significant difference between rodents
and humans in sensitivity (o cancer formation from acrylamide, Neurotoxicity appeats to be the
only documented effect of acrylamide i hiuman epidemiological'studies; teproductive toxicity,
genotoxiclty and carcinogenicity ate potential human health tisks o the basis of only animal
studies: More data on cancer epidemiology in populations of known high exposure ate
required. It is recommended to make effotts to decrease the acrylamide content of the diet.
More gutdance on this by national and international authorities is warranted:

MOTS CLES : actylamide, glycidamide, genotoxicite, cancerogenicité, gestion du risque,
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