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AVANT-PROPOS

Le travail que j'ai réalisé a eu pour but de mettre a la disposition de l'industriel un outil qu'il puisse
«brancher en sortie de cheminée pour évaluer la qualité de ses effluents atmosphériques et en suivre
I'évolution. Ce rapport n'a pas pour objet de juger si une usine d'incinération représente ou ne
représente pas un quelconque danger pour l'environnement ou pour le voisinage du site industriel,

mais bien de fournir 4 I'industriel un nouveau test pour ses fumées.

Le travail de recherche proprement dit est mené au CREED. Il est né d'une collaboration souhaitée par
le CREED d'une part et le Pr Cyr VOISIN de I'nstitut Pasteur de Lille d'autre part. La thése de
Toxicologie de I'Environnement de 1'Université de Metz, dirigée par le Pr Paul LEHR puis par le
Pr Paule Vasseur, est menée dans le cadre d'une convention CIFRE proposée par I'ANRT. Elle fait
partie du grand projet Euréka-INTEC (Integrated Technologies for Global Waste, 8 partenaires,
7 pays d'Europe, 70 millions d'EURO) qui a vu le jour en 1992. Une participation au projet de
I'Ademe Ecotoxicité, suite a un appel d'offre lancée en aofit 1994, est également a souligner. Ce
travail fut en outre récompensé de Lauriers d'Honneur au concours Yvelines-Environnement 1995

organisé par la Chambre du Commerce et de I'Industrie de Versailles.

Brevet : chaque matériel, chaque méthode, chaque protocole, a été arrété et décrit étape aprés étape
dans un brevet n° 95.06028 du 22 de mai 1995 auprés de Ilnstitut National de la Propriété

Industrielle, intitulé : procédé d'évaluation de la toxicité des fumées et appareillage pour la mise en

ceuvre d'un tel procédé.



SOMMAIRE



SOMMAIRE

REMERCIEMENTS
AVANT-PROPOS
INTRODUCTION ..eiteteeececocscsssssssssssssesssssssssssssssssssssssassssssssssssssncas 1
PREMIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE.......cccoeviiiieniinnenarnnnnens 2
A. CONTEXTE DE L'ETUDE. . iititittititentetereecacececssssssssscsscscsssssscssnssns 2
1. DECHETS ET INCINERATION . ...ttt ittt ieate ettt eatn i aees 2
1. Nature des déchets INCINETES . .. vvueneeneit ittt rt e eet ettt raneas 2
2. Principe de I'INCINration...........ovuiuiuiiiiiiiie e 4
3. Incinération et pollution atmOSPhETIQUE ... ...ouvtininiiiniiiii 9
11. EFFLUENTS ATMOSPHERIQUES ET (ECO)TOXICOLOGIE........ccccoiiiiiiiiiiis 11
1. Toxicité des produits de COMbBUSHON. ... ..iuiuiniitiiieieiie i et 11
2. Méthodes d'étude de la toxicité des fumées...........ooeiiiiiiiiiniiiiii 22
B. REACTIF BIOLOGIQUE FACE AUX FUMEES....c.ciiiiiiiiiiiieieiiiiiiane. 29
1. CELLULES DE TYPE MACROPHAGIQUE.......cooiiiiiiiiiiii e 29
1. Le modele du macrophage alvéolaire (MA) ........coooiiiiiiiiie 29
2. Cellules en lignée "de type macrophagique” ..........c..coooiiiiiiiiiiiiiiiiie 30
II. PARAMETRES BIOCHIMIQUES CARACTERISTIQUES DES CELLULES.................... 32
1. Activité cellulaire de trois molécules anti-OXydantes ..........ccooevereeeeaniiineiiiiiiiiiaiaenn. 32
2. Viabilité cellulaire et CYtOtOXICITE ... .oviviuitiinininiie e 34
OBJECTIFS de 1a thése...coccurtiasieeeaeesnsnererassiessssssssssssscssisstasssnsssnsss 38
DEUXIEME PARTIE : MATERIELS ET METHODES ...........c00iveveenniaennne... 39
A. MATERIEL BIOLOGIQUE ET METHODES D'ANALYSES.......ccccvuiienaeen 39
I. CELLULES ET CULTURE CELLULAIRE ..ot 39
1. Récolte des macrophages alvéolaires (MA) ........oooeiiiiiiiiiiiii s 39
2. Entretien des lignées cellulaires (THP-1 et U-937) ..o, 39
3. Culture cellulaire en phase GAZEUSE .........o.euiuiniuiireienenitiiiiiiiaerteee e 40
4. Culture des cellules en vue des analyses bioChimIQUeS..........ovveieinieiiiiiiiee, 42
II. MODES D'ETUDE DE LA VIABILITE CELLULAIRE ..o 43
1. Organisation des MamPUlAtions ..........evueuneinritiiii e 43

2. Emploi d'un sel de tétrazolium : le MTT ..o a4



3. Dosage de I'adénosine triphosphate intracellulaire (ATP)..........ooooiiiiinn 45

4. Dosage de la lacticodéshydrogénase cellulaire aprés 24 h (LDH-24h).......coooiiiniiiieninns 46
5. Dosage de l'acide désoxyribo nucléique de la cellule (ADN).........cooooiiiiiiiiiiiiiiinnns 47
6. Suivi de la cinétique de viabilité cellulaire..............oocoiiiiiiiiiii 49
[1I. MODES D'ETUDE DE L'ACTIVITE CELLULAIRE ANTI-OXYDANTE ..........cccoeininnn. 50
1. Organisation des ManiPUlations .........c.uiveuniiniiniiiiiiii ittt 50
2. Mesure de l'activité du glutathion (GSH, GSSG) .....ooiiiiiiiiiin 50
3. Mesure de I'activité de la superoxyde dismutase (SOD).......c....cooiiiiiiiiii . 52
4. Dosage de la catalase (CAT) .....oouiiuiiiiiiiiiiii e 54
B. MATERIELS ET METHODES, POUR L'EXPOSITION CELLULAIRE AUX GAZ
ET FUMEE S . etttuteteeerocessecscescsssstiossssnsssssssssssnssssassssssssasssnasnosasse 57
I. MODE D'EXPOSITION CELLULAIRE ...ttt e 57
1. Critéres d'une eXposition SatiSfaiSANTE. ........vvuiiiuieniinin i 57
2. Chambres d'€XPOSITION ... cuuurnenininieeetit ittt et a e e sttt 58
3. Méthode d'eXPOSILION. ..c.uvuinnrninitenititet it ettt et st st et e aes 59
1. GAZ SIMPLES ET FUMEES DE TABAC : ESSAIS DE LABORATOIRE..............cooenee. 60
1. Essais Sur des gaz SIMPLeS .. .. c.uvniniuiiiiiiiiirr e 60
2. Essais sur des fumées de COMDUSLION ....ouvintieiiniiiniiiiiieieiieieiiiiiiieaieeaanenae 61
I11. PRELEVEMENT ET ECHANTILLONNAGE DES FUMEES D'INCINERATION DE
DECHETS : ESSAIS DE TERRAIN. ...ttt et e ettt et ae 62
1. Prélevement de fUMEES . ..ouuiniineeint it ettt e 62
2. Prélévement de poussiéres de fumeées ............ooveniiiiiiiiiiiiii 64
3. Avantages et iNCONVEIMENES . ....vuernrnrunerneen ettt sttt ines 65
4. Controle de la qualité des fumeEes ..........c.viiieiniiiiiiiiiiii 66
5. Conditions et calendrier des manipulations SUF SILE .........oeveieeeiiiiiiiiiiiieene 66
C. OUTIL STATISTIQUE ..ccitiiiiiuttitrenerasersressssisnssserssssssssssssassssssssss 67
TROISIEME PARTIE : RESULTATS....voeueeeueeeiiieaeaererocencatacaceannosesanes 68
A. ADAPTATION DE TECHNIQUES POURLE TEST.....cccivtniiiiiiiiiniininnans 68
1. MISE AU POINT D'UNE LIGNE D'ECHANTILLONNAGE AVEC SECHAGE DES FUMEES
PAR PERMEATION . ... e ttititititittteneenen et eet ettt etttetesnaa s aae e s ss ettt aaasasonees 68
II. CHOIX DES CELLULES, LE REACTIF BIOLOGIQUEDU TEST .........ccooiiiiiiiiiiinis 68
1. Comportement en culture des cellules ..........coooiiiiiiiiiii 68
2. Comparaisons avec le macrophage alvéolaire. .............ooooviiiinriiii. 69
111. ADAPTATION DE LA METHODE AU MTT (VIABILITE) .....coooiiiiiiees 70
1. Concentration de MTT et intensité de COIOTation ........c.oviuvueenntreiiiiiiiiiiiiiiiinaniaiaeenes 70
2. Dissolution des cristaux de FOrMAazan ........c..coiviiiiiiiiiiiiiniiieiiiieaeees 70
3. Coloration au MTT et nombre de cellules..........oviiiiiiiiiiieiiiiiie 71
4. Remarque sur le choix du sel de tétrazolium MTT ..........cooiiiiiiii. 71

B. COMPORTEMENT DES CELLULES EN CULTURE EN PHASE GAZEUSE...72

. RESULTATS ET ANALYSE DES MESURES BIOCHIMIQUES .........cccooiiiiiiiiiiieiennns 72
1. Viabilité des cellules THP-1 ... ourunnitit it teeiaa ettt iiase s ea e st s ansaraannas 72



2. Cinétique de la viabilité Celllaire. . ... ...ouniunruiiniiniiiii 73

3. Activité anti-oxydante des cellules ........o.oueniriiiiiiiiie i 74
11. DISCUSSION DES RESULTATS BIOCHIMIQUES...... ..o 76
1. La phase gazeuse constitue un nouvel état de culture pourlacellule..............ccooviiiiiiinins 76
2. Appréciation de la viabilité cellulaire par la mesure de paramétres métaboliques : méthode au
MTT, ATP intracellulaire et LDH cellulaire. ...........ooooiiiiiiiiiiiiies 77
3. Appréciation du nombre de cellules en culture, par des mesures d'ADN cellulaire.............. 78
4. Equipement antioxydant de la cellule ............oooiiiiiiiiii 80
C. ESSAIS DE LABORATOIRE : SUR GAZ SIMPLES ET SUR FUMEES DE
TABAC . cetetiteeeeeeeesaesoesonsssssssrassssssssssssasssossssssssssssssasasssesssasassacss 82
I. RESULTATS ET ANALYSE D'ESSAIS SUR GAZ SIMPLES.........ccoiiiiiiiiii 82
1. Exposition des cellules au dioxyde d'azote (NO2) .......oeuviiniiiiiiiiiii 82
2. Exposition des cellules au dioxyde de soufre (SO2) ......c.oovviiniiiiiiii 82
3. Exposition des cellules au chlorure d'hydrogéne (HCD).........coooviiiiiniinn . 83
II. RESULTATS ET ANALYSE D'ESSAIS SUR FUMEES DETABAC.......cc.oooiiii. 84
[11. DISCUSSION DES RESULTATS DES ESSAIS DE LABORATOIRE ........c....oooiininnn. 84
1. Une réponse linéaire du test biologique face aux gaz simples NOz, SOz et HCL................. 84
2. Une réponse mitigée du test biologique face aux fumées de tabac (phase gazeuse).............. 86
3. Une sensibilité comparable des méthodes MTT et ATP face a NO, et une sensibilité plus forte
de la méthode ATP face a SO, et aux fumées de tabac..........cooveiiiiiiiiiiiiiiiiii. 87
4. Une réaction similaire pour les trois types cellulaires. ...........cccoooviiiiiiin. 88

C. ESSAIS DE TERRAIN SUR DES FUMEES D'INCINERATION DE DECHETS 89

I. TOXICITE DES FUMEES TOTALES PAR LE TEST BIOLOGIQUE ..........c.ccooiiiiin, 89
1. Présentation des graphes des résultats............ooiiuiniiieiiiiii 89
2. Analyse des TESUILALS. ........ouiiniiniiitei ettt 90
II. CULTURE CELLULAIRE SUR DES POUSSIERES DEFUMEES ..............cccooooiie. 91
111. DISCUSSION DES RESULTATS DES ESSAIS DE TERRAIN........c.cooiiii 92
1. Une évaluation globale de la qualité des fumeées............c.coooovviiiiiiiiiii 92
2. Corrélations négatives 8 1a tOXICIEE ... . .uiuiuiiiiniiiiiiiiiii e 92
3. Corrélations poSItiVes & 18 LOXICITE. ... ouuinrniniieiiii e 93
4. Impact des poussieres de fUMEEs. .........oeuniuiiiiiiiiiiii 93
D. DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION.....ciiiiitiininirintiiiiiiiinnnnes 94
I. CHOIX DE CELLULES THP-1 ...ttt et ettt e e 94
II. BONNE SURVIE DES CELLULES THP-1 EN PHASE GAZEUSE.............ccocooiiiiiii, 94
111. EMPLOI DU MTT POUR ESTIMER LA CYTOTOXICITE .....coeniiiiiins 95
IV. APPLICATION DU TEST BIOLOGIQUE FACE AUX GAZ SIMPLES, AUX FUMEES ET
AUX POUSSIERES ...ttt eitentnt ettt ate s eeateteaaeetttattaa ittt eesrasaneass 96
V. MOBILITEDU TESTDE TERRAIN......ootiiiiiiiiiiii ettt e 97
CONCLUSION GENERALE .....coiuiinierererretacsesonssesiossssesssssssssasacesenssns 98

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES......cccccciieivinierenteecercnacccnncaenerenes 100




FIGURES (schémas et graphes)

Figure 1. Nature et répartition des déchets en France ... 2
Figure 2. Composition et variation des OM dans la CEE et aux USA............ooiiiiniiiiniiinnn 2
Figure 3. Devenir des ordures ménageéres en France ..o 3

Figure 4. Répartition de la masse des déchets entre différents produits issus de la combustion :

machefer, poussiére de filtration et gaz purifié€............oooiiiiiiii 6
Figure 5. Formules chimiques des PCDD et PCDF. ..ot 17
Figure 6. Formule chimique de la 2,3,7,8 61D 5 ISP 18
Figure 7. Répartition des métaux : fer (Fe), cuivre (Cu), zinc (Zn), plomb (Pb), cadmium (Cd) et

mercure (Hg) entre les produits issus de I'inCINEration. ............ooeiieiiiiiaiiiiei. 19
Figure 8. Schéma des conditions d'exposition des cellules a 1'atmosphére urbaine .................... 28

Figure 9. Schéma expérimental de I'exposition des cellules aux gaz d'échappements de véhicule

BTy =) PP T PP PR TREY 28
Figure 10. Protection antioxydante dans la cellule eucaryote...........coooveieiiiiiiiiiiin, 32
Figure 11. Réle du glutathion cellulaire et équilibre entre ses formes réduite et oxydée. .............. 33
Figure 12. Role des superoxyde dismutases dans la défense anti-oxydante cellulaire.................. 33
Figure 13. Role de la catalase dans la défense anti-oxydante cellulaire...............ocoooeeeniiinennen 33
Figure 14. Le cycle de Krebs (mitochondrie des cellules eucaryotes)............oooveiiieeeiiieiniinn 35
Figure 15. Principe de la culture cellulaire en phase a€robie............coooouiiiiiiiiii. 41

Figure 16. Formules chimiques du sel de tétrazolium MTT et de sa forme réduite, le sel de

FPOTIMAZAN. < convennnene o nmsomssis i s iaie i S5 4 6 S o4 B b 418 8 e 00000 0 I S WM 0,018 8 OLNR BRSPS 45
Figure 17. Principe de la méthode de mesure de I'ATP intracellulaire. ............cooooeeiieniiinnnn 46
Figure 18. Enceinte d'exposition des boites de culture cellulaire aux fumées et gaz.................... 58

Figure 19. Schéma du systéme de dilution des fumées et de mélange des gaz et fumées précédant

l'alimentation des chambres d'€XPOSIION. ......iuiiiiieitietiii e 59
Figure 20. Schéma du systéme d'exposition des cellules aux fumées.............ccccoiieneiiieniinnin 60
Figure 21. Systéme de prélévement et de conditionnement des fumées a la cheminée. ................ 64

Figure 22. Nouveau systéme de prélévement des fumées a la cheminée, évitant la condensation de
) TR g LR RLRTTTRPETS 68

Figure 23. Evolution de la densité optique issue du contact d'un million de cellules cultivées en phase
gazeuse avec le réactif MTT dilué dans du PBS..........oooiiiiiiiiieees 70



Figure 24. Evolution de la densité optique issue du contact d'un million de cellules cultivées en phase
gazeuse avec le réactif MTT, en fonction de la dilution dans l'eau du solvant final DMSO............ 70

Figure 25. Evaluation de la réponse du test au MTT, en fonction du nombre de cellules en culture, en
phase liquide (en tubes) ou en phase gazeuse (sur 11720010 1201 1) NP 71

Figure 26. Viabilité des cellules THP-1 aprés trois heures d'incubation : évaluation par la méthode
T Ty A L= LFC T R XT TR 71

Figure 27. Viabilité des cellules THP-1 apres trois heures d'incubation : évaluation par le dosage de
P AT P ANtTACEIIULAITE. «eenttnteeitteeneeteerateneeateeenansensaasaaeaeeantaasaaernasasaaraascacsansents 72

Figure 28. Dosage par colorimétrie de I'ADN des cellules THP-1 apres trois heures d'incubation. . 72

Figures 29 et 30. Cinétique de culture de cellules THP-1, en phases liquide et gazeuse (paramétre de
T L= § U 0 T TP RTRTEE 73

Figures 31 et 32. Cinétique de cuiture de cellules THP-1, en phases liquide et gazeuse (paramétre de
T o L= - W U 20 TP LR TR CETRTPTTITTRRRERS 74

Figure 33. Essai de cinétique de cultures, en phases liquide et gazeuse, de cellules THP-1 (parametre
de VIADIEE : ADN ...ttt ittt ettt ettt vt e et a e et a ettt 74

Figures 34 et 35. Dosage du glutathion total et glutathion oxydé dans les cellules THP-1 aprés trois
HEUTES A'IMCUDAION. . e vttt e it eere et ereaneneatat it eranaaaaeaaeeeasst et saaanssaanasetsstiteatentes 75

Figures 36 et 37. Mesure de l'activité de la superoxyde dismutase dans les cellules THP-1 apres trois
NEUTES A IICUDAION. . v euveneenettenteeeeeneeeeeeeneanaersrasetaesaanauaesstenessastnstaneatesssastaaesnsses 76

Figure 38. Cytotoxicité en pourcentage, selon les deux méthodes MTT et ATP, mesurée apres
I'exposition de cellules U-937 et THP-1 pendant 1 heure a des concentrations de 0,5 a 50 ppm de

Figure 39. Cytotoxicité en pourcentage, selon les deux méthodes MTT et ATP, mesurée apres
l'exposition de cellules THP-1 pendant 1 heure & des concentrations de 02200 ppm de SO,........ 83

Figure 40. Pourcentages de cytotoxicité mesurés aprés une exposition des cellules & la fumée de 10
cigarettes sur M.A., U-937 et THP-1, par quantification de 'ATP, de la LDH aprés 24 heures, et du
pouvoir réducteur mitochondrial du MTT........oiiiiiiiiii e 84

Figure 41. Essais sur site : polluants majeurs 2 la cheminée (en ppm) et toxicité globale mesurée par le
1St DIOIOZIQUE. 1. vvveeerantiiniin et s et s ettt ettt 87

Figure 42. Essais sur site : polluants majeurs  la cheminée (en ppm) et toxicité globale mesurée par le
test DIOlOGIQUE [SUILE].. ..ceuuuunirrneiiins ittt e 88

Figure 43. Essais sur site : polluants majeurs & la cheminée (en ppm) et toxicité globale mesurée par le
test biologique [suite et fin des eXemples]. ..........ooviiiiiiiii e 89

Figure 44. Cytotoxicité (méthode employant le MTT) mesurées a partir de cellules THP-1 cultivées
sur des poussiéres de fumées d'incinération de déchets filtrées ala cheminée ..........ccoveennennenn, 91



TABLEAUX

Tableau I. Composition moyenne des fumées brutes de l'incinération d'OM ... 10

Tableau II. Réglementations en vigueur ou en projet, concernant les émissions de fumées a
I'atmosphére d'usines d'incinération de déchets. (C) : analyses en continu (obligatoires pour toute
installation d'une capacité supérieure a 1 t/h, pourlesOM). ..o 11

Tableau ITI. Concentrations létales (toxicité aigug), et valeurs limites & respecter sur les lieux de
travail, pour des substances également susceptibles d'étre rencontrées dans les fumées d'incinération
B Lot =3 (1= T P P TRTTRD 12

Tableau IV. Principales normes de la qualité de l'air (santé humaine).............ooooeviiinieneniineen 13

Tableau V. Hypothéses de travail, pour la mise au point d'un test biologique de qualité des fumées.
.................................................................................................................... 29

Tableau VI. Nombre et nature des manipulations réalisées pour I'étude des paramétres de viabilité des
CEIIULES TH -1, ettt it e ettt e e ettt et et et s st et et eeteatteesneinataasetaenonesnns 43

Tableau VII. Nombre et nature des manipulations réalisées pour I'étude de la cinétique de viabilité des
B )T L | o O TR R AT 43

Tableau VIII. Nombre et nature des manipulations réalisées pour I'étude des parametres de défense
anti-oxydante des cellules THP-1......ooooiiiiiiiiiiii e 50

Tableau IX. Nombre de cellules distribuées par tube (phase liquide PL) ou par boite (phase gazeuse
PG) de culture cellulaire en vue des diverses analyses biochimiques.............cooeeieeeiiniinnen. 50

Tableau X. Trois exemples de réglage des débits de gaz et fumées 2 mélanger en amont d'une
Chambre d'@XPOSIEION.. «...euuuuituinerei ettt ettt et s s sttt st 59

Tableau XI. Dosages de I'ATP intracellulaire, menée sur des macrophages alvéolaires de Cobaye
(MA), des cellules U-937 et des cellules THP-1......cc.oouiiiiiiiiiiie, 72

Tableau XII. Analyses de LDH intracellulaire, menées sur des macrophages alvéolaires de Cobaye
(MA), des cellules U-937 et des cellules THP-1 aprés une durée de culture en phase gazeuse de 3 h
B T[22 0 | O R 73

Tableau XIII. Coefficients de corrélation liant : (1) les concentrations de composants des fumées ou le
débit des fumées, (2) l'indice de cytotoxicité (en %) basé sur l'utilisation de MTT o 90



ILLUSTRATIONS PHOTOGRAPHIQUES

Photo A. Un million de cellules sont déposées par membrane, au droit du réservoir de milieu nutritif,
pour la mise en culture en phase a6robie............o.oveiiiiiiiiiiiiiii 42

Photo B. Les cellules converties au mode de culture aérobie, sont laissées 3 heures a I'étuve avant
leur eXposition AUX fUMEES. ... ..oiriiern ittt 42

Photo C. Une solution de MTT prend, au contact des cellules, une coloration d'intensité
proportionnelle 2 la capacité respiratoire cellulaire (pouvoir réducteur mitochondnal).................. 45

Photos D. Aprés les essais d'exposition, les cellules sont détruites et ses composants fixés dans une
solution de DMSO, pour mesurer leur teneur en la molécule d'adénosine tri-phosphate (ATP, vecteur
d'énergie CEllULAITE). ... .uueeimniiiiitin ettt 46

Photo E. Des mesures spectrométriques indiquent le taux de LDH que les cellules ont relarguée suite
3 LUT ITIEOXICALION e v e v e e eneenteneensentaeasenneasenaeaassanseasesseasaseensessesestssstrarensneeneessonssneens 47

Photo F. Exposition des boites de culture cellulaire 4 la fumée. L'enceinte d'exposition comprend une
entrée pour la fumée (ou l'air témoin) enrichie 2 5 % de CO, et une sortie a l'air libre : I'eau qu'elle
contient et le bain-marie 2 37 °C dans lequel elle est plongée, assurent aux cellules des conditions
d'humidité et de température comparables a celles de l'incubateur. .............cooviiiiiiiiinn. 60

EQUATIONS mathématiques

Equation el. Expression mathématique générale de la CYLOLOXICItE . ..uininirinnriieieeneeiiineneen, 34
Equation e2. Expression de la cytotoxicité  partir de réactions colorées cellules-MTT. ............... 45
Equation €3. Expression de la cytotoxicité a partir de mesures d'ATP intracellulaire................... 46
Equation e4. Expression de la cytotoxicité  partir de mesures de LDH intra- et extracellulaires...... 47

Equation e5. De la partie par million volumique au milligramme par meétre-cube normal............... 66



LISTE DES ABREVIATIONS

23,78 TCDD
ADN

ANRT

ATP

Bla]P

CCE

CEE

cell.

CIFRE

CLo, CLs0, CLj00

Cov
COx
CREED
DH

DI

DIB
DIS
DJA
Dl
DM
DMSO
DO ou DOwrr

DOair

DTNB
DTQD
EDTA
EPA ou US EPA

8

GS-SG

GSH ou GSH.t
HAP ou PAH
HPF

HPLC

IC

ICB

INRS

IPL

1Q

2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine

acide désoxyribo nucléique

Association Nationale de la Recherche Technique

adénosine triphosphate

Benzo[alpyréne

Commission des Communautés Européennes

Communauté Economique Européenne

cellules

Convention Industrielle de Formation par la REcherche

concentrations létales, respectivement pour 0, 50 et 100 % de la population
entrant dans l'expérimentation

composés organiques volatils/volatilisables

oxydes de carbone

Centre de Recherches et d'Essais pour I'Environnement et le Déchet

déchets hospitaliers

déchets industriels

déchets industriels banals

déchets industriels spéciaux

dose journaliére admissible

dose 1étale pour 50 pourcent de la population entrant dans I'expérimentation
déchets municipaux

diméthyl sulfoxyde

densité optique mesurée par le test au MTT, a la longueur d'onde 570 nm
(lecture) / 650 nm (référence)

DO mesurée 2 partir de cellules cultivées en phase gazeuse exposées a l'air pur
témoin du test biologique.

DO mesurée 2 partir de cellules cultivées en phase gazeuse exposées a la fumée
lors du test biologique.

5,5'-dithiobis[2-nitrobenzoique], ou réactif d'Ellman

déchets toxiques en quantité dispersée

acide éthyléne diamine tétra-acétique

Environment Protection Agency (Etats-Unis d’Amérique)

attraction de la Terre et unité d'accélération = 9,81 m.s? (accélération de
centrifugation)

forme oxydée du glutathion

glutathion ou glutathion total

hydrocarbures aromatiques polycycliques

high power field : champ 2 haute puissance

chromatographie en phase liquide de haute performance

indice de cytotoxicité (Voisin et coll.), en pourcentage

inhibition de croissance bactérienne

Institut National de Recherche et de Sécurité (France)

Institut Pasteur de Lille

indice de qualité (ou cytotoxicité) en pourcentage, obtenu a partir de la méthode
au MTT

LDH ou LDH-24 h lacticodéshydrogénase ou lacticodéshydrogénase mesurée aprés un temps de

LOEL

MA
MEM

MeO

pg s pl;pm
ml
M

latence de 24 h

lowest observed effect level : premiére dose ou concentration a laquelle on
observe un effet

macrophage(s) alvéolaire(s)

milieu essentiel minimum, décrit par Eagle H., 1959, Sciences, 130, 432. (cf.
icit MEM de Dulbecco)

oxydes métalliques

microgramme = 10- 6 gramme ; microlitre = 10- 6 litre ; micrométre = 10~ ¢ métre
millilitre = 103 litre

micromole par litre = 10- © mole par litre



MOPS
Mt
MTS

NADFPH

PCDD
PCDF

PCi ou PCI
PICs
POHCs

POM
RPM
RPMI 1640

RSD
SDS

SOD ou SOD.t

SOD-Mn
SO«
THP-1

TOX

tr/min
U-937

UIDI
UIOM
USA
U.SI
uv
VLE

VME
XTT

millimole par litre = 10-3 mole par litre

3-(N-morpholino) propone sulfonic acid
million(s) de tonnes
3-(4,5-diméthylthiazol-2yl)-5-(3-carboxyméthoxy
2H- tétrazolium

bromure de 3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium

nicotinamide adénine dinucléotide phosphate hydrogéné (= réduit)

nota bene

meétre-cube normal ou normométre-cube, i.e. rapporté aux conditions normales
de température et de pression

normolitre par minute

oxydes d'azote

ordures ménageres

Organisation Mondiale pour la Santé

pouvoir bactéricide

phosphate buffered solution : solution tamponnée phosphatée (pH =7,4)
biphényls polychlorés (ou polychlorobiphénylés)

polychloro dibenzo-p-dioxines (dioxines)

polychloro dibenzo-p-furannes (furannes)

pouvoir calorifique inférieur

products of incomplete combustion : produits de la combustion incompléte
principal organic hazardous constituents : principaux constituants organiques
dangereux.

polycyclic organic matter : matiére organique polycyclique

rotor par minute - ou tr/min.

milieu de culture synthétique mis au point par Moore, Gerner et Franklin en
1967 (A.M.A., 199: 519)

réglement sanitaire départemental

dodécyl sulfate de sodium

superoxyde dismutase totale

superoxyde dismutase-manganése

oxydes de soufre

Lignée cellulaire sanguine humaine découverte par Tsuchiya et coll. (1980) ; elle
fut isolée puis cultivée suite a une leucémie monocytaire.

indice de toxicité, calculé pour un essai donné, par rapport a un témoin air pur de
référence

tour par minute (vitesse de centrifugation) - ou RPM.

Lignée monocytaire pleurale humaine découverte par Sundstrom et Nilsson
(1976) ; elle fut isolée puis cultivée suite 2 un lymphome histiocytaire généralisé.
usine d'incinération de déchets industriels

usine d'incinération d'ordures ménagéres

United States of America

unité du systéme international

ultra-violet

valeur limite d'exposition indicative qui peut €tre admise dans les locaux de
travail

valeur limite moyenne d'exposition indicative qui peut &re admise dans les
locaux de travail

sodium 3'[1-((phényl-amino-carbony)-3,4-tétrazolium]-bis(4-méthoxy-6-nitro)-
benzéne sulfonic acid hydrate

phényl)-2-(4-sulfophényl)-



INTRODUCTION



INTRODUCTION

Le contexte dans lequel s'inscrit cette étude est parfaitement vierge : les dangers liés aux produits
entrainés par une phase gazeuse restent assez méconnus, vraisemblablement faute d'outils d'étude.
Dans un souci de répondre aux inquiétudes exprimées par l'opinion publique et pour devancer la
réglementation, des industriels demandent de quelle maniére contrdler la toxicité des rejets a
I'atmosphére des usines d'incinération des déchets. Car a l'instar de ce qui est aujourd'hui exigé pour
les eaux usées et traitées avant leur rejet, I'on pourrait envisager des tests biologiques pour mesurer le
risque pour le vivant d'un transfert de polluants vers I'atmosphére, et qui compléte de maniére
efficace les analyses physico-chimiques qui leur sont d'ores et déja appliquées. Ce nouveau type
d'outils réagirait a 'ensemble des polluants présents, en tenant compte de leur diversité de structure et
de réactivité, ainsi que de leurs actions additives, antagonistes ou au contraire synergiques. Il se
baserait sur la foxicité, un paramétre alternatif pratique 2 la concentration des produits présents (qui
nécessite en outre une identification des molécules présentes et un choix préalable des analyses a
mener). La toxicité est un paramétre de comparaison pour les effluents étudiés ; elle justifiera la

fixation de limites d'acceptation pour I'Environnement et pour 'Homme.

Dans un premier temps, ce travail récapitule les conditions d'incinération des déchets banals ou
dangereux, et tente de faire l'inventaire des connaissances et des lacunes sur la nature et la quantité
des polluants pouvant étre présents a 1'émission. Une recherche sur ce qui est connu de la toxicité de
ces produits définit le type de bio-essais qui sont ou seraient adaptés a leur détection et a la mesure de
leurs impacts biologiques. Cette étude préalable a pour but de permettre de cibler des perspectives
réalistes pour une nouvelle recherche : 1'adaptation et le développement d'un bio-test.

Deux contraintes conditionnent l'élaboration d'un test : la simplicité d'utilisation et la rapidité

d'action.

Dans un deuxiéme temps, ce travail pose et répond a deux questions :

(1) Quelles techniques combiner pour mettre en place un test biologique adapté aux effluents
atmosphériques des usines d'incinération de déchets ? Il faut la réunion de plusieurs entités :

« un réactif biologique et une technique de culture permettant son contact avec les effluents ;

o un montage d'échantillonnage des effluents et d'exposition du réactif biologique, qui permette un
contact physiquement maitrisé entre le réactif biologique et des effluents souvent trés chauds et trés
humides, formés de gaz, d'aérosols et de particules ;

o un paramétre de qualité, li€ 2 la toxicité des effluents sur le réactif biologique ;

* un référent pour le test : un témoin négatif stable et fiable par rapport au paramétre de qualité.

(2) Quels types de résultats obtient-on par ce nouveau test biologique, sachant que les fumées de

combustion sont de composition trés variable ?

Enfin, il restera un travail 2 faire, sur les perspectives de ce nouvel outil de terrain qui gardera encore,

malgré de grands efforts de simplification de la méthode, I'aspect d'un outil de spécialiste.
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Figure 1. Nature et répartition des déchets en France ; (inventaire de 1990 : Ademe, 1993).

100,0%

90,0%

80,0%

70,0%

60,0%
50,0%
40,0%

30,0%
20,0%
10,0%

0,0% 4

USA

(incompté)

Autres

Déchets de jardin
Matiéres fermentescibles
Papiers, cartons

H Plastique

B Verre

O Métal

Figure 2. Composition et variation des OM dans la CEE(D) et aux USA ; (d'aprés Heulot, 1994).

! NB : distribution (en pourcentage) des OM identique en France (Mags, 1992a).
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A CONTEXTE DE L'ETUDE

I. DECHETS ET INCINERATION

1. Nature des déchets incinérés

es déchets. ..

Nous produisons en France (figure 1) 580 millions de tonnes (Mt) de déchets par an (inventaire de
1990, Ademe et Ministere de I'Environnement, 1993). La quantité de déchets produits chaque année

dans 1'Union Européenne en 1994 est quant 2 elle estimée a 2,2 milliards de tonnes (Desachy, 1994).

Déchets municipaux [DM]

31 millions de tonnes (Mt) de DM en moyenne par an en France correspondent a l'ensemble des
déchets dont 1'élimination doit étre assurée par les communes (Ademe et Ministére de
I'Environnement, 1993). 20,5 Mt de DM par an sont des ordures ménagéres [OM], dont plus du tiers
(figure 2) représente des emballages ! De 1960 a2 1990 en France, la production moyenne d'OM par
habitant a augmenté de 63 % pour atteindre 358 kg par an.

Déchets industriels [DI]

Prés de 150 Mt de DI par an sont produits en France (Ademe et Ministére de I'Environnement, 1993 ;
Heulot, 1994 ; Claude et coll., 1995 ; Desachy, 1994). 100 Mt par an sont des DI inertes (déblais,
produits d'extraction ou de démolition,...) et plus de 40 Mt par an sont des DI banals [ou DIB], c'est-
a-dire des déchets susceptibles d'étre traités comme les OM ; mais 6 &2 7 Mt par an sont des DI
spéciaux [ou DIS]. Les DIS contiennent des é€léments polluants en quantité plus ou moins forte. Les
déchets toxiques en quantité dispersée [DTQD], plus connus du grand public, font partie des DIS.

Déchets hospitaliers [DH]

Les DH représentent 750 kt par an, toutes catégories confondues. Ils comptent d'une part des déchets
spécifiques hospitaliers non contaminés ne comportant ni verre, ni métal (20 % des DH) et des
déchets domestiques (50 % des DH), tous deux pratiquement assimilables aux OM ; et d'autre part
des déchets spécifiques contaminés (plus de 20 % des DH) et des déchets contaminés a risque 5a
10 % des DH). Le tri est obligatoire entre les DH assimilables aux OM et les DH contaminés. (Maés,
1992b ; Dumon, 1992b ; Lambisto, 1992 ; Heulot, 1994).
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Déchets de l'agriculture et des industries agro-alimentaires [DA]
Ils représentent la plus grande part de la masse de déchets totaux, soit 400 a 420 Mt par an (Les
Transformeurs, 1991 ; Maés, 1992b ; Heulot, 1994).

En définitive, le déchet est le pendant de 1'activité humaine, et sa génération continuelle impose qu'il
soit géré de fagon rigoureuse. La tendance actuelle est d'envisager le déchet en quatre étapes
successives, énoncées par exemple par Gisbert (1995) : 1°. I'éviter, sinon 2°. le valoriser, sinon
3°, le traiter, sinon 4°. le stocker.

ix du traitement thermiqu dé

La nature du déchet collecté détermine grandement le type de traitement & mettre en ceuvre (figure 3) :
« soit une valorisation par le tri, la récupération et les transformations, pour une nouvelle utilisation
des ferrailles, métaux non ferreux, papiers-cartons, verre, plastiques, textiles, huiles...

* soit un traitement et un rejet dans le milieu extérieur qui évite les nuisances.

Quatre grandes techniques se distribuent actuellement 1'élimination des déchets :

1. la mise en décharges ou I'enfouissement technique, précédée ou pas d'un traitement in situ,

2. les procédés physico-chimiques qui éliminent, neutralisent ou stabilisent des €léments chimiques,
3. les procédés biologiques, qui mettent en jeu des micro-organismes,

4. les procédés thermiques, qui permettent l'oxydation des déchets, les plus répandus étant les

techniques classiques d'incinération.

Les techniques d'incinération sont efficaces face aux déchets correctement combustibles,

autrement dit des déchets 2 teneur relativement élevée en composés organiques.

Incinération de DM

Environ 38 % des DM sont incinérés chaque année (soit 8 Mt par an) : 27 % par traitement thermique
couplé 2 une récupération d'énergie et 11 % sans récupération d'énergie. Les OM seules sont
incinérées a 45 % en France. Globalement, elles se composent de 252 55 % d'eau, de 30 a 60 % de
matiéres combustibles, et de 25 2 40 % d'imbrilables. Chaque année, quatre a cinq unités nouvelles
de traitement thermique augmentent la capacité de traitement de 200 & 300 kt par an (Heulot, 1994).

Incinération de DI

Si l'on considére l'ensemble des DI, approximativement 43 % des DI sont incinérés. Mais seuls
17,1 % des DIS prennent la voie des traitements en vue de leur élimination(?), l'incinération
représentant les trois quarts de ces traitements ! Le reste des DIS est a 31,8 % valorisé et a 51,1 %
stocké (chiffres de 1991 : Heulot, 1994). 5 % des DIB sont incinérés, la plus grande part étant
valorisée (35 %), stockée en décharge (25 %) ou éliminée de fagons diverses (35 %).

2 j.e. traitements physico-chimiques (344 kt/an), traitements thermiques (896 kt/an), traitements divers (12 ktan) ;
chiffres de 1991 rappelés par Heulot (1994).
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Incinération de DH

Les réglements sanitaires départementaux (RSD) imposent le traitement thermique des déchets a
risques. Il s'agit d'une incinération in situ, ou plus rarement (28,5 % des DH contaminés) d'un
traitement en externe : en usine d'incinération d'OM (UIOM) suivant des contraintes strictes fixées
par l'arrété ministériel du 23 aofit 1989, dans une installation centralisée spécifique, ou en usine
d'incinération de déchets industriels (UIDI) ; (Maés, 1992b ; Dumon, 1992b ; Lambisto, 1992).

Incinération de DA

11 semble difficile d'estimer la part de l'incinération dans I'élimination de ce type de déchets ; elle esta
priori trés variable mais elle reste faible. En fait, les DA sont aisément recyclés ou valorisés (Ademe,
1993) : jusqu'a 95 % en moyenne dans la plupart des états membres de I'Europe (Desachy, 1994).

2. Principe de l'incinération

Le point d'inflammation du déchet varie grandement en fonction de la nature des produits qui le
composent (A.G.H.T.M., 1985). Successivement :

« I'eau se vaporise et passe a I'état de vapeur d'eau susceptible de jouer un role hydrolysant ;

e les matieres combustibles formées essentiellement des éléments C, H, Cl, S, N, s'oxydent au
contact de l'oxygéne de 1'air et générent CO,, H,0, et, en quantité moindre, HCI, SOx, NOx, qui
bien siir se retrouvent dans les effluents gazeux. La température s'éléve ;

¢ les matidres inertes se retrouvent sous forme d'oxydes, de carbonates ou de sels, dans les résidus

solides de l'incinération (Maés, 1990).

2.1. Chimije de l'incinération
Le but de I'incinération des déchets est I'oxydation maximale des composés en présence.

2.1.1. Oxydation du carbone

La réaction compléte est C + Oy —> CO;.

La réaction incompléte est C + 1/2 O, —> CO ; elle a lieu en milieu réducteur (manque d'air, donc
d'oxygene). C'est la premiére étape de la combustion ; celle-ci se poursuit par la combustion de
I'oxyde de carbone si la quantité d'air est suffisante : CO + O —> CO;. L'exces d'air a pour effet
d'assurer une combustion compléte et d'éviter ainsi le dégagement de CO, ou encore une perte de
chaleur. (A.G.H.T.M., 1985).

2.1.2. Oxydation de 'hydrogéne

H, + 1/2 O, —> H,0. Dans les installations industrielles, I'eau produite par la combustion reste a
I'état de vapeur (A.G.H.T.M., 1985 ; Maés, 1990).
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2.1.3. Oxydation du soufre

La quantité d'oxydes de soufre SOx contenue dans les produits de combustion est une fonction
croissante de la teneur en soufre du combustible (Maés, 1990). A 250 °C, S + O, —> SO,. En
outre, entre 300 et 500 °C, SOz + 1/2 O, —> SOj3 ; cette formation de SO3 devient négligeable au-
dessus de 950 °C.

2.1.4. Oxydation de 'azote

A haute température, I'azote gazeux s'oxyde en monoxyde d'azote : N3 + O —> 2 NO. Le
dioxyde d'azote NO, se forme par conversion du NO a température relativement basse (inférieure a
600 °C) et en présence d'oxygene (Maés, 1990).

2.1.5. Oxydation du chlore

Il provient ordinairement des chlorures salins et métalliques, ou du chlorure de polyvinyle
(CH,CHCl),,. La combustion produit soit du chlore élémentaire Cl,, soit de l'acide chlorhydrique
HCl. Le rapport de Cl, a I'HCI dépend de la pression partielle de la vapeur d'eau et de I'oxygene,
ainsi que de la température des fumées. On a en effet la réaction d'équilibre de Deacon :

4 HC1 + O; <—> 2 Cl; + 2 Hy0 (+ chaleur). Dés 400 °C, le chlore provenant de la
combustion du PVC se trouve donc sous forme de HCl ou Cl,. La théorie de la réaction de Deacon
permet d'envisager une re-formation du chlore sitot que la température des gaz diminue. Toutefois
étant donné sa trés grande réactivité, le chlore réagit, dés que formé, sur les poussieres pour former
des chlorures (Maés, 1990).

2.2. Technique d'incinération

2.2.1. Conditions d'incinération

Cinq paramétres influencent la bonne combustion des déchets : la composition variable des
déchets, le taux d'humidité, le débit d'introduction des déchets et leur distribution dans le
four, le temps de résidence des déchets dans le four, et la quantité d'air de combustion.

Tous ces paramétres mal contrlés, peuvent contribuer & créer une combustion incompléte et
provoquer I'émission de produits indésirables qui sont la source d'importantes pollutions. (Herbet et
Séminel, 1990). On parle souvent du respect déterminant de la régle des trois T : température du four,

temps de séjour des gaz en post-combustion et turbulence dans le four.

2.2.2. Etapes majeures du procédé

La combustion a lieu en trois phases qui se chevauchent et interagissent entre elles :

» une phase de séchage, durant laquelle les matiéres volatiles se dégagent en premier ;

* une phase de combustion proprement dite des déchets (ou pyrolyse) ;

« une phase de gazéification des composés carbonés jusqu'a combustion totale du carbone.

1l y aura d'autant moins de poussiéres entrainées dans les gaz de sortie de combustion que ces trois
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5) Machefer

6) Poussiéres de
filtration

7) Gaz purifié

Figure 4. Répartition de la masse des déchets entre différents produits issus de la combustion :
méchefer, poussiére de filtration et gaz purifié ; (d'aprés Brunner, 1988).
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phases seront bien respectées (Herbet, 1989 ; Herbet et Séminel, 1990).

Les déchets sont stockés en compartiment(s) étanche(s), avant d'étre prélevés, puis déversés dans le
four d'incinération, ot la température est de 800 a 1000 °C (OM, DI, DH), ou supérieure a 1200 °C
dans le cas de déchets polychloro bi- ou triphénylés, de chlorophénols et d'autres organo-halogénés
(Deppner et coll., 1985 ; Schreeff et coll., 1988 ; Maés, 1990 ; Brun et Leforestier, 1991).

Le four est surmonté d'une chambre de post-combustion dans laquelle les gaz achévent leur
combustion. Des réglementations y imposent un temps de séjour des gaz de plus de 2 secondes, a des
températures supérieures a 850 °C sfl s'agit dOM (arrété du 25 janvier 1991 ; voir annexe),
supérieures 2 750 ou 800 °C (actuellement la Commission des Communautés Européennes envisage
méme d'imposer 850 °C) s'il s'agit de DI spéciaux, voire 2 900 °C (1200 °C dans le projet de la
C.C.E.) dans le cas de déchets chlorés (circulaire du 21 mars 1983 ; voir annexe).

Une zone de refroidissement abaisse la température des fumées, jusqu'a des températures de 100 a
300 °C, selon le type de traitement qui leur sera ultérieurement appliqué. Cette étape génére de la

vapeur d'eau.

2.2.3. Epuration des fumées

A lissue de l'incinération, une ultime étape consiste en I'épuration des fumées. Des installations de
neutralisation des gaz acides (de déchloruration en particulier) et de captage fin des poussiéres et
métaux permettent d'atteindre la qualité requise pour les effluents d'usines d'incinération de déchets.
Divers procédés existent, qui se classent dans I'une des quatre voies suivantes (Leroy, 1990) :

e 1a voie humide, par laquelle les gaz sont douchés ; I'eau piége les gaz acides et des particules et la
température chute, le tout limitant de fagon efficace la recombinaison des résultats de la combustion ;

« la voie semi-humide, ol la température de la phase gazeuse doit étre de 250 a 270 °C (Marnet et
coll., 1983 ;: N.I.T.E.P., 1987) ; ce traitement la fera chuter d'environ 100 °C. Le gaz chlorhydrique
est capté par pulvérisation de lait de chaux (par exemple) dont I'eau sera entiérement vaporisée ;

« la voie semi-séche, ol la phase gazeuse est rapportée a une température de 100 a 160 °C
(Moller, 1991 ; N.T.E.P., 1987). Elle se différencie de la voie séche par la trempe des gaz en amont
de l'injection de chaux, qui abaisse la température des gaz et favorise I'action de la chaux.

« 1a voie séche, par laquelle de la chaux (par exemple) est injectée directement dans les fumées afin
d'agglomérer les poussiéres et de neutraliser le chlore en amont du dépoussiéreur.

Ces installations sont complétées par I'action de dépoussiéreurs. (Leroy, 1990 ; Maés, 1990).

2.3. Résidus solides de l'incinération

2.3.1. Types de résidus

La dégradation thermique des déchets fractionne et concentre les polluants dans les résidus finaux
(figure 4). Ce sont d'une part les machefers, c'est-a-dire les scories retirées des foyers oll se pratique
la combustion des déchets ; d'autre part les cendres volantes, seconde partie des imbrillables,
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entrainées par la phase gazeuse au-dela de la chambre de combustion. En outre, ce que I'on appelle
résidus d'épuration des fumées comprend non seulement les cendres volantes, mais également les
boues (issues de procédés humides de lavage des fumées) ou déchets pulvérulents (issus des
procédés secs, semi-secs et semi-humides).

Rapporté aux produits entrés on a donc, en sortie d'incinérateur, le bilan massique suivant :

e machefers / scories: 20235 % ;

« poussiéres (cendres volantes, chlorure et sulfate de chaux): 3 a 5 %. (Herbet, 1992).

Ainsi approximativement : 1 tonne de déchets se transforme en 700 kg de gaz et abandonne 300 kg de

résidus solides, par incinération.

2.3.2. Répatrtition des polluants parmi les différentes phases

Un corps chimique se retrouvera d'autant plus aisément dans les résidus d'épuration des fumées qu'il
sera volatilisable, gazéifiable ou sublimable. En revanche, les éléments fixes, peu déplagables, peu
combustibles ou peu volatils, resteront dans les mdchefers. L'état libre ou composé des €léments
minéraux déterminera également leur répartition entre gaz bruts, machefers, fumées épurées et

cendres d'électrofiltre.

En général les scories (2 90 %) et les poussiéres (a 75-90 %) sont formées d'oxydes de métaux
(alcalins, alcalino-terreux, lourds) ou de non-métaux : SiO;, Al,03, FeOyx, CaO, MgO, K>0, Nay0,
P,0s, ainsi que de carbonates. Les principales phases minéralogiques présentes sont : anorthite,
cordiérite, quartz, verres (aluminosilicates alcalins). Le reste est formé de chlorures, sulfates, métaux

lourds, fluorures, oxydes d'azote (NOy)...

2.3.3. Composition des cendres volantes et des poussiéres

Elles sont, pour la presque totalité de leur masse, retenues par filtration de la phase gazeuse avant le
rejet dans l'atmosphére. Ces particules solides retiennent 0,2 & 0,3 % d'eau, 0 a 4 % d'imbriilés,
95,5 2 99,8 % de minéraux. Elles sont plus chargées en métaux lourds que les machefers, contenant
d'importantes concentrations en métaux les plus volatilisables, plomb, zinc et cadmium, alliées a des
teneurs élevées en anions chlorures et sulfates. Ce sont ces métaux sous forme mobilisable et soluble
qui leur conférent leur toxicité.

D'autre part, les cendres volantes retiennent par adsorption sur leur surface divers composés

organiques, y compris des quantités infinitésimales de dioxines et furannes.

(A.G.H.T.M,, 1985 ; Blanchard et coll., 1989 ; Maés, 1990).

uts et avantages de l'incinératio

2.4.1. Réduction de I'encombrement des déchets

Dans le cas des OM par exemple, les résidus solides de I'incinération ne représentent plus qu'un
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tiers de la masse initiale d'ordures, ceci correspondant a2 un dixieme seulement du volume
introduit (Maés, 1990 ; Les Transformeurs, 1991 : Heulot, 1994).

2.4.2. Oxydation des déchets en composés élémentaires

Si le combustible est de bonne qualité, c'est-a-dire essentiellement formé de C, H et O, et si les
conditions de l'incinération sont bien choisies, une oxydation compléte du déchet conduira

massivement 2 la production de H,O et COx.

2.4.3. Récupération d'énergie

Le pouvoir calorifique inférieur ou PCi des OM par exemple, varie entre 1200 et 2000 kcal/kg, ce qui
signifie qu'une tonne d'OM est en moyenne l'équivalent énergétique de 120 litres de fuel ou de
200 kg de charbon ! Clest la production de vapeur d'eau chaude qui peut faire l'objet d'une
récupération de chaleur. 18 % des 350 réseaux de chaleur en France sont alimentés par de 1'énergie

provenant de l'incinération d'OM.

2.4.4. Réduction de la charge toxique globale

Cette considération est relativement récente. Son effectivité fait en outre I'objet d'avis tres
controversés parmi les spécialistes, d'autant plus que la réduction de la charge toxique globale dépend
en grande partie de la nature méme du déchet incinéré. Elle constitue néanmoins l'un des objectifs
majeurs 2 atteindre aujourd'hui.

La charge toxique globale des déchets est réduite lorsque les hydrocarbures dangereux que
contiennent ces déchets sont totalement oxydés en eau et en dioxyde de carbone ; elle n'est que
partiellement réduite lorsqu'il s'agit de briiler des hydrocarbures halogénés par exemple. Dans ce
dernier type de cas, les installations de traitement thermique sont tenues de maitriser la stabilisation

et/ou I'élimination des résidus de déchets qui restent potentiellement dangereux(*.

2.5. Conclusion et risques liés a |'incinération

En régle générale, si le déchet est bien préparé pour la combustion, et si les paramétres de la
combustion sont correctement contrdlés, une grande part des composés polluants sont physiquement
et/ou chimiquement convertis en produits non polluants de la combustion... a l'exception, loin d'étre

négligeable, des polluants métalliques (Mats, 1990).

Ainsi méme l'incinération professionnelle des déchets est une source potentielle de pollution, en
particulier d'une pollution atmosphérique que les professionnels se doivent de bien connaitre, pour

mieux la contrdler.

4 ¢f. l'arrét€ du 18 décembre 1992 «stockage de certains déchets industricls spéciaux ultimes ct stabilis¢s pour Ics
installations nouvelles» et la circulaire du 9 mai 1994 «€limination des machefers d'incinération des résidus urbains».
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3. Incinération et pollution atmosphérique

3.1. Définitions

Le Conseil des Communautés Européennes nomme pollution atmosphérique « l'introduction dans le
milieu air, par 'homme ou la nature, directement ou indirectement, des substances ayant une action
nocive de nature a mettre en danger la santé, 2 endommager les ressources biologiques et les
écosystémes, & porter atteinte ou nuire aux valeurs d'agrément et autres utilisations légitimes de
I'environnement » (Aubin, 1993).

Selon Junge (1991), les polluants aériens toxiques et dangereux sont tous les composés qui se
surajoutent aux polluants classiques : CO, hydrocarbures totaux, oxydants, SOz, NOy, particules
totales en suspension et plomb.

Les substances toxiques provoquent des dommages aigus ou chroniques aux systémes vivants ; les
substances dangereuses sont inflammables, explosives (ou fortement réactives), irritantes,
sensibilisantes, corrosives, radioactives ou ayant une action sur le matériel génétique (mutagenes,

tératogénes, carcinogenes).

3.2. Nature des produits de combustion

3.2.1. Diversité

Le dioxyde de carbone (CO;) et l'eau (H,0) sont les produits majeurs des processus de
combustion. Mais la performance de l'incinérateur, ainsi que les caractéristiques intrinséques du
déchet incinéré, déterminent grandement la production de polluants potentiels. Par exemple :

« La combustion de déchets chlorés produit du chlorure d'hydrogéne (HCI), hautement corrosif.

* Les oxydes de métaux (MeO), de soufre (SOy), d'azote (NOy), sont générés par I'incinération de
déchets industriels dangereux ou d'ordures ménagéres qui contiennent ces éléments Me, S ou N.

« Bien que trés peu de choses soient connues a propos de leur formation, des produits de combustion
incompléte (souvent notés PIC's) sont toujours émis, méme en petite quantités, et ce quelle que soit la
source de combustion. Les PICs peuvent &tre similaires, ou au contraire trés dissemblables aux
composés chimiques des déchets briilés, notamment aux principaux constituants organiques
dangereux présents dans les déchets (parfois notés POHCs). Le monoxyde de carbone (CO) est, lui
aussi, le produit d'une mauvaise combustion (Travis et Cook, 1989).

Enfin les particules (ou poussiéres) font partie intégrante des fumées, en quantité variable suivant la

qualité de la combustion qui les génére.

3.2.2. Sources

Deux sources sont possibles pour ces polluants aériens issus des procédés de combustion :
« 1ls entrent dans la composition du combustible et sont relargués pendant la combustion sous forme
toxique ou dangereuse (POHCs).

« Ce sont des produits de la combustion incompléte (PICs) : des polluants reconnus comme CO, les
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Polluants en mg/Nm?3, 7 % CO, gaz humide rapporté en g/t OM
CO 7529000 ?
Poussiéres 2000 a 10 000 12 000 a 30 000
Métaux lourds particulaires 40 a 200 240
(Pb,Zn,Cr,Ni, Cu, Sn, Ag,
Co, Ba) 4a10 ?
Pb 72433 ?
Zn 200 1200
As
Hg + Cd 3a4 18424
Cd 02204 ?
HClI 44 ; 360 a 2600 7000
HF 3a2l 3024120
SO, 200 a 1900 1200
NOy 130 a 400 (exprimé en NO,) 1500 a 2300
Hydrocarbures gazeux <7 <42
PCDD/PCDF 10-6 2 103 (ordre de grandeur) £
HAP ? ?

Tableau I. Composition moyenne des fumées brutes de l'incinération dOM ; (usines de capacité
supérieure a 3 t/h) ; (d'apres Rollier et coll., 1983 ; Leroy, 1987 ; Olier et coll., 1989 ; Herbet, 1989,
1992 ; Herbet et Séminel, 1990 ; Milhau et Berthier, 1990 ; Johnke et Stelzner, 1992).
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hydrocarbures totaux, et des polluants toxiques et dangereux comme le benzo[a]pyréne, le

formaldéhyde et les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP). (Voir annexe).

3.2.3. Composition des fumées avant I'épuration

Les fumées brutes d'OM auraient une composition moyenne résumée dans le tableau I ; les données
sont variables suivant les auteurs.
Il y a par contre peu de données concernant les DI, ou ces données sont isolées et ne permettent

aucune globalisation (les DI sont en effet de nature trés diverse).

3.3. Normes des rejets a 1'atmosphere

3.3.1. Réglementations en vigueur

Le tableau II présente les différentes valeurs arrétées ou en projet de loi, concernant les émissions des

usines d'incinération d'OM et de DI. Les listes n'y sont pas exhaustives.

Diverses méthodes d'analyses physico-chimiques sont couramment employées pour le contrdle de la
qualité des rejets a l'atmosphére. Outre O, et/ou CO, mesurés pour contrler la qualité de la
combustion, seuls les poussiéres, CO et HCI (ou 1'élément Cl) —bientdt HF, C.O.T.— sont tenus
d'étre mesurés en continu, par l'industriel lui-méme. Les autres produits cités par la législation font
l'objet de contrdles tri-, bi- ou mono-annuels, suivant les cas (arrété du 25/01/1991 relatif aux OM ;
circulaire du 21/03/1983 relative aux DI ; projet d'arrété ministériel du 15/01/1996 relatifs aux DIS).

Ces mesures concernent des produits dont d'une part les risques sont reconnus (valeurs
expérimentales, expérience industrielle, observations cliniques...), et qui sont d'autre part mesurables

a la cheminée ! (Voir annexe).

3.3.2. Limites et intérét d'une surveillance chimique a 1'émission

o Les fumées émises par une usine d'incinération renferment un grand nombre de composés de tout
type. Il est actuellement possible de les recenser, mais cela reste difficile, d'autant plus qu'ils varient
en fonction de la nature des déchets incinérés (voir annexe).

e Le nombre de paramétres mesurables doit rester raisonnablement limité (sinon l'exploitation du
systéme deviendrait impossible).

« 1l manque souvent des données de référence, pour fixer les valeurs seuils de risque concernant
d'éventuels polluants mesurables ; si bien que l'incidence de leur présence ou de leur concentration

dans les fumées ne peut étre appréciée.

e néanmoins, les mesures chimiques des polluants restent pour le moment le seul moyen d'évaluer en
continu, ou du moins régulidrement la qualité des rejets atmosphériques, et ce in situ, c'est-a-dire au

niveau de la source méme, et de fagon relativement simple.
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USINE D' INCINERATION

Texte de référence

ORDURES MENAGERES

DECHETS INDUSTRIELS

(capacité > 3 t/h (ou "DI dangereux" ou "DI spéciaux")
= conditions les plus (nouvelles installations
drastiques) = conditions les plus drastiques)
Arrété du Circulaire du Directive du 16 déc. 94

25 janvier 1991 21 mars 1983 Projet d'arrété du 15
jan. 96
conditions de réalisation
des mesures de contréle :
% vol. Oy 11 % O, 7% O, 11 % O,
% vol. CO, ou9 % CO, - -
humidité gaz sec gaz humide gaz sec
température 0°C 0°C 273 K
pression 1 bar 1 bar 101,3 kPa
concentrations moyennes
Jjournaliéres a l'émission
en mgINm3 :
poussiéres totales 30 (C) 150 (C) 10 (©)
SO 300 - 50 (c)
NOy = = -
CO 100 (C) - 50 (C)
HCl 50 (C) 100 (C) 10 (C)
HF 2 - 1(c)
C.O.V. 20 - )
C.0.T.® - - 10 (C)
concentrations moyennes
a l'émission en mg/Nm3 :
PCDD/PCDF - - 107
Hg + Cd 0,2 - -
Ni + As 1 - -
Pb+ Cr+ Cu + Mn 5 - -
métaux lourds totaux - 5
Hg et composés - < 0,05
Cd + Tl et leurs composés - - 0,05
autres métaux lourds - . 0,5
(Sb+As+Pb+Cr+Co+Cu+Mn+
Ni+V+Sn)

Tableau II. Réglementations en vigueur ou en projet, concernant les émissions de fumées a
I'atmosphére d'usines d'incinération de déchets. (C) : analyses en continu (obligatoires pour toute
installation d'une capacité supérieure a 1 t/h, pour les OM).

3 C.O.T. : substances organiques a I'état de gaz ou de vapeur, exprimé en carbone organique total.
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II. EFFLUENTS ATMOSPHERIQUES ET (ECO)TOXICOLOGIE

1. Toxicité des produits de combustion

Les produits de combustion constituent un ensemble de substances plus ou moins toxiques qui sont
libérés dans l'atmosphére. L'atmosphére les brasse, les mélange, les dilue puis les améne au contact
du sol, de l'eau, des plantes, des animaux. Elle opére des échanges, directs ou indirects, avec les
tissus animaux ou végétaux impliqués dans la respiration des organismes vivants, au contact desquels

les particules se déposent et les gaz se dissolvent.

.1. Chez I'animal : les organes cibles

1.1.1. Points de contacts

Plusieurs voies de passage sont envisageables pour les aérocontaminants, les principales d'entre elles
étant : la voie pulmonaire (respiration), la voie cutanée (dépdt ou contact), la voie orale (déglutition ou
alimentation) et la chaine trophique (bioaccumulation). La voie pulmonaire constitue un acces
privilégié pour les aérocontaminants. Il est en outre assez difficile de la protéger des pollutions

atmosphériques.

1.1.2. Le poumon est une cible privilégiée

La pénétration dans l'organisme des substances contenues dans l'air est optimale. En effet,
I'épithélium pulmonaire est extrémement mince. Le réseau capillaire qui le parcourt est tres
développé, et directement relié 2 la grande circulation sanguine. L'épithélium représente chez I'étre

humain une surface d'échange de 70 2 140 m? entre l'air environnant et le sang d'un individu.

Au repos, chaque minute, 'Homme inspire et expire 12 & 14 fois, mobilisant chaque fois 0,5 litre. En
respiration tranquille, un homme adulte mobilise donc 6 a 7 litres d'air par minute (Bernaudin, 1994).
En d'autres termes, la quantité moyenne d'air consommé par jour par un individu représente un
volume d'environ 10 m3 correspondant 2 13 kg ! Au cours d'exercice musculaire intense, la
consommation d'oxygéne peut atteindre 3,5 I/min (Bernaudin, 1994). Soit, si l'oxygéne constitue

1/5¢me de l'air, une consommation d'air pouvant aller jusqu'a 17,5 I/min.

La réponse physiologique & une exposition respiratoire dépend de quatre parametres :

« la localisation de I'agression le long des voies respiratoires (en fonction du diameétre des particules,
du caractere lipo- ou hydrosoluble de la substance,...),

* le degré d'exposition aux toxiques (concentrations, fréquence, durée),

+ la réactivité des substances toxiques (irritantes, caustiques, acides, basiques, oxydantes,...),

e le caractére additif, synergique ou antagoniste des toxiques associés.
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produit| CL50 VLE VME forme du espéce affections principales
(mg/m3)| (mg/m3) (mg/m3) composé animale et remarques
chimique CL50
HF 270 2,5 fumée, gaz, vapeur | Cobaye (1 h) |brllures caustiques de la peau et
1070 (exprimé en Souris (1 h) |des muqueuses
1420 |élément fluor) Singe (1 h)
HCI 3940 7.5 vapeurs Souris (30 min) |irritation des muqueuses nasale et
7000 Rat (30 min) |oculaire, ainsi que des voies
16500 aérosols de HC1 |Souris (30 min) |respiratoires
Cl, 3 gaz acnés chloriques, irritations,
suffocation, ccdéme pulmonaire
SO, 10 5 gaz irritations des yeux, gorge, voies
respiratoires
H,SO4| 182109 3 1 aérosols Cobaye (8 h) [Iésions caustique : ceil, poumon
320 (surtout @ < 1 ym) | Souris (2 h) pH < 1,5 est trés caustique
510 Rat (2 h)
NOx 6 30 (NO) gaz troubles respiratoires
(NO,, N»Oy) concentration-dépendants
HNOQO; (8724939 10 5 aérosols, fumées | Rat (30 min.) [lésions caustique : il, poumon
pH < 1,5 est trés caustique
O_; 0,4 0,2 gaz irritations du systéme respiratoire
et des veux
CO 55 gaz formation de
carboxyhémoglobine entrainant
céphalées, asthénie voire
inhibition respiratoire
HAP 0.2 cancers bronchiques
(HAP particulaire,
exprimé en
cyclohexane)
0,005
B[a]P, en Suede
As 0,2 fumées, poussiéres voie principalement orale (80 %),
affection des syste¢mes
enzymatiques, irritations par
inhalation
Be 0,002 poussiére, oxyde, pneumonie
fluorure, sulfate
Cd 0,05 0,05 fumées d'oxyde, trouble généralisé, surtout
(fumées poussicres respiratoire et rénal
d'oxyde de Cd)
Hg 7.5 0,05 vapeurs Rat (24 h)  |hydrargisme -
29 (vapeurs du métal) altérations neurologiques,
0,1 Lapin (30 h) |biochimiques, de la croissance
(composés corporelle -
minéraux de He) Hg trés liposoluble
Ni ? 1 poussiére, métal allergene de la peau ; asthme ;
rhinites -
dose Iétale par inhalation chez le
Rat, 6 h/jour, 5 jour/semaine, 12
jours > 1,7 4 26,3 mg Ni/m?
suivant le sel de Ni
Pb 0,15 poussigres trés saturnisme -
fines, vapeurs colique, anémie, atteinte
neurologique, insuffisance rénale
Zn 1(ZnCl;)  |chlorure en fumées le zinc n'est pas toxique mais
5(ZnO) oxyde ou stéarate 'expérimentation animale et
10 (poussires) €n poussieres cert.ajns cas d'ingestion
accidentelle ont montré que les
sels de Zn solubles le sont

Tableau III. Concentrations létales (toxicité aigué), et valeurs limites a respecter sur les lieux de
travail, pour des substances également susceptibles d'étre rencontrées dans les fumées d'incinération
de déchets.
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Mis 2 part les cas d'accidents de pollution atmosphérique, naturels ou anthropogéniques, il est rare
qu'un polluant seul se présente 2 une dose toxique dans l'air. Mais I'air accueille une grande variété
de polluants, qui peuvent constituer un mélange nocif que I'on ne peut négliger !

D'autre part, l'exposition humaine varie grandement d'un individu a un autre, influencée par l'age,
l'état de santé, la résistance physique, le travail, le mode de vie, ainsi que l'€loignement et la

persistance de 1'organisme au lieu méme d'une source de pollution.

Dans le tableau III (INRS, 1987/1988, fiches réactualisées chaque année) :

s CLs¢ exprime la toxicité aigué (quelques minutes & quelques heures) d'un produit ; elle est la
concentration létale pour 50 % de la population d'individus d'une espéce donnée, engagée dans le
protocole expérimental d'intoxication. Cette valeur permet d'établir entre autres les concentrations
maximales admissibles pour 'Homme (CMA, une expression de la toxicité a long terme) qui sont en
général la CLso multipliée par un facteur 10 a 1000 dit de sécurité.

« VLE est la valeur limite d'exposition indicative qui peut étre admise dans les locaux de travail.

« VME est la valeur limite moyenne d'exposition indicative qui peut étre admise dans les locaux de
travail (sur huit heures).

Le tableau IV résume les principales normes de la qualité de l'air relatives 2 la santé humaine.

1.3. Pourquoi limiter les rejets atmosphériques de particules ?

Teneur de l'atmosphere

La teneur habituelle en particules d'aérosol de 'air prés de la surface de la terre est de 10 a 100 p g/m3
(Gradel et coll., 1986). Le décret frangais sur la qualité de 1'air (25 octobre 1991) préconise la valeur

guide de 100 & 150 pg/m3 en moyenne journaliére.

Particules les fumées d'incinération de déchets

Le traitement des fumées préalable 2 leur rejet assure en général une rétention de plus de 99 % des
particules en suspension, ce rendement étant exprimé en terme pondéral. Cependant d'un point de vue
granulométrique, il subsiste dans les fumées épurées un grand nombre de particules microniques et
sub-microniques, compté par m3 éjecté : elles occasionnent les fumées et brouillards impondérables et
sont la cause principale de l'opacité et de la persistance des panaches atmosphériques (Maés, 1990).
Les poussiéres de fumées sont des particules qui retiennent par adsorption des métaux et des
hydrocarbures. Elles sont le siége de réactions donnant naissance aux PICs. Les trés petites
particules, qui ont échappé a la filtration, sont les plus chargées en éléments polluants car elles sont
caractérisées par un rapport surface/volume plus grand que celui des grosses particules (Lisk, 1988 ;
Olier et coll., 1989 ; Maés, 1990).

Action des particules

Selon Brochard et coll. (1990), les trés petites particules sont sans conteste les plus nocives pour la
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Polluant e:;l;l;3 Type Définition Origine
SO, 250 VALEUR VALEUR LIMITE plus de 7 jours par an CEE
80 VALEUR LIMITE plus de la moitié des jours d'un an CEE
130 VALEUR LIMITE plus de la moitié des jours d'hiver CEE
40 2 60 GUIDE sur 1 an CEE
100 2 150 GUIDE sur | jour CEE
NO, 200 VALEUR LIMITE plus de 175 heures par an CEE
135 VALEUR GUIDE plus de 175 heures par an CEE
50 VALEUR RECOMMANDEE plus de la moitié€ des heures CEE
400 VALEUR RECOMMANDEE sur 1 heure CEE
150 sur 1 jour OMS
Pb 2 VALEUR LIMITE sur | an CEE
CcO 10 000 VALEUR RECOMMANDEE sur 8 heures OMS
30 000 VALEUR RECOMMANDEE sur 1 heure OMS
O3 1502200 | VALEUR RECOMMANDEE sur | heure OMS
180 SEUIL D' INFORMATION sur 1 heure CEE
360 SEUIL D' ALERTE sur 1 heure CEE

Tableau IV. Principales normes de la qualité de I'air (santé humaine) ; (d'aprés Target, 1994).
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santé, d'abord parce qu'elles atteignent le poumon profond, zone d'échange avec le milieu inténeur,
puis parce qu'elles présentent la surface d'adsorption la plus importante pour les métaux lourds et
autres molécules organiques. Les particules de 3 2 0,05 ym se déposent par sédimentation dans le
poumon profond. Trois mécanismes se distinguent :

* la phagocytose, par les macrophages alvéolaires surtout, et la clairance absorptive ; les particules
sont phagocytées principalement par les macrophages alvéolaires (pour les particules sphériques, le
diamétre optimum de phagocytose se trouve entre 2 et 3 ym), mais aussi par les cellules épithéliales
(particules inférieures a 1 pm). Cellules et particules sont ensuite régurgités par la voie digestive ;

« la migration des particules non phagocytées vers l'interstitium pulmonaire ou les particules les plus
toxiques semblent retenues. Certaines particules vont encore migrer vers la zone sous-pleurale, vers
la plévre pariétale, le péritoine ou le péricarde. D'autres vont migrer vers l'origine des lymphatiques,
a la jonction entre bronchiole terminale et bronchiole respiratoire : cette situation peut conduire a une
altération des bronchioles, méme pour des particules inertes, aboutissant a une maladie des petites
voies aériennes. Ces particules vont ultérieurement emprunter le circuit lymphatique qui, de ganglion
en ganglion, pourra les conduire 2 la grande circulation. De 14, elles pourront alors diffuser par voie
hématogeéne dans tous les organes, et &tre responsables d'effets toxiques a distance ;

« une solubilisation progressive. Cette notion est actuellement considérée comme l'un des facteurs

majeurs qui conditionne le pouvoir pathogene, et surtout cancérogéne, des fibres.

Les grosses particules s'arrétent au nasopharynx (diamétre supérieur a 10 ym) ou sont épurées dans
les 24 heures par la zone trachéo-bronchique (diamétre de 10 a 2 pm). Les sinus, les éperons
bronchiques, semblent correspondre aux sites initiaux des cancers des fosses nasales (ébénistes) ou

des cancers bronchiques (amiante).

En fait, le probléme essentiel qu'implique la présence en grande quantité de polluants particulaires,
résiderait dans le fait que ces derniéres joueraient le rdle d'initiateurs au niveau du tissu bronchique, et
que celui-ci se trouverait alors malheureusement préparé a l'action promotrice d'autres substances

qui, 2 elles seules, n'induiraient pas de tumeur (Person et coll., 1988).

1.4. Pourquoi limiter les rejets de gaz issus de la combustion ?

1.4.1. Les oxydes de carbone

» Monoxyde de carbone (CO)

Teneur et sources de I'atmosphé

Une concentration naturelle de I'air ambiant en CO se situe entre 0,01 et 0,24 mg/m3. En zone
urbaine 2 forte circulation automobile, elle peut atteindre 20 a 125 mg/m3. Cependant la teneur globale
de CO n'augmente pas au cours du temps (Commission des Communautés Européennes, 1993b ;

Lamy Environnement, 1995).
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L'O.M.S. fixe les concentrations maximales admissibles de CO 2 100 mg/m® pour 15 minutes,
60 mg/m3 pour 30 minutes, 30 mg/m> pour 1 heure et 10 mg/m? pour 8 heures (Commission des
Communautés Européennes, 1993b).

CO dans les fumées d'incinération de déchets

CO est un polluant inodore issu de la combustion imparfaite. C'est un gaz stable aux températures
inférieures 4 300/400 °C, neutre chimiquement donc non corrosif et peu soluble dans l'eau.
L'incinération des déchets serait 2 l'origine de 3 2 4 % des émissions totales de CO (Ministere de

I'Environnement, 1990).

Action du CO

Le CO se fixe sur 'némoglobine des hématies avec laquelle il est 250 fois plus en affinité que
l'oxygene : il forme un composé stable appelé carboxyhémoglobine (COHDb). Plus 1l sera présent
dans l'air respiré, plus il freinera I'oxygénation sanguine (Dugrillon-Perrin, 1990). Le taux sanguin

de COHD ne devrait pas excéder 3 % chez les non fumeurs.
* Dioxyde de carbone (CO;)

Teneur et sources de l'atmosphere
Les concentrations de CO, dans l'air ambiant dépassent 600 mg/m3. A priori, elles devraient

augmenter au cours du XXIéme siécle, jusqu'a doubler. Elles sont préoccupantes parce qu'elles
influencent grandement le réchauffement de la Terre (Lalonde, 1990 ; Lamy Environnement, 1995).

L'émission de CO, est essentiellement due 2 la combustion de matiéres fossiles. Exprimée en tonnes
de carbone par habitant et par an, elle est de 5,2 pour les Etats-Unis, de 2,3 pour la CEE (1,8 pour la

France) et en moyenne de 0,4 pour les pays en voie de développement (Lamy Environnement, 1995).

1.4.2. Les gaz acides

e Chlorure d'hydrogéne (HCI) et fluorure d'hydrogéne (HF)

Teneur et sources de l'atmosphére
HCI et HF ne sont pas des produits naturels. Hormis des industries chimiques liées a la production de
ces acides ou des procédés qui emploie ces acides, leur génération trouve son origine dans la

combustion de matériaux chlorés ou fluorés.

Les valeurs limites d'exposition & HF et 4 HCl dans les locaux de travail, fixées en France par le

Ministére du Travail, sont respectivement de 2,5 mg, exprimé en €q. F/m3, et de 7,5 mg HCl/m3.

€ dans les fumées d'incinération de déche
En cas de forte concentration de liaisons chlorées dans les ordures, la formation d'halogénures

volatils est favorisée lors de 1a combustion (Brunner, 1988).

ction de HE
L'exposition au fluorure d'hydrogéne (HF) gazeux, a des aérosols de solutions aqueuses de HF ou a
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des aérosols de chlorure d'hydrogéne, provoque une irritation des muqueuses oculaires et
respiratoires. Puis un cedéme pulmonaire lésionnel peut survenir. A terme, des séquelles respiratoires
et pulmonaires sont possibles. Le fluor peut avoir d'importants effets a long terme sur le squelette
(Buclez, 1992). L'exposition de lapins, de cobayes et de pigeons a 100 ppm de HCl, 6 h par jour
pendant 50 jours, n'a produit qu'une irritation modérée des muqueuses nasales et oculaires. En
revanche, une exposition unique de 6 h a 300 ppm est responsable d'ulcérations cornéennes. Aucun
lapin, cobaye ou singe exposé a 50 mg/m3, 6 h par jour, 5 jours par semaine, ne décede ; l'autopsie,

effectuée plusieurs mois plus tard, ne décéle aucune anomalie macroscopique.

* Dioxyde de soufre (SO;)

Teneur et sources de I'atmospheére

SO, est un gaz incolore. Soluble dans l'eau et dans les particules humides de l'air, il aboutit a la
formation d'acide sulfurique H,SO4. Les émissions mondiales de SO, d'origine naturelle varient
entre 50 et 130 millions de tonnes par an, tandis que les émissions anthropogéniques s'élévent a
100 millions de tonnes par an. En valeur limite, le décret frangais sur la qualité de l'air (25 octobre
1991) recommande de ne pas dépasser plus de 7 jours par an le seuil journalier de 250 ug/m3 (350 en
I'absence de taux élevé de poussiéres). Depuis 20 ans pourtant, les émissions atmosphériques de SO
ont considérablement diminué en Europe du Nord en particulier, parce que la qualité des combustibles
employés s'est améliorée ou parce que les fumées de combustion sont davantage traitées avant leur
émission 2 l'atmosphére. Pour exemple en France, les émissions de SO, de 1991 ne représentaient
plus que 52 % des émissions de 1981 (Chassard-Bouchaud, 1995). Néanmoins dans nos régions, le
SO, contribue pour environ 60 % a l'acidification des pluies. (Commission des Communautés

Européennes, 1993b ; Lamy Environnement, 1995).

L'0.M.S. fixe 4 1000 pug/m3 pour 10 minutes d'exposition la plus petite concentration conduisant a
un effet visible (LOEL), qu'elle dote d'un facteur 2 de sécurité (500 pug/m3, 10 minutes), ce chiffre ne
tenant pas compte des autres polluants potentiels de l'air, en particulier des particules. La LOEL
tombe & 100 pg/m3 (moyenne annuelle, O.M.S., 1987) si la quantité de particules en suspension est
elle-méme de 100 ug/m3. Pour comparaison, la Commission des Communautés Européennes a établi
une concentration maximale admissible de SO, 2 80 ug/m3 pour 24 heures (moyenne annuelle), si la
concentration des particules en suspension est supérieure 2 40 ug/m? ; ou a 120 pug/m3 pour 24

heures (moyenne annuelle) si la concentration particulaire n'exceéde pas 40 g/m3.

Action du SO»

SO, est aussi un composant de la fumée de tabac. C'est un gaz irritant et bronchoconstricteur, dont
les effets s'expriment rapidement chez l'asthmatique en particulier : un asthmatique a des problémes
de constriction des bronches  partir de 1 ppm (< 3 mg/m3) ; un sujet sain ne ressent aucun effet en
dessous de 5 ppm de SO; (> 14 mg/m3). SO, est le principal agresseur des voies respiratoires en
milieu urbain et en hiver !

SO, est en outre un précurseur de la cancérogénése des voies respiratoires : c'est ce qu'ont montré

des études épidémiologiques menées lors d'accidents industriels responsables d'effets aigus sur



PREMIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 16

I'Homme (Reed et coll., 1990). SO, serait, chez le Rat et le Hamster, un cocarcinogéne du
benzo[alpyréne (le plus dangereux des HAP) au niveau de I'épithélium respiratoire, surtout dans le
cas ol l'exposition & ces deux produits intervient successivement (Reed et coll., 1990). Lorsque
l'exposition aux deux produits s'effectue simultanément, la réponse du tractus des animaux est

moindre ; SO32- seul n'occasionne quant a lui aucun dommage visible a cet endroit sur le Rongeur.

1.4.3. Les gaz oxydants et les polluants photochimiques

Ieneur et sources de l'atmosphére

Les gaz oxydants sont en particulier représentés par I'ozone (O3) et les oxydes d'azote. Les polluants
photochimiques proviennent des interactions atmosphériques, énergisées par la lumiére du soleil, de
molécules hydrocarbonées avec les oxydes d'azote ou d'autres oxydants (Rokaw et Detels, 1983). Ils
induisent, parmi les molécules qui les environnent, des réactions en chaine destructrices (effet sur les
phospholipides des membranes cellulaires, par exemple). Les concentrations de O3 sont en moyenne
de 43 4 86 pg/m3 dans l'atmosphére (Lamy Environnement, 1995) ; le seuil du niveau 1 d'alerte de
AIRPARIF, le réseau de surveillance de la qualité de 'air en Ile-de-France, est fixé a 130 ug Oz/m3.

s d'azote comptent :
¢ le monoxyde d'azote ou oxyde azotique NO ; il est instable dans l'air ;
¢ le dioxyde d'azote ou peroxyde d'azote NO; ; les concentrations de NO, rencontrées en zone
urbaine atteignent 20 4 90 ug/m>3 (moyennes annuelles), avec des pointes possibles a 1000 pg/m3
pendant quelques minutes (Commission des Communautés Européennes, 1993b) ;
e l'oxyde nitreux N,O ; la concentration atmosphérique de N,O est actuellement voisine de
609 pg/m3 (Lamy Environnement, 1995).
NO et NO, sont souvent réunis sous I'appellation NOy. Ils sont par excellence les oxydants issus
des procédés de combustion, en particulier de l'incinération des déchets. En effet, le comburant
employé est souvent l'air, puisqu'il est abondant, gratuit, et qu'il contient 21 % d'oxygene ; mais l'air
est aussi formé 2 78 % d'azote, qui s'oxyde en chauffant ! NO est en général le plus abondamment
émis, mais il s'oxyde rapidement en NO, (Lamy Environnement, 1995).
Les NO; réagissent aisément avec toutes sortes de molécules en les faisant changer d'état d'oxydation
et donc en les déviant de leur fonction originelle : cest le cas en particulier de la matiére vivante qui

se trouve 2 leur contact (enzymes, phospholipides...).

La LOEL du NO, est fixée par I'O.M.S. a2 560 pg/m3 pour 30 minutes d'effort physique
intermittent ; la Commission des Communautés Européennes a arrété pour NO; une valeur limite de
200 pg/m3 "a 98 % d'une moyenne horaire". Il n'est pas rare en hiver que cette valeur limite soit

largement dépassée, entre 11 et 16 heures en plusieurs points de Paris (Chassard-Bouchaud, 1995).

Action des gaz oxydants

Le plus souvent, l'ozone et les autres hyperoxydants induisent des irritations des yeux et du tractus
respiratoire. L'ozone interagit avec les aldéhydes, les oléfines et des molécules comme les nitrates de

peroxyacétyles et autres hydrocarbures (Rokaw et Detels, 1983).
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Figure 5. Formules chimiques des PCDD et PCDF.
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La sensibilité de l'appareil respiratoire aux infections bactériennes ou virales augmente nettement
aprés exposition au NO; et a I'ozone. Ceci est dii pour une large part a une perturbation de la défense
phagocytaire des espaces aériens normalement assurée par les macrophages alvéolaires présents sur
les parois alvéolaires et bronchiques (Voisin et Wallaert, 1990). Linflammation locale et
I'hyperréactivité bronchique non spécifique sont observées chez 'animal comme chez 'homme apres
une inhalation controlée de faibles concentrations du NO, et de l'ozone. Elles sont corrélées d'une
part avec un afflux de polynucléaires neutrophiles au niveau de la muqueuse respiratoire, d'autre part
a la libération de substances a I'activité chimiotactique dans les espace aériens (anions superoxyde,

radicaux libres de 'oxygeéne) ; (Voisin et Wallaert, 1990).

Les symptdmes sont réversibles si l'intoxication est aigué. En cas de chronicité, les performances
pulmonaires diminuent, et asthme, bronchite et emphysémes apparaissent (Rokaw et Detels, 1983).
Le développement de Iésions emphysémateuses a été signalé chez les animaux exposés longuement a
de faibles concentrations en NO,. ; son mécanisme est double : augmentation de I'activité
élastolytique de la population macrophagique locale, liée a un afflux de ces cellules au niveau du
tractus respiratoire, et inhibition de I'activité antiprotéasique locale, provoquée par 1'action sur 1'c/
antiprotéinase des radicaux libres présents dans l'atmosphére ou libérés localement par les cellules
inflammatoires activées. Ces constatations chez I'animal et chez 'homme sont & rapprocher des faits
observés in vitro, aprés exposition de macrophages alvéolaires en NO; : libération de radicaux libres
de l'oxygeéne capables d'inhiber 'al antitrypsine et de Iéser la matrice conjonctive des parois
alvéolaires, sécrétion éventuelle d'enzymes protéolytiques (élastase, collagénase) ou sécrétion de

monokines attirant, fixant et activant les fibroblastes (Voisin et Wallaert, 1990).

Enfin, les NOy se transforment en nitrosamines, oxydants potentiellement cancérigénes, sous l'action

des rayons ultra-violet (soleil) !

(Voir aussi Bignon, 1988, 1990 ; Crystal et coll., 1992)

1.5. Pourquoi limiter la formation d'hydrocarbures tels que les PICs ?

Les PICs sont les produits de la combustion incompléte. Ils regroupent : les composés organiques
volatils (COV), les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP, ou PAH), les biphényls
polychlorés (PCB), et les dibenzo p- dioxines et furannes polychlorés (PCDD et PCDF). 1ls sont en
général émis en concentrations faibles, de l'ordre du ppm, voire du ppb, mais il existe trés peu
d'informations concernant leurs niveaux d'émission par les usines d'incinération de déchet (Ando et
coll., 1991 ; Wild et coll., 1992 ; Commission des Communautés Européennes, 1993b), sauf peut-

étre concernant les dioxines et furannes, réputés pour leur toxicité (figure 5).

La formation des PICs dépend de la composition des déchets.
* Les HAP, composés organiques nantis d'au moins deux noyaux benzéniques, sont des produits de

la combustion incompléte de matiéres organiques telles que le charbon, le bois, le pétrole, I'huile, etc.



PREMIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

; 5 - N ' P . e,
LN P L
cl ad "0 ~ i
2,3,7,8 TCDD

Figure 6. Formule chimique de la 2,3,7,8 TCDD.

9%™ planche d'illustrations



PREMIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 18

Les concentrations en HAP sont considérablement accrues lorsque la proportion de matiére plastique
dans les ordures augmente (Commission des Communautés Européennes, 1993b).

o Les dioxines et furannes sont générés lors d'une mauvaise combustion de composés organiques
chlorés tels que les PCB (plus connus sous leur nom commercial de pyraléne), en post-combustion,
au moment oil la température des fumées est abaissée jusqu'a 250-350 °C (Commoner et coll., 1987).
L'incinération des déchets ménagers, industriels et surtout hospitaliers serait la source majeure de la
"dioxine" (Rappe et coll., 1987a, 1987b ; Gonnord et coll., 1989 ; Rappe, 1992) et de ses dérivés
bromés et/ou nitrosés (Buser et coll., 1991 ; Donnelli et coll., 1988). Selon Greim (1990) pourtant,
seul 1 % de la quantité journaliére de dioxines et furannes auxquels sont exposés les hommes aurait

pour origine l'incinération des déchets.

Au regard de I'accident de Seveso survenu en 1976, les spécialistes, ainsi que toute I'Opinion
publique, sont devenus trés méfiant vis-a-vis des dioxines, et notamment de I'isomere le plus toxique
2.3,7.8 tétrachloré (la 2,3,7,8 TCDD ; figure 6).

La formation des PICs est, le plus souvent, limitée si les parameétres de la combustion sont contr6lés
pour que les réactions d'oxydation soient optimales (Junge, 1991) ; a I'exception des émissions de
PCDD et PCDF qui ne semblent pas influencées par les conditions de combustion (Rappe et coll.,
1987 ; Rappe, 1992 ; Commoner, 1987 ; Lisk, 1988).

o Les HAP sont des composés lipophiles/hydrophobes, qui ont donc tendance a s'adsorber sur les
particules, plus particuliérement sur les particules sub-microniques ; cependant malgré leur poids
moléculaire souvent relativement élevé, on les retrouve aussi directement dans la phase gazeuse. Les
émissions d'HAP 2 l'atmosphére par les usines d'incinération de déchets ont été mesurées dans
plusieurs pays : selon /'Organisation Mondiale pour la Santé qui a retenu les données des Canada,
Italie, Japon et Sugde (1988), elles seraient au total de l'ordre de 0,02 2 20 ug.Nm3 ) (il s'agit
majoritairement du benzo[a]pyréne). Les incinérateurs qui fonctionnent de fagon discontinue sont en
fait ceux qui émettent le plus d'HAP.

e Les COV integrent la phase gazeuse des fumées ; ils incluent alcanes, alcénes, alcynes, composés
aromatiques, aldéhydes, cétones, alcools, esters, composés isogéniques (par exemple l'isoprene) et
quelques hydrocarbures chlorés (Commission des Communautés Européennes, 1993b).

o Les dioxines et furannes prendraient naissance a l'interface entre les cendres volantes et les traces de
composés organiques chlorés. Sachant qu'il reste des cendres volantes a I'émission (les plus fines,

d'un diamétre submicronique), il restera également des dioxines, qui échapperont au dépoussiérage.

Certains HAP (ex. benzo[a]pyréne) sont des carcinogénes ou mutagénes, ou sont suspectés de I'étre.
Les particules en suspension les véhiculent jusqu'aux cellules épithéliales pulmonaires ou elles
peuvent exercer un effet mutagéne (Commission des Communautés Européennes, 1993b ; Watts et
coll., 1989). Selon I'0.M.S. (1987), 9 hommes sur 100 000, exposés continuellement a 1 ng/m3 de
benzo[alpyréne, développeraient un cancer (Commission des Communautés Européennes, 1993b).

e Les COV sont des irritants. Parmi leurs représentants célébres, le formaldéhyde et le chlorure de

5 Nm3 : normometre-cube, rapporté aux conditions normales de température et de pression (T = 273 K, P = 1 bar)
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Figure 7. Répartition des métaux : mercure (Hg), cadmium (Cd), plomb (Pb), zinc (Zn), cuivre (Cu)
et fer (Fe) entre les produits issus de I'incinération ; (d'aprés Brunner, 1988).
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méthyléne sont cancérogénes chez l'animal. Le benzéne est un cancérogéne humain génotoxique : un
risque de 4 leucémies sur 1 million a été calculé par '0.M.S. (1987), pour une concentration de l'air
en benzéne de 1 ug/m3 (Commission des Communautés Européennes, 1993b).

* Les risques liés au PCB sont assez méconnus. Il semble que plus les PCB comprennent d'atomes
de chlore, plus ils sont toxiques.

e Les PCDD et PCDF sont trés liposolubles. Ils passent ainsi aisément la barriére cutanée,
provoquant des chloracnés intenses (Lisk, 1988 ; Jouany, 1992), et la barriére gastro-intestinale. Le
probléme lié aux dioxines et aux furannes réside dans leur grande persistance : la graisse de viande, le
foie des animaux, le lait contiennent parfois des quantités de PCDD et PCDF préoccupantes (Lisk,
1988). Chez I'Homme, la demi-vie de la dioxine serait "seulement" de 5 années selon Ahlborg et
Victorin (1987), de 4 4 95 ans pour la 2,3,7,8-TCDD et de 1 a 8 ans pour la 2.3,7.8,-TCDF selon
Commoner et coll. (1987) ; I'ingestion par un homme, d'une dose de 1,4 ng/kg de TCDD tritiée, a
montré que celui-ci ne commengait a éliminer la TCDD qu'aprés une latence de 25 jours (Ahlborg et
Victorin, 1987). Pourtant le seul effet certain de la 2,3,7,8-TCDD et de ses congénéres a ce jour sur
'homme est la chloracné (Lisk, 1988). L'Homme serait, apparemment, 1'espéce mammifére la moins

N

sensible aux "dioxines" a court terme (Jouany, 1992).

1.6. Pourquoi limiter I'émission dans |'atmosphére de métaux lourds ?

La répartition des métaux entre les différentes phases post-combustives est déterminée par la pression
de vapeur, des métaux et des liaisons de métaux (figure 7). Elle n'est toutefois pas constante car elle
dépend de différents facteurs tels que la composition des déchets, la conception et le mode
d'exploitation de 1'usine, les propriétés physico-chimiques des éléments et de leurs liaisons... Par
exemple, en cas de forte concentration de liaisons chlorées dans les ordures ménageres, le transfert de
métaux dans les poussiéres de gaz et de filtration est favorisé lors de la combustion (Brunner, 1988).

Au vu des données sur les métaux, rapportées par plusieurs auteurs (Goyer, 1986 ; INRS, 1987/88 ;
D.C.P.R. et coll., 1989 ; Junge, 1991 ; De Luca d'Alessandro et coll., 1992) et résumées dans le
tableau II et la figure 7, nous aborderons ici l'aspect toxicologique de quelques métaux lourds

majeurs de par leur abondance ou leur toxicité : le mercure, le cadmium, le plomb, le zinc.

Les effets pathologiques des expositions aigués aux métaux dits lourds sont bien connus ; a I'opposé,
les effets pathologiques résultant d'expositions continues ou répétées a de faibles concentrations dans
les milieux vitaux, et particulirement dans 1'air que nous respirons, sont parfaitement méconnus. Les
hygiénistes ont du mal a saisir des relations claires de causalité entre la pollution atmosphérique par
métaux-traces et des pathologies, car les phénomeénes mis en jeu sont complexes et les interférences
dans l'air et dans I'organisme sont nombreuses. En outre, la fumée de tabac est un facteur individuel

non négligeable qui obscurcit grandement les études épidémiologiques sur ce sujet (Junge, 1991).

Les métaux lourds traces qui polluent I'atmosphére sont presque intégralement supportés par les
poussiéres. Parfois pourtant, ils sont a I'état de vapeur ; c'est en particulier le cas du mercure : la

proportion de vapeurs de métaux dépend de la température atmosphérique. Les métaux de
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I'atmosphére pénétrent dans l'organisme essentiellement le poumon, qui posséde une grande surface

alvéolaire d'échanges avec le sang.
(=) t=]

Teneur et sources de 1'atmosphére

« Le mercure ionisé est mercurique (Hg2+) ou mercureux (Hg,2+). Il se complexe a CI-, ClO3-, ClO4-
ou CO;52- et forme des liaisons covalentes avec presque tous les autres radicaux. Hg peut former des
sels avec les acides organiques. Les organomercuriels sont caractérisés par la présence de la liaison
Hg-C forte. Les dialkylmercuriels sont plus volatils que les monoalkylmercuriels et le chlorure de
méthylmercure, CH3HgCl, est plus volatil (concentration de saturation : 76 mg/m3 a 25 °C) que HgC.
Le mercure élémentaire, Hg, métallique, est volatilisable dés les températures ambiantes. S'il est
inhalé, il est absorbé & 80 % au niveau alvéolaire (Junge, 1991). Sa liposolubilité lui confére une
affinité particuliére pour les globules rouges du sang et le systéme nerveux central (Goyer, 1986).
Toutes les formes de mercure inorganique sont transformées dans les hématies et dans divers organes
en ion Hg*, responsable de sa toxicité. Les sels mercuriques sont plutét méthylés par la flore
intestinale (observation chez le Rat). A l'inverse, les dérivés organomercuriels tendent a &tre
minéralisés (observation faite chez 1'Homme).

« La concentration de I'air ambiant en cadmium est de 1 2 5 ng/m? dans les zones rurales, 20 ng/m3,
voire au-dela de 50 ou 60 ng/m3 dans les zones urbaines et industrielles (soit environ 20 fois plus
qu'en zones rurales) ; elle est encore 1000 fois plus élevée dans les régions volcaniques : 30 mg/m3
au voisinage de 1'Etna (Goyer, 1986 ; CECAD, 1992).

Le cadmium ne se rencontre jamais sous sa forme CdO dans la nature. On le trouve sous forme de sels
dans certains minerais ou certaines roches. Oxydes, chlorures, sulfures, et autres sels de cadmium
présentent chacun des propriétés trés différentes.

Le CECAD (1992) rapporte qu'une étude, commanditée par la Commission des Communautés
Européennes, signale 5 sources majeures d'émission de cadmium dans l'air, comprises entre 21 et 31
tonnes par an pour l'ensemble de 1'Europe, l'une d'elles étant l'ensemble des incinérateurs
municipaux d'ordures ménageres.

e Les concentrations de plomb en milieu urbain ont sensiblement diminué tout au long de ces
derniéres décennies. En 1989, les émissions frangaises totales avoisinaient 4600 tonnes/an. La
circulation automobile est de loin en France la premiére source de pollution atmosphérique par le
plomb (plus de 90 % des émissions de Pb).

Ainsi, l'air est la principale voie de contamination par le plomb. L'absorption par la voie respiratoire
représente 30 2 60 % de I'absorption totale du plomb, et varie en fonction de la forme inhalée
(particules, vapeurs), de la concentration et de la dimension des aérocontaminants. L'O.M.S.
recommande dans 1'air moins de 0,5 4 1,0 mg Pb/m3 (De Luca d'Alessandro et coll., 1992).

« Le zinc est un oligo-élément qui n'est a priori pas toxique. Cependant I'expérimentation animale et
certains cas d'ingestion accidentelle ont montré que les sels de Zn solubles peuvent présenter un
danger. Le zinc peut aussi pénétrer dans l'organisme animal par la voie aérienne sous forme de
chlorure de zinc, d'oxyde de zinc ou de stéarate de zinc (poussiéres et fumées). Ce métal induit la
synthése organique d'une métallothionéine, une enzyme chargée de fixer Zn pour l'inerter (Goyer,
1986 ; INRS, 1987/1988 ; Junge, 1991).
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Action des métaux lourds

La voie pulmonaire est la principale voie de pénétration du mercure, du cadmium ou du plomb, et
constitue une voie majeure d'entrée du zinc ; le taux d'absorption des métaux lourds au niveau des
alvéoles est trés important. Thioloprives, ces métaux, sous leurs formes ioniques, ont une forte
affinité pour les groupements thiols (-SH) que présentent certaines protéines et affectent ainsi divers
systémes enzymatiques. Ils induisent également la formation de la métallothionéine, par le foie
principalement, dont les groupements thiols sont chargés de les inerter (Goyer, 1986 ; Junge, 1991).
1'ion Hg** peut aussi se fixer sur I'ADN, ce qui peut expliquer les aberrations chromosomiques et les
anomalies congénitales observées lors d'intoxications par CHzHg* (Goyer, 1986 ; Junge, 1991). Les
métaux lourds, en particulier le cadmium et le plomb, sont des poisons cumulatifs. Ils sont
responsables de lésions en toute région du corps, comme par exemple du poumon (Cd), du rein (Cd,
Pb), des systémes nerveux (Hg, Pb), des os (Cd, Pb), des artéres (Hg, Cd) ; ils seraient en outre
carcinogénes. (Goyer, 1986 ; Junge, 1991 ; De Luca d'Alessandro et coll., 1992).

Autres métaux : Le nickel (Ni) est connu pour son action cancérigéne sur les voies respiratoires.
L'arsenic (As) aérien, prépondérant sous la forme AsOs, peut étre absorbé par la voie pulmonaire et
la voie cutanée. Les composés pentavalents de l'arsenic sont réduits in vivo en composés plus
toxiques trivalents. L'arsenic est particulirement cytotoxique car il inhibe la respiration
mitochondriale ; il est en outre toxique et carcinogéne pour le foie (Goyer, 1986). Le chrome (Cr),
sous sa forme hexavalente (CrVI), est lui aussi cytotoxique lorsquil se complexe aux
macromolécules. Des expositions chroniques & des pigments ou des poussiéres chargées de CrVI ont
induit des allergies cutanées et nasales, ainsi que des cancers des voies respiratoires (Goyer, 1986).

D'autres métaux lourds : le cobalt (Co), l'antimoine (Sb), le manganése (Mn), le vanadium
(V), sont des irritants potentiels des voies respiratoires et de la peau ; Mn et V peuvent de plus affecter
le systéme nerveux. Le cuivre (Cu), inhalé en grande quantité, est capable de perturber certaines
fonctions enzymatiques vitales. Le thallium (T1) et I'étain (Sn), qui sont également cités par les
législations relatives aux fumées d'incinération de déchets comme étant potentiellement dangereux, ne

font visiblement pas 1'objet d'études toxicologiques (?).

1.7. Conclusion

Trois familles d'aérocontaminants sont le plus souvent incriminés dans les pathologies respiratoires,
y compris les cancers broncho-pulmonaires :

o les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), famille comprenant le benzo[a]pyréne,

¢ |les métaux,

« les oxydants (radicaux libres ou générateurs de radicaux libres).

Les aérocontaminants sont, bien entendu, sous forme gazeuse, mais également sous forme
particulaire ; et les fines particules présentent des inconvénients majeurs : elles véhiculent toute sorte
de produits, qui sans elles ne parviendraient pas au poumon profond, et elles ont une dissolution et

un contact avec les cellules (en particulier les cellules pulmonaires) prolongés. Les particules ont par
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conséquent une implication que I'on ne peut pas négliger dans la toxicité de I'air.

Nombre des produits inhalés (cf. parmi les organiques) sont des procancérigénes, qui deviennent
cancérigénes aprés leur transformation métabolique, donc uniquement s'ils persistent dans le
poumon. D'autres sont des initiateurs, ou des promoteurs cancérogenes. On mesure alors

I'importance de considérer les notions de mélange de polluants et de chronicité des expositions !

2. Méthodes d'étude de la toxicité des fumées

La toxicologie aérienne est surtout orientée vers la santé humaine. Enquétes épidémiologiques,
observations cliniques, modéles animaux et essais in vitro, débouchent sur des mesures de prévention
et des consignes de sécurité face a certaines substances volatiles. Ces études supposent néanmoins
que la substance considérée ou testée soit préalablement identifi€e par les expérimentateurs.

I est en outre trés difficile de connaitre I'impact toxique de fumées d'incinération de déchets, méme
aprés la collection systématique de données relatives d'une part a la qualité et a la quantité des
éléments présents 2 la cheminée (cf. chapitre premier), et d'autre part a la toxicité des éléments

présents dans les fumées (cf. plus haut dans ce chapitre).

2.1. Enseienements et limites de 1'épidémiologie et des observations cliniques

Les enquétes épidémiologiques sont délicates 2 mener lorsqu'elles touchent au domaine de l'air. La
fumée de cigarette, les pollutions infra muros en constituent deux limites majeures (Dab et Abenhaim ;
1987). De grands accidents industriels, rares, ont mis au jour la toxicité de composés comme le
chlore ou I'ammoniac. Les médecines du travail offrent également de précieuses indications sur les
effets de polluants majeurs (charbon, poussiéres de coton, fibres d'asbestose, autres particules, SOg,
métaux tels I'arsenic ou le cadmium...). Seules quelques enquétes épidémiologiques et quelques
études de risque ont été menées concernant I'impact toxique que peut avoir une usine d'incinération
de déchets compte tenu de son rejet (quasi-) continu de fumées dans la basse atmosphere (Mukerjee et
Cleverly, 1987 ; Gustavsson, 1989 ; Scarlett et coll., 1990 ; Smith et Goeden, 1990).

Les études cliniques sur I'étre humain confirment l'influence de la fumée de cigarette, de gaz
oxydants ou d'autres agresseurs dans les allergies respiratoires, les pathologies du poumon (Crapo et
coll., 1984 : de Cremoux et coll., 1990), celles du systéme nerveux. Elles permettent de préciser les
effets des polluants atmosphériques sur des patients atteints d'affections impossibles a reproduire
chez l'animal (bronchite chronique, asthme allergique...). Leur intérét est grand pour les
pneumologues en particulier. Mais ces études ne peuvent tester qu'un nombre limité de composés et
rarement des mélanges. Elles ne sont donc pas directement une source d'informations pour I'étude de
I'impact des fumées d'incinération des déchets. Leur champ d'action est de plus limité :

¢ 3 des cas d'exposition accidentelle & un polluant (étude des symptOomes, de la réponse

bronchospastique, des effets sur le sang, des effets sur le liquide de lavage broncho-alvéolaire) ;
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« 4 l'étude des effets succédant une exposition contrflée de courte durée a un gaz toxique (par
exemple NO; ou O3). Ces essais sont possibles sur des volontaires ayant donné leur consentement
éclairé, selon les dispositions de la Déclaration d'Helsinki et aprés avis d'un Comité d'éthique qui

aura pris connaissance des objectifs visés et de la méthodologie prévue (Voisin, 1987).

. Enseisnements et limites de 1'écotoxicologie

En matiére d'écotoxicité, des bio-indicateurs (lichens, mousses, végétaux supérieurs) renseignent sur
le degré dimprégnation du milieu naturel & proximité d'une source polluante. Ils n'ont de
signification qu plus ou moins long terme ; ils se traduisent parfois en termes d'effets biologiques
(Kagamimori et coll., 1990 : le cédre ; Keller et coll., 1994 : le hétre), mais le plus souvent, il s'agit
de concentrations bio-accumulées en substances exogenes (Garty et coll., 1993 : les lichens ; Carpi et
coll., 1994 : les mousses). En outre, il faut dans ce domaine prendre en considération le sol et I'eau

comme autres vecteurs possibles de pollution.

Mais il n'existe, pour compléter ces démarches, aucun outil d'écotoxicologie aigu€. Il n'y a pas,
comme dans le domaine de l'eau, de biotest qui compléte la surveillance physico-chimique aux

sources potentielles de pollution atmosphérique par des mesures d'effets sur un support biologique.

2.3 Intérét de développer un test de toxicité pour la surveillance de fumées

2.3.1. Objectifs

L'approche expérimentale est indispensable a la détection des polluants chimiques de I'atmosphere
dangereux pour les organismes vivants et 2 la compréhension de leurs mécanismes d'action. Elle
permet de prendre en considération les interactions des polluants entre eux ou avec des facteurs
extérieurs. Elle compléte les enquétes épidémiologiques menées sur 'Homme. La toxicologie peut
fournir des outils, supplémentaires de I'analyse chimique, pour I'étude des produits de combustion.
Son intérét majeur est de permettre I'étude de mélanges, méme physiquement ou chimiquement
complexes. Son originalité, par rapport & notre étude, serait de caractériser une fumée non par
|'identification, mais par l'analyse des effets sur le vivant de ses composants. c'est ce type d'outils
que nous recherchons, en particulier pour sa prise en compte de la globalité du rejet (des composants

du rejet dans leur ensemble, avec leurs synergies ou leurs antagonismes dans I'action toxique).

2.3.2. Définition des besoins

Trois types doutils toxicologiques permettraient d'étudier de maniére spécifique la toxicité
d'échantillons tels que des fumées d'incinération de déchets :

(1) des systémes d'alerte ou de screening, par exemple des tests de toxicité aigué (ou subaigué),
réagissant rapidement 2 la présence de relativement fortes concentrations de polluants dont la présence
ou 'augmentation sont accidentelles ;

(2) des systémes d'évaluation des effets a long terme, c'est-a-dire des tests de toxicité chronique
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menés sur une longue durée qui serait estimée "représentative de la réalité humaine" ; ou au contraire,
des tests courts particuliérement sensibles, reflétant des modifications biologiques mineures qui
pourront étre a l'origine de complications chroniques de santé ;

(3) des systémes permettant 1'étude d'aspects toxiques particuliers (par exemple, la génotoxicité).

Ces outils biologiques distinguent au moins deux catégories : les tests in vivo et les tests in vitro.

Pour qualifier les fumées d'incinération de déchets comme étant de bonne ou de mauvaise qualité, il
semble que notre test requiert les caractéristiques suivantes :

« il compléterait les analyses physico-chimiques déja en place sur les sites de traitement des déchets ;
e il réagirait 2 de nombreux et divers polluants, présents sous différentes formes (gaz, aérosols,
particules ; organiques ou minéraux) et variables dans le temps ;

« il serait sensible directement a la phase "fumées" ;

« il permettrait un suivi continu des rejets a l'atmosphére et une interprétation rapide des réponses.

La bibliographie est trés pauvre en ce qui concerne d'éventuels tests applicables a des gaz ou fumées.
Hormis les essais classiques sur animaux, visant 2 définir la CLsp de quelques gaz simples, il

n'existe aucun test bien défini, et bien entendu aucun ne réunit toutes les qualités précitées.

2.4. Les modéles animaux en toxicologie

2.4.1. Applications

Les modéles animaux sont qualitatifs. On sait ainsi que les oxydes d'azote ou l'ozone sont
certainement responsables de destruction de la paroi alvéolaire, les HAP, les dioxines, les fibres ou
certains métaux causent des cancers du poumon, le plomb est un toxique du systéme nerveux, le

benzéne est cause de leucémies...

Les modéles animaux sont quantitatifs. [ls meénent a I'établissement de relations concentration/réponse
et des concentrations létales pour l'animal (particulirement CLsg) qui permettent d'établir des
concentrations maximales admissibles pour 'Homme (CMA) ou des valeurs limites moyennes
d'exposition (VME). C'est le seul critere sérieux de référence actuel en toxicologie. Les animaux de
laboratoire sont choisis génétiquement semblables quand les études épidémiologiques ou cliniques
s'appuient sur l'observation d'étres humains tous différents. De plus, ces études offrent une

possibilité d'analyse des tissus aprés l'autopsie des animaux.

La limite de ce type de tests réside d'une part dans le grand nombre d'animaux qu'ils requiérent en
général, et d'autre part dans la tentation, mais la difficulté extréme, d'une extrapolation a I'Homme.
Par précaution, les essais sont souvent réalisés sur plusieurs espéces animales. Mais il s'agit
classiquement de rongeurs, dont d'une part I'appareil respiratoire (le museau en particulier) est
relativement plus développé, donc plus exposé que celui de I'Homme, et d'autre part la muqueuse

respiratoire est mieux protégée que celle de 'Homme par de plus nombreuses cellules ciliées.
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2.4.2. Exemple : le "modéle feu"

11 s'agit d'un test de toxicité aigué, de toxicité subaigué ou de comportement (Capron et coll., 1992).
Le "modeéle feu", développé par 'UFR de Médecine et de Pharmacie de Rouen, est un exemple de
l'adaptation d'un outil expérimental de toxicologie & une application particuliére : I'étude des effets
létaux et sublétaux des fumées de feux de broussailles ou de feux de matériaux divers, au laboratoire,
a partir d'un four qui mime les conditions d'un incendie. Schématiquement les fumées effluentes sont
dirigées vers une enceinte d'exposition contenant quatre souris, ainsi que Vvers une boule
actigraphique contenant une souris dont les mouvements sont enregistrés en continu (Jouany,
communication personnelle, 1992 ; Capron et coll., 1992).

Les paramétres biologiques exploités sont : pour les critéres létaux, le nombre de morts, la CLso en
g/m3 d'échantillon et un temps moyen de mort ; pour les critéres sublétaux sont pris en compte un
temps d'incapacitation partielle et un temps d'incapacitation totale. Parallelement, diverses mesures
physico-chimiques de contrdle sont effectuées : température, opacimétrie, ventilation, flux thermique,
[CO], [CO3]... Le temps d'exposition des animaux aux fumées est limité 2 20 minutes, un temps qui
se rapproche du temps d'évacuation évalué en cas d'incendie réel ; le débit d'air est de 30 l/h. Toutes

les données sont enregistrées, intégrées et analysées sur logiciel informatique.

Les résultats obtenus lors de la combustion de plusieurs essences végétales (températures comprises
entre 550 et 740 °C) montrent un premier temps d'incapacitation de 4 a4 7 minutes suivant les
expériences, un temps d'incapacitation totale de 6 2 10 minutes ; un nombre de morts de O a 4
individus sur 4, un temps moyen de mort de 8 2 14 minutes. Les CL5o sont comprises entre 300 et
450 g/m3 suivant I'essence thermolysée. Ces chiffres permettent d'abord de quantifier le risque
toxique 1ié ici a la combustion des végétaux arbustifs ; I'échantillon de fumée est préservé sous sa
forme gazeuse et globale. Puis, fait important, ces chiffres autorisent une comparaison des effets,
selon le combustible introduit dans le four. Enfin, ils peuvent constituer un outil pour le choix des
especes végétales a planter préférentiellement sur les sites sujets aux incendies (ou de matériaux de
construction aéronautique, dans un autre contexte de recherche). Si les corrélations concentration/effet
sont rares, ce test constitue néanmoins un bon systéme d'alerte face a I'émission de substances

particuliérement toxiques (Jouany, communication personnelle, 1992).

gles ¢ aires en toxicologie

Les modeles cellulaires in vitro, utilisés largement dans les domaines de l'eau, ne sont pas
directement adaptés aux études d'atmosphéres. Ils permettent toutefois d'appréhender la toxicité de la
phase particulaire ou des aérosols de fumées que I'on aurait dissous dans des solvants liquides ; mais

ces indications sont éloignées de la réalité physique des fumées.

2.5.1. Modéle cellulaire et génotoxicité

Le test d'Ames et coll. (1975), complété par Maron et Ames (1983), consiste 4 déterminer in vitro
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l'activité mutagéne d'un agent chimique a partir d'une souche mutante, auxotrophe pour I'histidine(©),
de la bactérie Salmonella typhimurium. Les mutants réverses spontanés ou induits par un agent
mutagéne ont rétabli la prototrophie et sont donc capables de se développer sur un milieu limitant en
histidine, alors que les bactéries mutantes ne s'y développent pas.

Dans la littérature, il est décrit que le test d'’Ames est appliqué 2 des extraits liquides de fumées. Les
effets sont donc exprimés en doses, puis convertis en concentration (masse par m3) en fonction des
paramétres d'échantillonnage. Le test concerne :

o des particules et leurs extraits organiques, échantillonnés sur filtre en fibre de verre (Matsumoto et
Inoue, 1987 : l'air ambiant, sa fraction neutre, sa fraction polaire ; Suter, 1988 : le feu de Sandoz en
1986 ; Tuominen et coll., 1988 : les atmosphéres urbaines ; Victorin et coll., 1988 et Benestad et
coll., 1990 : incinération d'OM).

» des poussiéres et cendres volantes du séparateur électrostatique d'usines d'incinération de déchets
(Vellosi et coll., 1988 et Silkowski et coll., 1992 : incinération d'OM : Donnelli et coll., 1988 :
mélanges de dioxines retrouvées par ailleurs dans les cendres).

« des condensats de fumées, échantillonnés par un refroidisseur (Vellosi et coll., 1988 ; Victorin et
coll., 1988 et Benestad et coll., 1990 : incinération d'OM).

« des composés volatils, échantillonnés sur colonne XAD-2 (Victorin et coll., 1988 et Benestad et
coll., 1990 : incinération d'OM).

Les fumées des usines d'incinération de déchets sont constituées de nombreux composés organiques,
dont certaines molécules ont un pouvoir mutagéne connu. Une grande partie des composés
mutagénes sont également cancérigénes : par le test d'Ames, c'est donc le risque d'apparition de
cancers que 1'on évalue. En outre, le test d’Ames est un test classique, bien défini et commode. Un
inconvénient est sa mauvaise qualité face aux substances volatiles ou volatilisables (Tuominen et
coll., 1988).

En outre, Courtois et coll. (1987) ont adapté le test de mutagénése d’Ames a I'étude de fumées, en
impactant les particules aériennes dans les géloses nourriciéres des bactéries et en inventant un mode

de contact des boites de culture aux gaz.

2.5.2. Modele cellulaire et toxicité globale

Plusieurs équipes frangaises de recherche (Adolphe et coll., 1995) ont mis au point des systémes
d'exposition de diverses populations cellulaires du poumon a des concentrations réalistes de polluants
aériens. Leur but est de déterminer la toxicité globale et les mécanismes d'action des aérocontaminants
pour analyser et comprendre la survenue de pathologies respiratoires. Cette tactique offre de
nombreux avantages théoriques :

o le matériel cible est facile a obtenir, a partir de I'animal ou de I'homme, par biopsie ou par sélection
de populations cellulaires diverses ; le test est relativement moins cher ;

* I'exposition au toxique exige des enceintes d'exposition plus simple a concevoir et a construire que

celles destinées a l'exposition d'animaux ;

6 ou "his-", c'est-a-dire qui ne posséde pas le géne de l'histidine.
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* les ressources de la biologie cellulaire élargissent considérablement les possibilités d'analyses des
perturbations métaboliques et fonctionnelles induites par les substances toxiques, éclairant la genese
des désordres observés au niveau des organes cibles.

e Les cultures cellulaires in vitro permettent de comparer les toxicités relatives de différents
échantillons, ainsi que la toxicité d'un élément selon sa spéciation chimique.

Par contre, les cultures cellulaires sont des modeles de vie simples, auxquels il manque les
interactions complexes qui pourtant participent 2 la protéolyse, a la fibrogénése ou a la carcinogéneése.
En outre, l'utilisation de leurs techniques pour la quantification d'une toxicité face a un mélange
inconnu constitue une nouvelle démarche, qui reste expérimentale. De tels essais semblent de plus

difficiles a appliquer en routine sur un site industriel.

2.53. Exemple : Le modéle de culture cellulaire en aérobiose de I'Institut Pasteur de Lille

I s'agit d'un test de cytotoxicité in vitro, permettant de soupgonner d'éventuels effets toxiques a long
terme sur le poumon humain (Voisin et coll., 1977a).

e Description du test

Congue pour étudier 'impact des polluants atmosphériques sur I'appareil respiratoire, cette technique
met en ceuvre la culture de macrophages alvéolaires. Le macrophage alvéolaire est le principal acteur
de la défense immunitaire du poumon. Son ubiquité, son aptitude au contact avec la phase gazeuse,
son aspect multifonctionnel face aux agressions de 1'appareil respiratoire, en font une cellule vivante
de choix pour un test de toxicité global (Voisin et coll., 1988a). Selon la technique décrite (Voisin et
coll., 1977a), les cellules sont montées sur une membrane qui les maintient a l'interface entre un
réservoir de milieu nutritif et la phase aérienne. Elles sont ainsi directement disponibles pour un
contact avec l'atmosphére environnante. L'étude de gaz spécifiques comme de mélanges complexes

de polluants devient possible. Les expositions ne dépassent pas 24 heures.

Nombre de paramétres de contrdle de la cytotoxicité, encore appelés marqueurs biologiques, ont été
étudiés par Pr Voisin et ses collaborateurs, a partir de macrophages alvéolaires ainsi exposés a une
phase gazeuse présumée toxique. Les principaux d'entre eux, relevés dans la littérature, sont :

- 1a morphologie cellulaire, analysée par différentes techniques microscopiques ;

- la viabilité cellulaire, souvent évaluée par un dosage de I'ATP intracellulaire (Voisin et coll., 1988a ;
Voisin et Wallaert, 1990) ;

- des activités cellulaires : activité phagocytaire (Voisin et coll., 1977a), activité bactéricide, activité
chimiotactique neutrophile (Voisin et coll., 1988a ; Voisin et Wallaert, 1990), relargage d'anion
superoxyde, apparition de métabolites différentiels de l'acide arachidonique (Kouzan et coll., 1989) ;
- l'activité des antioxydants de la cellule : glutathion, superoxyde dismutase, catalase, glutathion
peroxydase (Voisin et coll., 1988a ; Voisin et Wallaert, 1990).

* Applications du test
Cette technique, employée pour I'étude de gaz purs (SOz, NO3, Os3...) a également été expérimentée
sur des mélanges (Voisin et coll., 1977b, 1979a, 1979, 1987, 1988a, 1990 ; Kouzan et coll., 1989 ;
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Voisin et Wallaert, 1990) :

- sur les échappements de véhicules diesel (Kouzan et coll., 1989) ; voir la figure 8 ;

- sur les atmosphéres urbaines (Voisin et coll., 1986, 1988a ; Voisin, 1989) ; voir la figure 9 ;
- sur la fumée de cigarette (Voisin et coll., 1985a, 1988a).

Ce systeme s'adapte a diverses sources, en continu, méme si ce sont des mélanges complexes et
concentrés ; il permet une réponse rapide. L'important est de bien définir le "marqueur” ou I'ensemble
de "marqueurs" sensibles, fiables et reproductibles qui indiqueront la cytotoxicité.

2.6, Conclusion

Trois démarches sont envisageables pour la mise au point d'un test de toxicité applicable aux fumées
d'incinération des déchets (ci-apreés).

(1) Construire des enceintes d'inhalation pour petits Rongeurs, branchées directement a la cheminée
d'évacuation des fumées a tester, et mettre au point un protocole d'exposition continue et de
surveillance de 1'animal ; cette stratégie s'inspirerait des travaux décrits par Capron et coll. (1992)
concernant I'étude des feux de broussailles. Il s'agirait d'essais in vivo, délicats a gérer, difficiles a
interpréter.

(2) Adapter un bioessai bien maitrisé pour les études d'échantillons aqueux, 2 la nature particuliere
des fumées (gaz + aérosols + particules). C'est ce qu'ont fait par exemple Courtois et coll. (1987) du
test de mutagenése d'Ames et coll. (1975), Cebulska-Wasilewska (1992) des essais sur végétaux
(travaux sur Tradescantia), Microbics Corporation (CA, USA ; 1992) en tentant d'adapter le test
Microtox-eau en test Airtox. Notons que les trois essais précités concernent la seule génotoxicité.

(3) Elaborer un test de toxicité globale & partir de techniques in vitro mises au point par le corps
scientifique pour I'étude des pathologies respiratoires. Il s'appuierait sur I'aptitude des cellules

pulmonaires a réagir vite au large éventail des gaz, aérosols et particules qui entrent & leur contact.

Nous choisissons cette troisiéme option pour deux raisons majeures.

« D'abord parce que c'est l'appareil respiratoire qui, chez 'Homme, est la premiere cible de la
pollution atmosphérique ; en particulier, les cellules qui tapissent et défendent le poumon supportent
un contact direct avec les polluants et sont aptes  réagir rapidement (et de fagon mesurable) face aux
agressions des atmosphéres. Par conséquent 2 partir d'une technique de culture cellulaire en aérobiose
décrite par Voisin et coll. (1977a), un bioessai sera mis au point sur un site industriel. Il consistera a
exposer, pendant un laps de temps court, des cellules de type pulmonaire aux fumées d'incinération
de déchets. La réactivité cellulaire (mesure d'une toxicité globale) conduira 4 la mise en place, puis a
l'utilisation en surveillance des fumées, d'une échelle de qualité complémentaire des contrdles
physico-chimiques.

« Enfin parce que l'expérimentation in vitro est la plus simple a réaliser techniquement et bénéficie des
récents progrés des biologies cellulaire et moléculaire (Voisin, 1987 ; Adolphe et coll., 1995).
Associée aux modeles de dispersion et de dilution des fumées, elle permettrait méme une étude

originale du risque potentiel encouru par les populations exposées.
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Tableau V. Hypotheses de travail, pour 1a mise au point d'un test biologique de qualité des fumées.
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B. REACTIF BIOLOGIQUE FACE AUX FUMEES

Les qualités requises pour un test global de toxicité des fumées d'incinération de déchets sont
rassemblées dans le tableau V. Pour atteindre ces qualités, la stratégie adoptée est la suivante :

» travailler 4 la mise au point du test, 2 la fois au laboratoire et sur un site industriel, afin de ne surtout
jamais s'éloigner des réalités du terrain !

o adapter le matériels et les méthodes au fur et 2 mesure de la mise en place du test, en fonction des
contraintes imposées par le travail sur site et de 'efficacité des techniques que choisies a priori pour
leur aspect pratique.

Les travaux seront menés en trois phases :
« ['élaboration du test et le choix des matériels et méthodes,
* la mise au point des différentes étapes du bioessai et leur enchainement,

« la validation des choix successifs (la validation du test).

I. CELLULES DE TYPE MACROPHAGIQUE

Le test mis au point sera basé sur la réaction de cellules vis-a-vis de polluants atmosphériques
présents "en concentrations réalistes”. Le choix des cellules repose sur deux constatations :

« un polluant touchera les cellules cibles d'un organisme bien avant que l'organisme tout entier ne
signale I'affectation. Car l'effet d'une exposition répétée a une faible concentration de polluant
n'apparaitra qu'une fois les cellules cibles saturées ou fatiguées ;

« une cellule posséde l'arsenal biochimique qui lui permet de répondre rapidement a l'intrusion dans
son milieu d'une substance exogéne : c'est cette réaction aigué, préventive de la réaction chronique de

1'étre vivant, qu'il est intéressant de mesurer.

1. Le mode¢le du macrophage alvéolaire (MA)

Les macrophages alvéolaires sont des cellules dérivées de la lignée monocytaire dont l'origine est
médullaire. Ils franchissent la barriere alvéo-capillaire pour pénétrer dans les espaces aériens des
alvéoles pulmonaires. Ils se déplacent librement & la surface des parois alvéolaires ainsi que sur la
mugqueuse bronchique. Pris en charge par le systéme mucociliaire qui remonte le long des voies
aériennes, ils peuvent étre éliminés par expectoration. A l'interface entre les milieux biologiques et
l'air inhalé, les MA préservent le poumon des agressions des gaz, des particules minérales et des
agents bactériens ou fongiques véhiculés par l'air, tout en prévenant leur entrée dans les milieux

internes.
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* Les MA sont des cellules défensives de leur milieu :

- face aux gaz, les MA réagissent immédiatement. Ils assurent leur dégradation ou la neutralisation
de leur fonction toxique, puis leur élimination par la voie sanguine. IIs libérent des enzymes d'une
grande diversité, des médiateurs puissants de l'inflammation, et des substances capables d'agir sur la
motricité bronchique ; de plus, elles influencent le comportement d'autres populations cellulaires
locales : les polynucléaires neutrophiles ou éosinophiles, les lymphocytes, les fibroblastes, les
plaquettes sanguines, les cellules sécrétoires bronchiques.

- face aux particules, les MA jouent le role de cellules-filtres en les phagocytant. Ils les €liminent
par transport, par dégradation enzymatique, ou de fagon uitime, par accumulation ; ils posséde une
action bactéricide ou fongicide sur les agents infectieux. Ils ont également pour role de susciter une
réponse immunologique locale aux antigénes inhalés, par I'information antigénique et la régulation

des fonctions lymphocytaires qu'elles assurent.

e Les MA sont aussi des cellules agressives pour leur milieu :

toutes les particules accumulées par les MA ne sont pas éliminées ; celles qui subsistent prolongent
l'activité sécrétoire des phagocytes. Les enzymes excrétées par les MA deviennent a long terme
préjudiciables pour l'appareil respiratoire, en provoquant des lésions dégénératives (emphysémes ou
fibroses).

* Par conséquent, les MA sont des cellules :

- que l'on peut mettre au contact de l'air,

- sensibles 2 la fois aux gaz et aux particules ; ces cellules possédent un large panel de réactions
face aux agressions de l'air, de la stimulation a la dégénérescence cellulaires, qui aura des

répercussions sur 1'état de viabilité cellulaire.

2. Cellules en lignée "de type macrophagique"

" "

1. Qu'est-ce e macrophagigue

Les cellules en lignée de rype macrophagique (Voisin et coll., 1986) possédent des caractéristiques
des macrophages alvéolaires, mais elles restent différentes des MA :

* ce sont des monocytes ; moins différenciées que les MA, on ne les trouvera pas au niveau du
poumon, mais plutdt au niveau de la plévre ;

* leur morphologie est comparable 2 celle des MA ; ce sont des macrocellules impliquées dans la
réponse immunitaire ;

* leur pouvoir phagocytaire est moins performant de celui des MA ;

« leurs sécrétions sont de nature différente de celles des MA.

Mais la culture in vitro de ces cellules en aérobiose, suivant la technique de culture cellulaire décrite
par Voisin et coll. (1977a), est capable d'induire des modifications d'importance dans leur

comportement et leurs aptitudes. 11 sera donc essentiel de comparer ces cellules en lignée, maintenues
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e Les MA sont des cellules défensives de leur milieu :

- face aux gaz, les MA réagissent immédiatement. Ils assurent leur dégradation ou la neutralisation
de leur fonction toxique, puis leur élimination par la voie sanguine. Ils libérent des enzymes d'une
grande diversité, des médiateurs puissants de linflammation, et des substances capables d'agir sur la
motricité bronchique ; de plus, elles influencent le comportement d'autres populations cellulaires
locales : les polynucléaires neutrophiles ou éosinophiles, les lymphocytes, les fibroblastes, les
plaquettes sanguines, les cellules sécrétoires bronchiques.

- face aux particules, les MA jouent le rble de cellules-filtres en les phagocytant. Ils les éliminent
par transport, par dégradation enzymatique, ou de facon ultime, par accumulation ; ils posséde une
action bactéricide ou fongicide sur les agents infectieux. Ils ont également pour role de susciter une
réponse immunologique locale aux antigénes inhalés, par l'information antigénique et la régulation

des fonctions lymphocytaires qu'elles assurent.

« Les MA sont aussi des cellules agressives pour leur milieu :

toutes les particules accumulées par les MA ne sont pas éliminées ; celles qui subsistent prolongent
l'activité sécrétoire des phagocytes. Les enzymes excrétées par les MA deviennent a long terme
préjudiciables pour l'appareil respiratoire, en provoquant des 1ésions dégénératives (emphysémes ou

fibroses).

« Par conséquent, les MA sont des cellules :

- que I'on peut mettre au contact de I'air,

- sensibles 2 la fois aux gaz et aux particules ; ces cellules possédent un large panel de réactions
face aux agressions de l'air, de la stimulation a la dégénérescence cellulaires, qui aura des

répercussions sur I'état de viabilité cellulaire.

2. Cellules en lignée "de type macrophagique"

2.1. Ou'est-ce que le "type macrophagique”

Les cellules en lignée de type macrophagique (Voisin et coll., 1986) possédent des caractéristiques
des macrophages alvéolaires, mais elles restent différentes des MA:

e ce sont des monocytes ; moins différenciées que les MA, on ne les trouvera pas au niveau du
poumon, mais plutot au niveau de la plévre ;

« leur morphologie est comparable a celle des MA ; ce sont des macrocellules impliquées dans la
réponse immunitaire ;

» leur pouvoir phagocytaire est moins performant de celui des MA ;

« leurs sécrétions sont de nature différente de celles des MA.

Mais la culture in vitro de ces cellules en aérobiose, suivant la technique de culture cellulaire décrite
par Voisin et coll. (1977a), est capable d'induire des modifications d'importance dans leur

comportement et leurs aptitudes. Il sera donc essentiel de comparer ces cellules en lignée, maintenues
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en culture sur membrane en phase gazeuse, aux MA maintenus dans les mémes conditions de survie.

érét de ce icnée

Les macrophages alvéolaires constituent un matériel complexe a exploiter, car leur récolte nécessite un
lavage pulmonaire chez 'Homme en milieu hospitalier, ou chez le Rongeur (le Cobaye par exemple)
dans un laboratoire agréé. Il s'agit de contraintes pesantes pour un test de toxicité de terrain. Clest
pourquoi les cellules sur lesquelles reposeront le test appartiendront 2 une lignée qui, tout en restant
d'un rype macrophagique, permettra une multiplication cellulaire in vitro (une multiplication dont est
incapable le macrophage). Outre cet avantage majeur, cette alternative permet :

e de ne pas entretenir d'animalerie,

o de transporter les cellules en flacon, dans leur milieu liquide,

« de conserver la souche utile au test par congélation dans l'azote liquide,

o d'affranchir I'expérimentateur des diversités, tant quantitative que qualitative, qu'il constate d'un
individu a l'autre pour les MA (en effet, les MA se transforment et s'adaptent en fonction des
agressions que subit chaque animal).

L'alternative présente par contre un inconvénient : les cellules en lignées de type macrophagique sont
moins différenciées que les macrophages eux-mémes (c'est d'ailleurs pour cela qu'elles conservent la
faculté de se diviser et se multiplier en culture). En conséquence, leur comportement de défense face

aux gaz et poussiéres risque d'étre moins spécifique ou moins important que celui des MA.

Plusieurs lignées monocytaires ont été sélectionnées. Il s'agit de la P388-D1 (origine murine), la
HL-60 (origine humaine), la U-937 (origine humaine), la THP-1 (origine humaine). A priori, ces
cellules se cultivent dans un milieu nutritif commun et s'y multiplient.

2.3.1. Pré-sélection des lignées U-937 et THP-1

U-937 est une lignée monocytaire pleurale humaine, isolée puis cultivée suite 2 un lymphome
histiocytaire généralisé par Sundstrom et Nilsson (1976).

THP-1 est une lignée cellulaire sanguine humaine, isolée puis cultivée suite 3 une leucémie
monocytaire aigué. Elle posséde toutes les propriétés du monocyte, y compris ses fonctions
immunologiques. Tsuchiya et coll. (1980) sont les premiers a avoir utilisé ces cellules.

2.3.2. Sélection par des essais de culture

La culture des cellules au laboratoire a permis de définir quatre critéres déterminants pour le choix des
lignées aptes pour le test (voir partie deux - Matériels et méthodes) :

« une relative stabilité dans le temps, de la souche en cultures successives,

« une facilité d'entretien des cultures,
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« une multiplication cellulaire satisfaisante,

* une aptitude cellulaire 2 la vie en culture en phase aérobie (culture sur membrane).

2.3.3. Sélection par diverses comparaisons au modele du macrophage alvéolaire (MA)

Le MA, qui réagit bien face aux polluants atmosphériques et dont la réaction est mesurable (Aerts et
Voisin, 1981 ; Voisin, 1987, 1988, 1989 ; Kouzan et coll., 1989 ; Voisin et Wallaert., 1990 ; Gosset
et coll., 1991 ; Voisin et coll., 1977a, 1977b, 1979a, 1979b, 1985a, 1985b, 1986, 1987, 1988b,
1990), est notre modele cellulaire pour la mise au point d'un test. Il est donc possible de choisir la
lignée cellulaire en comparant l'adaptation et le comportement des cellules candidates pour le test de
toxicité des fumées avec le MA (voir partie deux - Matériels et méthodes).

II. PARAMETRES BIOCHIMIQUES CARACTERISTIQUES DES
CELLULES

1. Activité cellulaire de trois molécules anti-oxydantes

Le macrophage alvéolaire (MA) est bien pourvu en agents anti-oxydants comme le glutathion, la
glutathion peroxydase, la superoxyde dismutase ou la catalase (Voisin et coll., 1987). L'objectif de
I'étude qui suit, axée sur les cellules THP-1, est de savoir si ces cellules sont également capables de
survivre en phase aérobie et de se défendre face aux atmospheres. La concentration de glutathion, les
activités de la superoxyde dismutase et de la catalase, sont les trois paramétres que nous avons choisi

de suivre pour comparer l'adaptation en aérobiose des cellules en lignée a celle des MA.

Les substances toxiques exogénes sont métabolisées par les cellules afin d'étre détoxifiées, puis
éliminées. Les réactions les plus fréquentes sont des oxydations ou des conjugaisons, qui inactivent
les composés et les rendent hydrosolubles (Berkaloff et coll., 1977). Ainsi, les radicaux libres (R*) et
les espéces réactives de l'oxygeéne (Oz*, OH-, H,0,, 'O, et ROOH) ne sont pas seulement des
molécules dangereuses issues de réactions secondaires entre co-polluants de I'atmosphére (ozone,
oxydes d'azote et autres, émis par l'industrie et les automobiles ; Byczkowski et Gessner, 1988) ; ils
sont aussi les produits secondaires des oxydations intracellulaires. O2*- et R* induisent des réactions
en chaine nuisibles pour les entités biologiques (protéines, ADN, phospholipides...). Les cellules
eucaryotes sont dotées d'un systéme de défense contre ces molécules, qui compte la vitamine E, la
vitamine C, le B-caroténe, le glutathion, l'acide urique, la bilirubine, et plusieurs métalloenzymes
comme la glutathion-peroxydase (Se), la catalase (Fe), les superoxyde-dismutases (Cu, Zn, Mn),
ainsi que des protéines comme la céruloplasmine (Cu) (figure 10 ; Machlin et Bendich, 1987).
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L.1. Glutathion

Le glutathion est un tripeptide, localisé sous sa forme sulfhydryl (glutathion réduit GSH) pour
I'essentiel dans le cytosol des cellules eucaryotes ; mais il se rencontre également dans le noyau et
dans la mitochondrie de la cellule (Griffith, 1980 ; Reed et coll., 1990). Sa concentration est trés
variable d'un type cellulaire a l'autre (Adolphe et coll., 1995). Sa terminaison thiol (-SH) qui lui
confére des propriétés nucléophiles et réductrices efficaces dans la défense contre les radicaux libres,
les oxydants et les molécules électrophiles. Le GSH est également impliqué dans les réactions de
phase II qui permettent 'inactivation des métabolites actifs des xénobiotiques par sulfatation, grace
aux glutathion-S-transférases. En tant que substrat de la glutathion-peroxydase (G-Px), GSH
participe 2 la disparition de HO (Paglia et Valentine, 1967) et des peroxydes lipidiques (Chang et
coll., 1992). GSH est alors oxydé en GSSG, puis est aussitot régénéré sous sa forme réduite GSH
(Anderson, 1985) sous l'action de la glutathion-réductase (GSSG-R) aux dépens de la nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate réduite NADPH (figure 11). Si 1'on mesure la concentration cellulaire
en GSH et le rapport GSH/GSSG, 'on connait ce que Adolphe et coll. (1995) appellent le statut de la

cellule, ou sa capacité A se défendre face aux agressions, en particulier face au stress oxydant.

Upero

Ces métalloenzymes catalysent la dismutation de l'ion superoxyde en oxygéne et en peroxyde
d'hydrogene (figure 12 ; McCord et Fridovich, 1969). Successivement, la SOD oxyde un ion Oy* en
O, puis réduit un second ion Op* en H>0,, grice a son centre actif doté d'un métal de transition
(Cu2+/Cu, Fe3+/Fe2*, Mn3+/Mn2+ ; Brunori et Rotilio, 1984). Les SOD font également partie
intégrante du systéme naturel de défense contre les radicaux libres (Fulbert et coll., 1992). La SOD la
plus importante est la SOD & cuivre et zinc (SOD-CuZn), soluble et présente dans la plupart des
cellules eucaryotes au niveau du cytosol (Fulbert et coll., 1992) et des peroxysomes (Tsan, 1993).
Dans le poumon, elle représente 8590 % de l'activité totale des SOD. La SOD a manganese
(SOD-Mn) contribue dans le poumon a 10-15 % de l'activité totale des SOD ; elle est localisée dans la
matrice mitochondriale de la cellule eucaryote et est inductible (expériences sur le Rat : Tsan, 1993 ;
Sun et coll., 1993). Son activité serait la seule 2 augmenter en cas d’hyperoxie, rendant son role
prépondérant, au niveau de 1'épithélium pulmonaire (Tsan, 1993 ; Lewis-Molock et coll., 1994).
SOD-Mn est active en particulier dans les cellules alvéolaires de type Il (Lewis-Molock, 1994). Il
existe en outre une SOD extracellulaire (qui contient aussi Cu et Zn), isoenzyme la plus abondante du
plasma, dont le rdle est incertain (Tsan, 1993). La SOD a fer n'est présente que dans certaines
cellules procaryotes (ex. E. coli : Beyer et Fridovich, 1987).

Parce que la SOD produit du H,0,, qui est au moins aussi dangereux pour la cellule que Oz* qui
alors disparait, cette enzyme, pour étre plus efficace et pour ne pas induire A son tour une toxicité,
doit travailler en tandem avec la catalase et/ou une autre enzyme anti-oxydante comme la glutathion-
réductase et la glutathion-peroxydase (Byczkowski et Gessner, 1988 ; Amstad et coll., 1994).
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(mesure de viabilité du témoin) - (mesure de viabilité de 1'essai)

% cytotoxicité = (mesure de viabilité du témoin)

x 100

Equation el. Expression mathématique générale de la cytotoxicité.
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1.3. Catalase

La catalase est une protéine composée d'un héme doté d'un atome de fer. Localisée dans les
peroxysomes des cellules eucaryotes, elle a deux fonctions (figure 13) : son activité catalytique
favorise la décomposition du peroxyde d’hydrogéne en oxygéne et en eau (a), et son activité
peroxydique permet l'oxydation des donneurs d'hydrogéne (méthanol, éthanol, acide formique,
phénols) avec la consommation d'une mole de peroxyde (b). A l'origine des deux types de réactions,
il y a toujours la constitution du complexe actif catalase-H,O, (Beers et Sizer, 1951 ; Aebi, 1984).

2. Viabilité cellulaire et cytotoxicité

Les pharmacologues sont les premiers 2 s'étre intéressés aux états de vie et de mort des cellules, qui
permettent d'évaluer les effets de nouvelles molécules en limitant le recours a l'expérimentation
animale. C'est dans cette optique qu'est apparu dans les années 1970 le test d’Ames, au service de la
toxicologie génétique. Aujourd'hui, les méthodes toxicologiques in vitro sont de plus en plus
sollicitées pour des approches plus générales que la seule toxicologie génétique. Elles font appel a des
types cellulaires d'origine variée et sont associées a des techniques de mesure performantes, parfois
automatisables, qui favorisent l'interprétation quantitative des affections sur des échelles arbitraires
(Adolphe et coll., 1995). C'est exactement ce type d'outil que nous proposons de développer : nous
voudrions associer a la culture de cellules THP-1 (ou autres) en phase gazeuse pour une exposition
aux fumées d'incinération de déchets, une technique d'évaluation globale, simple et pratique de la
cytotoxicité résultante.

2.1. De la vie 2 la mort cellulaire

La viabilité cellulaire qualifie une cellule qui posséde son intégrité membranaire et qui assure
toutes ses fonctions d'échange avec le milieu extracellulaire et d'entretien personnel. La mortalité
cellulaire survient par nécrose ou par apoptose : la nécrose survient aprés une lésion cellulaire,
physique ou chimique ; 'apoptose conduit & une mort programmée de la cellule, régulée par des
signaux de l'environnement cellulaire (Adolphe et coll., 1995).

2.2. Cytotoxicité

«La cytotoxicité est la recherche d'un effet toxique sur un type cellulaire, le plus souvent peu
différencié, par une méthode évaluant un parameétre trés général.». Les paramétres d'évaluation de la
cytotoxicité sont souvent 1'intégrité membranaire, ou l'inhibition de certains processus métaboliques
(Adolphe et coll., 1995). Si l'on choisit de parler d'une toxicité trés globale, alors I'on peut plus
simplement définir la cyfotoxicité comme étant complémentaire de la viabilité cellulaire sur cent

pourcent de cellules observées ; ainsi, si le témoin représente des cellules de référence maintenues
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Figure 14. Le cycle de Krebs (mitochondrie des cellules eucaryotes) ; (Berkaloff et coll., 1978).
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dans une atmosphére sans toxique et 1'essai des cellules exposées aux toxiques, la cytotoxicité peut

s'exprimer suivant 1'équation el.

Dans cette étude, nous choisissons de prendre en compte la seule mort cellulaire comme parameétre de
cytotoxicité, en particulier parce qu'elle est un parameétre global. Nous n'étudierons donc pas les
modifications de comportement pourtant notées chez le MA (ex : variations sécrétoires, comme le

facteur chimiotactique des polynucléaires, pouvoir bactéricide,... ; Voisin et Wallaert, 1990).

Les méthodes d'évaluation de la viabilité cellulaire sont le plus couramment fondées sur des

perturbations : soit de la perméabilité membranaire, soit de la prolifération cellulaire.

23.1. Perméabilité cellulaire et viabilité cellulaire

Les membranes cellulaires deviennent perméables en perdant leur cohésion : les cellules sont alors
considérées comme mortes ou mourantes. Les techniques utilisées pour distinguer les cellules mortes

des cellules vivantes au sein d'une population cellulaire emploient le plus souvent des colorants.

» Colorants vitaux ou d'exclusion
Ils pénétrent passivement dans les cellules mortes. Par exemple : le bleu Trypan. Seules les cellules
mortes sont alors colorées (en bleu, par le bleu Trypan).

» Colorants supravitaux ou d'inclusion
IIs pénétrent activement dans les cellules vivantes. Par exemple : le rouge neutre. Seules les cellules

vivantes sont alors colorées (en rouge, par le rouge neutre).

o Colorants supravitaux avec étape de métabolisation

Ils pénétrent dans toutes les cellules, puis sont l'objet d'une biotransformation au sein des cellules
vivantes. Par exemple, le MTT ou bromure de diméthylthiazoldiphényltétrazolium : ce sel de
tétrazolium de couleur jaune est réduit en cristaux bleu-violet de Formazan sous l'action de la
succinodéshydrogénase mitochondriale des cellules (figure 14). Seules les cellules vivantes adoptent
par conséquent, dans le cas de I'emploi du MTT, une coloration bleue dont l'intensité, mesurable,

sera proportionnelle 2 la viabilité de la population cellulaire soumise au test.

+ Autres méthodes de mesure de la viabilité cellulaire

Un autre type de techniques basées sur les changements de perméabilité cellulaire liés a la viabilité des
cellules, consiste 2 mesurer une quantité de molécules relarguées dans le milieu extracellulaire par les
cellules mortes, dont la perte de cohésion membranaire ne leur permet plus de garder ces molécules a
lintérieur d'elles-mémes. Par exemple : la méthode enzymatique de mesure de la libération de
lacticodéshydrogénase (LDH) par les cellules. Le rapport de la LDH trouvée dans le milieu
extracellulaire sur la LDH totale (LDH extracellulaire et LDH intracellulaire) permet d'appréhender la
proportion de cellules mortes dans la population étudiée.
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Des techniques radioactives existent également pour suivre des molécules relarguées par les cellules

dans leur milieu (utilisation de Cr3!, lié aux acides aminés basiques des protéines intracellulaires).

2.3.2. Méthodes fondées sur les altérations de la prolifération cellulaire

La mort d'une partie de la population cellulaire suite & une intoxication implique directement une
inflexion de la prolifération cellulaire. En mesurant I'ADN et/ou les protéines totales des cellules, on
peut comparer la prolifération de la population intoxiquée avec une population cellulaire témoin, puis

estimer la diminution de la prolifération des cellules dans la population étudiée.

2.3.3. Autres types de méthodes

D'autres méthodes courantes existent encore, dont (Voisin et coll., 1986 ; Adolphe et coll., 1995) :
« des méthodes qualitatives (étude de la morphologie...) ;
o des méthode d'analyses physiques ou chimique (variation du pH, variations de CO excrété...) ;

¢ la mesure d'ATP, qui refléte le métabolisme énergétique "instantané” (voir la figure 14) ;

* la mesure de glutathion cytosolique ; la mesure de calcium cytosolique.

2.3.4. Conclusion et choix

11 faut tout d'abord noter que les méthodes qui sont évoquées ici sont directes et qu'elles rendent
difficilement compte de la possibilité d'une toxicité différée par I'apparition d'un métabolite toxique
plusieurs jours aprés l'exposition au produit. Selon Adolphe et coll. (1995), les trois méthodes les
plus souvent employées pour estimer la part de cellules vivantes et la part de cellules mortes au sein
d'une population sont fondées sur le principe de la mesure des variations de la perméabilité
membranaire : il s'agit du test au rouge neutre, du test au MTT, du relargage de LDH. D'emblée nous
écartons le test au rouge neutre pour des cellules cultivées en phase gazeuse, parce qu'il parait difficile
de décrocher les cellules de la membrane de culture opaque pour procéder a leur distinction de couleur
et 2 leur numération. Le dosage de la charge cellulaire en ATP, et dans une moindre mesure la
détermination d'un constituant cellulaire comme I'ADN, sont également des méthodes trés utilisées :

en plus de la viabilité, elles ont I'avantage de refléter la croissance cellulaire.

Ainsi, le paramétre de viabilité cellulaire dépend grandement de la méthode de révélation choisie pour
le test. C'est pourquoi une part des travaux préliminaires menés au laboratoire a consisté a comparer
quatre types de marqueurs :

o la densité optique émise par les cellules aprés traitement avec un sel de tétrazolium (MTT),

* la présence dans les cellules de I'enzyme LDH,

* la quantité d'ATP contenue dans les cellules,

* la quantité d'ADN cellulaire.

L'étude de la viabilité cellulaire a deux objets, exposés ci-apres.
« Faire le choix d'une technique de mesure de la viabilité cellulaire qui soit appliquée a l'issue du

biotest que nous mettons en place. L'emploi d'un sel de tétrazolium est I'option qui eu a notre
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préférence a priori, car il réduit 'évaluation de la viabilité cellulaire a une mesure colorimétrique tres
simple. Nos essais sur le MTT ont par conséquent eu pour objet l'intégration de cette technique dans
le biotest. La difficulté majeure réside dans I'emploi de MTT vis-a-vis de cellules en dépot sur des
membranes poreuses, en culture en phase gazeuse, et non pas, comme nous l'avons vu décrit, sur
des cellules cultivées en milieu liquide.

o Mesurer et maitriser la cinétique de la multiplication des cellules sur les membranes de culture. En
d'autres termes, il s'agit de mieux connaitre le réactif biologique du test pour maitriser davantage la
mise au point du test. La question majeure est : comment se développent les cellules THP-1 en culture
en phase liquide, puis en culture en phase gazeuse ?

En outre les mesures d'ATP (adénosine tri-phosphate, molécule vecteur de I'énergie cellulaire) ou de
LDH (lacticodéshydrogénase, enzyme clé du cycle de Krebs), permettent d'apprécier les activités

métaboliques dans leur globalité qui compléteront aussi notre étude biochimique des cellules THP-1.
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OBJECTIFS de la these

Mise en place un test basé sur 1'évolution in vitro de la toxicité globale des fumées d'incinération de

déchets et mise au point d'un dispositif qui en permette l'exploitation sur le terrain.

Ce test sera basé sur la réaction d'une lignée cellulaire pratique a cultiver qui, comme les macrophages
alvéolaires (MA) que préconisent Voisin et coll. (1977a), survivront en culture en phase gazeuse sur
une membrane imbibée de liquide nutritif, et qui seront directement exposées aux fumées, avant leur
analyse en vue du calcul d'un indice de cytotoxicité.

Pour parvenir 2 ce résultat, nos objectifs sont les suivants.

1. Concernant les cellules et I'expression de leur viabilité.

Choisir la lignée cellulaire qui constituera le réactif biologique du test :

¢ la comparer au modele du MA ;

* quantifier sa viabilité cellulaire et faire le choix du paramétre de viabilité par rapport auquel la
cytotoxicité sera évaluée ;

« étudier la cinétique de la viabilité cellulaire, en particulier lorsque les cellules sont maintenues en
culture en phase gazeuse (les cellules s'adaptent-elles ? se multiplient-elles ? meurent-elles ?) ;

o étudier les moyens de défense antioxydante qu'ont les cellules (en déduire ses capacités de réaction
en culture aérobie) ;

« mettre au point une méthode d'évaluation simple, pratique et rapide, pour la viabilité des cellules en

culture en phase gazeuse sur une membrane.

2. Concernant le montage expérimental sur site.

Mettre en place un systéme d'échantillonnage des fumées a la cheminée de l'usine, et d'exposition
directe des cellules (un matériel vivant) aux fumées chaudes et humides :

* tenir compte, en montant la ligne d'échantillonnage et de transport des fumées, de sa vocation a
préserver les fumées dans leur totalité (gaz + aérosols + particules) ;

« imaginer un mode d'exposition de cellules aux fumées qui autorise la survie cellulaire.

3. Concernant les essais d'exposition cellulaire aux fumées.
Observer la réaction des cellules dans les conditions réelles du test :
* lors d'expositions en conditions contrdlées au laboratoire,
- a des gaz simples que I'on retrouvera dans fumées de combustion : NO2, SO, HCI,
- 2 des fumées de combustion préfiltrées, comme les fumées de tabac,
* lors d'expositions en conditions réelles sur site,
- aux fumées totales d'incinération de déchets,
- aux seules poussiéres de fumées, porteuses de nombreux polluants.
Les contraintes des essais de terrain seront porteurs de nombreux enseignements sur la possibilité
d'insertion d'un test biologique dans un contexte industriel exclusivement analytique.
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A MATERIEL BIOLOGIQUE ET METHODES
D’ANALYSES

I. CELLULES ET CULTURE CELLULAIRE

1. Récolte des macrophages alvéolaires (MA)

Les MA ne seront pas retenus pour étre le réactif biologique du test face aux fumées, parce que leur
récolte, puis leur utilisation en primoculture, sont difficiles a gérer dans un contexte industriel. Par
contre, nous comparerons leur comportement et leur évolution avec ceux des cellules en lignée

(cellules THP-1 particuliérement), en culture en phase gazeuse.

Sur des Cobayes albinos Hartley pesant entre 400 et S00 grammes, les MA sont récoltés par lavage
broncho-alvéolaire, selon la technique de Myrvik (1961). L'animal est sacrifié par dislocation
cervicale. Le bloc cardio-pulmonaire est prélevé en totalité aprés l'occlusion de la trachée qui évite
tout reflux de sang dans les voies aériennes. Les vaisseaux pulmonaires artériels et veineux sont
sectionnés ; les poumons sont lavés extérieurement. On injecte alors lentement par voie trachéale 5 ml
de liquide de Hanks (sels minéraux, 5 g/l'! glucose ; Sigma H 9269), et le tissu pulmonaire est
massé doucement avant réaspiration du liquide de lavage ; la méme opération est répétée jusqu'a
l'obtention de 100 ml. Le liquide de lavage est centrifugé a 800 g et le culot cellulaire est remis en
suspension dans 10 m! de milieu de survie RPMI 1640 pour étre numéré en cellule de Thoma. Un test
de viabilité au bleu Trypan et une définition de la formule cellulaire permettent de connaitre le nombre
exact de MA disponibles pour un test. Une sélection sur verre favorise la séparation des MA et des
autres hémocytes : les MA possédent en effet seuls la propriété d'adhérer au verre. Aprés 24 heures
en étuve 3 37 °C, le milieu de culture est vidé ; la collecte des MA se fait en décrochant les cellules a
l'aide de versene (solution dEDTA ; contact < 10 min.). Du milieu RPMI est ajouté ; la suspension

cellulaire est centrifugée (800 g, température ambiante) puis le est surnageant éliminé (x 2).

2. Entretien des lignées cellulaires (THP-1 et U-937)

Les souches THP-1 et U-937 nous ont été fournies par l'nstitut Pasteur de Lille. Aprés leur
conditionnement en milieu de culture enrichi 4 5 ou 10 % de diméthylsulfoxyde (DMSO), les cellules

THP-1 ou U-937 sont placées en congélation a - 196 °C dans I'azote liquide. Elles représentent ainsi
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un stock de cellules disponibles pour de nouvelles cultures.

2.2. Multiplication des cellules THP-1 (ou U-937) en phase liquide

« Milieux de culture. Les cellules sont cultivées dans du milieu de culture stérile de pH = 74,
complété par 10 % de sérum de veau feetal (Gibco BRL) décomplémenté pendant 30 minutes a 56°C ;
2 mM de L-glutamine (liquide X100, Gibco BRL) ; 12,5 2 50 uM de p,-mercapto éthanol (50 mM
X 1000 Gibco BRL) ; 4 ug/ml d'insuline (bovine, cristallisée en présence de zinc, lyophilisée, Gibco
BRL) ; 4 ug/ml de transferrine (humaine, lyophilisée, Gibco BRL). Les milieux de culture
sélectionnés sont le RPMI 1640 (Gibco BRL) pour les cellules U-937, et le milieu MEM de Dulbecco
(Gibco BRL) pour les cellules THP-1. Pour éviter toute impureté, le milieu de culture complété est
filtré avant son emploi, sur un filtre stérile de porosité 0,2 gm en acétate de cellulose (Nalgene,
25 mm, SFCA).

e Flacons de culture. La culture cellulaire en phase liquide s'opére dans des flacons en
polystyréne (Nunclon) de 25 cm? (50 ml) & 175 cm? (800 ml).

« Méthode d'entretien cellulaire. Le travail s'effectue en atmosphére stérile. Une a deux fois
par semaine, 1/30¢™e du volume de la suspension cellulaire maintenue en culture en phase liquide est
introduite dans un nouveau flacon de culture contenant du milieu de culture complété neuf. Deux
jours avant un essai, le stock cellulaire est prévu en adaptant le volume de la culture cellulaire aux

futurs besoins en cellules.

« Conditions d'incubation cellulaire. Les flacons de culture sont maintenus a la température de
37 °C dans un incubateur BB 6060 (Heraeus Instruments) dont I'atmosphére est enrichie a 5 % de

CO;, et saturée de vapeur d'eau.

3. Culture cellulaire en phase gazeuse

atéri 1 se gazeus

3.1.1. Principe de la culture en phase gazeuse

La culture en aérobiose permet d'exposer des cellules a une phase gazeuse. Elle a été mise au point
par le Pr Voisin et ses collaborateurs de I'Institut Pasteur de Lille pour étudier in vitro la réactivité des
macrophages alvéolaires face aux micropolluants de l'atmosphére (Voisin et coll., 1977a). Cette
technique consiste & déposer un nombre défini de cellules sur une membrane de culture appliquée sur
un réservoir ob affleure du milieu nutritif. De cette fagon les cellules sont a la fois au contact de leur

substrat vital et de 1'atmosphére a étudier.
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Figure 15. Principe de la culture cellulaire en phase aérobie ; (d'apres Voisin et coll., 1977a).
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3.1.2. Matériel de culture en phase gazeuse

o Supports de culture. Une expérience d'exposition cellulaire nécessite le plus souvent la
préparation de 6 ou de 9 boites de culture. Il s'agit de boites de Pétri de 60 x 15 mm? (Nunclon), dont
chacune est munie d'un anneau de Macrolon (une matiére plastique supportant jusqua 140 °C)
stérilisable et d'une membrane stérile en polyéthersulfone de 47 mm de diamétre et de pores de
0,22 pm (Supor-200, Gelman Sciences). L'anneau, d'une épaisseur de 0,6 mm, a un diameétre de

49 mm : il est évidé en son milieu d'un disque de diamétre de 2,5 mm.

« Milieu de culture. Du RPMI 1640 sans rouge de phénol (Biowittaker, pH = 7,4) vient alimenter
les boites de culture cellulaire en phase gazeuse. Il est complété par : 5 % de sérum de veau feetal
décomplémenté a 56 °C pendant 30 minutes ; 2 mM de L-glutamine (liquide X100 Gibco BRL) ; 12,5
2 50 uM de P2-mercapto éthanol (50 mM X 1000 Gibco BRL) ; 4 g/ml d'insuline (bovine cristallisée
en présence de zinc, lyophilisée, Gibco BRL) ; 4 pg/ml de transferrine (humaine lyophilisée Gibco
BRL). Pour éviter toute impureté, le milieu de culture complété est filtré avant son emploi, sur un

filtre stérile de porosité 0,2 um en acétate de cellulose (Nalgéne 25 mm SFCA).

« Récolte cellulaire : une centrifugeuse (MSE, Mistral 2000R) permet de séparer la phase liquide
des cellules en cultures : une cellule de Thoma montée d'une lamelle planée permet la numération des

cellules, avant leur re-suspension dans du milieu de culture.

« Incubation cellulaire. Les boites de culture sont placées & la température de 37 °C dans
l'incubateur (BB 6060 Heraeus Instruments) dont 1'atmosphere est enrichie 3 5 % de CO, et saturée

de vapeur d'eau.

étho e culture se gazeus

Le travail est effectué en atmosphere stérile.

 Préparation des boites de culture. Un anneau stérilisé (chaleur humide, 121 °C, 20 min.) est
placé dans chaque boite de Pétri. Le milieu de culture complété remplit totalement le réservoir formé
au centre de chaque boite de Pétri par l'anneau de Macrolon (environ 4 ml). Une membrane est
déposée dans chaque boite de culture, au-dessus de l'anneau ; elle s'imbibe de milieu (photo A). Le
surplus de milieu est aspiré hors de la boite, en périphérie de I'anneau de culture, afin de renforcer la

cohésion de I'ensemble boite-anneau-milieu-membrane (figure 15).

e Mise en culture des cellules en phase gazeuse. Pour la préparation de 9 boites de culture,
environ 30 2 50 ml de suspension cellulaire (stock en phase liquide) sont prélevés, a l'aide d'une
pipette, dans un tube 2 centrifuger. La suspension cellulaire est centrifugée au maximum a 2000 RPM
(< 800 g) pendant 10 minutes. A 1'aide d'une pipette, le milieu de culture surnageant est délicatement
Bté, et le culot cellulaire récupéré dans 2 ml de milieu de culture neuf. Apres homogénéisation, une
goutte de la nouvelle suspension cellulaire est prélevée puis déposée sur cellule de Thoma afin de

procéder a la numération cellulaire : a l'aide d'un microscope (grossissement x 200 a x 400), les
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Photo A. Un million de cellules sont déposées par membrane, au droit du réservoir de milieu nutritif A
pour la mise en culture en phase aérobie.

o RS et

Photo B. Les cellules converties au mode de culture aérobie, sont laissées 3 heures
I'étuve avant leur exposition aux fumées.
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cellules sont dénombrées sur quatre lignes du quadrillage de la cellule de Thoma (présence d'au
moins 100 cellules). Etant donné qu'un quadrillage sur la cellule de Thoma accueille 10 pl et que les
cellules ont été collectées dans 2 ml de milieu de culture, le nombre de cellules disponibles est calculé.
Les cellules sont alors une derniére fois reprises dans du milieu de culture, a raison de 10 millions de
cellules par ml. Dans le cas d'une préparation d'essais d'exposition des cellules a des gaz ou fumées,
exactement 100 1 de la suspension cellulaire finale sont déposés et étalés sur la membrane de chaque
boite de culture, juste au dessus du réservoir de milieu nutritif (figure 15 ; photo A).

Par ce mode de culture, les cellules cibles sont en effet en contact direct avec l'atmosphere
environnante ; elles puiseraient d'autre part le matériel nutritif nécessaire a leur survie par
l'intermédiaire de pseudopodes insérés dans les pores de la membrane (Voisin et coll., 1986), ou plus

vraisemblablement par simple contact capillaire avec le milieu nutritif qui imbibe la membrane.

+ Adaptation des cellules & la phase gazeuse. Les 9 boites de culture sont fournies en cellules
I'une aprés l'autre. Elles portent chacune un million de cellules identiques. Elles sont placées en
incubateur a 5 % de CO,, 37 °C, humidité a saturation, pendant au moins 3 heures ; un délai est en
effet nécessaire aux cellules pour s'adapter & leurs nouvelles conditions de vie (photo B). Avant leur
utilisation dans le test de toxicité, les boites sont désignées de fagon aléatoire (tirage au sort) : trois
d'entre elles seront placées dans la chambre d'exposition aux fumées d'incinération de déchets, trois
autres placées dans la chambre témoin alimentée en air pur ; les trois derniéres boites resteront dans

l'incubateur 2 CO; (triplicat témoin des cellules, facultatif).

4. Culture des cellules en vue des analyses biochimiques

4, ode de e liquid

Les cellules THP-1 sont maintenues en suspension dans leur milieu nutritif MEM de Dulbecco. Elles
sont distribuées dans des tubes stériles bouchés munis d'évents 2 raison de 1 million d'unités par ml,
puis placées dans I'incubateur 2 CO, avant leur analyse : la durée d'incubation qui précéde 'étude de
la viabilité cellulaire et 1'étude de l'activité cellulaire anti-oxydante est de 3 heures ; la durée
d'incubation qui précéde les essais de cinétique cellulaire varie de 0 a 72 heures.

Un essai est réalisé en triplicat : les cellules sont distribuées dans trois tubes a raison d'l million
d'unités par tube pour les essais au MTT et les dosages d'ATP, d'ADN ou de CAT, de 1,4 millions
pour les dosages de GSH+GSSG, de 2 millions pour les dosages de LDH, et de 4 millions d'unités
par tube pour les dosages de SOD.

Lorsque 1'étude porte sur des MA et/ou des cellules U-937, la technique ne varie pas, mais le milieu
de culture employé est alors du RPMI 1640 coloré au rouge de phénol (Biowittaker).
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VI ABILITE
Mode de culture MIT | ATP | ADN LDH
(n°) Date Ph. lig. Ph. gaz.
1 12.10.95 Oui Non Oui Oui Oui
2 16.10.95 Oui Oui Non | Oui Oui
3 17.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui
4 19.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui
5 23.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui
6 24.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui
7 26.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui
8 7.11.95 Oui Oui Oui Oui Oui
autres |essais 1992 préliminaires

Tableau VI. Nombre et nature des manipulations réalisées pour 'étude des paramétres de viabilité
des cellules THP-1.

Mode de culture Cinétique : durée de la
manipulation
Date ([n°| Phase Phase début fin MTT | ATP | ADN

liquide gazeuse
20.06.95 |1 Non Oui Oh 72 h Oui | Oui | Non
21.06.95 |2 Non Oui Oh 48 h Oui | Oui | Non
31.01.96 |3 Oui Out Oh 72h Oui | Oui | Oui
03.06.96 |4 Non Oui Oh 72h Oui | Non | Non

Tableau VII. Nombre et nature des manipulations réalisées pour 1'étude de la cinétique de viabilité
des cellules THP-1.
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Les cellules THP-1 sont distribuées sous atmosphére stérile dans les boites de culture munies de
membranes de culture, puis placées dans l'incubateur 2 CO, avant leur analyse : la durée d'incubation
qui précede I'étude de la viabilité cellulaire et I'étude de l'activité cellulaire anti-oxydante est de 3
heures ; la durée d'incubation qui précéde les essais de cinétique cellulaire varie de 0 a 72 heures.
Chagque essai est réalisé en triplicat : les cellules sont distribuées dans trois boites (six boites pour les
dosages de SOD)  raison d'1 million d'unités (dans 100 pl) par tube pour les essais au MTT et les
dosages d'ATP, d'ADN ou de CAT, de 1,4 millions pour les dosages de GSH+GSSG, de 2 millions
pour les dosages de LDH ou de SOD.

Lorsque I'étude porte sur des MA et/ou des cellules U-937, la technique ne varie pas, mais le milieu
de culture employé est alors du RPMI 1640 coloré au rouge de phénol (Biowittaker).

Apres trois heures passées dans l'incubateur, les membranes de culture sont rincées trois fois (face
inférieure) 2 l'eau physiologique puis découpées pour récupérer le dépdt de cellules au centre de
celle-ci. Chaque recueil de cellules est placé dans une boite de Pétri (MTT) ou dans un tube d'analyse
(ATP, ADN, LDH).

Lorsque I'étude porte sur des MA et/ou des cellules U-937, la technique ne varie pas, mais le milieu
de culture employé est alors du RPMI 1640 coloré au rouge de phénol (Biowittaker).

II. MODES D'ETUDE DE LA VIABILITE CELLULAIRE

1. Organisation des manipulations

[

tion la viabilité cellulaire

Trente-huit analyses sont menées, réparties en huit essais. Les diverses analyses biochimiques sont
préparées simultanément, sur un méme lot de cellules THP-1. La manipulation est répétée huit fois
(sept fois avec le MTT), afin d'autoriser des calculs statistiques (tableau VI). Les essais sont entrepris
simultanément sur des cellules THP-1 cultivées en phase liquide et des cellules THP-1 cultivées en

phase gazeuse.

la ique
Quatre-vingt-dix-sept analyses sont menées, réparties en quatre essais découpés chacun en huit ou
neuf étapes. Une culture cellulaire est suivie du temps zéro (t = 0) de la mise en contact des cellules
avec leur environnement de culture (milieu + support), jusqu'au temps t = 48 h ou 72 h. La
manipulation est répétée quatre fois (tableau VII). Les essais sont entrepris simultanément sur des
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cellules THP-1 cultivées en phase liquide et des cellules THP-1 cultivées en phase gazeuse.

2. Emploi d'un sel de tétrazolium : le MTT

atéri

2.1.1. Pour le contact des cellules avec le sel de tétrazolium

e Sel de tétrazolium MTT lyophilisé, 414,3 g/mol., approx. 98 %, réf. M 2128 de Sigma ; préparé
en solution mére 2 5 mg/ml dans du PBS, pH = 7,4 : 1a solution mére sera diluée dans du PBS.

o Phosphate buffered solution PBS, solution tamponnée au phosphate, liquide (1X), pH =74 «
0,05 ; réf. Sigma.

* Diméthyl sulfoxyde DMSO, pur ou dilué dans de l'eau.

* Boites de Pétri 60 x 15 mm?.

« Incubateur a 5 % de CO,, 37 °C, humidité a saturation.

2.1.2. Pour la mesure colorimétrique

e Lecteur de microplaque MULTISKAN RC de Labsystems, Life Sciences International ; muni des
filtres 570 nm (lecture) et 650 nm (référence).

* Logiciel d'analyse Biolise (version I EX19 Mabille, France).

» DMSO (blanc de 'expérience).

» Plaques de microtitration Microtest Microwell 96 cupules, fond plat, transparence optique.

de d'emploi d T sur les cellule

Un ml de solution de MTT stérile, de concentration comprise entre 5 mg/ml et 0,25 mg/ml, est mis au
contact des cellules pendant une durée a définir de plusieurs heures dans l'incubateur (voir Troisieme
Partie : Résultats). Pour les essais en phase liquide, les tubes sont a nouveau centrifugés avant
d'éliminer la solution surnageante de MTT ; pour les essais en phase gazeuse, la solution de MTT est
réaspirée de la boite qui supporte la membrane de culture. Les cellules ainsi isolées sont recouvertes
de 2 ml d'une solution de diméthylsulfoxyde dans de l'eau, d'une concentration donnée (voir
Troisiéme Partie : Résultats). Les tubes et les boites sont agitées pendant 1 minute ; les cristaux de sel
de Formazan se dissolvent.

Trois lectures spectrophotométriques sont réalisées a partir de chaque tube ou de chaque boite de
culture (soit un total de 9 lectures pour un essai en phase liquide et de 9 lectures pour un essai_en
phase gazeuse). La longueur d'onde de lecture est fixée a 570 nm, d'aprés la bibliographie et aprés
quelques essais ; une longueur d'onde de référence est de méme fixée a 650 nm. (Slater et coll.,
1963 ; Mosmann, 1983 ; Gerlier et Thomasset, 1986 ; Riddell et coll., 1986 ; Borenfreund et coll.,
1988 ; Holt et coll., 1988 ; Monner, 1988 ; Ponsoda et coll., 1990 ; Guo et coll., 1992 ; Roguet et
coll., 1992 : Romet-Haddad et coll., 1992 ; Barile et coll., 1993 ; Giridhar et Acosta, 1993 ; Husgy
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Figure 16. Formules chimiques du sel de tétrazolium MTT et de sa forme réduite, le sel de Formazan.

Photo C. Une solution de MTT prend, au contact des cellules, une coloration d'intensité
proportionnelle a la capacité respiratoire cellulaire (pouvoir réducteur mitochondrial).

1' e B (D Ocellules témoins) " (DOCCIMCS CXPOSées)

\ "MIT (DO

]
X 100‘
cellules témoins) ‘

ot : L.C.prr = indice de cytotoxicité en pourcentage, obtenu par la méthode au MTT.
DOcellutes témoins = densité optique mesurée aux longueurs d'onde 570/650 nm, aprés la réaction
de réduction du MTT par les cellules préalablement exposées a I'air témoin,
DO¢elluies exposées = densité optique mesurée aux longueurs d'onde 570/650 nm, apres la

réaction de réduction du MTT par les cellules préalablement exposées au gaz
ou aux fumées de I'essai.

Equation e2. Expression de la cytotoxicité a partir de réactions colorées
cellules-MTT.
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et coll., 1993 ; Mercusot et Engstrom ; 1994).

inCi t lecture du test de viabilité cellulaire a

2.3.1. Réaction biochimique

Le MTT est le bromure de 3-[4,5-diméthylthiazol-2-y1]-2,5-diphényltétrazolium (figure 16).

Le colorant MTT est le sel de tétrazolium le plus utilisé pour estimer la viabilité cellulaire. Il est réduit
par les cellules vivantes sans qu'il soit besoin de le coupler 4 un intermédiaire transporteur d'électron
(quand 'emploi d'autres sels de tétrazolium —XTT ou le MTS par exemple- nécessitent ce couplage).
Le MTT jaune est réduit en cristaux bleus de Formazan sous l'action de la succinodéshydrogénase
mitochondriale (Slater et coll., 1963) : ce test donne une indication précieuse sur le fonctionnement
mitochondrial des cellules testées (Adolphe et coll., 1995). L'intensité de la couleur qui apparait dans
I'échantillon cellulaire sera proportionnelle a la quantité de cellules capables de générer le sel de
Formazan 2 partir du MTT, c'est-a-dire 2 la quantité de cellules vivantes (photo C). La température

(37 °C), 'acidité (5 % CO,) et I'humidité ambiantes d'un incubateur favorisent cette réaction.

2.3.2. Mesure colorimétrique

Une fois le délai de la réaction cellule-MTT observé, trois volumes de 200 ul sont prélevés de chaque
tube et de chaque boite pour &tre distribués sur une microplaque de 96 puits, dont trois puits ont
d'autre part été chacun remplis par 200 yl de solution de DMSO (dans de I'eau) appelé blanc de
lecture. Le spectrophotométre effectue deux lectures de la microplaque : I'une a la longueur d'onde de
570 nm, l'autre 4 la longueur d'onde de référence de 650 nm. La lecture de référence permet
d'évaluer la part de DO due aux seules interférences (membranes de cellules, traces de doigt sur la
microplaque, couleur jaune...). On note DO la densité optique lue pour chaque puits moins la densité
optique moyenne lue pour les trois puits remplis de blanc. Puis on calcule la DO effective
[DO(2 570 nm) - DO 650 nm)] pour chaque puits. Enfin l'on calcule la moyenne des trois DO
effectives lues pour chaque tube ou chaque boite de culture, nommeée ici DO : DOggsai pour des

cellules exposées 2 des gaz ou fumées et DOygmoin pour des cellules exposées a de 'air pur témoin.

2.3.3. Calcul de la cytotoxicité a partir du MTT

Appliquée a I'emploi de MTT sur les cellules, I'équation el permettant le calcul de la cytotoxicité

s'exprime selon I'équation e2 et donne I'indice de cytotoxicité : L.C.yrr-

3. Dosage de I'adénosine triphosphate intracellulaire (ATP)

o Appareil Biolumat LB9500T Berthold, congu pour |'étude de la bioluminescence.
« Diméthylsulfoxyde DMSO (Sigma D 5879).
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Yy 2+
Luciférine + ATP Luciférase + Mg”” + O, Adényloxyluciférine + H,O + photons

Figure 17. Principe de 1a méthode de mesure de I'ATP intracellulaire.

Photos D. Apres les essais d'exposition, les cellules sont détruites et ses composants fixés dans
une solution de DMSO, pour mesurer leur teneur en la molécule d'adénosine tri-phosphate
(ATP, vecteur d'énergie cellulaire).

| [ATP] [ATP] | |

'1 C'ATp - cellules témoins ~ cellules exposées x 100 |
[ATP ]cellules témoins -

ol : I.C.arp = indice de cytotoxicité en pourcentage, obtenu par la méthode de dosage de I'ATP.
[ATPlceliules témoins = concentration d' ATP mesurée dans des cellules exposées 2 l'air témoin,
[ATP]celtutes exposées = concentration d'ATP mesurée dans des cellules exposées au gaz ou aux

fumées de I'essai.

Equation e3. Expression de la cytotoxicité a partir de mesures d'ATP intracellulaire.
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» Tampon MOPS stérile (1 litre), pH = 74 : morpholino-propone (2,093 g, Sigma M 1254) et
[MgSOy4, 7 H20] (2,465 g, Sigma M 1880) ; ajuster le pH a l'aide de soude 1 N (Aldrich).
» Etalon ATP (ajouts dosé€s).

o Abdomen de lucioles (luciférine et luciférase).

&t e age de l'

Dans chaque tube de 15 ml congelable sont introduits 900 ul de DMSO et 100 pl d'H2O stérile, et les
cellules d'un échantillon de culture (y compris la membrane support, pour les cultures en phase
gazeuse). Aprés une pause de 2 min. a température ambiante, S ml de tampon MOPS sont ajoutés
dans le tube, qui, aprés avoir été mélangé, peut étre congelé.

L'ajout d'un ml de diméthylsulfoxyde a 90 % permet aux cellules de libérer leur contenu ; puis la
solution tampon (5 ml) maintient 2 pH = 7,4 et prépare l'extrait cellulaire avant le dosage par
bioluminescence de 'ATP qu'il contient : l'atténuation de la lumiére provoquée par l'extrait cellulaire

est appréciée par la méthode des ajouts dosés. Six lectures sont réalisées a partir de chaque tube de

culture (soit 18 lectures pour un gssaj en phase liquide et 18 lectures pour un essaj en phase gazeuse).

i t lectur osage

* Intérét biochimique

L'ATP est un bon marqueur de viabilité cellulaire : les processus d'oxydation et de phosphorylation,
conditionnés par la présence d'adénosine diphosphate (ADP), conduisent 2 la formation d'ATP
témoin des activités mitochondriales des cellules. Quand un travail est accompli, I'ATP est transformé

en ADP lequel permet une respiration accrue qui approvisionne a nouveau les réserves d'ATP.

* Mesure d'ATP

La mesure d'ATP s'effectue par chimiluminescence suivant la méthode de McElroy et Seliger (1963)
modifiée par Jakubczak en ce qui concerne I'extraction cellulaire (Voisin et coll., 1977b). En présence
d'oxygene, d'ions magnésium (Mg2+) et d'ATP, la luciférine émet lors de son oxydation par la
luciférase, un éclair lumineux d'intensité proportionnelle 2 la quantité d'ATP présent (figure 17). Le
dosage est effectué au moyen d'un luxmétre (photos D).

e Calcul de la cytotoxicité a partir du dosage d'ATP
Appliquée 2 la mesure d'ATP cellulaire, I'équation el permettant le calcul de la cytotoxicité s'exprime
selon 1'équation €3. Voisin et coll. (1977a) nomment le pourcentage de cytotoxicité ainsi calculé

indice de cytotoxicité ou I.C. L'indice 1.C.o1p augmente lorsque la quantité 'ATP cellulaire diminue.

4. Dosage de la lacticodéshydrogénase cellulaire aprés 24 h (LDH-24 h)

Ces essais préliminaires ont fait partie de la "premiére série de dosages". LDH-24 h est la LDH dosée
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Photo E. Des mesures spectrométriques indiquent le taux de LDH que les cellules ont relarguée
suite a leur intoxication.

! LDH ~ |
| % cytotoxicité = [ extracellulaire x 100 |

[LD H extrace]lulaire] + [ LDH

intracellulairc,] |

ot : % cytotoxicité = cytotoxicité en pourcentage,

[LDHlextraceliulaire = concentration de LDH mesurée dans le milieu de culture des cellules du
test,

[LDH]Jintraceliulaire = concentration de LDH mesurée dans des cellules du test,
avec [LDH]extracellulaire + [LDHlintraceltutaire = [LDHJiotate-

Equation e4. Expression de la cytotoxicité a partir de mesures de LDH
intra- et extracellulaires.
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pour des cultures cellulaires aprés 24 heures d'incubation. Dans le cas d'essais d'exposition aux gaz

ou fumées, les cellules sont placées 24 heures 2 l'incubateur apreés 1'exposition.

4.1. Préparation complémentaire au dosage de LDH-24 h

Aprés la centrifugation des tubes d'essais en phase liquide, le liquide surnageant est soigneusement
placé dans un nouveau tube d'analyse et son volume est mesuré. Pour les gssais en phase gazeuse,
Cest le milieu de culture situé dans le réservoir de la boite sous la membrane de culture (revoir la

figure 15) qui est soigneusement collecté, mesuré (volume) puis placé dans un tube d'analyse.

ipe ture du do -

* Intérét biochimique

La détermination du pourcentage de cytotoxicité est, par cette méthode, totalement indépendante de
l'existence d'une culture cellulaire témoin. En effet, c'est la perméabilité membranaire aux molécules
de LDH qui détermine le degré de cytotoxicité. Vingt-quatre heures sont laissées a la culture cellulaire

pour atteindre un équilibre entre le milieu intracellulaire et le milieu extracellulaire.

* Mesure de LDH-24 h

En présence de pyruvate et d¢ NADH en excés a 30 °C, la LDH induit, 2 la longueur d'onde de
365 nm (UV), une extinction molaire proportionnelle 2 la quantité de I'enzyme dans I'échantillon
(photo E). Les quantités de LDH intracellulaire (extraite des cellules) et de LDH extracellulaire
(présente dans le milieu de culture des cellules) sont ainsi appréciées ; la quantité de LDH totale est la

somme des mesures de LDH intracellulaire et extracellulaire.

* Calcul de la cytotoxicité a partir du dosage de LDH

La cytotoxicité est exprimée par la proportion de LDH extracellulaire par rapport a la LDH totale
produite par les cellules de la culture (équation ed). Plus les cellules perdent leur cohésion
membranaire, plus il est dosé de LDH extracellulaire par rapport a la LDH totale, donc plus la

cytotoxicité est grande.

5. Dosage de 1'acide désoxyribo nucléique de la cellule (ADN)

5.]1. Matérie] utile pour le dosage dADN

* Spectrophotométre (A = 600 nm). Centrifugeuse. Glace pilée.

« Cuves & usage unique pour 500 yl ou microplaques (puits 200 ul) et filtre du lecteur 2 600 nm.

e Tampon de lyse 2 0,2% de Triton X100 (Sigma) dans du PBS 1X (Life Technologies), pH =7.4.
* Tampon Phosphate de potassium 50 mM, pH = 7,0.

* Acide perchlorique (PCA) 1 N.
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o ADN de Salmon testis (gamme étalon).
« Réactif chromogénique (préparer chaque fois) : 10 ml de diphénylamine-0,3 % + 0,2 ml d'acide
sulfurique concentré + 0,1 ml d'acétaldéhyde-1,6 %.

5.2. Protocole d'extraction et de mesure dADN

Le dosage de I'ADN est réalisé selon la méthode colorimétrique de Cookson et Adams (1978). 1
consiste en des extractions successives de 'ADN cellulaire, puis en 1'ajout d'un réactif chromogene

qui permet une lecture par spectrophotométrie a 600 nm.

o Extraction d'ADN. Aprés trois heures passées dans l'incubateur :

_ les tubes de culture cellulaire en phase liquide sont centrifugés 10 min. a 2000 RPM, afin d'en
éliminer le milieu de culture ;

- chacune des trois membranes de culture cellulaire en phase gazeuse sont rincées trois fois sur du
PBS, découpée afin de récupérer le dépot cellulaire central, puis introduite dans un tube stérile.
Chacun des six tubes regoivent 1 ml de tampon de lyse, sont agités une minute, puis sont placés dans
de la glace pilée 2 0 °C pendant 30 minutes. Les tubes sont divisés en 2 aliquots de 450 pul, dans des
microtubes (Robbins) 0,5 ml stériles, avant la congélation.

Les 12 microtubes sont décongelés a température ambiante. Chacun d'eux regoit 108 ul de PCA avant
d'étre placé pendant 30 minutes 4 °C ; les acides nucléiques précipitent. Une centrifugation de 15 min.
a 15000 RPM permet d'éliminer le surnageant. Chaque tube regoit 0,5 ml de PCA a 70 °C avant
d'étre maintenu 30 min. 4 70 °C (avec une agitation) ; le culot d'acides nucléiques est ainsi hydrolysé.
e Marquage de 1'ADN. Le surnageant est alors délicatement transféré dans un nouveau tube,
additionné de 0,5 ml de réactif chromogéne, avant de passer 18 heures a 70 °C. Une derniére
centrifugation de 15 min. & 15000 RPM précédera la lecture de la DO.

* Mesure d'ADN

Chaque tube du départ fera I'objet de deux mesures distinctes du contenu d'ADN (soit au total 6
mesures pour un essai, en phase liquide comme en phase gazeuse). L'ADN marqué absorbe la
longueur d'onde de 600 nm. Des mesures spectrophotométriques menées conjointement sur les
échantillons cellulaires et sur une gamme étalon indiquent le taux d'ADN. La solution mére
d'ADN contient 1 mg/ml d'ADN de Salmon testis dans du tampon de lyse ; la gamme étalon
(courbe d'étalonnage) est échelonnée entre 1 et 50 ug d'ADN par ml de tampon de lyse.

5.3. Intérét du dosage d'/ADN et calcu] de la cytotoxicité

L'ADN est le constituant du matériel génétique de chaque cellule. Si I'on fait I'hypothése que chaque
cellule THP-1 vivant au sein d'une méme culture contient le méme équipement génétique a un stade
donné du cycle cellulaire, alors 'ADN est un bon témoin du nombre de cellules vivantes en présence.
En outre, l'appréciation du nombre de cellules vivantes par la mesure d'ADN est amélioré par un

dosage conjoint des protéines cellulaires totales.
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Appliquée 2 la mesure d'ADN cellulaire, 1'équation el permettant le calcul de la cytotoxicité

s'exprimerait selon une équation tout a fait comparable a 7 appliquée a I'ATP.

6. Suivi de la cinétique de viabilité cellulaire

Des cultures cellulaires, placées dans l'incubateur 2 5 % CO, 237 °C, sont interrompues aux instants
t=0h,1h,2h,3h,4h, 5h, 24 h, 48 h, et 72 h, afin de préparer les cellules aux différentes
analyses qui permettront d'évaluer leur viabilité. Il s'agit de quantifier 1'évolution de trois parameétres
distincts : la capacité cellulaire 2 réduire le MTT, la concentration d'ATP cellulaire et la quantité
d'ADN cellulaire.

6.1. Cinétique de viabilité cellulaire en phase liquide

Les cellules sont distribuées dans trois fois vingt-quatre a vingt-sept tubes & raison d'un million
d'unités par tube de culture. Régulierement, entre z€éro et soixante-douze heures d'incubation, trois
triplicats de tubes sont centrifugés pour isoler les cellules de leur milieu de culture. Puis s'ensuit
l'application des trois protocoles de mesure de la viabilité cellulaire : par l'emploi de MTT, par le
dosage d'ATP intracellulaire et par le dosage d'ADN intracellulaire.

6.2. Cinétique de viabilité cellulaire en phase gazeuse

Les cellules sont distribuées sur trois fois vingt-quatre 2 vingt-sept boites de culture, a raison d'un
million d'unités par boite. Réguli¢rement, entre zéro et soixante-douze heures d'incubation, trois
triplicats de membranes de culture sont prélevés, la face inférieure des membranes est rincée trois fois
a I'eau physiologique, puis les membranes sont découpées pour récupérer le dépot de cellules en leur
centre. S'ensuit l'application des trois protocoles de mesure de la viabilité cellulaire : par l'emploi de

MTT, par le dosage d'ATP intracellulaire et par le dosage d'ADN intracellulaire.



DEUXIEME PARTIE . MATERIELS €T METHODES 23%me planche d'illustrations

ANTI-OXYDANTS
Mode de culture Glutathion Superoxyde dismutase | Catalase
(n°) | Date |Phaseliquide |Phase gazeuse | Total | Oxydé Totale |Manganese| Totale
1 [12.10.95 Oui Non Oui Oui Oui Oui Oui
2 [16.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
3 |17.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
4 [19.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
5§ [23.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non
6 [24.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
7 [26.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
8 |7.11.95 Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
9 |10.04.96 Oui Oui Oui Oui Non Non Non

Tableau VIII. Nombre et nature des manipulations réalisées pour I'étude des paramétres de défense
anti-oxydante des cellules THP-1.

Mesures & analyses| | GSH total et GS-SG SOD totale et SOD-Mn Catalase

Besoin en cellules par tube ou | Ao 4 millions en PL 2 millions
par boite pour l'application ’ 2 millions en PG (x 2 boites)
du protocole d'analyse :

Tableau IX. Nombre de cellules distribuées par tube (phase liquide PL) ou par boite (phase gazeuse
PG) de culture cellulaire en vue des diverses analyses biochimiques.
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III. MODES D'ETUDE DE L'ACTIVITE CELLULAIRE
ANTI-OXYDANTE

1. Organisation des manipulations

Cinquante-huit analyses sont menés, réparties en neuf essais. Les diverses analyses biochimiques
sont préparées simultanément, sur un méme lot de cellules THP-1. La manipulation est répétée neuf
fois, afin pour l'analyse statistique (tableau VIII). Les essais sont entrepris simultanément sur des

cellules THP-1 cultivées en phase liquide et des cellules THP-1 cultivées en phase gazeuse.

2. Mesure de l'activité du glutathion (GSH, GSSG)

Deux mesures sont effectuées sur chaque échantillon pour l'analyse du glutathion :
- une mesure de glutathion total (GSH+GSSG),
- une mesure de glutathion oxydé (GSSG).

.1. Solutions pour la pré ti s échanti '

« Solution tamponnée au phosphate (PBS 1X, pH = 7,4 + 0,05, Life Technologies 20010-015).

« Solution de HCI 0,1 N (Sigma).

o Tampon phosphate de sodium 125 mM pH = 7,5 : [Na;HPO4] (Sigma S 0876) 125 mM +
[NaH,PO4] (Sigma S 0751) 125 mM.

» Tampon Na-EDTA, pH = 7,5 : 234 mg [EDTA, 2 H,0] (Sigma E 5134) dans 100 ml de tampon
Na-phosphate (6,3 mM).

e Tampon Triton : 1,9 ml Triton-EDTA + 100 x1 HC1 0,1 N + 100 pl acide sulfosalicylique 500 g/l.
« Solution de Triton X-100 ; puis solution de tampon Triton-EDTA pH = 7,5 : Triton X-100 (Sigma,
T 8787) : solutions de Triton-mére 0,5 % en tampon Na-phosphate & pH = 7,5 ; puis Triton 0,05 %
(dilution encore par 10) dans de 'EDTA a pH=7.5.

o Glutathion réductase 50 U./ml : glutathion réductase Type III (Sigma, 160 U./mg prot., 1,3 mg
prot./ml dans 3,6 M (NH4)>SO4, pH =7) : 50 pl dans 150 1 de tampon Na-EDTA (50 U./ml).

antillonnag cellules en vue du dosage de

2.2.1. A partir de la culture en phase liquide

Les cellules sont distribuées dans trois tubes (tableau IX) & raison de 1,4 millions d'unités par tube
dans 1,4 ml. Aprés trois heures d'incubation, les cellules sont isolées de leur milieu de culture puis
rincées au milieu de Hanks par centrifugation (2000 RPM). Un ml de tampon de lyse Triton 0,05 %
dans I'EDTA 2 pH = 7,5 permet aux cellules de libérer leur glutathion dans le milieu. Ainsi préparés,
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les tubes peuvent étre congelés. Chaque tube permet trois dosages de glutathion total et trois dosages
de glutathion oxydé (soit 9 + 9 mesures au total).

2.2.2. A partir de la culture en phase gazeuse

Les cellules sont distribuées dans trois boites (tableau IX) de culture a raison de 1,4 million d'unités
par membrane. Aprés trois heures d'incubation, les membranes de culture sont rincées sur du PBS
puis découpées afin de récupérer le dépot cellulaire central. Plongées dans un tube contenant 1 ml de
tampon de lyse Triton 0,05 % dans 'EDTA a pH = 7.5, les cellules d'une membrane libérent leur
glutathion. Ainsi préparés, les tubes peuvent &tre congelés. Chaque boite de culture permet trois

dosages de glutathion total et trois dosages de glutathion oxydé (soit 9 + 9 mesures au total).

3. Principe et méthode du dosage de

Le glutathion est titré selon la méthode de Tietze (1969) modifiée par Griffith (1980) : Le glutathion
oxydé est au préalable réduit par le NADPH en présence de glutathion réductase, puis le GSH est
oxydé par le réactif d'Ellman (5,5'-dithiobis[2-nitrobenzoique] ou DTNB), toujours en présence de
glutathion-réductase. C'est 1'apparition de 2 NB, issus de la réduction de DTNB, qui est mesurée par
spectrophotométrie. Une comparaison des valeurs obtenues par rapport a une courbe étalon

préalablement établie permet de déduire la quantité de glutathion en présence.

4. Protocole de dos de

La décongélation des six tubes contenant les extraits cellulaires se fait a4 température ambiante. Les
tubes sont agités.

2.4.1. Extraction du glutathion

Chaque tube contenant 760 pl d'extrait cellulaire, 40 pl de HCl 0,1 N et 40 pul dacide
sulfosalicylique est agité pendant 1 2 2 minutes ; il est centrifugé pendant 10 min. 2 2000 RPM. Le

glutathion est dosé immédiatement dans le surnageant.

2.4.2. Dosage de l'activité de (GSH+GSSG) et de GSSG

Le dosage de (GSH+GSSG) est direct. Le dosage du seul GSSG nécessite une neutralisation
préalable du GSH, par ajout de 2 ul de 2-vinylpyridine pour 100 pl d'échantillon qui bloque les
groupements thiols ; le pH doit &tre supérieur a 5,5. Aprés une agitation d'une minute, le tube est
laissé 20 4 60 min. a 25 °C.

Dans un tube en verre 4 usage unique, maintenu a 30 °C, sont mélangés 1400 ul de NADPH, 200 ul
de DTNB, 200 ul de tampon Na-EDTA et 200 ul de surnageant-échantillon (représente 0,25.10°
cellules). Le zéro de spectrophotométrie est fait sur chaque suspension transvasée dans une cuve ; il
est réglé sur A =412 nm ; le porte-cuve est thermostaté a 30 °C.
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L'ajout de 20 ul de glutathion-réductase 50 U.ml-! correspond au temps t = 0 (homogénéiser aussitot
la solution). Noter DOj¢ & t = 10 min. et DOy 2 t = 16 min, puis calculer ADOg = DO¢ - DO

3. Mesure de I'activité de la superoxyde dismutase (SOD)

Deux mesures sont effectuées sur chaque échantillon pour I'analyse de la superoxyde dismutase :
- une mesure de SOD totale (SOD.t),

- une mesure de SOD-manganése (SOD-Mn).

3.1. Solutions pour la préparation des échantillons et pour l'analyse

« Solution tamponnée au phosphate (PBS 1X, pH = 7.4 + 0,05, Life Technologies 20010-015).

« Solution de Hanks (Sigma H 2513), ajustée a pH = 7,0 par une solution de bicarbonate de sodium
(7,5 %, Sigma S 8761).

e Tampon phosphate de potassium 50 mM pH =78 : 5,70 g / 500 ml [K,;HPO4, 3 H,0] (Sigma P
5504) ajusté avec 0,68 g/ 100 ml [KH,PO4] (Sigma P 5379).

e Tampon carbonate, pH = 10, 50 mM : 0,53 g/ 100 ml [Na,HPO4, 3 H,0] (Sigma) ajusté avec
0,42 g/ 100 ml [NaH,COz3] (Sigma).

« Solution EDTA 10-2 M (ne pas conserver) : 41,6 mg / 10 ml de tampon carbonate pH = 10,0.

« Solution de KCN.10-3 M : 3,9 mg/ml tampon carbonate pH = 10,0 (Sigma).

« Triton-mére : 200 ul Triton X100 (Sigma T-6878) dans 10 mi d'eau physiologique (1/508me) ;
(conserver a T°C ambiante).

* Triton pH = 7,8 : dilution du Triton-mére au 1/10 dans du tampon phosphate 50 mM/pH =7.8.

» cytochrome C ; xanthine ; xanthine-oxydase (Sigma).

3.2. Echantillonnage des cellules en vue du dosage de SOD

3.2.1. A partir de la culture en phase liquide

Les cellules sont distribuées dans trois tubes (tableau IX) & raison de 4 millions d'unités par tube dans
4 ml. Apreés trois heures passées dans l'incubateur, les cellules sont isolées de leur milieu de culture
puis rincées au milieu de Hanks par centrifugation (2000 RPM). Les culots cellulaires peuvent étre
congelés. Chaque tube permet trois dosages de SOD totale et trois dosages de SOD-Mn (soit 9 + 9
mesures au total).

3.2.2. A pattir de la culture en phase gazeuse

Les cellules sont distribuées dans six boites de culture (tableau IX) sur six membranes & raison de
2 millions d'unités par membrane. Aprés trois heures passées dans l'incubateur, les membranes de
culture sont rincées sur du PBS puis découpées afin de récupérer le dépot de cellules en leur centre ;

elles sont rassemblées deux par deux dans des tubes (4 millions de cellules par tube). Deux ml de
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solution tampon phosphate de concentration S0 mM et de pH = 7.8 sont ajoutés. Les tubes peuvent
atre congelés. Chaque tube permet trois dosages de SOD totale et trois dosages de SOD-Mn (soit 9 +

O mesures au total).

3. Principe sthode du dosage d

Le titrage s'effectue selon la technique de McCord et Fridovich (1969) modifiée par Crapo et McCord
(1976) en ce qui concerne le pH. Elle est basée sur la capacité de la SOD a inhiber la réduction de
cytochrome C par les ions superoxyde obtenus par oxydation de la xanthine par la xanthine oxydase.
La mesure de l'inhibition se fait sur la partie linéaire de la courbe de réduction du cytochrome C. Elle
doit correspondre 2 une différence de densité optique de 0,025 par minute. Une unité¢ de SOD

correspond 2 50 % d'inhibition de la réduction du cytochrome C sous un volume de 3 ml.

4. t d e SOD

La décongélation des six tubes contenant les extraits cellulaires se fait 4 température ambiante. Sur les
quatre millions de cellules issues de culture en phase liquide, on ajoute deux ml de solution tampon
phosphate de concentration 50 mM et de pH = 7,8. Tous les tubes sont agités.

3.4.1. Extraction de la SOD

Placer les tubes dans de la glace pilée. Sonication, par 1'appareil SONIPREP 150 MSE, dans la glace,
30" (P = 5, 20kc/seconde). Pour les tubes contenant les cellules issues de la phase gazeuse, on
observe une nouvelle pause de 15", avant une nouvelle sonication de 15". Puis les membranes sont
btées des tubes. Centrifuger tous les tubes : 10 min., 2500 RPM (800 g), 4 °C.

Prélever le surnageant ; mesurer son volume, et ajouter 10 % du volume mesuré, en solution de
Triton X100-mere.

Récupérer les nouveaux mélanges dans 6 tubes a centrifuger. Aprés un contact de 30 min. dans de la
glace pilée (0 °C), centrifuger les tubes pendant 20 min. a 15000 RPM, 2 4 °C.

Doser immédiatement ou conserver plusieurs minutes 4 4 °C avant de doser.

3.4.2. Dosage de l'activité de 1a SOD totale et de la SOD-Mn

| SOD totale [ SOD manganese

| témoin  cellules |  témoin  cellules
tampon carbonate-EDTA pH = 10,0 (ml) | 1,85 185 | 1,80 1,35
cytochrome C (pl) | 600 600 | 600 600
xanthine (1) | 150 15 | 150 150
KCN.103 (1) | o o | 50 50
Triton pH = 7,8 (sol.meére 1/10ds Tp Ph) 250 / | 250 /
suspension cellulaire (#l) | / 250 | / 700

+ 150 pl de xanthine-oxydase at=0
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3.4.3. Conditions générales des mesures de densité optique (DO)

Le porte-cuve est thermostaté a 25 °C. La longueur d'onde de lecture est 550 nm. Faire le zéro.

L'ajout de 150 ul de xanthine-oxydase induit la réaction : mesurer laDOat=1min.etat=2,5min.

3.4.4. Mode de calcul

* Soit ADO)pin = DOz 5 T'g ;nli)nol min (jes ADO doivent se situer vers 0,020-0,025).

* Soit %ADO = temoin = ADOcellules 100, 1a variation sur les DO en pourcentage (% ADO doit

. émoin
se situer autour de 50 %).

o Soit un volume v d'échantillon en pl, utilisé pour les mesures de DO. Alors Y%;,;S(% est le volume

en ul qui comprend une unité de SOD (U.).

" vx50x4
%ADO x 1000

Si V'échantillon cellulaire contient 4.106 cell./ml, alors n = .106  cellules

correspondenta 1 U. etil y a%l U./106 cell.

3.4.5. Interprétation des résultats

Le nombre d'unités par cellule varie dans le méme sens que l'activité de la SOD intracellulaire.

4. Dosage de la catalase (CAT)

4.1. Solutions pour la préparation des échantillons et pour l'analyse

« Solution tamponnée au phosphate (PBS 1X, pH = 7,4 + 0,05, Life Technologies 20010-015).

e Solution de Hanks (Sigma H 2513), ajustée 2 pH = 7,0 par une solution de bicarbonate de sodium
(7,5 %, Sigma S 8761).

« Tampon phosphate de potassium 50 mM, pH = 7,0 : 5,70 g / 500 ml [K,HPOy4, 3 H20] (Sigma
P 5504) ajusté avec 0,68 g / 100 ml [KH2PO4] (Sigma P 5379).

e Solution de Triton X100-mére : 200 pl Triton X100 (Sigma T-6878) dans 10 ml d'eau
physiologique ; température ambiante.

¢ H,0,-30 % (Sigma)

e Solution substrat : 100 ul Hy0,-30 % dans environ 70 ml de tampon phosphate de potassium
50 mM a pH 7,0.

¢ Glace pilée.

4.2. Echantillonnage des cellules en vue du dosage de CAT

4.2.1. A partir de la culture en phase liquide

Les cellules sont distribuées dans trois tubes (tableau IX)  raison de 2 millions d'unités par tube dans
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2 ml. Aprés trois heures d'incubation, elles sont isolées de leur milieu de culture puis rincées au
milieu de Hanks par centrifugation (2000 RPM). Les culots cellulaires peuvent étre congelés. Deux

dosages de catalase sont effectués a partir d'un tube (au total 6 dosages).

4.2.2. A partir de la culture en phase gazeuse

Les cellules sont distribuées dans trois boites de culture (tableau IX) sur trois membranes a raison de
2 millions d'unités par membrane. Apres trois heures passées dans l'incubateur, les membranes de
culture sont rincées sur du PBS puis découpées afin de récupérer le dépot de cellules en leur centre.
Deux ml de solution tampon phosphate de concentration 50 mM et de pH = 7,0 préparent les cellules
au dosage de la catalase. Les tubes peuvent étre congelés. Deux dosages de catalase sont effectués a

partir d'une boite de culture (au 6 dosages au total).

43 Principe et méthode du dosage de

Le dosage de la catalase est réalisé selon la méthode de Beers et Sizer (1952) basée sur la
décomposition de H,O, par la catalase : la disparition de H,0O, de l'échantillon de mesure est
quantifiée.

4.4, Protocole de dosage de la CAT

La décongélation des six tubes contenant les extraits cellulaires se fait 2 température ambiante. Sur les
quatre millions de cellules issues de culture en phase liquide, on ajoute deux ml de solution tampon

phosphate de concentration 50 mM et de pH = 7,8. Tous les tubes sont agités.

4.4.1. Extraction de la CAT

Placer les tubes dans de la glace pilée.

Sonication, par I'appareil SONIPREP 150 MSE, dans la glace, 30" (P = 5, 20kc/seconde). Pour les
tubes contenant les cellules issues de la phase gazeuse, on observe une nouvelle pause de 15", avant
une nouvelle sonication de 15". Puis les membranes sont dtées des tubes.

Centrifuger tous les tubes : 10 min., 2500 RPM (800 g), 4 °C.

Prélever le surnageant ; mesurer son volume, et ajouter 10 % du volume mesuré, en solution de
Triton X100-mere.

Récupérer les nouveaux mélanges dans 6 tubes a centrifuger. Aprés un contact de 30 min. dans de la
glace pilée (0 °C), centrifuger les tubes pendant 20 min. 2 15000 RPM, a 4 °C.

Doser immédiatement.

4.4.2. Dosage de l'activité de la CAT

Prendre la DO de 2,9 ml de la solution substrat en cuve quartz a 240 nm (UV) ; le blanc est fait sur
3 ml de tampon phosphate de potassium pH =7,0 ; la cuve de mesure est thermostatée a 25 °C.
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Ajuster la DO entre 0,520 et 0,550 ; une DO trop faible demande un ajout de H,0,.

Ajouter 100 pl d'extrait cellulaire a t = 0 ; homogénéiser. Noter le temps requis pour la diminution de
DO de 0,450 2 0,400 : cela correspond & un nombre défini de micromoles de H>O, décomposées par
minute et par 106 cellules. Le coefficient d'extinction molaire de H,0, est £ = 43,2 L.mol-l.cm1.

DO=¢edc<=>¢= HD—? , avec d la largeur de la cuve = 1 cm et ¢ la concentration de H>O; en mol/l.
Par conséquent une diminution de DO = 0,450 4 0,400 (ADO = 0,050) signifie que 1,16 .103 mol/l =
1,16 umol/ml de H,0; a disparu, dans le volume de mesure de 3 ml. En conclusion, ADO = 0,050

correspond 2 3,47 micromoles (umol) de HyO, décomposées.

4.43. Mode de calcul

Sachant que le volume de mesure est 3 ml et qu'il contient 105 cellules. Soit t le temps en
secondes pour une chute de DO = 0,450 a DO = 0,400. Cela correspond a :

3,47 pumol x 60 sec./min. x 106 cellules
t sec. x 105 cellules

umol de HyO, dégradée par minute par 105 cellules.

1 gmol/min. de HyO; dégradée par un million de cellules définit une unité (1 U.)
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B. MATERIELS €T METHODES, POUR
UEXPOSITION CELLULAIRE AUX GAZ €T FUMEES

I. MODE D'EXPOSITION CELLULAIRE

Les cultures de cellules THP-1 en phase gazeuse consistent en des boites de Pétri de 6 cm de diametre
comprenant chacune un réservoir de milieu nutritif surmonté d'une membrane qui supporte un million
de cellules prétes & l'exposition directe aux gaz ou fumées. L'objet de ce chapitre est de décrire
comment les cellules peuvent étre mises en contact contrdlé avec des gaz ou fumées.

Deux chambres d'exposition ont dans ce but été congues et fabriquées en 1994. Ce chapitre décrit leur
mode d'alimentation en gaz ou fumées, ainsi que le mode de conditionnement des gaz ou fumées
préalable a leur entrée dans les chambres d'exposition ; puis il propose un protocole d'exposition aux
gaz ou fumées des cellules THP-1 en culture en phase gazeuse.

1. Critéres d'une exposition satisfaisante

L'évaluation de la qualité de fumées d'incinération nécessite l'emploi de deux chambres
d'exposition identiques : I'une destinée aux expositions des cellules aux fumées d'incinération, 'autre
aux expositions conjointes d'autres cellules a l'air pur témoin. Cette double exposition permet, lors de
chaque expérience, de comparer I'évolution des cellules-essais a celle des cellules-témoins, puis
d'évaluer 'indice de cytotoxicité des fumées.

Les chambres d'exposition ont été cong¢ues pour :

* maintenir les cellules dans des conditions idéales de vie, comptant une température ambiante de
37 °C et une atmosphere enrichie a 5 % de dioxyde de carbone (CO) et saturée d'humidité ;

e contenir douze boites de culture simultanément ; bien qu'un essai d'exposition ne nécessite l'emploi
que d'un seul triplicat de boites, il nous a fallu prendre en compte les diverses manipulations de mise
au point du test prévues, celles-ci nécessitant le plus souvent la comparaison de nombreuses boites ;

« étre aisément démontables et transportables d'un site expérimental a un autre.

Les chambres d'exposition seront alimentées pour 1'une, en air pur témoin ; pour l'autre, en fumées
prélevées directement 2 leur source, qui pourront étre diluées avec de l'air pur témoin avant d'étre
présentées aux cellules. Les deux chambres seront de plus alimentées en dioxyde de carbone (COy), a
la proportion de 5 % de la totalité des gaz entrants.

Ainsi, des conditions stables d'incubation sont garanties aux cellules introduites dans la chambre
d'exposition, et toute variation de viabilité cellulaire, constatée entre les cellules de la chambre

exposée aux fumées et la chambre exposée a l'air pur témoin, seront a priori imputables 2 la qualité
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Figure 18. Enceinte d'exposition des boites de culture cellulaire aux fumées et gaz.
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des fumées. Si ces conditions sont respectées pour toute expérience menée dans les chambres

d'exposition, 'expérimentateur pourra se livrer a des comparaisons de résultats.

2. Chambres d'exposition

2.1. Description d'une chambre d'exposition

« Une cuve en acier inoxydable hermétique (L. 320 x 1200 x H 120 mm3) d'un volume approchant les
8 litres, se ferme sur sa partie supérieure au moyen d'une plaque de Plexiglas que I'expérimentateur
blogue parfaitement et rapidement au moyen de barres de fixation a vis.

« Le fond de la cuve inox. est muni d'une grille amovible sur laquelle seront déposées les boites de
culture cellulaire  exposer aux gaz ou fumées ; elle permet de surélever les boites au dessus d'une
réserve d'eau déminéralisée qui joue le rdle de source d'humidité ambiante pour les cellules.

o Sur la partie supérieure de la cuve inox., de part et d'autre de la plaque de fermeture, se trouvent
deux orifices. L'un joue le rdle d'entrée pour les gaz et fumées A amener au contact des cellules ; il est
prolongé par un peigne coudé, une sorte de tuyau inox. horizontal qui parcourt toute la largeur de la
cuve, percé de multiples grands trous, qui a pour mission d'éviter que les gaz et fumées n'empruntent
un chemin préférentiel le long de la cuve. L'autre est une sortie de la cuve pour les gaz et fumées
introduits.

e La cuve inox. est plongée dans un bain thermostaté inox. rempli d'eau déminéralisée, sa partie
supérieure pouvant &tre aisément émergée pour y introduire les boites de culture cellulaire. Ce
systtme de bain intégral garantit le maintient homogene, a l'mtérieur de la cuve inox., d'une
température de 37 °C idéale pour les cellules qui y séjournent.

« L'ensemble bain thermostaté-cuve est muni de plusieurs poignées, qui facilitent les déplacements de

ce test de terrain d'un site a un autre. (Figure 18).

tation des d'expositi

2.2.1. Nature des gaz d'alimentation

Les sources de CO- et d'air témoin (et de dilution) sont des bouteilles de gaz de qualité médicale
(absence de microorganismes), détendus a la pression atmosphérique (AP = 0) avant leur mélange et
leur entrée dans les chambres d'expositions.

« La bouteille de CO, médical comprimé (CODEX Air Liquide Santé) est munie d'un détendeur (BS
300/01 Alphagaz) qui permet de régler la pression de sortie du gaz pour une AP =0.

« La bouteille d'air médical comprimé (RESPAL Air Liquide Santé) contient de l'air reconstitué a
partir de 78 % d'azote (N7) et de 22 % d'oxygene (Oy) ; elle est munie d'un détendeur (HBS 315/3
Alphagaz) qui permet de régler la pression de sortie du gaz pour une AP =0.

Le relais entre la source de gaz ou fumées 2 tester et la chambre d'exposition est assuré par une
pompe 2 membrane (N 79 KV.18 Hostalen/Viton KNF, 9 Nl/min.).
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Figure 19. Schéma du systéme de dilution des fumées et de mélange des gaz et fumées précédant
l'alimentation des chambres d'exposition.

Qco2

EXEMPLE POUR Qyota1 = | Qechantiiton = Quir = Qco: =
(1) airenrichi 3 5 % de CO, (témoin) 21/min. de (1) | O 1,9 Vmin. | 0,1 I/min.
(2) airenrichi 2 5% de CO, et chargé de 50 ppm | 2 I/min. de (2) | 0,5 I/min. d'air a 1,4 Vmin. | 0,1 /min.
de dioxyde d'azote (NO,) 200 ppm NO,
(3) fumée diluée au demi et enrichie 2 5 % de CO, | 2 Vmin. de (3) | 1 I/min. de fumée 0,9 /min. | 0,1 I/min.

Tableau X. Trois exemples de réglage des débits de gaz et fumées a mélanger en amont d'une
chambre d'exposition.
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2.2.2. Réglage des débit d'entrée des gaz

Le réglage des débits des gaz peut permettre le mélange des gaz suivant des prescriptions de

concentrations précises, a conditions que les température et pression des gaz soient constantes.

Si Qschantillon €St le débit d'échantillon (gaz ou fumées) a tester, Qaj, le débit d'air de dilution de
I'échantillon, Qco, le débit de CO; qui permet l'enrichissement du gaz d'essai a 5 %, et Qqotal le
débit de 1'échantillon conditionné avant sa présentation aux cellules du test, alors les gaz et fumées
sont dosés et mélangés comme il est montré sur la figure 19, en amont de la chambre d'exposition. Et
ainsi par exemple, 4 température et pression égales et constantes (tableau X).

Le contrdle des débits d'entrée des gaz et fumées a également pour intérét majeur de permettre a

l'expérimentateur de fixer des conditions de manipulation reproductibles d'un essai a l'autre.

En amont des chambres d'exposition, des débitmétres sont installés sur chaque ligne porteuse de la
phase gazeuse.

* Deux débitmétres a air (GTV/I Platon, max. 20-250 cm3/min.) permettent de contrdler : pour l'un,
l'air pur témoin, 2 l'entrée de la chambre témoin ; pour l'autre, les fumées a tester et éventuellement
l'air de dilution, a I'entrée de la chambre d'essai.

 Deux débitmétres a air (GTV/I Platon, max. 0,6-5 I/min.) permettent de controler le CO; a I'entrée
de chacune des deux chambres d'exposition.

2.2.3. Mélange des gaz d'alimentation

Les mélanges de gaz s'effectuent dans des boules de mélange, en verre borosilicaté, d'un diamétre
moyen de 7 cm, comportant chacune deux entrée et une sortie. La configuration de ces boules

favorise la bonne diffusion d'un gaz minoritaire dans un gaz le plus abondant.

3. Méthode d'exposition

3.1. Protocole d'exposition

* Préparation 2 I'exposition des cellules aux gaz ou fumées. Trois boites de culture (triplicat) sont
introduites dans la chambre-essai ; trois boites de culture (triplicat) sont introduites dans la chambre-

témoin (3 boites de culture restent dans l'incubateur).

* Conditions physiques imposées aux gaz ou fumées. Le débit de gaz a I'entrée de chaque chambre
est réglé A 2 litres par minute ; la pression relative dans I'ensemble du circuit est nulle ; la température
de lecture des débits est celle de la piéce.

* Contrdle des débits de gaz ou fumées. La chambre-essai est alimentée par 1,9 I/min. de fumées ou
de gaz A tester (préalablement dilués ou non) et par 0,1 I/min. de CO; (figure 20 ; photo F). La
chambre-témoin est alimentée par 1,9 I/min. d'air pur témoin et par 0,1 I/min. de CO,.
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Figure 20. Schéma du systéme d'exposition des cellules aux fumées.

Photo F. Exposition des boites de culture cellulaire 2 la fumée. L'enceinte d'exposition comprend une
entrée pour la fumée (ou l'air témoin) enrichie &8 5 % de CO, et une sortie a l'air libre : l'eau qu'elle
contient et le bain-marie a 37 °C dans lequel elle est plongée, assurent aux cellules des conditions
d'humidité et de température comparables a celles de I'incubateur.
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« Durée d'une exposition aux gaz ou fumées. La durée d'exposition a été fixée a2 1 heure (dans la

troisiéme partie, elle sera exceptionnellement de 1 h 20 dans le cas d'une exposition a 10 cigarettes).

* Apres l'exposition, les boites sont sorties des deux chambres d'exposition ; les membranes de
cultures sont extraites de leurs boites et traitées en vue d'établir la proportion de cellules vivantes et de

cellules mortes sur chaque membrane.

P

vantages et inconv nt 'e iti

3.2.1. Avantages

« La chambre d'exposition reproduit les conditions physico-chimiques qui régnent dans l'incubateur a
CO, oi les cellules sont cultivées. Cette attention particuliére permet aux cellules de n'étre
éventuellement perturbées que par le seul flux de gaz ou fumées qui lui arrive, et donne tout son sens
au test biologique, pour le calcul d'un indice de cytotoxicité relatif a la source polluante.

« La conception pratique des chambre d'exposition favorise 1a mobilité sur les sites industriels. Car ce

test de terrain a pour intérét d'amener le réactif biologique au contact direct de la source polluante.

3.2.2. Inconvénients

« Chaque chambre d'exposition a un volume de prés de 8 litres, ce qui signifie qu'il faut attendre
plusieurs minutes(?) avant qu'elle soit remplie exclusivement du mélange de gaz ou fumées testées.

* Le controle de plusieurs détendeurs et de plusieurs débitmeétres a gaz alourdit un systéme de

manipulation qu'il faudra simplifier.

II. GAZ SIMPLES ET FUMEES DE TABAC : ESSAIS DE
LABORATOIRE

Les essais de laboratoire sont menés sur au moins un triplicat de boites de culture cellulaire pour
chaque concentration de gaz ou chaque échantillon de fumées. Autant que possible, ils bénéficieront

de conditions et d'un protocole similaires 2 ceux des essais de terrain.

1. Essais sur des gaz simples

. Objet des essai es oaz simple

L'objet d'essais du test biologique sur plusieurs gaz connus et contrdlés est double.

7 Soit t, = K.(a/d) min., avec x = % d'équilibre, K = constante d'équilibre = 4,6 (si x = 99 %), a = volume de la chambre
d'exposition = 81 et d = débit d'air = 2 V/min. <=> tggq, = 4.6.(8/2) = 18,4 min. (lgsq, = 12 min. ; logg = 9,2 min.).
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Le premier objectif est de vérifier la reproductibilité de la réponse cellulaire face a des gaz définis. Ces
expériences permettront d'acquérir une base de données de référence, de posséder des "témoins
positifs" du test biologique. S'y reporter permettra de controler régulierement la sensibilité du test
(qualité de la préparation des cellules, qualité€ du systeme d'exposition des cellules aux gaz...), en
particulier en cas de variation du protocole ou du matériel employé pour le test (vers une
miniaturisation du test par exemple).

Le second objectif est de construire des échelles de réponses du test biologique (réactivité, sensibilit€)
par rapport aux concentrations en polluants courants du compartiment aérien ou des rejets de
combustion. En d'autres termes, découvrir la sensibilité des cellules du test vis-a-vis des différents

types de gaz, établir les seuils de détection et les limites de saturation du test aux gaz.

1.2. Choix et source de trois gaz simples

Plusieurs types de gaz sont choisis pour couvrir la gamme des polluants toxiques des fumées. Il
s'agit d'une part d'un irritant primaire (ex. dioxyde d'azote NO,), d'autre part de produits de
dégradation thermique (ex. chlorure d’hydrogéne HCl, dioxyde de soufre SO7). NO, HCI et SO,
représentent en fait trois polluants majeurs issus de l'incinération de déchets.

« La source de gaz NO; est la suivante : une pompe péristaltique distribue un goutte a goutte de nitrite
de sodium (NaNO,) dans une solution d'acide sulfurique, pour que se forme du gaz NO;. Celui-ci
est dilué avec de I'air purifié utilisé comme vecteur, avant son entrée dans la chambre d'exposition a
des taux variant de O 4 plusieurs dizaines ppm (concentrations vérifiées par un analyseur a gaz).

e La source de gaz SO; est un mélange de gaz comprimés en bouteilles (Airgaz), composé
principalement d'azote & 78 % et d'oxygeéne a 22 % (air reconstitué), et enrichi de 200 ppm de
dioxyde de soufre (SO). De l'air pur témoin permet la dilution du mélange, pour balayer les
concentrations de 0 2 200 ppm de gaz toxique au contact des cellules du test.

« La source de gaz HCl est également un mélange de gaz comprimés en bouteilles (Airgaz), composé
d'azote 2 78 %, d'oxygéne i 22 %, et enrichi de 200 ppm de chlorure d'hydrogene (HC1). De J'air
pur témoin dilue le mélange, pour balayer les concentrations de 0 4 200 ppm de HCl au contact des
cellules du test.

Une bouteille similaire, d'air comprimé enrichi de 200 ppm de NO,, sera également préparée et
employée pour quelques essais comparatifs.

2. Essais sur des fumées de combustion

.1. Objet des essais sur des fumée combusti

Afin de comparer la réactivité des souches U-937 et THP-1 a celle des macrophages alvéolaires de

Cobaye, les trois types cellulaires ont ét€ soumis aux mémes expositions de fumées de combustion.
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t Sourc umées d C

La fumée de cigarette (Gauloise sans filtre) a été choisie parce qu'elle a fait l'objet d'une étude a
I'IIPL, parce qu'elle est de constitution complexe et parce qu'elle est un produit de combustion.

Une bouffée par minute (1 puff/min.), 8 puffs par cigarette (Gauloise sans filtre) ; 35 cm3 de fumée
pré-filtrée (0,45 um) par puff, dilués dans 500 cm3 (dilution au 1/78me) avant l'arrivée a la chambre
d'exposition ol sont placées les boites de culture. Chaque expérience compte 10 cigarettes (80
minutes d'exposition cellulaire). La chambre d'exposition aux fumées employée pour ces essais a un
volume de 14 litres ; elle fonctionne en paralléle avec une chambre d'exposition & de l'air purifié (ou
chambre témoin). La cytotoxicité de la phase gazeuse des fumées est évaluée simultanément sur les
trois types cellulaires (THP-1, U-937, MA) et selon trois méthodes différentes (MTT, ATP, LDH).
Lors des quatre essais, la chambre d'exposition contient au moins trois triplicats (parfois duplicata) de
boites de culture d'un type cellulaire, soit au total au moins neuf triplicats (ou duplicata) de boites de
culture. La chambre témoin contient au moins neuf triplicats (ou duplicata) de boites de culture (deux

essais supplémentaires, basés sur la mesure du glutathion, ont été ajoutés).

III. PRELEVEMENT ET ECHANTILLONNAGE DES FUMEES
D'INCINERATION DE DECHETS : ESSAIS DE TERRAIN

1. Préléevement de fumées

Les prélévements de fumées en vue de I'application du test biologique seront effectués directement a

la source de fumées : la cheminée de l'usine.

1.1. Nature des fumées

1.1.1. Fumées totales

Les fumées totales sont telles qu'elles sont émises a I'atmosphére, constituées de ses gaz, de ses
aérosols et de ses particules. Plus elles sont chargées en particules, plus elles sont délicates a
échantillonner et & conduire le long d'une tuyauterie. Notre objectif est de conserver ces fumées
totales jusqu'aux chambres d'exposition, d'une part pour approcher l'évaluation de leur toxicité
globale, et d'autre part pour simplifier la mise en place du dispositif de prélévement des fumées et en
simplifier l'entretien. Les fumées d'incinération de déchets 2 partir desquelles nous utilisons notre test
sont laissées totales.

1.1.2. Fumées chaudes et humides

Les fumées d'incinération de déchets chaudes (plus de 200 °C) sont prélevées a la cheminée pour étre

présentées aux cellules du test biologique, maintenues quant a elles a la température relativement
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basse de 37 °C. Il est par conséquent nécessaire d'envisager d'abaisser la température des fumées au
cours de leur échantillonnage. Parallélement, les fumées d'incinération de déchets sont humides (20 a
30 % volumique d'eau), mais cela n'est pas une limite & leur présentation aux cellules, qui vivent
elles-mémes dans une atmosphere saturée d’humidité.

Les conditions physico-chimiques propres aux fumées d'incinération nécessitent des aménagements
particuliers et des mises au point soignées. Pour aboutir au contact de fumées d'une part et d'un
matériel biologique (des cellules) d'autre part, il faut :

» abaisser la température des fumées jusqu'a une température supportable pour le matériel biologique
qui leur est exposé ;

« éviter la condensation de l'eau contenue dans les fumées, pendant I'échantillonnage de celles-ci ;
notre calcul du point de rosée®, sur la base d'une fumée composée de 30 % d'eau en volume et
comprenant 34 mg/Nm3 de chlorure d'hydrogéne, aboutit 4 une température proche de 70 °C !

o régler le flux de fumées au contact des cellules en exposition (couple concentration-temps).

1.2. Matériels et méthode d'échantillonnage et d'exposition des fumées

1.2.1. Matériels

» sonde de prélévement, verre borosilicaté, diametres (interne/externe) = 6/8 mm

e 2 boules de mélange, verre borosilicaté, diamétres 7 cm et 10 cm, 2 entrées / 1 sortie
* tuyau Exacanal

» pompe KNF 9 litres par minutes

o 1 débitmetre A air Platon, max. 0-5 I/min.

e air comprimé

1.2.2. Méthode

L'objectif est de mettre en place un dispositif de terrain pour le prélévement, l'acheminement et le

séchage des fumées d'incinération de déchets.

* Sonde de prélévement.

Une canne cylindrique résistante aux hautes températures est introduite dans un trou formé sur le coté
de la cheminée de l'usine, bien en aval du ventilateur qui permet l'extraction des fumées vers
I'atmosphere. Cette canne pénétre jusqu'au centre du conduit avant d'étre solidement bloquée ; ainsi,
un tuyau peut y étre branché qui, suivi d'une pompe, acheminera fumées, du conduit jusqu'a la
chambre d'exposition. L'installation d'une sonde de prélévement permet de mesurer directement et en
simultané la qualité chimique (contrdles continus de l'usine) et le potentiel cytotoxique des fumées.

NB. celle-ci est simple, s'applique en un seul point et ne permet pas de prélévement isocinétique.

* Ligne d'échantillonnage des fumées.

La sonde, enfoncée dans le conduit de la cheminée d'usine, est directement suivie d'une boule de

8 température de formation de la premiere goutte de condensation d'un liquide dans une fumée.
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Figure 21. Systéme de prélévement et de conditionnement des fumées  la cheminée.
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mélange 2 deux entrées et une sortie dans laquelle la fumée est diluée dans de l'air pur sec capable
d'absorber une part de I'humidité des fumées ; puis une boule de condensation retient, en amont du
circuit, le surplus d'eau de condensation. Un tuyau conduit les fumées vers la pompe, puis vers un
débitmetre et vers la chambre d'exposition qui contient les cultures cellulaires (figure 21).

Le débit a I'entrée de la chambre d'exposition est de 2 litres par minute ; mélanges et débits sont

régulés par des débitmeétres. La durée de I'exposition est fixée a 1 heure.

2. Préléevement de poussiéres de fumées

Les 10 2 150 mg/Nm?3 de particules qu'il est autorisé de rejeter a l'atmosphére(®) sont capables de
retenir, par adsorption, métaux et hydrocarbures ; elles peuvent étre le siége de réactions donnant
naissance aux PICs(10). Les trés petites particules sont relativement plus chargées en €léments
polluants que les grosses particules qui ont été éliminées avant rejet des fumées a l'atmosphere. (Lisk,
1988 ; Olier et coll., 1989 ; Mags, 1990). Cette partie de 1'étude consiste & mettre en culture des
cellules THP-1 sur des membranes sur lesquelles des poussiéres auront au préalable été collectées.

Elle permettra de noter l'impact des seules poussiéres sur la cytotoxicité mesurée.

* Les poussiéres sont déposées sur une membrane filtre : un porte-filtre (Polylabo), placé directement
en amont de la sonde de prélévement des fumées d'incinération de déchets (sortie cheminée vers
I'atmosphére), permet d'intercaler, pour chaque essai, une membrane de culture cellulaire (Gelman
Sciences, 0,22 um, en polyéthersulfone) entre la cheminée d'usine et une pompe réglée au débit de
2 litres par minute. Les poussiéres, microparticules encore présentes dans les fumées apres la

filtration de celles-ci, s'y déposent directement durant 20 minutes & une heure suivant les essais.

» Chaque membrane, séchée, est montée dans une boite de culture pour accueillir un million de
cellules THP-1. Toutes les boites (ainsi que leurs témoins sans poussiéres) sont alors placées dans
l'incubateur a2 CO, (37 °C, 5 % CO,, humidité a saturation) pendant trois heures.
¢ Deux types de témoins accompagnent ces cultures de cellules sur des poussieres de fumées :

- un témoin (T1) de culture cellulaire sur des membranes vierges, simultanément aux cultures sur
poussiéres et dans les mémes conditions que celles-ci ;

- un témoin (T 2) de culture cellulaire sur des membranes témoins au travers desquelles sont passés
deux litres par minute d'air médical témoin, pendant 20 minutes a une heure, simultanément au

déroulement de la récolte de poussiéres de fumées.

NB. les manipulations sont distinctes ; elles correspondent chacune a 1'échantillonnage des poussiéres

de fumées variables, dans des conditions variables.

9+ 10 mg/Nm?3 (11 % O3, gaz sec ) : proposition de la Commission des Communautés Européennes du 19 mars 1992
et projet d'arrété ministériel (Ministére de 'Environnement) du 15 janvier 1996 (D.1.) ;
30 mg/Nm3 (11 % O ou 9 % COg2, gaz sec) : arrété du 25 janvier 1991 relatif aux résidus urbains (OM) ;
¢ 150 mg/Nm? (7 % CO,, gaz humide) : circulaire du 21 mars 1983 relative aux déchets industriels (DI) ;
{un projet de directive de la Commission des Communautés Européennes, 1993, fixe la limite 2 5 mg/Nm3).
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3. Avantages et inconvénients

3.1. Les poussiéres

Les poussiéres risquent d'encrasser, a la longue, les débitmétres et la pompe. En outre, leur présence
au sein des gaz prélevés tendrait 2 abaisser le point de condensation de l'eau (Ministére de
'Environnement, 1990). Enfin prendre rigoureusement en compte la masse et le nombre des
poussiéres et mesurer leur contribution a la cytotoxicité globale nécessiterait un prélévement
isocinétique de 1'échantillon brut & la cheminée, a l'aide notamment d'une sonde coudée et d'un tube
de Pitot, conformément aux normes NF X 43.003 ou NF X 44.052 préconisées pour le contrdle de la

qualité des poussiéres rejetées.

3.2, Lhumidité

L'humidité des fumées génére, lorsque la température de I'échantillon est fortement abaissée, une
condensation d'eau le long de la ligne de prélévement. Outre le fait qu'elle peut obstruer les conduits
et les appareils d'échantillonnage, I'eau est potentiellement corrosive. De plus, les condensats sont
capables de piéger le chlorure d'hydrogéne et les autres gaz acides, ainsi qu'une partie des particules
du flux de fumées : ils sont donc source d'erreur sur la représentativité de I'échantillon a acheminer

vers le réactif biologique du test.

3 ilution des ée

« Avantages. Les fumées d'incinération peuvent étre diluées avant leur exposition aux cellules ; le
taux de dilution est modulable :

- les cellules sont particuliérement sensibles aux faibles concentrations de polluants ; la dilution des
fumées dans de I'air pur est un moyen d'adapter la réactivité du test mis en place au type d'échantillon
auquel 'on veut soumettre le test ;

- les fumées ont, en sortie de cheminée, une température encore élevée qui contraste avec les 37 SG
de la chambre d'exposition des cellules ; une dilution calculée des fumées dans de l'air pur peut
limiter grandement le phénomene de condensation de la vapeur d'eau tout au long du dispositif et
favoriser la baisse de la température dans de bonnes conditions.

« Difficultés. Le choix du taux de dilution de I'échantillon brut, le contrdle de la température de 1'air
de dilution, de 1'échantillon brut et du mélange final, ainsi que le réglage et le contrdle des débits

volumiques, sont des manipulations délicates.

10 produits de combustion incomplete
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.3 - (x ppm) x (M g.mol'l)
X mg-Nme® = 25 2 1.mol 1)

avec l'approximation qu'il s'agit d'un gaz parfait pris dans les conditions normales de température et de pression :
X est sa concentration en mg/Nm3, x est sa concentration en ppm ; M est sa masse molaire.

Equation eS. De la partie par million volumique au milligramme
par métre-cube normal.
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4. Controéle de la qualité des fumées

11 s'agit ici de la surveillance de la qualité chimique des fumées. Elle assure a 'exploitant qu'il est
conforme 2 la législation auquel il est soumis, ou l'incite agir rapidement sur son installation pour en
améliorer les rejets. Un recueil systématique de ces données instantanées (cas d'une analyse en
continu des rejets) tandis que nous soumettons les rejets au test biologique, nous permettra
d'appréhender un lien potentiel entre les variations de qualité observées par le test biologique et les

variations, dans les effluents de l'usine, des concentrations en composants chimiques majeurs.

4.1. Utilisation de l'instrumentation in situ

Le site d'accueil(!! ) sur lequel ont été réalisés, pendant prés de deux ans, les mises au point
successives et une grande part des essais de terrain, est équipé en techniques de contrle continu des
fumées avant leur rejet comme suit :

o contrdle a I'émission des poussiéres : par un pulvérimétre a laser ;

« mesures 2 'émission de monoxyde de carbone CO, dioxyde de carbone CO,, monoxyde d’azote
NO, dioxyde de soufre SO,, chlorure d’hydrogéne HCI, eau H,O : par spectrométrie infrarouge ;

e contrdle —avant le traitement des fumées— de l'oxygéne O, : par une cellule magnétodynamique.

Ces analyses en continu autorisent des comparaisons entre la toxicité mesurée par le test biologique en

cours de construction et les concentrations en polluants majeurs a I'émission.

Le ppm (ou la partie par million volumique, aussi notée ppmv) se définit, dans le domaine des gaz,
comme étant le volume du gaz en question (en cm3) sur le volume de I'échantillon global (en m3), les

volumes étant rapportés aux conditions normales de température et de pression (équation e5).

5. Conditions et calendrier des manipulations sur site

Les résultats présentés sont obtenus dans les conditions d'expériences suivantes.
« Fabrication des boites de culture cellulaire en phase gazeuse, a I'Institut Pasteur de Lille (IPL), puis
transport des boites vers le site de Limay, jusqu'au 2/06/94.
Tout ce travail sera effectué in situ, au laboratoire du CREED, 2 partir du 15/11/94.
» Utilisation de deux méthodes de révélation de la toxicité cellulaire, ATP et MTT :

- ATP: a l'issue de leur exposition aux fumées, les cellules sont fixées dans leur solution d'analyse
puis réfrigérées a 4 °C jusqu'au jour de leur analyse aI'/PL, a j+4 ou a j+5; ceci jusqu'au 15/11/94.

Dés 1995, les tubes destinés aux analyses d'ATP seront congelés jusqu'au jour de I'analyse a I'/PL.

L1 SARP Industries Limay (78)
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- MTT : les manipulations antérieures 2 la mise au point des matériels et méthodes retenus pour le
bio-test ont été effectuées dans des conditions un peu différentes de ce qui est décrit (jusqu'au
2/06/94). Ainsi, le taux de dilution de la solution-mére de MTT atteint 1/8, le tampon de lyse qui
dissout les cristaux de Formazan est a2 base de dodécyl sulfate de sodium et la lecture
spectrophotométrique est effectuée a I'IPL au jour j+4 ou j+5.

Le travail sera effectué in situ (laboratoire du CREED) au jour j, a partir du 15/11/94 (comme décrit).

C. QUTIL STATISTIQUE

Afin de comparer les moyennes obtenues pour chaque pool de résultats (activité anti-oxydante,
quantité moléculaire, densité optique, pourcentage de cytotoxicité), on utilise le test de comparaison
entre deux moyennes de Student (ou test du T) :

* le nombre des échantillons étudiés est en effet petit (N < 30),

* les paramétres 2 analyser suivent tous une loi normale de distribution.

La probabilité p est telle que le seuil de signification du test soit respecté. Si p < 0,05 (5 %), le test est
significatif ; si p < 0,01 (1 %), le test est trés significatif.

Dans le cadre de la mise au point de la méthode au MTT, ainsi que dans celui de 1'étude des réponses
cellulaires face 2 leur intoxication par des gaz simples, on envisage des régressions linéaires simples
et 1'on calcule le ccefficient de régression r et son carré r2 : compris entre O et 1, il approche 1 lorsque

les points du graphe approchent au mieux cette droite idéale.

Le test de Student (apparié), ainsi que la régression linéaire simple, seront appliqués a nos résultats
par I'emploi du logiciel Statview 4.02, version FPU de 1992-93 (Abacus Concepts, Inc.).
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A ADAPTATION DE TECHNIQUES POUR LE TEST

1. MISE AU POINT D'UNE LIGNE D'ECHANTILLONNAGE AVEC
SECHAGE DES FUMEES PAR PERMEATION

Rapidement, des inconvénients se sont révélés, dans la manipulation de la ligne de prélévement mise
en place pour collecter les fumées d'incinération de déchets a partir de la cheminée d'usine. A partir
de ces observations, il a été prévu de fabriquer un nouveau montage, qui améliorera notablement la
qualité du prélévements des fumées chaudes et humides. Celui-ci permettra d'opérer dans des
conditions expérimentales constantes quels que soient les aléas ambiants (conditions météo...). 1l
évitera une condensation d'eau le long de la ligne de prélévement tandis que la température des
fumées est abaissée jusqu'a 37 °C (température de culture cellulaire) ; il préservera la représentativité

des fumées échantillonnées, puisque I'eau ne risquera plus de piéger les gaz acides en particulier.

Description : la sonde est suivie d'une ligne chauffante régulée a 130 °C (température supérieure au
point de rosée des fumées d'incinération) ; les fumées parcourent un tube a perméation ou elles sont
asséchées jusqu'a atteindre le point de rosée théorique de 30 °C. Le tube est constitué d'une
membrane cylindrique contenu dans un cylindre plus grand ; celui-ci est alimenté d'air sec en
contresens des fumées (au débit de 10 I/min contre 2 I/min pour les fumées). Le dispositif est
maintenu a 90 °C.

Jusqu'a la chambre d'exposition, la ligne est ensuite maintenue a la température de 37 °C. Les fumées
traversent ainsi successivement : la pompe, le débitmeétre, la chambre d'exposition.

Une boule de mélange (calorifugée) en sortie du tube 4 perméation permet une éventuelle dilution des
fumées. (Figure 22).

Le débit a l'entrée de la chambre d'exposition est de 2 litres par minute ; mélanges et débits sont

régulés par des débitmeétres. La durée de I'exposition est fixée a 1 heure.

I1. CHOIX DES CELLULES, LE REACTIF BIOLOGIQUE DU TEST

1. Comportement en culture des cellules

Pour chaque lignée de cellules, plusieurs mélanges nutritifs ont été testés. Les cellules HL-60, puis



TROISIEME PARTIE : RESULTATS (MISE AU POINT DU MODELE CELLULAIRE) 69

les cellules P388-D1, n'ont pas survécu au laboratoire.

Les cellules U-937 et THP-1 ont retenu notre attention. En particulier, la lignée cellulaire THP-1
demande un entretien hebdomadaire en culture en phase liquide (en flacons) et présente une
croissance réguliere. Elle se cultive facilement et supporte des transports hors de I'incubateur pendant
plusieurs heures (en flacons hermétiques stériles). Pour chaque lignée cellulaire, le choix du milieu
nutritif et la surveillance du développement des cellules en culture a été déterminant. Seules les
cellules conservées en pleine santé au laboratoire ont pu &tre utilisées. Enfin, ce sont les essais de
culture en phase gazeuse qui ont été déterminants : cette technique originale de culture cellulaire,
proposée par Voisin et coll. (1977a), a été retenue comme la technique de base pour le test biologique
que nous allions mettre en place. Dans ce type de culture, les cellules sont tenues d'adhérer a une
membrane de culture et d'y rester en survie dans les conditions imposées (en particulier les conditions
de durée).

2. Comparaisons avec le macrophage alvéolaire

2.1. Viabilité cellulaire

Plusieurs paramétres témoins de la viabilité des cellules ont dans un premier temps été choisis pour
comparer le MA aux cellules U-937 ou THP-1 : la quantité d'ATP cellulaire, la quantit¢ de LDH
cellulaire. Ces premiéres mesures ont en particulier montré :

« que lorsque les cellules sont cultivées en phase liquide, la quantité d'ATP intracellulaire de U-937
ou THP-1 ne sont pas significativement différentes de celle du MA ;

e que lorsque les cellules sont cultivées en phase gazeuse, la quantité d'ATP intracellulaire de
U-937 (2800 + 1028 ng/106 cell.,, n = 11), de THP-1 (2307 + 474 ng/10° cell., n = 10) et du
MA (1832 + 702 ng/10° cell., n = 8) sont a peu prés équivalentes (p > 0,14).

« que lorsque les cellules sont cultivées en phase gazeuse, la quantité de LDH cellulaire est un peu
plus importante chez U-937 ou chez THP-1 que chez le MA (tableau XII).

2.2. Réaction aux gaz toxiques

Face 2 la fumée filtrée de tabac par exemple, la toxicité en pourcentage parait équivalente pour les
cellules U-937 ou THP-1 d'une part, et pour les MA d'autre part, que ce soit par la méthode de
mesure de I'ATP intracellulaire (p = 0,70) ou par la méthode utilisant le MTT (p > 0,21). Par la
méthode de mesure de la LDH, toxicité est équivalente pour les MA et les cellules THP-1 (p > 0,97),
mais elle s'avére significativement différente pour les MA et les cellules U-937 (p = 0,03).

2.3. Phagocytose de microparticules

Des poussiéres de mines de charbon du nord de la France (nature et composition : cf. Gosset et coll.,
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Figure 23. Evolution de la densité optique issue du contact d'un million de cellules cultivées
en phase gazeuse avec le réactif MTT dilué dans du PBS.
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Figure 24. Evolution de la densité optique issue du contact d'un million de cellules cultivées en phase
gazeuse avec le réactif MTT, en fonction de la dilution dans I'eau du solvant final DMSO.
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1991), d'un diamétre inférieur 2 5 um, ont été mises en culture en phase liquide, au contact de MA
d'une part, et de cellules U-937 ou THP-1 d'autre part. Quelques minutes ont suffi aux MA pour
phagocyter I'ensemble des particules en solution, tandis que plusieurs heures de contact n'ont abouti
qu'a la phagocytose d'une ou de deux particules par cellule U-937 ou THP-1. Cette simple
observation montre qu'une différenciation moindre de la cellule s'accompagne, par certains aspects,
d'une moins grande spécificité cellulaire.

4. enal biochimique de défe ire

Les résultats de cette comparaison entre les types cellulaires sont rapportés plus loin.

III. ADAPTATION DE LA METHODE AU MTT (VIABILITE)

1. Concentration de MTT et intensité de coloration

L'objet des essais suivants est de déterminer la quantité minimale de molécules de MTT qu'il faut
amener 3 un million de cellules en culture en phase gazeuse, pour obtenir une coloration maximale des
cellules qui soit fonction de leur viabilité. La figure 23 présente la densité optique lue en fonction du
facteur de dilution de la solution-mére de MTT (5 mg/ml) révélatrice du test colorimétrique : cinq
triplicats identiques de 106 cellules THP-1 en culture ont été confrontés simultanément a cing
concentrations d'une méme solution de MTT. La solution de lyse des cristaux de Formazan est
constituée, pour cette manipulation, de 100 % de DMSO.

Ces essais éliminent I'option d'une dilution supérieure a 5 fois et ne montrent aucune différence
significative entre les essais réalisés avec la solution meére de MTT 1/1, diluée au 1/2 ou diluée au 1/5,

la variation autour de la moyenne (n = 3) étant la plus faible avec la solution au 1/1.

2. Dissolution des cristaux de Formazan

Les molécules de MTT, réduites par les cellules vivantes, se transforment en molécules de Formazan
sous forme cristalline. Ces cristaux violet-bleu nécessitent un solvant organique pour &tre dissous
dans et rendre la couleur des échantillons cellulaires quantifiable par une technique
spectrophotométrique. La figure 24 présente la densité optique lue apres I'emploi de MTT (au 1/2,
soit 2,5 mg/ml) sur six triplicats identiques de 106 cellules THP-1 en culture en phase gazeuse, en

fonction de la concentration de DMSO (en % volumique) qui compose la solution de lyse.

Suite 2 ces essais, le DMSO sera utilisé pur sur les membranes de culture cellulaire ayant au préalable
réagi avec le MTT.
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Régression linéaire : (1) sur 5 points ; (2) sur 7 points ; (3) sur 7 points.
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Figure 26. Viabilité des cellules THP-1 aprés trois heures d'incubation : évaluation par la
méthode utilisant le MTT.
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3. Coloration au MTT et nombre de cellules

Les deux expériences suivantes ont pour objet de déterminer si la réponse colorimétrique obtenue par
le test au MTT est linéaire par rapport au nombre de cellules THP-1 vivantes, en culture en phase
liquide (culture n° 2) et surtout en phase gazeuse (culture n° 1 et culture n°® 2). Cinq a sept triplicats de
cultures sont préparés puis mis a l'incubateur durant trois heures. Chaque triplicat comporte un
nombre variable cellules en culture, entre O et 10° cellules. La figure 25 représente le pourcentage de
cytotoxicité calculé A partir des densités optiques qu'a donné chaque triplicat par la méthode au MTT,
en fonction du pourcentage de cytotoxicité théorique déduit du nombre de cellules vivantes que l'on
sait avoir introduit dans les cultures.

* La cytotoxicité calculée et la cytotoxicité théorique sont corrélées de fagon linéaire (2 > 0,90). Il
existe une bonne correspondance entre ces deux paramétres pour (1) en phase gazeuse et (3) en phase
liquide : la pente de la droite de régression est approximativement égale a 1. Pour (2), on a pu lire une
DO méme sur les membranes sans cellule (100 % cytotoxicité) ; cette imprécision a fait chuter la pente

de la droite de régression sous l'unité.

o Auregard de (1) et de (3), la méthode au MTT, suivant le protocole que nous avons arrété, semble
étre un bon moyen d'estimer les proportions de cellules vivantes et de cellules mortes, non seulement
au sein d'une culture en phase liquide comme le préconisent de nombreuses études tirées de la
bibliographie, mais aussi au sein de la culture sur membrane en phase gazeuse que nous employons.
(2) nous incite toutefois 4 de grandes précautions dans l'application du protocole opératoire (un soin

particulier est & observer dans la manipulation de la membrane de culture).

4. Remarque sur le choix du sel de tétrazolium MTT

Deux autres sels de tétrazolium ont été testés dans le cadre de cette étude : le MTS, et le XTT. A
I'issue d'un travail comparatif mené pendan trois mois, ni le MTS mi le XTT n'ont €té jugés plus
pratiques 2 I'emploi que le MTT (Loing, 1994). En effet :

« leur réaction nécessite l'adjonction d'un transporteur d'électron, la phénazine méthosulfate (PMS) ;
s le temps de réaction avec les cellules est supérieur 2 deux heures pour MTS et bien supérieur a
quatre heures pour XTT ;

s la réponse colorimétrique obtenue lors d'essais conjoints des trois techniques s'est avérée

finalement mieux corrélée au nombre de cellules présent en culture par MTT que par MTS ou XTT.
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Figure 27. Viabilité des cellules THP-1 aprés trois heures d'incubation : évaluation par le

dosage de I'ATP intracellulaire.

Type Mode de culture Adénosine triphosphate
de cellules en ng/10% cellules

MA aprés adhérence auverre (¥) | 951 = 443 (n=54)

de Cobaye phase liquide 3 h 848 + 600 (n=2)

phase gazeuse 3 h 1832 + 702 (n=8)

U-937 phase liquide 3 h 2781 = 775 (n=3)
phase gazeuse 3 h 2800 + 1028 (n=11)

THP-1 phase liquide 3 h 1849 (n=1)
phase gazeuse 3 h 2306 + 474 (n=10)

Tableau XI. Dosages de I'ATP intracellulaire, menés sur des macrophages alvéolaires de Cobaye
(MA), des cellules U-937 et des cellules THP-1.
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Figure 28. Dosage par colorimétrie de I'ADN des cellules THP-1 aprés trois heures d'incubation.
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B. COMPORTEMENT DES CELLULES EN CULTURE
EN PHASE GAZEUSE

I. RESULTATS ET ANALYSE DES MESURES BIOCHIMIQUES

1. Viabilité des cellules THP-1

éthode au

Par cette méthode au MTT, le paramétre de viabilité cellulaire est la densité optique (figure 26), notée
DOysrr . En phase liquide, les cellules conduisent a la mesure d'une DOysrr de 0,179 + 0,062. En
phase gazeuse, les cellules conduisent a une DOy égale a 0,192 + 0,026.

La viabilité que présentent les cellules THP-1 maintenues en phase gazeuse n'est pas
significativement différente de la viabilité que présentent les cellules THP-1 cultivées en phase liquide
(test de Student). En outre, I'écart-type sur sept essais au MTT se réduit sensiblement lorsqu'on

passe d'une manipulation des cellules en phase liquide (35 %) a une manipulation en phase gazeuse
(14 %).

énosine triphosphat TP) intracellulai

Les cellules THP-1 (figure 27), cultivées en phase liquide ou en phase gazeuse, possédent un taux
comparable d'ATP, qui atteint respectivement 2,58 + 0,64 pg/10 cell. et 2,55 + 0,39 pg/ 106 cell.
Mais comme par le test au MTT, I'écart-type calculé sur l'ensemble des essais de mesure de la
viabilité cellulaire se réduit sensiblement lorsqu'on passe d'une manipulation de cellules en phase

liquide 4 une manipulation en phase gazeuse.

Le tableau XI présente les quantités d'ATP intracellulaire mesurées dans les MA et dans les cellules

U-937 et THP-1 lors de manipulations simultanées et aux conditions strictement identiques (sauf *).

Les trois types cellulaires présentent des taux d'ATP situés entre 1 et 3 ug/106 cellules.
Immédiatement aprés leur sélection par adhérence au verre, les MA ont un contenu en ATP variable
d'un animal a l'autre : 0,95 + 0,44 ug/106 cell. pour n = 54 ; aprés trois heures d'incubation (air
enrichi 4 5 % de CO,, maintenu 37 °C), ils contiennent en phase liquide moins d'ATP qu'en phase
gazeuse. (tableau XI). Les cellules U-937 sont plus chargées en ATP que les MA, en phase liquide
comme en phase gazeuse (p < 0,09, p < 0,20), et plus chargées que les cellules THP-1 en phase
gazeuse (p < 0,16). De méme en phase gazeuse, les cellules THP-1 ont (p < 0,14) un taux d'ATP
intracellulaire supérieur & celui des MA. Mais les résultats ne sont pas significatifs, compte tenu du
faible nombre d'essais comparés.
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Type Durée de la culture | Lactico déshydrogénase
de cellules| en phase gazeuse en U.SI/1

MA phase gazeuse 3 h 18 =+ 53 (n=3)
de Cobaye phase gazeuse 24 h 216 =+ 34 (n=4)
phase gazeuse 3 h 248 + 2 (n=2)
-2 phase gazeuse 24 h 362 + 233 (n=3)
phase gazeuse 3 h 256 £+ 6 (n=2)
THP-1 phase gazeuse 24 h 508 + 47 (n=4)

Tableau XII. Analyses de LDH intracellulaire, menées sur des macrophages alvéolaires de Cobaye
(MA), des cellules U-937 et des cellules THP-1 aprés une durée de culture en phase gazeuse de 3 h

ou de 24 h.
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Figures 29 et 30. Cinétique de culture de cellules THP-1, en phases liquide et gazeuse
(paramétre de viabilité : MTT).
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1.3. Mesure de 1'acide désoxyribo nucléique (ADN) intracellulaire

La figure 28 montre les résultats des dosages d'ADN dans les cellules THP-1, en microgrammes par
million de cellules (/106 cell.) en culture en phase liquide ou en phase gazeuse.
Les dosages d'ADN entrepris sur des cultures de cellules THP-1, selon la méthode arrétée au
paragraphe 11 précédent, indique que les cultures en phase liquide contiennent 7,0 + 7,8 ug ADN/ 106
cell. et que les cultures en phase gazeuse contiennent 1,7+ 1,5 ug ADN/106 cell.

.4, Mesure de ticodéshvdrogé intrace

Le tableau XII présente une évaluation des quantités de LDH intracellulaire mesurées dans des MA,
des cellules U-937 et des cellules THP-1. La LDH a été mesurée soit au bout de 3 heures de culture
cellulaire sur membrane en phase gazeuse (LDH-3 h), soit a l'issue de 24 heures du méme mode de
culture (LDH-24 h). LDH-3 h nous renseigne sur I'équipement en lacticodéshydrogénase des cellules
aprés le temps d'adaptation 2 la phase gazeuse que nous laissons classiquement aux cellules avant
toute manipulation des boites de culture (cf. tous les autres protocoles d'analyse ou d'exposition).
LDH-24 h nous permettra de comparer I'équipement en lacticodéshydrogénase de cellules exposées
un certain temps a des gaz ou fumées puis replacées a l'incubateur jusqu'a 24 heures, avec celui de
cellules restées a l'incubateur pendant 24 heures. Car le retentissement d'une intoxication cellulaire

sur le contenu enzymatique des cellules n'est souvent effectif qu'aprés plusieurs heures.

Les MA possédent visiblement moins de LDH-3 h que les cellules U-937 ou THP-1 (respectivement,
p = 0,05 et 0,07). De plus, les MA possédent significativement moins de LDH-24 h que les cellules
THP-1 (p < 0,02) ; cette différence n'est pas significative entre les MA et les cellules U-937, ni entre
les cellules THP-1 et les cellules U-937. En comparant les taux de LDH aprés 3 h et apres 24 h
d'incubation, il apparait que sauf pour les cellules U-937, 1a LDH-24 h a tendance a étre plus élevée
que la LDH-3 h (p = 0,13 pour MA, p = 0,08 pour THP-1).

2. Cinétique de la viabilité cellulaire

Les figures 29 4 33 représentent les résultats de réaction cellulaire au MTT et d'analyses d'ATP et
d'ADN cellulaires, menés sur des cellules THP-1 de O & 72 heures de leur incubation en culture en
phase liquide ou gazeuse. Les essais, numérotés de 1 a 4 dans toutes les analyses, permettent de
repérer les manipulations réalisées simultanément. Les figures 29,31 et 33 correspondent a I'essai 3,

qui a pour particularité d'avoir été mené sur des cultures en phase liquide et en phase gazeuse.

2.1. Cinétique de viabilité des cellules THP-1 estimée par la méthode de coloration par le MTT

La figure 29 (essai 3) indique des densités optiques issues du test au MTT (DO) qui oscillent entre
0,219 et 0,482 en phase liquide, et entre 0,137 et 0,365 en phase gazeuse. La figure 30 indique des
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Figures 31 et 32. Cinétique de culture de cellules THP-1, en phases liquide et gazeuse
(paramétre de viabilité : ATP).
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Figure 33. Essai de cinétique de cultures, en phases liquide et gazeuse, de cellules THP-1
(parametre de viabilité : ADN).
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DO sur des cultures en phase gazeuse, qui oscillent de 0,440 a 0,664 pour l'essai 1, de 0,212 a 0,437
pour l'essai 2, de 0,137 2 0,365 pour I'essai 3 et de 0,122 a 0,384 pour l'essai 4.

2 2. Cinétique de viabilité des cellules THP-1 estimée par le dosage dATP

La figure 31 indique des teneurs en ATP cellulaire (essai 3) qui oscillent entre 0,52 et 2,40
microgrammes par million de cellules (pg/ 106 cell.) en phase liquide, et entre 1,33 et 2,85 ug/106
cell. en phase gazeuse. La figure 32 indique des teneurs en ATP cellulaire en culture en phase
gazeuse, qui oscillent de 2,96 4 6,85 yg/10° cell. pour l'essai 1, de 1,08 2 2,28 ug/10° cell. pour
l'essai 2 et de 1,33 a 2,85 pg/106 cell. pour I'essai 3.

2 3. Cinétique de viabilité des cellules THP-1 estimée par le dosage d ADN

La figure 33 indique les teneurs en ADN cellulaire obtenues lors de l'essai 3. Elles oscillent entre
1,20 et 7,80 ug/106 cell. en phase liquide ; en phase gazeuse, la teneur en ADN cellulaire serait de
0,65 pg/106 cell. au début de I'incubation , de 0,56 pug/106 cell. aprés 24 heures d'incubation, puis
successivement de 6,23 puis 8,27 ug/106 cell. aprés 48 et 72 heures d'incubation.

3. Activité anti-oxydante des cellules

3.1. Glutathion cellulaire

Aprés 3 heures d'exposition, les cellules THP-1 maintenues en culture en phase gazeuse contiennent
davantage de GSHyqta que les cellules cultivées en phase liquide (figure 34) : 147,2 + 66,0 ng/100
cell. contre 113,2 + 51,9 ng/106 cell. (p <0,017,n =8, 9).

De méme, les cellules THP-1 maintenues en culture en phase gazeuse sont plus riches en glutathion
oxydé GSSG que les cellules cultivées en phase liquide (figure 35) : 3,0 + 2,1 ng/106 cell. contre
0,9 + 1,5 ng/106 cell. (p <0,008,n =8, 9).

En outre, le rapport GSSG/GSHiota) st plus grand (p = 0,134) pour les cellules maintenues en phase
gazeuse (2,0 %) que pour les cellules cultivées en phase liquide (1,0 %).

Quelques essais (n = 4), menés simultanément au laboratoire sur des MA de Cobaye, des cellules
U-937 et des cellules THP-1, nous avaient au préalable montré que les teneurs en GSHiota étaient

comparables pour les trois types cellulaires (Géry, 1994).

L'activité totale de la SOD des cellules THP-1 est, aprés 3 heures d'incubation des cultures,

sensiblement plus faible pour les cellules maintenues en culture en phase gazeuse que pour les cellules
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Figures 34 et 35. Dosage du glutathion total et du glutathion oxydé dans les cellules THP-1
apres trois heures d'incubation.



TROISIEME PARTIE : RESULTATS (MISE AU POINT DU MODELE CELLULAIRE) 75

cultivées en phase liquide (figure 36) : 1,80 + 0,15 U.SI/10° cell. contre 2,53 + 0,29 U.SI/ 106 cell.
(p<0,0001,n=7,8).

Au contraire, si 1'on considére la seule SOD-Mn mitochondriale des cellules THP-1 (figure 37), on
observe que son activité tend a s'accroitre quand les cellules sont maintenues en culture en phase
gazeuse (figure 37) : 0,38 + 0,05 U.SI1/10° cell. contre 0,32 + 0,13 U.SI/10% cell. en culture en
phase liquide (p <0,13,n =7, 8).

Ainsi, la proportion de SOD-Mn par rapport & la SODyotae Varie de fagon significative entre les deux
modes de culture cellulaire (p < 0,0007) : de 6 4 19 % (moyenne 13 %) pour les cellules cultivées en
phase liquide, elle passe 4 20 a 23 % (moyenne 21 %) dans les cellules maintenues en culture en

phase gazeuse.

Au préalable, quelques essais (n = 2) menés simultanément sur des MA de Cobaye, des cellules
U-937 et des cellules THP-1 avaient montré qu'aprés 3 heures d'incubation en mode aérobie,
l'activité de la SODjouale était plus grande pour les cellules U-937 et THP-1 que pour les MA
(résultats significatifs entre les cellules U-937 et les MA : p < 0,09). Toujours en culture en phase
gazeuse, I'activité de la seule SOD-Mn était significativement plus faible pour les cellules U-937 et
THP-1 que pour les MA (respectivement p < 0,02 et p < 0,08).

On peut aussi comparer les cellules THP-1 aux MA de Cobaye en culture en phase liquide, grace aux
titrages de SOD effectués par I'Institut Pasteur de Lille (Voisin, communication personnelle) : n = 44
essais ont abouti au calcul d'une activité moyenne de la SODjota1e des MA de 1,31 + 0,26 U.SI/ 106
cell., inférieure 2 celle de nos cellules THP-1, ainsi que d'une activité moyenne de la SOD-Mn des
MA de 0,55 + 0,21 U.SI/106 cell., quant 2 elle notablement supérieure a celle de nos cellules THP-1.
Ces mesures permettent de calculer pour les MA un rapport SOD-Mn/SODioa1e de 42 %, contre 13 %
pour nos cellules THP-1.

NB. Nos essais sur des cellules U-937 ont donné des résultats un peu supérieurs aux résultats
obtenus avec THP-1 : 4,3 U.SI/10 cell. pour la SODyqqaie €t 0,5 U.SI/106 cell. pour la SOD-Mn
(n = 2), soit un rapport de SOD-Mn sur SODjotate de 11 % (Géry, 1994).

3, Ca cellulaj

L'ensemble des essais menés a partir des cellules THP-1 (ainsi que des cellules U-937) n'a permis de
mesurer aucune activité catalasique.
En revanche, il y aurait une activité catalasique de 33 + 10 U.SI/106 cell. chez les MA (n = 53 ;

Voisin, communication personnelle), immédiatement aprés leur adhérence au verre en phase liquide.
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Figures 36 et 37. Mesure de l'activité de la superoxyde dismutase dans les cellules THP-1
apres trois heures d'incubation.
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II. DISCUSSION DES RESULTATS BIOCHIMIQUES

1. La phase gazeuse constitue un nouvel état de culture pour la cellule

Le passage de la phase liquide 4 la phase gazeuse engendre des modifications majeures auxquelles la
cellule THP-1 (ou U-937, ou dans une moindre mesure, le MA) doit s'adapter.

* Le liquide nutritif ne baigne plus la cellule. Il reste a son contact, pour une part seulement, au
niveau de la membrane de culture. L'accessibilité aux métabolites est par conséquent moindre, et cela

peut faire baisser 'activité de nutrition de la cellule.

o La cellule est au contact direct de l'air ambiant ; celui-ci contient 21 % d'oxygéne, directement
accessible pour la respiration cellulaire. La cellule peut alors augmenter sa capacité respiratoire, a
condition toutefois qu'elle en ait besoin. En effet, la cellule peut simplement oxyder moins de
combustible quand elle dispose d'O, que quand elle en a moins, pour remplir les mémes fonctions et
accomplir les mémes travaux (Berkaloff et coll., 1978).

11 est 2 noter que le MA est une cellule entrainée au contact presque direct de l'air. Collecté depuis peu
lors de sa mise en culture en phase gazeuse, il est sensé s'y adapter plus rapidement que la cellule

THP-1 (ou U-937), novice pour ce mode de survie.

« La cellule est posée sur une membrane de culture inerte (en polyéthersulfone), sur laquelle elle peut
aplatir sa forme originellement ronde. Ce support peut I'amener a y trouver une certaine adhérence.
Ce dernier comportement est démontré dans le cas de MA (Voisin et coll., 1986) et est li€ a la faculté
de phagocytose de la cellule ; il est incertain dans le cas de cellules THP-1 (ou U-937). Ce facteur
potentiel de stimulation aurait pour conséquence une consommation d'O, accrue chez le macrophage
et le monocyte qui activeraient leur métabolisme du glucose (voie de I'hexose phosphate). Elle serait
suivie d'un relargage d'espéces réactives de l'oxygéne (O5*, H20;) dans le milieu extracellulaire, par
le biais d'une oxygénase membranaire couplée au NADPH ('respiratory burst" ; Oberley, 1985 ;
Byczkowski et Gessner, 1988).

Enfin, le fait que les cellules soient correctement étalées sur une membrane de culture offre & celles-ci
des conditions de survie identiques pour chacune d'entre elles. Au contraire, dans un tube de culture
en phase liquide, des cellules restent en suspension dans le milieu de culture ; d'autres sédimentent au
fond du tube, en formant une couche plus ou moins homogéne du point de vue de leur contact avec le
plastique, le milieu de culture et leurs voisines. Ce fait entraine des écarts-types plus grands autour de

la valeur moyenne mesurée pour les différents paramétres biochimiques étudiés (sauf GSH).
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2. Appréciation de la viabilité cellulaire par la mesure de parametres métaboliques :
méthode au MTT, ATP intracellulaire et LDH cellulaire.

2.1. Viabilité aprés trois heures des deux modes de culture cellulaire : par MTT et ATP

Il n'y a aucune différence dans la capacité de réduction du MTT en sel de Formazan (figure 26), ou
dans la quantité d'ATP intracellulaire (figure 27), entre les cellules THP-1 maintenues trois heures
dans les deux modes de culture distincts. Par contre, le MA contient plus d'ATP aprés trois heures de
phase gazeuse qu'aprés trois heures de phase liquide (tableau XI) : une constatation que nous
pouvons relier 2 la capacité d'adhérence du MA & la membrane, qui entrainerait une activité
intracellulaire intensifiée en phase gazeuse, et donc un besoin d'énergie.

Les deux paramétres, MTT et ATP, peuvent étre considérés comme des témoins du fonctionnement
des activités mitochondriales liées 2 la respiration cellulaire, dans la mitochondrie. Ils interviennent au
niveau de deux étapes successives sur ce cycle (revoir la figure 14), puisque :

* la majorité des molécules d'ATP qui sont générées en aérobiose au niveau des mitochondries le sont
par phosphorylation oxydative. Une liaison riche en énergie (1 GTP) est produite lors du clivage du
succinyl-coenzyme-A en acide succinique ; ce GTP, en retournant a la forme GDP, permet a I'ADP
présent de devenir ATP (Berkaloff et coll., 1978) ;

s le MTT, quant 2 lui, intercepte, pour sa réduction par la succinodéshydrogénase, les électrons
destinés a réduire I'accepteur FAD en FADH,.

2.2. Variations dans |'expression de la viabilité cellulaire : par MT7T, ATP, IL.DH

Les mesures de LDH-3 h et de LDH-24 h (tableau XII), ainsi que les essais destinés a l'observation
de la cinétique de la viabilité cellulaire par la méthode au MTT et la mesure d'ATP (figures 29 a 32),
montrent néanmoins des fluctuations en dents de scie. Ainsi, 1 heure seulement apres la mise en
culture des cellules, les résultats sont supérieurs, par MTT et ATP, en phase gazeuse comme en phase
liquide (sauf essai 2), aux résultats obtenus aprés 3 heures de culture. En outre chez les cellules
maintenues en phase gazeuse, le taux de LDH aprés 24 h est supérieur au taux de LDH apreés 3h
(LDH est un témoin plus tardif de l'activité cellulaire, qui nécessite classiquement 24 h ; Géry, 1994 ;
Adolphe et coll., 1995). Ces résultats témoignent d'une activité cellulaire accrue dans les premiers
temps en phase gazeuse, d'une augmentation temporaire de la consommation d'oxygene cellulaire,
d'un accroissement de la production d'ATP cellulaire, précédant une consommation rapide, également
accrue, d'ATP pour différentes fonctions cellulaire (en particulier, pour la fabrication de polypeptides
~GSH- et d'enzymes), qui au final masquerait l'augmentation de la concentration d'ATP dans la
cellule aprés 3 h de culture.

2.3. Cinétique de la viabilité des cellules THP-1 : par MTT et ATP

o 1l faut plusieurs heures aux cellules pour adopter & nouveau un rythme de croisiére. Au bout de 3 a
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4 heures, I'activité des cellules THP-1 semble se stabiliser, en phase gazeuse (figure 30 ; figure 32)
comme en phase liquide (figure 29 ; figure 31 en particulier). On note quelques irrégularités dans la
réponse cellulaire (par exemple figure 30, essai 2-5 A et essai 3-4 h ; ou figure 32, essai 1-5 h).

En fait, la manipulation des cellules est longue et délicate, de leur collecte dans les flacons d'entretien
des cultures, jusqu'a leur distribution dans les boites de culture en phase gazeuse (ou dans les tubes
de culture en phase liquide, cf. essai 3, figures 27 et 29). Elle peut étre source d'erreurs. Dans tous
les cas, elle perturbe les cellules pendant de longues minutes, ce qui peut expliquer en partie les
grandes variations que I'on observe dans les premiéres heures, tant dans l'activité de transformation
cellulaire du MTT que dans la quantité d'ATP intracellulaire.

e Parmi les quatre essais réalisés en phase gazeuse, l'essai 1 se singularise en montrant des DO en
moyenne plus élevées (MTT, figure 30) et des concentrations d'ATP cellulaires plus élevées
(figure 32). Cette singularité montre que :

- soit les cellules THP-1 sont plus ou moins actives suivant leur progression dans leur cycle de
croissance, et dans ce cas il faut étre trés vigilant sur le moment de la collecte des cellules dans les
flacons de culture, en vue de leur installation en culture en phase gazeuse ;

- soit le nombre de cellules THP-1 a été surévalué lors de 'essai 1 (plus de 106 cellules par boite)
avant leur répartition en boites de culture. Cette hypothése est la plus probable. Car les concentrations
d'ATP de l'essai 1 (2,96 2 6,85 ug/106 cell.) sont supérieures 2 la moyenne des concentrations
d'ATP (2,55 + 0,39 pug/106 cell.) calculée lors des essais de viabilité cellulaire ; de méme la DOyrr
de I'essai 1 (0,440 2 0,664) se trouve largement supérieure 2 la moyenne des DOy (0,192 £ 0,026)

évaluée lors des essais de viabilité cellulaire.

3. Appréciation du nombre de cellules en culture, par des mesures d'ADN cellulaire

ntatives d'évaluation d uantité dAD lulaj

Des essais réalisés 2 'Institut Pasteur de Lille par I'équipe du Pr Voisin ont donné de bons résultats
pour une concentration cellulaire de 1 & 2.10° cellules/m! (communication personnelle). Selon ces
essais, 1.106 cellules contiendraient environ 10 g d'ADN. Nos résultats sont en dega, s'agissant
surtout des cellules maintenues en phase gazeuse. Ils sont de surcroit trés variables (les écarts-types
calculés sur les différents essais sont grands). Les deux types de mesure d'ADN cellulaire, en phase
liquide et en phase gazeuse, sont trés différents. Or il n'y a a priori aucune raison pour quil y ait des
quantités différentes d'ADN dans des deux modes de culture, en phase liquide ou en phase gazeuse,
quand toutes les cellules sont issues de la méme culture d'origine, quand elles ont toutes ét€ numérées
de 1a méme maniére au sein d'une unique suspension cellulaire, et quand elles ont toutes été
distribuées lors d'une méme manipulation, soit en tubes (cultures en phase liquide) soit sur

membranes (cultures en phase gazeuse) au méme moyen d'une micropipette.

Une fois de plus apparait ici la difficulté d'adapter aux cultures sur membranes de cellules en phase
gazeuse, un test de viabilité en théorie simple et dont l'efficacité a été démontrée sur des cellules en
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suspension dans un milieu liquide. Il y a plusieurs hypotheses.

(1) Certaines difficultés sont dues 2 la présence d'une membrane de culture hydrophile : elle rend
imparfait le contact entre les cellules et la solution de lyse des cellules qui doit permettre la libération
de I'ADN dans le milieu extracellulaire. L'ensemble de I'ADN des cellules n'est pas récupéré.

(2) Les difficultés peuvent étre dues 2 la méthode. Augmenter le volume de la solution de lyse pour
submerger la membrane de culture et les cellules qu'elle supporte diminue la concentration d'ADN
dans la solution de dosage. La sensibilité de la méthode ne permet plus une bonne mesure. Découper
la membrane de culture en petites surfaces afin d'en assurer le contact parfait avec la solution de lyse
conduit 2 la perte de cellules pendant la manipulation.

De nouveaux essais sont nécessaires pour mettre au point un meilleur protocole de mesure de I'ADN
des cellules THP-1 en culture en phase gazeuse. Il faut envisager, pour améliorer la méthode :
o d'augmenter le nombre de cellules en culture sur chaque membrane (2.106 cell./ml ?) ;

« le décollement et I'éclatement des cellules dans le tampon de lyse au moyen d'ultrasons.

3.1. Cinétique d'évolution de la quantité d'ADN cellulaire

L'essai 3 est incomplet et témoigne des nombreux problemes rencontrés lors de la préparation aux
analyses d'ADN. Cependant trois points attirent l'attention (ci-apres).

o Au début de l'expérience, on ne mesure pas la méme teneur en ADN des cellules, suivant qu'elles
sont cultivées en phase liquide ou en phase gazeuse (respectivement 3,66+1,50 ug/106cell.at=1h
et 0,65 + 0,85 pug/106 cell. at =0 h). Ce résultat surprenant, nous l'avons vu précédemment, est
probablement dfi 2 I'emploi d'un protocole d'analyse inadapté a la culture en phase gazeuse.

e Par la suite, pour les cellules en phase liquide det=2hat = 5 h, les résultats sont plus bas qu'a
t = 1 et nous incite & nouveau 2 réviser le protocole d'analyse ; cependant ils restent constants, autour
de 1,4 + 0,7 ug ADN/106 cell., ce qui nous laisserait penser quiil n'y a pas de réplication du matériel
génétique en culture pendant au moins cing heures.

e A partir de t =24 h en phase liquide et de t = 48 h en phase gazeuse, les valeurs d'ADN cellulaire
s'élevent au-dela de 6 ug/106 cell. En outre, elles sont comparables pour les cellules cultivées en
phase liquide et les cellules cultivées en phase gazeuse. Si I'on s'en tient aux résultats obtenus pour la
phase liquide, la quantité d'ADN intracellulaire aurait doublé entre t = 1 hett = 24 a 72 h (en ug/10°
cell.: 3,662t=1h, contre 7,802t=24h,7,00at=48 h puis 7,20 at=72h). Cela incite a penser
qu'il s'est opéré une duplication des cellules en culture aprés 24 heures de culture en phase liquide.
Entre 24 h et 72 h, il n'y a pas d'évolution significative de 'ADN mesuré ; mais d'autre part il n'y a
eu aucun apport nutritionnel supplémentaire aux cellules en culture depuis le début de I'expérience !

A cause de notre difficulté & mesurer 'ADN intracellulaire sur des cultures en phase gazeuse, le faible
résultat en phase gazeuse a t =24 h (0,56 + 0,30 ug), équivalent a celui de t = 0 h, n'a probablement
aucune signification. Toutefois il est possible qu'en phase gazeuse, les cellules, contraintes par leur
support de culture (une membrane en polyéthersulfone), n'aient pas la méme cinétique de croissance

que ces mémes cellules gardées quant a elles en suspension libre dans leur milieu de culture.
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4. Equipement antioxydant de la cellule

4.1. Activité de la superoxvde dismutase des cellules THP-1 cultivées en phase gazeuse: une baisse

ur la tota als une hausse pou -

L'activité de la SOD totale chute visiblement dans les cellules THP-1 maintenues en phase gazeuse
par rapport aux mémes cellules cultivées en phase liquide, témoignant d'une baisse de l'activité de la
SOD-CuZn cytoplasmique, et masquant 1'augmentation de la SOD-Mn mitochondriale. Cette derniére
est rendue plus visible par le calcul du rapport SOD-Mn/SOD.t pour la cellule THP-1, qui passe de
13 % en phase liquide (un taux conforme a ce qu'annonce Tsan —1993—-, dans le tissu pulmonaire
oxygéné) a 21 % en phase gazeuse. Contrairement a toute attente, l'activité de la SOD cytosolique
diminuerait, tandis que le GSH cytosolique augmente. La chute de l'activité de la SOD-CuZn montre
qu'il n'y a pas de production accrue d'ion O;*- dans le cytoplasme des cellules THP-1 lorsque celles-
¢i sont maintenues en culture en phase gazeuse. Au contraire, 1'élévation dans 'activité de la SOD-Mn
témoigne d'une production amplifiée de O,* au niveau de la mitochondrie, O>* que la SOD est
capable de convertir rapidement en O, et H,O; (Oberley, 1985). Seule SOD-Mn est inductible ; son
augmentation est précoce et tenue au niveau de la mitochondrie, bien avant celles, éventuelles, de la
SOD-CuZn (cytosol, peroxysomes) ou des autres enzymes antioxydantes, en particulier dans les
cellules pulmonaires de type II (Lewis-Mollock et coll., 1994). Son action précoce est déterminante
lors d'un choc oxydant par O,. Finalement, l'activité de la SOD augmente dans la mitochondrie, 12
méme ol O,* est un produit de l'activité de respiration cellulaire. Plopper et coll. (1994) notent, apres
l'intoxication de rats par l'ozone (O3), que la réponse de la SOD cytoplasmique est plus tardive et
que, de plus, cette réponse varie (baisse ou hausse de l'activité enzymatique) en fonction du
compartiment de la voie respiratoire étudié ; on comprend alors que I'on peut retrouver ces mémes

variations suivant le mode de culture que 1'on impose aux cellules THP-1.

La SOD, qui élimine I'ion O,* en générant le peroxyde d'hydrogéne HyOs, travaille en tandem avec
la catalase et/ou d'autres enzymes antioxydantes, comme la glutathion peroxydase (G-Px) et la
glutathion réductase (GSSG-R), qui neutralisent 2 leur tour Hz0,. S'il existe bien cette coopération
enzymatique, alors 'augmentation de l'activité de la SOD protégera certainement 1'animal contre la
toxicité de l'oxygéne (Tsan, 1993).

4.2. Teneur en slutathion des cellules THP-1 cultivées en phase gazeuse : upe hausse pour le

GSH totgl, lg g;SSQ et le rapport QS.S.CL@_S_H[OT.M

Le rapport G-Px/GSSG-R conditionne la résistance cellulaire face au stress oxydant (Amstad et coll.,
1994). Nous ne mesurons pas, dans cette étude, I'activité de G-Px ni de GSSG-R, mais les GSH et
GSSG qui sont leur substrat, et dont les variations témoigneront de l'activité des premiéres.

Apres 3 h de culture des cellules THP-1 en phase gazeuse, le GSHiotal 2 augmenté. Le rapport
GSSG/GSHota) a doublé : de 1 %, il est passé & 2 %. L'augmentation de GSH;otal témoigne de
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I'augmentation du GSSG cellulaire, mais surtout du GSH réduit, par rétrocontrole (Adolphe et coll.,
1995) ; cela signifie bien qu'il y a une nécessité de la cellule a réduire un exces de H,O, en H,O.
Notons que la fabrication du tripeptide GSH est consommatrice d'énergie, et donc d'ATP.

4.3. Activité non mesurable de la catalase des cellules THP-1 cultivées en phase gazeuse

Contrairement aux remarques sur le MA, il n'y a pas dactivité catalasique mesurée chez les
monocytes THP-1 (ou U-937), ni en culture en phase liquide, ni en culture en phase gazeuse. Cette
observation surprenante ne permet cependant pas de conclure que ces cellules sont dépourvues de
catalase. Parallélement, puisque ces monocytes sont par contre bien pourvus en GSH, il est assuré

que H,0, produit par I'action de la SOD sera de toute fagon neutralisé.
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C. ESSAIS DE LABORATOIRE :
SUR GAZ SIMPLES €T SUR FUMEES DE TABAC

I. RESULTATS ET ANALYSE D'ESSAIS SUR GAZ SIMPLES

1. Exposition des cellules au dioxyde d'azote (NO;)

La figure 38 présente les résultats d'évaluation de la cytotoxicité d'un gaz simple, NO;, en
concentration contrdlée (mise en place d'un analyseur en continu) au contact de cellules THP-1
comme de cellules U-937.

Emploi de MTT. Les résultats obtenus sur les cellules THP-1 et les cellules U-937 sont
relativement bien corrélés (respectivement 0,66 et 0,80 de coefficient de corrélation) avec la
concentration de NO, 2 laquelle elles sont exposées. En particulier dés 3 a 5 ppm, I'on n'observe plus
d'activation cellulaire mais bien une toxicité due 2 la présence de NO; dans l'environnement
cellulaire. La réponse cellulaire est linéaire (le ccefficient de corrélation atteint 0,91 !) de O jusqu'a 15
ppm ot elle approche sa valeur maximale. La réaction des deux types cellulaires (THP-1, U-937) au
gaz NO, ambiant semble identique (taux de corrélation entre les deux réactifs biologiques = 0,92).

Dosage d'ATP. Les résultats obtenus a partir de cellules THP-1 comme de cellules U-937,
correspondent 4 un pourcentage de cytotoxicité corrélé a 70 % avec la concentration de NO, ambiant
(domaine : 0 2 50 ppm NO,). Cette méthode de révélation biochimique met elle aussi en évidence une
certaine activation cellulaire plutdt qu'une cytotoxicité aux trés faibles concentrations de NO; (=3
ppm). Les cellules THP-1 et U-937 ont, vis-a-vis de cette technique de quantification de I'ATP, un
comportement similaire (taux de corrélation entre les deux réactifs biologiques = 0,89).

En outre, la corrélation entre les deux méthodes employées (emploi de MTT ; dosage d'ATP) est, vis-
a-vis du gaz NO,, excellente : elle atteint 96 % que 'on se base sur des cellules THP-1 comme sur
des cellules U-937.

2. Exposition des cellules an dioxyde de soufre (SO2)

La figure 39 représente 1.C.prr (méthode MTT) et 1.C.ATp (méthode ATP) obtenus a partir de la

réaction de cellules THP-1 face a des concentrations ambiantes de 0 2 200 ppm de gaz SO.

Emploi de MTT. Face a des concentrations allant de O a 200 ppm de SO, 1.C.prr augmente
progressivement de O 2 43 %. La pente de la droite de régression liant I.C.perr 2 [SO2] est de 0,2 et le
carré 12 du ceefficient de régression atteint 0,774. Cette série de manipulations, présentée a la

figure 39, a été confirmée par une nouvelle série d'expériences (pente de la progression de 1.C.mrr
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identique, de 0,2 ; r2 = 0,887 ; résultats non présentés).

Dosage d'ATP. Face aux mémes concentrations, croissant de 0 2 200 ppm de SO;, 1.C.atp
dessine une pente de régression deux fois plus forte (de 0,4) que L.Coumrr, r2 atteignant alors 0,931.
La cytotoxicité par la méthode ATP est évaluée 2 77 % pour une [SO;] ambiante de 200 ppm.

Dés le calcul d'indice a 100 ppm, I'écart semble se creuser entre I.C.op et I.C.prr @ 54 % (moyenne
sur deux expositions de deux triplicats- de culture cellulaire) contre 36 % pour 100 ppm, et 77 %
contre 43 % pour 200 ppm ; mais les écarts-types paraissent grands (18 % pour [CatP=54% 2a
100 ppm), ce qui réduit la significativité de I'écart observé entre les deux techniques d'évaluation de
la cytotoxicité. En outre, I.C.a1p et I.C.pr sont fortement corrélés (ccefficient de 0,96).

3. Exposition des cellules au chlorure d'hydrogéne (HCI)

Les manipulations de gaz HCI au contact des cellules du bio-test ont été menées en trois étapes.

3.1. Les cellules sont placées, suivant le protocole établi, dans la chambre d'exposition

Dans les conditions du test telles qu'elles ont été prévues et décrites a la deuxiéme partie de ce
rapport, une exposition d'une heure 2 des concentrations de HCl comprises entre 0 et 200 ppm génere
des I.C.y7 dans tous les cas inférieurs 2 12 % !

3.2. La source de HC| est dirigée spécifiquement sur les cellules en culture sur membrane

Un second type d'expériences consiste a orienter le flux d'air chargé de 0 a 200 ppm de gaz HCI
directement sur la membrane de culture cellulaire. Cette manipulation est réalisée a l'aide d'un
entonnoir qui, fixé par sa partie étroite a l'arrivée de la ligne de gaz dans la chambre d'exposition
fermée comme d'habitude, arrive par sa partie large juste au-dessus de la boite de culture cellulaire.
Les mémes dispositions sont adoptées dans la chambre témoin. Ces expériences conduisent a des

1.C.Mm1T supérieurs aux précédents, atteignant jusqu'a 63 % pour une exposition a 200 ppm de HCL.

33. Les cellules sont placées dans un espace plus exigu que la chambre d'exposition

Une sorte de sous-chambre d'exposition, d'un volume restreint a 1,4 litres, est placée a l'inténieur de
la chambre d'exposition. C'est dans cette sous-chambre qu'aboutit le peigne qui ameéne le gaz a tester
et que sont placées les boites de culture. Un couvercle vient la fermer dans sa partie supérieure, tandis
que son pourtour est perforé pour permettre les échanges gazeux entre la chambre d'exposition et la
sous-chambre. Les mémes dispositions sont adoptées dans la chambre témoin. Ce troisiéme type
d'expériences aboutit & des 1.C.\r importants, d'une moyenne (n = 3) de 32 % (= 31 %) pour 50
ppm HCl, de 37 % (z 3 %) pour 100 ppm HCl et de 87 % (+ 14 %) pour 200 ppm HCI. La droite de
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régression qui passe par ces trois points présente un ccefficient r2 de 0,938 ; seuls les I.C.y entre
100 ppm et 200 ppm sont trés significativement différents par le test de Student : p = 0,02 (par
comparaison, p = 0,15 entre 50 ppm et 200 ppm ; p = 0,84 entre 50 ppm et 100 ppm).

II. RESULTATS ET ANALYSE D'ESSAIS SUR FUMEES DE TABAC

La figure 40 représente la cytotoxicité des fumées de combustion de dix cigarettes, évaluée
simultanément sur trois types cellulaires et selon trois méthodes différentes (4 expériences).

o Par le dosage d'ATP, les trois types cellulaires THP-1, U-937 et MA expriment une méme
cytotoxicité (I.C.a1p) : respectivement, des moyennes de 63 %, 57 % et 52 %.

« Par la méthode au MTT, on observe que les cellules THP-1 et U-937 expriment la méme
cytotoxicité, respectivement par des 1.C.mrr moyennes de 49 % et de 44 % ; tandis que les MA
expriment une I.C.\grr moyenne plus faible, de 23 %.

o par la méthode de dosage de la LDH-24 h, les cellules THP-1 et les MA accusent un méme
pourcentage de cytotoxicité : en moyenne respectivement 50 % et 49 % ; celui-ci étant plus faible pour

les cellules U-937 : une moyenne de 24 %.

Les écarts-types sur les valeurs de cytotoxicité calculées au cours de quatre expériences identiques
sont relativement grands (ne sont pas représentés sur la figure 40). Par la technique au MTT, ils
représentent 24 % (THP-1) 2 74 % (MA) de la cytotoxicité calculée ; par les mesures d'ATP, ils
oscillent entre 45 % (U-937) et 80 % (MA) de la valeur de la cytotoxicité ; par les mesures de LDH,
ils correspondent 4 24 % (MA) jusqu'a 45 % (U-937) de la cytotoxicité.

Deux essais supplémentaires ont consisté en I'évaluation de la cytotoxicité des fumées de tabac par la
mesure du taux de glutathion intracellulaire. Menés en paralléle sur des MA et des cellules THP-1,
ces essais ont abouti aux pourcentages respectifs suivants : 93 % de cytotoxicité (MA) et 91 % de
cytotoxicité (THP-1).

III. DISCUSSION DES RESULTATS DES ESSAIS DE LABORATOIRE

1. Une réponse linéaire du test biologique face aux gaz simples NO;, SOz et HC1

1.1. NO,

Une bonne corrélation positive est obtenue entre 1'l.C.prr ou 1'1.C. a7p et la concentration de NO, du
milieu gazeux, au contact des cellules THP-1 ou U-937, aprés 1 heure d'exposition au gaz dans la
chambre d'exposition (figure 38). Les cellules THP-1 (ou U-937) sont donc sensibles & l'oxydation
par NO,, tout comme le sont les MA (Voisin et coll., 1987), seulement aprés 1 heure d'exposition, et
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cette sensibilité se traduit immédiatement par une chute du contenu cellulaire en ATP et du pouvoir
mitochondrial de réduction du MTT. Ce point est important : il a souvent été montré que le tissu
bronchopulmonaire in vivo et les MA in vitro réagissent a des concentrations faibles de NO, apres
des expositions de longue durée (Azoulay et coll., 1977 ; Maffiolo et coll., 1977 ; Voisin et coll.,
1987) ; nous constatons que des monocytes in vitro sont également capables d'une réaction aigué
(aprés 1 heure) 4 des concentrations réalistes pour ce qui concerne le gaz NO, dans les fumées
d'incinération de déchets. NO, oxyde les cellules a son contact ; le taux d'O,* intracellulaire
augmente, et l'indice de cytotoxicité évolue dans le méme sens que les taux de superoxyde dismutase,
de catalase et de glutathion-peroxydase intracellulaire (Voisin et coll., 1987). De plus, Voisin et coll.
(1985a) notent que le contenu cellulaire en glutathion total, s'il est augmenté artificiellement dans le
MA, augmente la résistance cellulaire et se corréle a la susceptibilité cellulaire 2 NO, ; on voit bien
l'importance du GSH, dont, nous l'avons préalablement vérifié, les cellules THP-1 sont correctement
pourvues, en particulier lorsqu'elles sont maintenues en culture en phase gazeuse. Les 1.Cnrr

comme les I.C.orp, mesurés suivant une gamme de concentrations en NO,, parcourent I'échelle
de 02 100 %.

Deux remarques d'importance sont a prendre en considération lors de l'interprétation des résultats :

o aux faibles concentrations dans la phase gazeuse, une exposition de 1 heure 2 NO; induit une
augmentation du contenu des monocytes THP-1 comme U-937 en ATP au lieu d'une déplétion
attendue (1 et 3 ppm ; figure 38), de méme qu'une augmentation de la capacité réductrice
mitochondriale du MTT en Formazan (0,5 et 1 ppm ; figure 38) ; c'est le résultat d'une stimulation
des activités métaboliques des cellules qui s'armeraient contre cette tendance dans leur environnement
(Voisin et coll., 1987).

e lors d'une seconde série d'expériences (non présentée), menée a partir d'une source de NO;
conditionnée en bouteille (charge de 200 ppm) puis diluée de fagon variable avec de l'air pur, une
réaction moindre a été obtenue, de cellules THP-1 étudiées par la méthode au MTT : cette dernmiére
remarque souligne I'importance d'un contrble analytique, a I'entrée et/ou 2 la sortie de la chambre
d'exposition, du taux effectif du polluant au contact des cellules du test (Maffiolo et coll., 1977).

1.2. 50,

Nos essais (figure 39) montrent une bonne corrélation entre la concentration du gaz simple SO, et
I'.C.umrT ou I'I.C.ATp, ce qui dénote dans un premier temps la capacité des monocytes THP-1 a
réagir de fagon aigué 2 la seule présence de SO,. Plusieurs auteurs insistent en outre sur |'importance
des effets 2 long terme de SO, dans le cas oll sa présence est couplée a celle de poussiéres ou de
benzo[alpyréne avec lesquels il jouerait un role de cocarcinogéne (Maffiolo et coll., 1977 ; Reed et
coll., 1990) : source évidente de soufre, SO, perturberait l'action du glutathion et de la glutathion-S-
transférase dont le role est crucial pour la défense cellulaire (Reed et coll., 1990). De plus, comme
NO,, SO affecte le tissu broncho-pulmonaire d'animaux exposés de fagon prolongée a de faibles
concentrations de ce gaz (Azoulay et coll., 1977). Aprés seulement 1 heure d'exposition cellulaire,



TROISIEME PARTIE : RESULTATS (MISE AU POINT DU MODELE CELLULAIRE) 86

SO, induit une cytotoxicité visible, mais celle-ci n'atteint pas 100 %, méme 2 la concentration élevée
de 200 ppm, que cela soit mis en évidence par l'une ou par l'autre des deux méthodes employées
(MTT, ATP). Car une perte non négligeable de SO, semble inévitable dans la chambre d'exposition ;
cette perte est due 2 une adsorption ou une absorption de SO, sur la membrane de culture comme sur
le milieu de culture qui imbibe la membrane, mais surtout  la transformation chimique du dioxyde de
soufre en acide sulfurique principalement, dans l'eau et dans l'atmosphére humide de la chambre
d'exposition. Il convient, en conséquence, d'étre prudent au niveau de l'interprétation des résultats
(Maffiolo et coll., 1977 ; Lamy Environnement, 1995).

Une constatation majeure a l'issue de cette expérience avec SO, et les cellules THP-1 est que la
sensibilité de la méthode ATP pour la détermination de 1'l.C.atp est supérieure & celle de la méthode
MTT pour la détermination de I'.C.\T, au-dela de 50 ppm en tout cas. Aux fortes concentrations, la
transformation mitochondriale du MTT en Formazan est certes réduite, mais elle est encore pour une
part effective ; cette activité moindre s'accompagne probablement, dans une proportion semblable,
d'une inflexion dans la production d'ATP. Mais vraisemblablement, le stock en ATP des cellules est
d'autre part consommé massivement, par exemple pour contrer l'interaction de SO, avec les
mercaptans (GSH et autres) : cette double disparition d'ATP au niveau cellulaire se traduit par une

1.C.ATp supérieure a I'.C.\gr7 pour une forte concentration donnée.

1.3. HCI

HCl est un acide fort : il est aisément piégé par l'eau et I'humidité ambiante de mise dans la chambre
d'exposition. En conséquence, la méme prudence que pour SO, s'impose lors de l'interprétation des
résultats. Les différentes expériences menées avec HCI et les cellules THP-1 (essais en chambre
d'exposition, essais sous entonnoir, essais en chambres exigués) montrent bien qu'il y a d'énormes
pertes de HCI entre sa source et sa cible. En outre, il peut y avoir de grandes variations dans les

réponses cellulaires suivant les différentes boites exposées (cf. pour 50 ppm).

Si HCl arrive au contact des cellules, il se révéle étre extrémement toxique, parce qu'il impose aux
cultures une forte et brutale chute du pH qui, outre générer une irritation, affecte les activités
métaboliques cellulaires. Ainsi si l'on parvient 2 limiter les interactions de I'environnement sur la
source d'HCI, I'l.C.\rr s'éléve en méme temps que la concentration de HCl jusqu'a atteindre prés de
90 % pour 200 ppm.

2. Une réponse mitigée du test biologique face aux fumées de tabac (phase gazeuse)

2.1. Méthodes MTT et ATP

La fumée de 10 cigarettes (phase gazeuse ; dilution : au 1/7éme ; débit : 0,5 I/min. ; durée de
I'exposition : 80 min.) aboutit a des calculs de la cytotoxicité, dans tous les cas de figure inférieure a
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63 %. Les cellules THP-1 ou U-937 montrent, & l'issue de l'exposition, une I.C.\rr deux fois plus
élevée que les MA, ce qui tendrait & montrer que le MA serait mieux armé pour résister a une phase
gazeuse chargée 2 la fois de gaz organiques, de gaz oxydants et de trés fines particules (< 0,45 um).
Voisin et coll. (1985a) pour leur part, montrent que le MA est extrémement sensible a la fumée (phase
gazeuse) générée par une seule cigarette (dilution : au 1/20°me ; 0,7 l/min., 8 min.) : I'L.C.ATpP
augmente car le contenu en ATP cellulaire baisse, accompagné d'altérations, irrémédiables, de la
synthése protéique, de l'activité phagocytaire, de l'activité bactéricide et de la morphologie des
celtules. L'I.C.Atp que détermine cette équipe (ibid.), immédiatement aprés l'exposition de MA aux
fumées (phase gazeuse, diluée au 1/208me), atteint en moyenne plus de 60 % des le nombre de deux
cigarettes ; ce résultat, nous l'obtenons aprés 80 minutes d'exposition des cellules & la fumée (phase
gazeuse, diluée au 1/7¢me) de 10 cigarettes, y compris a partir des MA, ce qui laisserait penser
qu'aprés une certaine dose, la viabilité des cellules se stabiliserait pour un temps.

De plus, Voisin et coll. (1985a) montrent qu'un bon équipement en GSH ne protége que partiellement
le MA contre les fumées de tabac ; ils en déduisent que les fumées de tabac contiennent des gaz qui
sont pas neutralisés par le GSH. Nos propres mesures de glutathion sur des cellules THP-1 et des
MA confirment leurs résultats : plus de 90 % du GSH disparait des cellules pendant l'exposition,
mais la cytotoxicité atteint néanmoins 60 % (ATP).

2.2. Méthode LDH-24 h

La cytotoxicité aprés I'expérience apparait, par la méthode de dosage de la LDH 24 heures aprés
I'exposition aux fumées (phase gazeuse), plus grande pour les MA que pour les U-937 ou THP-1 ; la
quantité de LDH relarguée dans le milieu extérieur dépend non seulement de la viabilité cellulaire,
mais également de la teneur initiale des cellules en cette enzyme. La différence notée dans la viabilité
des cellules U-937 par rapport aux cellules THP-1 pourrait ainsi s'expliquer. Le MA, quant a lui, est
une cellule plus évoluée que les monocytes : malgré un contenu initial en LDH plus faible que les
monocytes, elle semble réagir face aux fumées par une perméabilité membranaire importante. Au
final, les cellules THP-1 et les MA mesurent une cytotoxicité équivalente par la méthode LDH-24 h.

3. Une sensibilité comparable des méthodes MTT et ATP face a NO;, et une
sensibilité plus forte de la méthode ATP face a SO, et aux fumées de tabac

Comparés aux essais, plus "classiques" (Voisin et coll., 1977b), de dosage d'ATP dans les cellules
cultivées sur des membranes en phase gazeuse, la détermination de la cytotoxicité par I'emploi de
MTT s'avére étre, pour I'étude de la toxicité du gaz oxydant NO,, d'une qualité équivalente
(figure 38). La méthode MTT semble par contre un peu moins sensible que la méthode ATP face au
gaz acide et soufré SO, ainsi que face 2 la phase gazeuse des fumées de tabac ; cette derniére est
d'ailleurs fortement chargée, entre autres gaz, de SO, (Reed et coll., 1990). Rappelons que 1'écart de

sensibilité entre les deux méthodes face A certains gaz réside probablement dans la disparition plurielle
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de 'ATP cellulaire : un ralentissement de sa production, et une consommation accrue.

4. Une réaction similaire pour les trois types cellulaires

4.1, Cellules THP-1 et cellules U-937

Les cellules U-937 ou THP-1, maintenues en culture en phase gazeuse, accusent une cytotoxicité
globale comparable, par les méthodes MTT et ATP, face au gaz NO, ou face & la phase gazeuse des
fumées de tabac ; par la méthode LDH-24 h, les cellules THP-1 paraissent plus affectées par les
fumées de tabac que les cellules U-937.

4.2. Cellules THP-1 et MA

Les cellules THP-1 se comportent comme les MA, du point de vue de l'expression de la cytotoxicité
globale par les méthodes ATP et LDH-24 h, face aux fumées de tabac (phase gazeuse) ; par la
méthode MTT cependant, toujours face aux fumées de tabac, les cellules THP-1 expriment une

cytotoxicité deux fois plus forte que les MA.
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C. FSSAIS DE TERRAIN SUR DES FUMEES
D'INCINERATION DE DECHETS

Les essais préliminaires menés au laboratoire ont rapidement paru insuffisants pour confirmer
l'adéquation de nos choix en matiére de matériel et méthodes pour la mise en place du test biologique,
et ce, 2 tout niveau du dispositif. Des travaux sur site nous ont d'abord semblé prématurés ; mais
étant donné que nous n'avons trouvé aucun précédent auquel comparer notre projet, il nous a paru

finalement sage de coller aux conditions de terrain auxquelles le test devra se conformer.

1. TOXICITE DES FUMEES TOTALES PAR LE TEST BIOLOGIQUE

1. Présentation des graphes des résultats

Les graphes des figures 41 2 43 présentent les concentrations de quatre polluants majeurs (1) présents

dans les fumées d'incinération de déchets et la toxicité mesurée (2) pour ces mémes fumées.

(1) Les concentrations de quatre gaz sont mesurées avant leur rejet 2 'atmosphére, au point méme ol
sont prélevées les fumées guidées vers le test biologique. Elles représentent les concentrations
horaires des gaz (moyenne sur I'heure pendant laquelle est mené le test biologique), exprimées en
parties par million (ppm) afin de pouvoir étre cumulées ou comparées. 11 s'agit du dioxyde de soufre
SO,, du monoxyde d'azote NO (rapidement converti en dioxyde d'azote NO3), du monoxyde de
carbone CO et du chiorure d'hydrogéne HCl. En parallele ont été observés, lors de chaque
expérience, deux témoins de la qualité de la combustion : O et CO;.

(2) L'indice de toxicité (I.C.a1p, relatif a la méthode ATP et/ou L.C.yr, relatif A la méthode MTT)
est calculé pour les cellules exposées aux fumées par rapport des cellules témoins a |'air pur.

Quarante-six observations sont groupées sur ces graphes, parce qu'elles correspondent a quarante-
sept expositions comparables de par le matériel et les méthodes mis en pratique au fur et & mesure des
mises au point du test sur le terrain et au laboratoire. Les expositions ont duré chacune une heure,
dans la période du 23.09.93 au 15.11.94. Le fruit d'expositions successives de boites de culture
distinctes mais préparées ensemble 2 partir d'un matériel commun, est réuni sur un méme graphe. Il
fait en outre référence, pour chaque graphe, au méme taux de dilution des fumées avant l'exposition
(dilutions 1/20 pour les 7 et 8/10/93, 1/2 du 28/10/93 au 2/06/94 ; aucune dilution le 15/11/94).
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Cefficients de [Pous- Débit
corrélation 1.C. | [O,] | [CO,] | [H,O] | sitres] | [HCI] [ {CO] | [NO] | [SO,] | £[4 gaz] * | fumées
I.C. MTT) ............ I [030]1-024]-025| 014 | 0,04 | 0,02 | 041 |-040 0,31 0,17
[O7] post-combustion ......... 1 |-087(-081] 0,08 | 0,21 | 0,18 |-0,13|-0,28| -0,16 0,24
LE€D) winsvianvomimvpnanssnmsamostrin 1 088 | 0,06 {-0,121-030| 0,06 | 0,27 0,07 - 0,17
[H2 O] ivumsvnssvamsspsniimmens ssss saisiaiabis 1 0,27 |-0,18]-034|-0,09| 0,30 - 0,09 -0,11
[POUSSIETES] .cosimmsuiinvsssmuwnsvaniss s vosnsnmsssivisn 1 0,04 | 022 [-042|-0,17| -044 0,10
[HCI) s5isiiintinsisemomemnmssmmms s pmsse s smsasea s s s s v 1 033 | 0,27 |-0,44 0,28 0,74
[CO] omuuramsscoroscuniaimsine: s s T TS S S e S s miomn 1 -0,04 | -0,24 0,11 0,29
INOT oo e 1 -0,32 0,96 0,30
TS0 ] s isn. ot 0 0 R T T A 8 403 i A A b8 s A R 1 -0,11 -041
[HCHHCOMINOHISOR] ettt ettt et e e eeeee e e e e e ereeaeeeeans l 0,29
DIEDIE NUMCES vy sionssiioshinesis s 5350550 N A R S50 RS RS S e o 8709 SR A B A ALY i 1

* avec : 3[4 gaz] = [HC1]+[COJ+[NO]+[SO3]
Tableau XIII. Coefficients de corrélation liant : (1) les concentrations de composants des fumées ou le
débit des fumées, (2) l'indice de cytotoxicité (en %) basé sur l'utilisation de MTT : 27 observations
(manipulations sur fumées diluées au 1/2).
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2. Analyse des résultats

2.1. Comportement des indices LCrrr (MIT) et L.C.Atr.(ATP)

e Les indices de toxicité cellulaire obtenus par la méthode ATP (1.C.atp) sont pour la plupart au-
dessous de 0 %. Ce type de résultats pourraient signifier qu'il y a eu une activation des cellules plut6t
qu'une cytotoxicité. Mais les résultats obtenus par la méthode MTT ne sont pas en accord avec ceux-
¢i ; par conséquent il s'agirait plutdt d'un défaut systématique dans l'emploi de la méthode ATP.

o Certains indices de toxicité obtenus avec MTT (I.C.rr) sont inférieurs 2 zéro (cf. les 30/09/93,
18/03/94, 31/03/94). Les problémes de méthodes que nous avons rencontrés dans cette période (perte
progressive de couleur avant sa mesure), ont été réglés par la mise au point des matériels et méthodes.
e 1.C.atp et L.C.yrr évoluent de fagon paralléle (cf. les 8/10/93, 28-29/10/93 ou 2/06/94).

2.2. Corrélations liant la cytotoxicité et les composants des fumées

Le tableau XIII présente les coefficients de corrélation calculés pour 11 paramétres, y compris I'indice
1.C.Mmr et les composants des fumées mesurés en continu sur le site (données chiffrées : en annexe).
Sur les 47 essais sur site retenus pour avoir été effectués dans des conditions comparables, 33 essais
ont abouti A une révélation de la toxicité cellulaire par la méthode MTT, parmi lesquels 27 essais ont
été menés “de fagon strictement semblable (fumées diluées au demi avant leur exposition aux
cellules).

* I n'y a pas de corrélation majeure entre I.C.\rr et 1'un ou l'autre des composants des fumées (le
coefficient le plus élevé est 0,41 obtenu avec la concentration [NO] de monoxyde d'azote.

o Les concentrations d'oxygéne [O,], de poussiéres ([poussieres]), de monoxyde d'azote [NOJ, ainsi
que la somme des quatre concentrations de gaz X[4 gaz], le débit de fumées, et dans une moindre
mesure les concentrations de chlorure d'hydrogéne [HCl] et de monoxyde de carbone [CO], sont
corrélés positivement a l'indice de cytotoxicité L.C.yprr-

« Les concentrations de dioxyde de carbone [CO,], d'eau [H,O] et de dioxyde de soufre [SO;] sont
corrélés négativement a l'indice de toxicité.

te U

Si I'on considére la série de 33 tests réalisés dans des conditions expérimentales comparables : une
grande part des essais qui présentent une toxicité globale (I.C.yrr, par la méthode MTT) de 10 % a
30 % correspond 2 des concentrations totales de polluants majeurs dans les fumées d'incinération
proches de 130 2 180 ppm. La toxicité dépasse souvent 30 % pour des concentrations cumulées
(3[4 gaz)) supérieures a 180 ppm, avec plusieurs pointes de 70 % 2 90 % qui semblent liées :

« soit A des concentrations cumulées (Z[4 gaz]) élevées (280 ppm, 320 ppm),

« soit 2 la teneur exceptionnellement forte des fumées en un polluant majeur (exemple : figure 42,
22/4/94 ; 1.C.= 78 % et [CO] = 16,8 ppm, c'est-a-dire 21 mg/Nm?3 —une concentration trés supérieure
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Essai A . Essais C Essais [
100%
v 80%
wl &
Ig 60%
2 o 400 41% 41%
E 7y 29%
// |
i 20% % i
25 % %//é . :
o A B1 B2 B3 B4 BS ClC2C3 ¢4 D1{D2D3 D4
E E -20%
-40%
-42%
ture d u - it référe éme témoi jire suru embrane
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Figure 44. Cytotoxicité (méthode employant le MTT) mesurée 2 partir de cellules THP-1 cultivées sur
des poussiéres de fumées d'incinération de déchets filtrées a la cheminée ;
filtration : 1 h - contact cellules-poussiéres : 3 h — 14 essais.
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au 1 mg/Nm? le plus fréquemment mesuré),
e soit encore probablement 2 la modification d'une condition physique ou chimique mais qui n'a pas

été mesurée dans l'expérience (exemple : une modification liée aux poussiéres).

scripti raphes

e Les ccefficients de corrélation reliant I.C.\r 2 [HCI], [CO], [NO], [SO3] ou (X[4 gaz]), montrent
pourtant que I.C.\rr varie suivant un assez large intervalle autour des différentes concentrations.
Mais ces concentrations mesurées en continu sur le site, n'offrent pas de gammes suffisamment
larges de valeurs pour visualiser les corrélations ; les valeurs a I'émission sont en effet plutot
réguliéres : [SO,] de l'ordre de 10 4 20 ppm, [NO] de l'ordre de 100 ppm, [CO] de l'ordre de 0 a 1
ppm et [HCI] de I'ordre de 20 ppm. Seuls des pics accidentels nous permettent d'agrandir l'intervalle
de variation de chaque polluant mesuré ; cela n'est pas suffisant pour tracer une corrélation
concentration-toxicité : voir les pics de [NO] en figure 42 (< 285,2 ppm le 1/4/94), le pic de [CO] en
figure 41 (< 40 ppm le 23/9/93) ou en figure 42 (< 38,4 ppm 21/4/94), de [SO2] en figure 42 (< 32,6
ppm le 25/3/94, < 52,2 1e 31/3/94), [HCI] en figure 41 (< 79,5 le 7/10/93).

e Les variations de [NO] et les variations de I.C.pr sont liées ; comme NO (en ppm) est le polluant
le plus abondant 2 I'émission, les variations de 3[4 gaz] et les variations de I.C.prr sont aussi liées.
e L'indice de cytotoxicité I.C.pmr suit I'évolution des concentrations des polluants majeurs a la
cheminée (observation de 46 essais, utilisation des méthodes MTT ou ATP comme moyens d'analyse
de la viabilité cellulaire). La variation des concentrations influence visiblement 1'évolution de L.C.mrT
sur presque toute sa gamme de mesure : de <0 % a environ 90 %.

* L'augmentation de [SO;] fait monter L.C.p 1.

e Mais les variations de 1.C.ngrr ne sont pas systématiquement liées 4 une quelconque variation des
macropolluants surveillés. En particulier 2 la date du 1/10 (figure 37), on note une tendance contraire
de 1.C.prr et de [NOJ ou [CO]. De méme le 8/10, le 29/10, le 5/11 (figure 37) ou le 31/03 (pour 2
essais sur 5, figure 38), il n'y a pas de variation mesurée des concentrations de polluants émis, tandis

que 1.C.prr chute ou grimpe.

II. CULTURE CELLULAIRE SUR DES POUSSIERES DE FUMEES

Chacune des quatre séries d'essais (notés A, B, C et D) correspond 2 la mise en culture en phase
gazeuse de cellules issues d'une méme culture en phase liquide, sur des membranes comportant des
prélévements successifs de poussieres réalisés au cours d'une méme journée. Les calculs de
cytotoxicité, aprés trois heures de contact (dans l'incubateur a 5 % de CO;,, a 37 °C), sont tous
représentés sur la figure 44.

« Tout d'abord (cela n'apparait pas sur le graphe), les deux types de témoins, T1, réalisé sur un

triplicat de membranes vierges stériles, et T2, réalisé sur un triplicat de membranes exposées pendant
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une heure 2 de I'air pur témoin, ont tous deux abouti 2 la lecture, par la technique au MTT, de DO
identiques(12).
o L'essai D1 est isolé : il révéle une cytotoxicité négative de - 42 % ; en d'autres termes, cet essai a
donné lieu 2 une lecture de densité optique (méthode MTT) supérieure a son témoin de culture
cellulaire sur une membrane sans poussiéres.
o Les quatre séries d'essais montrent que, dans les conditions d'expérience, les poussieres induisent
une cytotoxicité de 9 % (C2, D2) a 99 % (B3). Ces 1.C.yr sont relativement fortes, comparées aux
I.C.umrr que 1'on a obtenu avec les gaz simples (SO, HCI).
o Il y a une variabilité des résultats, d'un prélévement a l'autre et d'un jour a l'autre : les essais B
donnent par exemple des I.C.\rr globalement plus élevés que les autres essais. Tout ceci montre :

- qu'il subsiste de nombreuses poussiéres aprés I'épuration des fumées d'incinération de déchets ;

- que la mnocivité des poussiéres de fumées est variable, et par voie de conséquence, que la

composition des poussiéres de fumées varie en fonction du déchet qui les génére.

II1. DISCUSSION DES RESULTATS DES ESSAIS DE TERRAIN

1. Une évaluation globale de la qualité des fumées

L'indice 1.C.prr, obtenu par la méthode MTT, refléte une qualité globale des fumées :

« il n'y a pas de corrélation prépondérante. Voisin et coll. (1986) font la méme remarque aprés des
expositions similaires (mais de 24 h) aux ndtres de cellules macrophagiques a de 1'air urbain. En fait,
outre la toxicité liées a I'exposition prolongée a de faibles concentrations de polluants, il existe une
toxicité accidentelle due aux pics de concentrations de faible durée mais de forte amplitude.

« lindice varie d'un essai 2 I'autre méme si I'on n'observe aucune variation des composants mesurés
3 la cheminée. I est probable que les cellules réagissent alors a la présence d'autres produits qui ne
font pas I'objet de contrdles continus : les COV (composés organiques volatils) tels que des PICs
(produits de combustion incompléte), ou les métaux lourds (mercure, cadmium...) en particulier, sont
présents dans les fumées d'incinération de déchets en plus ou moins grande quantité suivant la nature

du déchet entrant et les conditions de combustion.

2. Corrélations négatives a la toxicité

Les concentrations de CO, et de H,O sont corrélés négativement a 1.C.yrr Ils sont tous deux les
produits majeurs de la combustion compléte. Lorsque leurs concentrations baissent, elles peuvent
témoigner d'une baisse de la qualité de la combustion ou encore d'une baisse de l'activité du four
suivie d'une baisse du volume d'eau injecté au niveau de la tour de refroidissement des fumées ; cela
peut expliquer que l'indice de cytotoxicité 1.C.\grr augmente simultanément. Une autre explication
majeure est que plus les fumées contiennent de vapeur d'eau, plus on observe de condensation d'eau



TROISIEME PARTIE : RESULTATS (MISE AU POINT DU MODELE CELLULAIRE) 93

2 l'entrée de notre ancien systeme de prélévement (revoir figure 21) ; cette eau piégerait une partie du
flux des poussiéres et des gaz acides et rendrait par le fait les fumées moins chargées en éléments
toxiques. Cette derniére observation a motivé la mise en place du nouveau systéeme de prélévement
congu pour éviter la condensation (revoir figure 22).

De méme la concentration de SO, est corrélée négativement a L.C.yrr Ce résultat n'est pas explicable
au vu des essais sur le gaz simple ; des essais supplémentaires, de dopage des fumées par SO,

permettraient certainement de parfaire la discussion sur ce point.

3. Corrélations positives a la toxicité

L'oxygene est nécessaire a la combustion des déchets, et sa concentration est corrélée positivement a
1.C.uprr ¢ 2 linverse de CO, et de H,0, son absence relative témoigne d'une bonne combustion et
s'accompagne d'un indice de cytotoxicité plus faible.

[NO], X [4 gaz], [poussiéres] et dans une moindre mesure [HC1] et [CO], sont eux aussi positivement
corrélés a 1.C.rr. Le NO, les poussiéres et la somme des quatre gaz, sont en effet des toxiques
cellulaires ; le CO témoigne d'une combustion incompléte et affecte a ce titre I'L.C.mrT- Le HCI,
quant 2 lui, n'a pas l'impact attendu sur les cellules du biotest ; ceci, pour au moins deux raisons :

e [HC1] est en fait trés stable a I'émission ; sévérement contrdlé et régulé, cette concentration
témoigne d'une quasi-absence de variation lors des essais sur site, qui nous empécherait de mettre en
évidence une éventuelle corrélation mathématique la liant & 1.C.uvrr 5

e l'extréme solubilité de HCI dans I'eau et I'humidité ambiante laissent penser qu'une grande part du

gaz HCI pourrait étre piégée avant tout contact avec les cellules.

4. Impact des poussi¢res de fumées

Le test qui consiste a cultiver des cellules THP-1 pendant 3 heures au contact de poussieres prélevées
34 la cheminée, donne une indication intéressante sur une nocivité des poussiéres probablement
variable en fonction du déchet incinéré. Il manque 2 cette étude une analyse des poussiéres recueillies,
ainsi que des renseignements sur la nature des produits qui sont a l'origine de la génération de

poussiéres ~des renseignements matériellement difficiles a obtenir sur une grosse unité de production.

Ces expériences de culture cellulaire sur poussiéres suggerent l'importance qu'il y a & préserver les
fumées dans leur totalité en vue d'appliquer le test. Les poussiéres sont trés variablement toxiques ;
elles pourraient donc jouer un rdle dans certaines variations notées dans I'expression de la cytotoxicité
globale due aux fumées totales. Voisin et coll. (1985) avaient précédemment montré, concernant les
fumées de tabac, que la fumée de cing cigarettes (dilution 1/100 ; 3,5 I/min.) impliquait une
cytotoxicité I.C. orp quinze fois plus élevée en présence des poussiéres de fumées qu'en leur absence

(fumée préfiltrée), et ce dans des conditions expérimentales comparables aux notres.
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D. DISCUSSION GENERALE €T CONCLUSION

I. CHOIX DE CELLULES THP-1

Les cellules choisies comme réactif biologique sont des monocytes de la lignée THP-1 (Tsuchiya et
coll., 1980). Moins différenciées que les macrophages alvéolaires, elles ont par contre l'avantage de
se diviser pour se multiplier dans un milieu de culture adapté, en restant stables dans le temps.

« Elles sont faciles a cultiver, 2 37 °C, dans une atmospheére est enrichie a 5 % de CO; et saturée de
vapeur d'eau. Entretenues deux fois par semaine dans du milieu MEM de Dulbecco, elles n'adhérent
pas au flacon de culture : cela facilite leur collecte et leur dépot sur les membranes de culture. Elles
s'adaptent parfaitement 2 la vie en culture en phase gazeuse telle qu'elle est préconisée par Voisin et
coll. (1977a). Par contre, elles ne sont pas capables, contrairement au MA, de phagocyter rapidement
et abondamment les poussiéres fines.

e Elles possédent, comme les MA, un équipement biochimique qui exprime leur viabilité¢ (ATP,
activité mitochondriale réductrice du MTT, LDH) ; elles ont en outre un arsenal antioxydant
comparable aux MA : une activité des superoxyde dismutases, un taux de glutathion (mais pas
d'activité catalasique), qui leur permet de se défendre comme des MA face aux attaques oxydantes de
la phase gazeuse.

« Elles réagissent, en culture en phase gazeuse, aux gaz oxydants, aux gaz acides, ou aux fumées, de
fagon comparable aux MA si I'on considére différents paramétres de viabilité (ATP, MTT, LDH). La
cytotoxicité qu'elles expriment alors (indices 1.C.vrr et 1.C.arp), croit au fur et a mesure

qu'augmentent les concentrations en gaz toxiques  leur contact.

Par conséquent, I'emploi de la lignée des cellules THP-1 répond parfaitement a l'objectif fixé depuis
le début de ces travaux : tout en évitant les contraintes liées a 'emploi de macrophages alvéolaires
d'animaux, il facilite les manipulations et permet d'orienter le futur test biologie vers une

utilisation de routine sur un site industriel.

II. BONNE SURVIE DES CELLULES THP-1 EN PHASE GAZEUSE

« Adaptation des cellules THP-1, pour leur survie en phase gazeuse

Les monocytes THP-1 survivent bien au-dela de 24 heures sur une membrane de culture déposée sur
un réservoir de liquide nutritif, délai aprés lequel la multiplication et la mort cellulaires restent
possibles. Aprés 3 heures de contact avec l'air, le métabolisme cellulaire parait se modifier. La
respiration mitochondriale est activée et génére des ions superoxyde O;*. Cette hypothése est
soutenue par la mesure d'une augmentation immédiate d'ATP (aprés 1 heure de culture sur
membrane) et par celle d'une augmentation de l'activité de la LDH en 24 h (la LDH est une enzyme
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consommatrice de NADH, un autre produit du cycle de Krebs). En outre, l'activité de la SOD-Mn
augmente aussi ; elle est chargée de débarrasser la cellule des ions O, ; elle les transforme en
molécules d'H,O, qui 2 leur tour sont pris en charge par le GSH et ses enzymes associées. En
conséquence, le surplus d'ATP cellulaire est immédiatement consommé, par exemple pour la
fabrication de SOD-Mn et du tripeptide GSH (dont la concentration cellulaire augmente également).
Le résultat étant qu'au bout de 3 heures de culture en phase gazeuse, le taux d'ATP intracellulaire,
ainsi que la réduction du MTT en Formazan, sont stabilisés.

Au final, en conservant la méme viabilité, les cellules THP-1 cultivées en phase gazeuse semblent

mieux armées contre les agressions oxydantes ou radicalaires qu'en phase liquide.

+ Comportement cellulaire 2 long terme sur les membranes de culture

L'hypothése d'une multiplication des cellules THP-1, sur la membrane de culture en phase gazeuse
aprés 48 heures, est réaliste. Ce phénomene, inexistant pour les MA, doit absolument étre pris en
compte dans l'appréciation de la cytotoxicité par le test biologique tel qu'il a €té décrit jusque la. Plus
précisément, si Voisin et coll. (1988a) approuvent une préparation des boites de culture a partir de
MA jusqu'a 7 2 10 jours avant leur exposition, nous préconisons une préparation des boites de

culture, 2 partir de cellules THP-1, tout au plus de 24 heures avant leur exposition aux fumées.

NB. 1l manque  notre étude une quantification de I'ADN cellulaire, ainsi qu'un dosage des protéines
cellulaires totales, qui permettraient de relier les résultats des différents dosages effectués a un témoin

du nombre de cellules présentes et a un témoin général de I'évolution de I'activité cellulaire.

II1. EMPLOI DU MTT POUR ESTIMER LA CYTOTOXICITE

La technique d'évaluation de la viabilité cellulaire employée dans le test biologique de qualité des
fumées sera basé sur un paramétre métabolique : la réduction du sel de tétrazolium MTT par des
déshydrogénases mitochondriales qui ne sont actives qu'au sein des cellules vivantes. A l'instar du
dosage d'ATP (mais contrairement au dosage de LDH-24 h), la méthode MTT peut révéler la
cytotoxicité d'une fumée dans un délai de deux heures suivant l'exposition. Son emploi est plus
aisé que celui de la méthode ATP ; il peut commencer sur le site méme de travail ; il ne nécessite
qu'une série de mesures fort simples. Les résultats obtenus par la méthode MTT sont, pour la plupart

d'entre eux, comparables 2 ceux que donnent la méthode ATP.

« MTT

Cest une solution de MTT 2 2,5 mg/ml sera mise au contact des cellules : car d'une part nos essais
éliminent l'option de concentrations inférieures 2 1 mg/ml, et d'autre part il n'est noté aucune
différence significative entre les essais réalisés avec une solution a 5mg, 2,5 mg ou 1 mg/ml, mais la

variation autour de la DO moyenne résultante (n = 3) est la plus faible avec la solution 2 5 mg/ml.
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* DMSO

Le diméthyl sulfoxyde s'est avéré étre meilleur dissolvant des cristaux de Formazan qu'une
solution de dodécyl sulfate de sodium (SDS) ou qu'un alcool ; il n'interagit ni avec la membrane, ni
avec le milieu nutritif résiduel ; il dissout les cristaux de Formazan en quelques secondes quand la
solution de SDS nécessite plusieurs heures. De plus, le DMSO stabilise la couleur a la fin de la
réaction, contrairement aux méthanol, éthanol ou isopropanol (Géry, 1994). Le DMSO sera employé

pur sur les membranes de culture cellulaire ayant au préalable réagi avec le MTT.

¢ Colorimétrie et comparaison des DO

Par souci de répétabilité, chaque essai est réalisé en triplicat ; chaque boite faisant a son tour l'objet de
trois mesures colorimétriques doubles, 3 570 nm et 650 nm. Chaque essai est accompagné d'un essai
témoin, d'exposition & l'air pur. Ces mesures aboutissent 2 une moyenne de densités optiques
effectives DOgssai €t DOiémoin- L€ pourcentage de cytotoxicité calculé a partir des DO représentera un

indice de cytotoxicité (I.C.\rr) des gaz ou fumées que 1'on veut tester :

I.C.mrT = Doté“g(i)“[é' D_Om x 100. Ainsi, on observe que :
moin

- les DO sont en général inférieures a 1,000 ; le plus souvent, elles se situent entre 0 et 0,600.

- Les trois lectures effectuées a partir d'une méme boite de culture ne sont jamais significativement
différentes (test de Student ; observation d'une centaine de résultats).

_ L'écart de DO rencontré au sein d'un essai en triplicat de boite de culture (répétabilité)
représente au pire des cas 4 % de la valeur de DO mesurée (quelques cas), mais plus généralement, il
représente environ 1 % de la valeur de DO mesurée (observation de plus de 100 résultats).

IV. APPLICATION DU TEST BIOLOGIQUE FACE AUX GAZ
SIMPLES, AUX FUMEES ET AUX POUSSIERES

* Gaz simples

Le test biologique se révéle étre sensible 2 la nature, ainsi qu'a la concentration de gaz simple, bien
que 'humidité ambiante dans la chambre d'exposition piége en grande partie le gaz HCI (et dans une
moindre mesure SO,). Les 1.C.\rr inférieures a 55 % (NO3), 43 % (SO.) et 12 % (HCI), obtenus
dans les conditions strictes des essais de terrain, par l'exposition des cellules aux gaz simples
conditionnés en bouteilles 2 la concentration de 200 ppm, imposent une remarque : il serait
nécessaire, pour mieux appréhender l'impact toxique de chaque gaz sur les cellules, de coupler au
montage des analyseurs, pour mesurer la concentration effective des gaz au contact des cellules lors
des essais de laboratoire.

NB. Le gaz NO, pourrait étre un témoin positif idéal pour les cellules du test biologique.

e Fumées totales

Le test de cytotoxicité est effectivement un test global : il n’y a aucune corrélation prépondérante
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entre les concentrations de gaz et de poussiéres présents 2 la cheminée et I'indice de cytotoxicité, mais
les cellules s'averent néanmoins sensibles 8 HCl, NO, NO,, SO, CO, ainsi qu'aux micropolluants
des fumées qui n'ont pas été spécifiquement identifiés ; elles réagissent en outre aux gaz, mais aussi
aux poussiéres. Ces résultats soulignent I'importance d'un échantillonnage foral des fumées : notre
nouveau montage conduit les gaz en évitant d'une part le piégeage des gaz acides (pas de
condensation d'eau), et d'autre part le piégeage des particules (pas de condensation d'eau, tuyauterie
et membrane de perméation rectilignes). L'indice de cytotoxicité des fumées (I.C.\r1) est capable de
varier entre O et 100 % suivant les essais. Le test biologique est un bon complément des contrdles

chimiques, qui propose 2 l'exploitant une approche nouvelle de la qualité globale.

NB. Sur le terrain, l'utilisation d'un analyseur (par exemple, un trigaz CO,, CO, Oy), branché a la
sortie de la chambre d'exposition, permettrait assez facilement de contrdler que l'intégrité de

I'échantillon est bien préservée jusqu'au contact des boites de culture cellulaire.

* Poussieres

La préservation les poussiéres lors de I'échantillonnage des fumées est primordial. C'est pourquoi :

* les poussiéres potentiellement présentes dans les fumées échantillonnées ne sont pas filtrées ;

« la membrane 4 perméation du nouveau systéme d'échantillonnage, qui réduit I'humidité des fumées
pendant leur prélévement, est rectiligne (elle est hélicoidale lorsqu'elle précede les analyseurs
chimiques) pour éviter leur piégeage. '

Le probléme mis en évidence est lié a I'accumulation des poussiéres au contact des cellules vivantes.

La seule présence physique de ces particules jouerait un role dans la toxicité (Reed et coll., 1990).
Alors que les gaz, dilués dans l'atmosphére aprés leur rejet de l'usine, passent au contact des
organismes vivants (animaux ou végétaux), les poussieres se déposent sur les tissus vivants, s'y
accumulent, puis exercent une forte toxicité en augmentant la concentration et la diversité des

polluants au contact des cellules.

Cette application particuliére du test de cytotoxicité a I'étude du danger li€ & certaines natures de

poussiéres de fumées d'incinération parait par conséquent tout 2 fait intéressante.

V. MOBILITE DU TEST DE TERRAIN

Le transport des boites de culture cellulaire, nécessaire en 1993 et 1994 de 1'Institut Pasteur de Lille
jusqu'au site d'expérimentation, s'est avéré efficace. Par ailleurs, la technique de mise en évidence de
la toxicité cellulaire (utilisation de MTT) est rapide (2 heures) et simple. Cette expérience plaide en
faveur de la mobilité du test d'un site 2 un autre, méme s'il s'agit d'un site sans laboratoire. 11 peut en

outre &tre envisagé d'exploiter le test biologique dans un laboratoire mobile (véhicule équipé).
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Notre objectif a été la mise au point d'un test de terrain, qui mesure rapidement la toxicité globale des
fumées d'incinérations de déchets. Des cellules en lignée, de type macrophagique, sont cultivées en
aérobiose sur des membranes poreuses imbibées de liquide nutritif, suivant une technique mise au
point par Voisin et coll. (1977). Ces monocytes de la lignée THP-1, ainsi que nous l'avons vérifié,
s'adaptent bien au contact de l'air. Lorsqu'ils sont placés au contact direct des fumées pendant une
heure, leur métabolisme se modifie ; un test de viabilité cellulaire, basé sur l'emploi du sel de
tétrazolium MTT, permet alors d'évaluer la santé de la culture par le calcul d'un index de cytotoxicité,
en comparant les cellules exposées a des cellules témoins placées au contact d'air pur.

Le dispositif prévoit un échantillonnage le plus représentatif possible des fumées totales (gaz,
particules, aérosols), chaudes (température supérieure 2 200 °C) et humides (plus de 30 %), vers les

cellules maintenues dans une atmosphére idéale a 37 °C, de pH proche de 7 et saturée d'eau.

Chaque intervention sur le site de SARP Industries Limay a, mis en évidence les difficultés de notre
mission et nous a contraint de rechercher, de mettre en place et de coordonner des techniques en
adéquation avec les conditions physico-chimiques et le contexte industriel. Nous sommes capables :

e de prélever des échantillons gazeux et de les conduire vers une cible vivante (des cellules de type
pulmonaire), quelle que soit leur température, quelle que soit leur taux d'humidité, qu'ils contiennent
ou ne contiennent pas de particules ;

o de mesurer de fagon simple (mesures colorimétriques) et relativement rapide (deux heures) la
toxicité relative des gaz ou fumées par rapport a de l'air pur (azote + oxygeéne), exprimée par les
cellules cibles aprés une heure seulement d'exposition ;

* de comparer entre elles les toxicités mesurées sur divers échantillons, dans diverses conditions

d'expérience (fumées, air pollué, émanations gazeuses...).

Les résultats présentés dans ce rapport montrent que :

1) le test répond de fagon linéaire jusqu'a un certain seuil, a une exposition a un gaz simple comme
NO; (figure 38) ;

2) les cellules sont sensibles non seulement aux gaz, mais aussi aux poussiéres de fumées ; celles-ci
ont un potentiel toxique qu'il ne faut pas négliger dans la mise en place du test biologique (figure 44) ;
3) la toxicité globale des fumées n'est pas liée & la présence ou a l'augmentation de la concentration
d'un composant en particulier des fumées d'incinération de déchets, mais plutdt a la combinaison de
plusieurs facteurs de qualité des fumées (figures 41 a 43);

(4) les poussiéres contenues dans les fumées d'incinération de déchets sont probablement plus
préoccupantes que les gaz de ces mémes fumées (figure 44). En effet, les gaz sont controlés en
continu, qualitativement et quantitativement, en sortie de cheminée ; ils parviennent dilués au contact
des organismes vivants et présentent donc une faible agressivité aigué. Tandis que les poussiéres
(contrblées de fagon pondérale et non par leur nombre) sont bioaccumulables et concentrent des

substances nocives au contact des cellules vivantes.
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PERSPECTIVES
* Validation du matériel
Le nouveau systéme d'échantillonnage des fumées d'incinération nécessite une validation.
« Essais sur gaz

- Oxygene et dilution des fumées : L'air pur témoin contient 22 % d'O,, quand les fumées
d'incinération de déchets en contiennent 8 2 11 % au niveau de la sortie-chaudiére, soit jusqu'a 14 %
au niveau de la sortie-cheminée, soit encore, lorsque les fumées prélevées sont diluées de moitié dans
de l'air pur médical a 22 % d'Oy, environ 18 % d'O,. Il nous faut vérifier qu'un manque de 4 %
d'oxygene n'influe pas de fagon importante sur la toxicité mesurée au niveau des cellules.

- Essais supplémentaires : envisager des essais avec un cancérogéne (ex. composé hydrocarboné)
et un métal (ex. mercure).
e Collecte des données sur site

- Données physico-chimiques relatives aux fumées d'incinération : un relevé instantané (au lieu des

moyennes horaires avec lesquelles nous avons travaillé) permettrait de mieux apprécier d'adéquation
du test biologique comme complément global des outils de suivi des émissions a 'atmosphere.

~

- Numération et composition chimique des poussiéres collectées a l'émission : cette étude

approfondirait une éventuelle étude de la cytotoxicité des poussiéres de fumées.

rés : connaitre le déchet dont le traitement est a l'origine des
fumées étudiées permettrait de comprendre (d'éviter ?) les pics de cytotoxicité mesurée a |'émission.
Les deux dernitres suggestions seraient plus vraisemblablement applicables dans le
cadre d'un travail sur une installation pilote dont on maitriserait les parameétres.
» Données analytiques

- Analyseurs en continu 2 l'entrée de la chambre d'exposition : il est nécessaire d'étre assuré

systématiquement des concentrations réelles des gaz amenés au contact des cellules pour définir les
domaines et les échelles de sensibilité du test.

élévement les fumées : I'échantillonnage des fumées d'incinération de déchets en
sacs inertes de grande capacité permettrait d'amener, au contact des cellules THP-1, différentes
dilutions d'une méme fumée, pour ainsi valider la méthode concernant la réponse dose-effet du test
biologique.
* Analyses complémentaires sur les cellules
Employer, outre la technique de révélation au MTT, au moins une autre technique de révélation, dite
technique de référence, parmi la mesure d'ATP intra-cellulaire et les mesures de
lacticodéshydrogénase (LDH) intra- et extracellulaires (Géry, 1994).

DE NOUVEAUX DOMAINES D'APPLICATION

11 est envisageable d'employer ce test biologique pour I'étude des rejets atmosphériques de différentes
d'usines, des échappements automobiles, ou de la pollution atmosphérique urbaine. L'extension du
test 2 d'autres domaines d'application que les fumées d'incinération de déchets justifieraient alors
plusieurs adaptations ayant attrait au mode, au débit, a la durée de I'échantillonnage, ou méme au type
cellulaire employé comme réactif biologique.
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ANNEXES

ANNEXE 1
SCHEMA D'UNE USINE D'INCINERATION DE DECHETS (INDUSTRIELS) :

SARP-INDUSTRIES LIMAY (78)

(D'apres une plaquette de SARP Industries, janvier 1989.)

NATURE DES DECHETS TRAITES

L'unité permet d'incinérer des déchets sous loutes formes : vapeurs,
liquides, solidas, pateux, non chlorés et chlorés (jusqu'a 7% de chiore
en moyennae). .
Les déchets sont d'origine et de nature rds diverses. Cifons principa-
lement : solvants el mélanges de solvants, déchets huilaux, déchets
de peintura,vernis, encres, déchets de synthdsos organiquas, rebuts
d'utiisation, elc,

PRINCIPE DU TRAITEMENT

Le tratement comprend trois phases principales :

« incinération proprement dite

- récupération da chaleur

- tratement dos fumées

Lincnération est condule a4 une température minimum de S00°
(pouvant étre portée A 1200°%) et pendant un lemps de séjour
{(>= 2 secondes) lels que les molécules 1oxiques se trouvent systéma-
tiquement brilées et décomposées.

Le haut niveau de lompéralure atteint A la sortie du systdme d'inciné-
ration et de post-combustion permet une récupération de la chaleur
des fuméaes sous forme de vapeur haute pression (40 bars), laquelle
peut étre utlisée soit en létat, sok pour produire de I'dlectricité (i est
alors ajputé une soction comprenant un turbo-alternateur).

A la sortie de la chaudidre les lumées qui contionnent entre autres les
métaux lourds et les anhydrides d'acides, sont mises au contact de
chaux pulvérulente.

Les complexes el sols fournis par Taction de la chaux sont successi-
vement séparés sous lorme de poussidre dans une batlarie de
cyclones puis de filres 2 manches.

Les fumées ainsi épurées peuvent étre rojelées A Fatmosphdre a une
température d'environ 250°.

AVANTAGES DU PROCEDE
Un tel procédé dott présenter deux avantages : la fiabilté d'exploitation
{comple tenu de linvastissement mis en jeu), la reproductibiité des
perdormances de rejets atmosphériques aussi bien dans le temps que
suivant la nature des déchols introduits dans le four dont le spectre de
qualité est extrémement large.

Chambre de Fumées
post-combustion Relroidisseur vers famosphére
SR Réacleur Cycone 2 mFﬂamtre
Pompe 4 pitex récupération
Four Vapeur
Bl rouiant rotatif \ velrs
onl ro! utilisation
) )
Eau
® ® ®
j\
Ventlateur
Eau Chaux Cheminde
<
chaude | Ajr roid
. Y
Déchels solides Déc.hcls Micheler  Cendres Poussidres
et piteux liquides

SARP INDUSTRIES « TRAITEMENT PAR INCINERATION « SCHEMA

Flabllité d'exploltation.

Le traitement de produits ayant des caraciéristiques physiques et
chimiques ras variées 2 nécessité 1a mise au point de matériels spé-
cifiques au procédé. Désormais les dispositis ulilisés sont tels que le
confficient d'explottation perme! d'atteindre un fonctionnement supé-
riour & 8000 h/an (>92%).

Reproductiblité des performancoes d'épuration des fumdbes.
Les différents critdres régissant Faction de la chaux : concentration des
produils en présence, lempérature, te de séjour, formes et con-
ception du réacteur ont également fat fobjet de mises au point
minutieuses. C'est pourquoi pour des déchets dont la teneur en CL2
pout varier de 0 & 7%, celle en S de 0 & 4%, celle en N2 de 0 4 2% a
Tentrée du lour on oblient de fagon constante les porformances
annoncées ci-aprds.

CAPACITE UNITAIRE

Le procédd est continu (3 postes do travall , 24 heures / 24).
S'agissant d'incinération, c'est la puissance thermique qui détermine
la capacité.

Une unité type est basée sur un four de 15 000 th/h,

Coci étant, le débit de déchetls traités varie en fonction du pouvoir
cabrifique des déchets. Pour un PCl moyen de 3000 Kcal / Kg repré-
sentatd des déchets actuelloment collectés la capacité en tonnes de
produits traitdés est do : 5 T/, soit, compte tenu du coofficient d'exploi-
tation, environ 40 000 T/an.

PERFORMANCES

Déchets solidas (machelers, cendres, poussidres) : inortes el admis
en décharge (aprés tratement complémentaire dinsolubilisation si né-
cessaire).

Effluents atmosphériquas pour un déchet moyen 2 Pentrée du four
contenant :

CL2 = 7% poids, S = 4% poids, N, = 2% poids

Los effluents respectent las nommes suivantes :

poussidres < 100 mg / Nm?
chlore < 100 mg / Nm? & 7% do CO2
métaux lourds <5Smg/Nm?



ANNEXES

ANNEXE 2
DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

A. ARRETE DU 25 JANVIER 1991

relatif aux_Installations d'Incinération de Résidus Urbains.
Journal Officiel de la République Frangaise du 8 mars 1991.

Le ministre délégué a I'environnement et 2 la prévention
des risques technologiques et naturels majeurs,

Vu les directives européennes n° 89-369 C.E.E. et
no 89-429 C.E.E. des 8 juin et 20 juin 1989 relatives idla
prévention de la pollution atmosphérique en provenance

des installations nouvelles et existantes d'incinération de
déchets municipaux ;

Vu 1a loi no 76-663 du 19 juillet 1976 relative & la législa-
tion des installations classées pour la protection de V'envi-
ronnement, ¢t notamment son article 7 ; ) :

Vu le décret ne 77-1133 du 21 septembre 1977 pris pour
application de la loi ne 76-663 du 19 juillet 1976 susvisée |

Vu I'avis des organisations professionnelles, des associa-
tions représentatives des élus et des collectivités locales
concernées

Vu I'avis du Conseil supérieur des installations classées
en date du 26 octobre 1990,

Arréte :

Article 1

Les dispositions applicables au titre de la protection de
I'environnement aux installations d'incinération de résidus
urbains sont définies dans l'annexe au présent arrété.

Article 2

La circulaire et l'instruction technique du 6 juin 1972 et
larrété du 9 juin 1986 relatif aux installations ,d’incinéra-
tion de résidus urbains sont abrogés.

Article 3

Le directeur de I'cau et de la prévention des pollutions et
des risques ct les préfets sont chargés de 'exécution du
présent arrété, qui sera publié au Journal officiel de la
République frangaise.

Fait & Paris, le 25 janvier 1991.
BRICE LALONDE

ANNEXE

LES INSTALLATION'S D'INCINERATION
DE RESIDUS URBAINS

Article ler

Domaine d’application

Les présentes régles s'appliquent aux installations d'inci-
nération des résidus urbains relevant de la rubrique 322B 4
de la nomenclature des installations classées. C

A ce titre, elles s'appliquent P'incinération des ordures
ménagéres, des déchets de commerce et d'industrie assimi-
lables & des ordures ménagires et A lincinération des
déchets non contaminés provenant d'établissements sani-
taires ct assimilés.

L'incinération des déchets contaminés, au sens de la
réglementation sanitaire, dans des installations d’incinéra-
tion de résidus urbains, sera autorisée dans les conditions
prévues par I'arrété ministériel du 23 aolt 1989.

Article 2

Le débit volumétrique des gaz résiduaires est exprimé en
métres cubes par heure rapportés & des conditions norma-
liskes de température (273 kelvins) et de pression (101,3
kilopascals) aprés déduction de la vapeur d'eau (gaz 5€CS).

Les valeurs limites d'émission fixées dans les présents
titres, notamment aux articles 9, 11 et 13 sont déterminées
en masse par volume des gaz résiduaires, sont exprimées en
milligrammes par meétre cube normal sec (mg/m’), et sont
rapportées 4 une teneur en oxygéne dans les gaz résiduaires
de 11 p. 100, aprés déduction de la vapeur d'cau (gaz sec)
ou 4 une teneur ecn dioxyde de carbone dans les gaz rési-
duaires de 9 p. 100 aprés déduction de la vapeur d'eau (gaz
sec).

Article 3

Capacité de I'installation

La capacité nominale de l'installation d'incinération est
la somme des capacités Jd'incinération des fours qui compo-
sent l'installation telles que déclarées par le constructeur €t
I'exploitant, compte tenu en particulier du pouvoir calori-

fique des déchets, exprimée en quantité de déchets inci-
nérés par heure.

TITRE Ier
INSTALLATIONS NOUVELLES

Article 4

Domaine d’application

Les régles du présent titre s'appliquent & toutes installa-
tions nouvelles et aux installations existantes faisant 1'objet
d'une extension augmentant leur capacité de traitement ou
d'une modification notable par renouvellement des fours et
qui seront autorisées & partir de la date de parution au
Journal officiel de cet arrété.

Article 5
L'arrété préfectoral d'autorisation précise les caractéris-
tiques telles que :
— Pemplacement (emprise) |
— puissance thermique maximale en kilowatts ;

— capacités maximales de traitement horaire et
annuelle ;

— capacités de stockage des déchets.
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Article 6

Implantation

L'installation est congue de maniére 2 s'intégrer au site.
La mise en place de servitudes permettra de préserver
I'éloignement vis--vis des habitations qui sera jugé indis-
pensable.

L’étude d'impact, définie 4 l'article 3 (4°) du décret du
2] septembre 1977, doit préciser notamment la nature et
I'origine des déchets incinérés, les flux de polluants et justi-
fier leur mode de traitement.

Article 7

L'arrété préfectoral indiquera la liste par nature et par
origine des déchets autorisés.

L'exploitant vérifie que les déchets réceptionnés sont
conformes a ceux autorisés.

Article 8

Déchargement des résidus urbains

Les résidus urbains & traiter doivent étre déchargés dés
leur arrivée & l'usine sur une aire étanche ou dans une
fosse étanche permettant la collecte des eaux d’égouttage.

L'installation doit 8tre équipée de telle sorte que le stoc-
kage des déchets et 'approvisionnement du four d'incinéra-
tion ne soient pas & l'origine de nuisances olfactives pour
le voisinage. L'aire de déchargement des résidus urbains
doit étre congue pour éviter tout envol de papiers et pous-
siéres ou écoulement d'effluents liquides vers I'extérieur. -

S'ils sont susceptibles de ne pouvoir étre traités vingt-
?uatre heures au plus tard aprés leur arrivée, I'aire ou la
osse doit étre close et devra étre en dépression lors du
fonctionnement des fours ; I'air aspiré doit servir d'air de
combustion afin de détruire les composés odorants. Le
déversement du contenu des camions doit se faire au
moyen d'un dispositif qui isole le camion de I'extérieur
pendant le déchargement ou par tout autre moyen condui-
sant 4 un résultat analogue.

L’arrété préfectoral peut autoriser d'autres dispositifs s'il
est démontré qu'ils sont aussi efficaces.

Article 9

Conditions d’incinération

Les conditions d’incinération en termes de température,
de temps de séjour et de taux d’oxygéne doivent étre
congues de maniére 2 garantir I'incinération des déchets et
I'oxydation des gaz de combustion.

Les gaz provenant de la combustion des déchets doivent
étre portés méme dans les conditions les plus défavorables,
aprés la derniére injection d’air de combustion, d'une fagon
contrdlée et homogéne a une température d'au moins
850 °C pendant au moins deux secondes en présence d'au
moins 6 p. 100 d’oxygéne mesuré dans les conditions
réelles.

Le temps de séjour devra étre vérifié lors des essais de
mise en service.

Les gaz de combustion ne devront pas contenir en
moyenne horaire plus de 100 mg/Nm’ de monoxyde de
carbone et 90 p. 100 de toutes les mesures effectuées sur
une période de vingt-quatre heures, plus de 150 mg/Nm’.
Ces moyennes sont calculées en tenant compte uniquement
des . heures de fonctionnement effectif de I'installation, y
compris les phases de démarrage et d’extinction des fours.

Toute installation nouvelle d'incinération de déchets
urbains sera équipée de brleurs d'appoint. Ces brileurs
doivent entrer en fonction automatiquement dés que la
tse;gpgature des gaz de combustion descend en dessous de

]

Les brileurs d’appoint sont aussi utilisés dans les phases
de démarrage et d'extinction afin d’assurer en permanence
la température minimale susmentionnée pendant ces opéra-
tions et tant que des déchets sont dans la chambre de com-
bustion.

Les programmes d'utilisation et les conditions de fonc-
tionnement pour les phases de démarrage et d’extinction
doivent &tre précisés dans |'arrété d’autorisation.

Article 10

Conditions d’évacuation des gaz
de combustion vers I'atmosphére

A. - Caractéristiques des cheminées

10.1. Le rejet vers l'atmosphére des gaz de combustion
est effectué de maniére contrdlée, par I'intermédiaire d'une
cheminée. Celle-ci a pour objet de permettre une bonne
diffusion des gaz de combustion de fagon & limiter la
teneur de I'air en produits polluants résultant de la com-
bustion.

La forme des conduits de fumée, notamment dans leur
partie la plus proche du débouché A l'atmosphére, est
congue de fagon & favoriser au maximum I'ascension des
gaz de combustion dans I'atmosphére. Les contours des
conduits ne présentent notamment pas de point anguleux,
et la variation de la section des conduits au voisinage du
débouché est trés continue et trés lente. La partie terminale
de la cheminée peut comporter un convergent réalisé sui-
vant les régles de I'art lorsque la vitesse d’éjection est plus
élevée que la vitesse choisie pour les gaz dans la cheminée.

10.2. La hauteur de la cheminée (différence entre 1'alti-
tude du débouché a I'air libre et I'altitude moyenne du sol
4 I'endroit considéré exprimée en métres) est déterminée,
d'une part, en fonction de la puissance thermique de I'ins-
tallation et du niveau des émissions de polluaats 4 1'atmo-
sphére, d’autre part en fonction de I'existence d'obstacles
susceptibles de géner la dispersion des gaz de combustion.

Elle est définie aux points 10.3 et 10.4.

10.3. On calcule d'abord la quantité s = k q/Cn pour
chacun des polluants suivants : N

— oxydes de soufre, exprimés en équivalent SO: ;
— poussidres,
ol :

— k est un coefficient qui vaut 340 pour les oxydes de
soufre et 680 pour les poussiéres ;

— q est le débit théorique instantané maximal du pol-
luant considéré émis 4 la cheminée en marche maxi-
male continue, exprimé en kilogrammes par heure ;

— Cu est la concentration maximale du polluant consi-
déré admissible au niveau du sol du fait de I'installa-
tion, exprimée en milligrammes par métre cube
normal ; .

— Cn est déterminé de la fagon suivante : Cp est égal A
C:-C, od C, est la moyenne annuelle de la concen-
tration mesurée au lieu considéré et C, une valeur de
référence, fixée 4 0,15 pour les oxydes de soufre, et
0,15 pour les poussiéres.

En I'absence de mesures de la pollution, C, peut &tre
pris forfaitairement de la maniére suivante :

OXYDES
de souTre POUSSIERES
Zone peu pollude 0,01 0,01
Zone moyennement urbsnisée ou
moyennement industralisée.............. 0,04 0,04
Zone trés. urbanisée ou.trés industra- .
lisée 0,07 0,08

On déterminera ensuite S qui est égal 4 la plus grande
des trois valeurs suivantes :

— valeur s calculée pour les oxydes de soufre ;
— valeur s calculée pour les poussiéres ;
— valeur s = 7000 q correspondant A l'acide chlorhy-

drique, lorsque la teneur en chlore du combustible le
justifie.
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10.4. La hauteur de la cheminée doit étre supéricure ou
égale 2 la valeur hy calculée par la formule :

hp = S (RAT)-"
ol :

— S est défini au point 10-3 5

_ R est le débit de gaz de combustion exprimé en
métres cubes par heure et compté a la température
effective d'éjection des gaz de combustion ;

— AT est la différence, exprimée en kelvins, entre la
température des gaz de combustion au débouché de
la cheminée et la température moyenne annuelle de
I'air ambiant.

Toutefois, lorsque cette différence est inférieure a
50 kelvins et que I'humidité des fumées H, exprimée en
pourcentage du volume sur gaz humide, différe notable-
ment de 10 p. 100, AT est la différence entre la tempéra-
ture équivalente au débouché de la cheminée et la tempéra-
ture moyenne annuelle de l'air ambiant, la température
équivalente étant donnée par :

H-10
tequivalence = treelle + 5065

Les valeurs de AT et de R sont prises dans les condi-
tions correspondant aux rejets poiluants maximaux en
marche normale.

10.5. Si une installation est équipée de plusieurs che-
minées ou s'il existe dans son voisinage d’'autres rejets de
poliuants & I'atmosphére, le calcul de la hauteur de la che-
minée considérée (notamment les paramétres q et R) est
effectué comme suit : i

— on définit ainsi la dépendance de deux cheminées iet
j:
- soient g; et q les débits de polluants des deux che-
minées, R; et Ry leurs débits de gaz de combustion ;

— on calcule la valeur hp, définie au point 10.4 pour
chaque cheminée : soit hy la valeur hp calculée &
partir de q; et Ry, et by celle calculée A partir de g et
R;;

— on considére que les deux cheminées i et j sont
dépendantes si les trois conditions suivantes sont
simultanément remplies :

_ la distance entre les deux axes des deux cheminées
est inférieure 4 la somme hj + hj + 6 ¢

- hy est inférieur au double de h;j;
- hj est inférieur au double de hi ;

— soient q et r les débits de polluants et de gaz de com-
bustion de la cheminée considérée, qi, Ri, Qs R,;, g,
R, etc., les débits correspondants des cheminées voi-
sines dépendantes de la cheminée considérée ;

— la hauteur de la cheminée considérée doit &tre supé-
ricure ou égale 4 la valeur hy, définie au point 10.4,
calculée a partir de q + q: + @: + @, etc., et
R+ Ri + Ri + Ry, ete.

10.6. S'il y a dans le voisinage des obstacles naturels ou
artificiels de nature a perturber la dispersion des gaz de
combustion; la hauteur de la cheminée doit &tre corrigée
comme suit :

— on calcule la valeur hp définie au point 10.4 en tenant
compte des autres rejets lorsqu'il y en &, comme
indiqué au point 10.5 ;-

— on considére comme obstacle, les structures, y
compris les immeubles abritant des installations de
combustion et notamment celui abritant I'installation
étudiée, remplissant simultanément les conditions sui-
vantes :

_ elles sont situées a une distance horizontale
(exprimée en métres) inféricure & 10 hp + 30 de
I’axe de la cheminée considérée ;

- elles ont une largeur supéricure 2 2 métres |

- elles sont vues de la cheminée considérée sous un
anglel supérieur 2 15 degrés dans le plan hori-
zontal ;

— soit h; I'altitude (exprimée en meétres ct prise par rap-
port au niveau moyen du sol & I'endroit de la che-
minée considérée) d'un point d'un obstacle situé a
une distance horizontale d; (exprimée en metres) de
'axe de la cheminée considérée, et soit H; défini
comme Ssuit :
~ si d; est inférieur ou égal & 2hp+ 6, Hi=hi + 3
- si d, est compris entre 2 hy + 6 et 10 hp + 30

d; )
" T10hp + 30

— soit Hp la plus grande des valeurs H; calcuiées pour
tous les points de tous les obstacles définis ci-dessus ;

— la hauteur de la cheminée doit &tre supéricure ou
égale 4 la plus grande des valeurs Hp et hp.

Hi=5/4 (i +3) (l

B. - Implantation et caractéristiques
de la section de mesure

10.7. Afin de permettre la détermination de la composi-
tion (concentration en poussiéres, HCl, métaux lourds, COs,,
etc) et du débit des gaz rejetés & 'atmosphére, une plate-
forme de mesure fixe sera implantée sur la cheminée ou sur
le conduit en aval de l'installation de traitement des gaz.

Les caractéristiques de cette plate-forme permettent de
respecter les normes en vigueur, notamment en ce qui
concerne les caractéristiques des sections de mesure :
emplacement (homogénéité de I'écoulement gazeux), équi-

pement (brides), zone de dégagement (plate-forme).

L'homogénéité de I'écoulement gazeux est considérée
comme assurée par le respect des longueurs droites sans
obstacle en amont et en aval. Elle est aussi considérée
comme assurée lorsque des études ou des mesures compa-
ratives ont montré que les aménagements aérodynamiques
de la section de mesure présentent une homogénéité équi-
valente.

La norme NF X44052 décrit notamment les dispositions
a prendre pour la mesure du débit de gaz et de la concen-
tration en poussiéres. .

Les autres appareils de mesure devant étre mis en place
pour satisfaire aux autres contrdles prévus dans l'arrété, et
notamment aux contrdles en continu, devront étre
implantés de maniére 4 :

— ne pas empécher la mesure périodique de la concen-
tration en poussiéres, et ne pas perturber I'écoulement
au voisinage des points de mesure de celle-ci ;

— pouvoir fournir des résultats de mesure non perturbés,
notamment pendant toute la durée des mesures
manuelles périodiques de la concentration en pous-
sitres (en particulier pour le calibrage des appareils &
principe optique).

Nota. - Si une méme cheminée regoit les gaz provenant de plu-

sieurs unités d'incinération (fours), une section de mesure conforme
aux prescriptions de la norme NF X44052 sera aménagée par unité,

de maniére & permettre la mesure séparée des effluents de chaque
unité d'incinération.

Article 11

Normes d’émission

Valeur d'émission en mg/Nm’ rapportée aux conditions
définies 4 l'article 2 en fonction de la capacité nominale de
I'installation d'incinération.

Inf. Delt/hd 3th
1t/h moins 3 t/h ot plus
Vitesse verticale des gaz de
combustion en sortie de che-
minée > 8m/s >8m/s | > 12m/s
POUBSIBIES LOLAIBR....cerrrvrmerrecsirsen 200 100 30
Acide chlorhydrique (HCl)............. 260 100 60
Composés organiques exprimés
on carbone 10tal ........cceemneeeneenes 2 X 2
Métaux lourds: Pb + Cr + Cu
+ Mn - ] 1]




574

inf. Dett/ha 3t/h
1th moins 3 t/h ot plus
Ni + As - 1 1
Cd + Hg (particulaires et
[T 2T - 02 02
Acide fluorhydrique (HF)... - 4 2
Anhydride sulfureux (SO} .......... . - 300 300

Article 12

Les périodes de pannes ou d’arréts des dispositifs d’épu-
ration pendant lesquelles les teneurs en substances dépas-
sent les valeurs fixées a I'article 11 devront &tre inférieures
4 huit heures consécutives et leur durée cumulée sur une
année devra &tre inférieure & quatre-vingt-seize heures. Pen-
dant les périodes visées ci-dessus, la teneur en poussiéres
des rejets ne doit en aucun cas dépasser 600 mg/Nm® et
toutes les autres conditions, notamment en matiére de com-
bustion, doivent &tre respectées.

Article 13

Autosurvelllance
1. Combustion.

La température des gaz, dans la zone ou sont respectées
les conditions définies & I'article 9, est mesurée et enregis-
trée en continu.

A la mise en service, une campagne de mesure compléte
doit 8tre effectuée et en particulier le temps de séjour 2 la
température de 850 °C doit faire I'objet d'une vérification
dans les conditions d'exploitations les plus défavorables
envisagées.

Le dépouillement de I'enregistrement de ces contrdles est
adressé mensuellement A l'inspecteur des installations
classées.

2. Gaz rejetés.

Les mesures visées ci-dessous sont rapportées aux condi-
tions définies & l'article 2. Si la connaissance de la teneur
en vapeur d'eau s'avére nécessaire pour satisfaire aux dis-
positions de I'alinéa précédent, alors elle sera mesurée et
enregistrée en continu. Les méthodes utilisées seront
conformes aux normes frangaises en vigueur.

R a) Installations de capacité nominale égale ou supérieure
1 t/h:

Les teneurs en poussidres totales, en monoxyde de car-
bone, en oxygéne et en acide chlorhydrique sont mesurées
et enregistrées en continu.

Une campagne de mesures ponctuelles en poussiéres,
acide chlorhydrique, monoxyde de carbone, métaux lourds
mentionnés a l'article 11, acide fluorhydrique, dioxyde de
soufre et composés organiques (exprimés en carbone total)
doit &tre effectuée au moins une fois par an par un orga-
nisme extérieur a 'entreprise.

b) Installations de capacité nominale inférieure 4 1 t/h:

Les concentrations en poussiéres totales, en acide chiory-
drique, en monoxyde de carbone, en oxygéne et en com-
posés organiques (exprimés en carbone total) sont mesurées
au moins une fois par an. 3

3. Dans le cas de la surveillance en continu des pous-
:liéres et de I'acide chlorhydrique telle que prévue ci-
essus :

a) Aucune moyenne mobile sur sept jours des valeurs de
concentration mesurées pour ces substances ne doit
dépasser la valeur limite correspondante ;

b) Aucune moyenne journaliere des valeurs de concentra-
tion mesurées pour ces substances ne doit dépasser de plus
de 30 p. 100 la valeur limite correspondante.

Pour calculer les valeurs moyennes mentionnées ci-
dessus, on ne tient compte que des périodes de fonctionne-
. ment effectif de l'installation, y compris les phases de
démarrage et d’extinction des fours.

- 4. Dans le cas ol ne sont exigées que des mesures dis-
continues, les valeurs limites d'émission sont considérées
comme respectées si'les résultats de chacune des séries de
mesures, définies et déterminées selon les normes frangaises
en vigueur, ne dépassent pas la valeur limite d'émission.

5. L'arrété d’autorisation précisera explicitement la pério-
dicité des contrdles prévus ci-dessus et les modalités de la
transmission de leurs résultats 4 I'ingpection des installa-
tions classées.

Article 14

Résidus solides de I'incinération
Définition :

L'incinération des ordures ménagéres peut créer trois
types de résidus :

— les machefers, scories récupérées en fin de combus-
tion ;

— les cendres volantes, fines, entrainées par les gaz de
combustion, qui sont captées par le systéme de
dépoussiérage ;

— les résidus de la déchloruration qui peuvent se
retrouver mélangés avec les cendres volantes, si un
dépoussiérage préalable ne préciéde pas le systéme de
déchloruration.

Nota. - Les résidus d'épuration des fumées comprennent en parti-
culier les cendres volantes et les résidus de la déchloruration.

Stockage :

Les résidus d'épuration des fumées et les machefers doi-
vent &tre stockés séparément et déposés sur une aire ou
dans un réceptacle étanche permettant la collecte de I'eau
d’égouttage et de I'eau de lavage par la pluie.

Le stock de résidus d’épuration présent avant évacuation
sera protégé de la pluie et des envols.

Transport :

Le transport des résidus de I'incinération entre le lieu de
roduction et I'unité de prétraitement ou le centre d'en-
ouissement technique doit se faire de maniére 4 éviter tout

envol de matériau, notamment dans le cas de déchets pul-
vérulents.

Elimination :

La teneur maximale en imbrQlés dans les mAchefers
mesurée sur les produits secs ne doit pas dépasser 5 p. 100.

Les résidus d'épuration et les michefers sont séparés et
€liminés conformément aux dispositions ci-dessous.

1. MAchefers :

a) Iis peuvent faire dans certains cas I'objet d’une valori-
sation, notamment en travaux publics 4 condition d'ob-
server des précautions visant a protéger les nappes et points
de captage des eaux.

Ils ne devront pas &tre utilisés en zone inondable, ni a
moins de 30 métres d’'un cours d'eau. Ils ne serviront pas
pour remblayer des tranchées (risque de corrosion et d’effet
de pile s'il y a des canalisations).

Cette valorisation est conditionnée par une bonne
connaissance des caractéristiques des mAchefers produits et
par une vérification périodique de celles-ci (composition,
imbrfilés, lixiviation...).

b) Sinon ils doivent &tre éliminés dans des installations
autorisées au titre de la loi du 19 juillet 1976.

Ils peuvent é&tre stockés sur le site de 1'usine d'incinéra-
tion, & condition qu'il présente de bonnes garanties d'étan-
chéité et se trouve en dehors des zones inondables. Le site
devra faire 1l'objet d’une autorisation au titre de la
rubrique ne 322-B-2 de la nomenclature. Le dépdt doit pré-
senter de bonnes garanties de stabilité mécanique.

Nota. - Les zones inondables considérées sont définies dans les
documents d'urbanisme tels que les plans d'exposition aux risques
d’inondation (P.E.R.1.) ou les plans d'occupation des sols (P.0.S.) ou
par référence aux relevés de plus hautes eaux connues.
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2. Résidus de I'épuration des fumées :

Ils ne pourront étre admis que dans les seules installa-
tions qui y sont explicittment autorisées par arrété préfec-
toral pris au titre de la loi du 19 juillet 1976.

En tout état de cause, les résidus de I'épuration des
fumées, méme prétraités, ne devront en aucun cas dtre
mélangés avec des résidus urbains.

Ces déchets de la dépollution peuvent &tre, selon leur
" composition : .

a) Stockés en site trés étanche (mines de sel, par
exemple) ou enfouis en décharge de déchets industriels de
classe | Lorsqu'ils satisfont & leurs critéres d'admissibilité ;

b) Eliminés dans des décharges spécifiques aux résidus
de lincinération. L'étanchéité de la décharge doit étre ren-
forcée, afin d'atteindre les caractéristiques d'un site de
classe 1 ;

¢) Prétraités avant d'étre admis en décharge contrdlée de
déchets industriels ou de résidus urbains, selon la qualité
du traitement.

Pour pouvoir &tre admis en décharge de résidus urbains,
les déchets prétraités devront satisfaire aux dispositions
prévues par les arrétés préfectoraux d’autorisation desdites
gécharges et en particulier stockés dans des alvéoles spéci-
iques.

Dans tous les cas d'élimination en centre d’enfouissement
technique, un drainage des lixiviats correspondants sera
réalisé. Au fur et A mesure de l'avancement de l'alvéole
sera mise en plact une couverture étanche des déchets
déposés.

>~ Autosurveillance :

Une analyse au moins une fois par trimestre des diffé-
rents résidus de I'épuration des fumées sera cffectuée sur
un échantillon composite. En particulier, un test de lixivia-
tion sera réalisé, conformément au protocole défini par la
norme X 31-210. Les analyses porteront notamment sur la
fraction soluble et les teneurs en métaux lourds et permet-
tront de définir la filitre d’élimination. La teneur en
imbrlés dans les machefers sera contr8lée périodiquement.

L'arrété d'autorisation précisera explicitement la périodi-
cité des contrdles prévus ci-dessus et les modalités de la
transmission de leurs résultats & l'inspection des installa-
tions classées. .

Chaque trimestre et dans la quinzaine de jours qui le
suit, I'exploitant transmettra 4 l'inspecteur des installations
classées les bordereaux donnant, par nature de déchets, les
quantités produites et ¢liminées, les coordonnées des trans-
porteurs et les licux d'élimination choisis.

Article 15

Prévention des pollutions des eaux

Les diverses eaux résiduaires (effluents du laveur éven-
tuel, eaux de ruissellement souillées, fractions aqueuses des
déchets) sont collectées puis traitées.

Pour le cas o les eaux résiduaires sont déversées dans
un réseau collectif aboutissant d une station d’épuration
urbaine, les normes de rejet au déversement sont précisées
en fonction de la capacité de I'installation et de la station.
Le déversement se fera dans les conditions spécifiées par le
réglement du service d'assainissement et par la circulaire du
24 janvier 1984 du ministére de I'environnement relative
aux rejets d’eaux industrielles dans un ouvrage collectif.

Quelles que soient.les. dispositions retenues par I'indus-
triel pour le traitement des eaux résiduaires, les concentra-
tions limites avant rejet dans le milieu naturel seront
conformes aux prescriptions suivantes : .

— pH compris entre 5,5 et 8,5 ;

— hydrocarbures< 5 mg/litre (norme NFT 90.203) ;

— DCO < 150 mg/litre ;

— MES < 30 mg/litre ;

— métaux lourds totaux < 15 mg/litre dont

Cr'+ < 0,1 mg/l, Cd < 0,2 mg/l, Pb < 1 mg/l,
Hg < 0,05 mg/1;
— phénols < 0,5 mg/1;

— CN libre < 0,1 mg/1;
— As < 0,5mg/1;
— fluorure < 15 mg/l.

L'arrété préfectoral d'autorisation précisera également la
concentration en chlorures, le débit des rejets en m*/jour
ou m’/heure, et les flux limites des différents polluants pré-
cités.

Article 16

Les installations électriques, ainsi que les circuits de
fluide sous pression et de vapeur doivent étre conformes
aux textes législatifs et réglementaires et aux régles de l'art
et doivent &tre vérifiés réguliérement. Les dispositions de
I'arrété ministériel du 31 mars 1980 ﬁomnt réglementation
des installations électriques des établissements réglementés
au titre de la législation sur les installations classées et sus-
ceptibles de présenter des risques d'explosion sont appli-
cables.

Article 17

L'établissement doit &re pourvu de moyens de secours
contre l'incendie appropriés & la nature et aux quantités de
produits et de déchets stockés. L'arrété précise les prescrip-
tions en la matiére. Afin de permettre, en cas de sinistre,
I'intervention rapide des secours, une voie d’accds pompiers
rendant accessibles des niveaux de stockage de déchets et
de fond de fosse aux engins de secours devra étre assurée.

Article 18
| . ‘Bruit
L'installation sera construite, équipée et exploitée de
facon que son fonctionnement ne puisse tre 4 Porigine de
bruits aériens ou de vibrations mécaniques susceptibles de

compromettre la santé ou la sécurité du voisinage ou de
constituer une géne pour sa tranquillité.

On considérera qu'il y a nuisance si I'installation est a
I'origine d'une émergence supérieure 4

— 5 dB (A) pour la période allant de 8 heures a
vingt heures, sauf dimanches et jours fériés ;

— 3 dB (A) pour la période allant de 20 heures a
8 heures, ainsi que les dimanches et jours fériés.

L'émergence est définie comme étant la différence entre
les niveaux de bruit mesurés lorsque l'installation est en
fonctionnement et lorsqu'elle est & 1'arrét.

La mesure du niveau de bruit incluant le bruit particulier
de I'installation devra &tre effectuée sur une durée représen-
tative du fonctionnement le plus bruyant de celle-ci.

Les niveaux de bruit seront appréciés par le niveau de
pression continu équivalent La.q.

L'émergence due aux bruits %énérés ar l'installation
devra rester inférieure & la valeur fixée ci-dessus :

— en tous points de l'intérieur des locaux riverains
habités par des tiers, que les fendtres soient ouvertes
ou fermées ;

— le cas échéant, en tous points des parties extéricures
(cour, jardin, terrasse, etc.) de ces mémes locaux.

Les véhicules de transport, les matéricls de manutention
et les engins de chantier qui peuvent &tre utilisés & I'inté-
rieur de I'installation doivent étre conformes & la réglemen-
tation en vigueur (les engins de chantier doivent répondre
aux dispositions du décret n° 69-380 du 18 avril 1969).

L'usage de tous appareils de communication par voie
acoustique (sirénes, avertisseurs, haut-parleurs, etc.) génants
pour le voisinage est interdit, sauf si leur emploi est excep-
tionnel et réservé & la prévention ou au signalement d'inci-
dents graves ou d'accidents.

Article 19

"Mesures de sécurité

L'exploitant précise les dispositions qu'il prévoit en cas
de panne électrique (arrét, secours).
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Article 20

Incident

En cas d’incident dans le fonctionnement de I'installation
ou de dépassement des valeurs limites fixées dans le pré-
sent arrété, I'exploitant devra en informer l'inspecteur des
installations classées dans les plus brefs délais.

Article 21

Démantélement

Le démantélement fera I'objet de prescriptions spéci-
fiques portant notamment sur I'évacuation des matiéres
souillées. :

L'exploitant devra remettre le site de l'installation dans
un état tel qu'il ne s'y manifeste aucun des dangers ou
inconvénients mentionnés & I'article ler de la loi du
19 juillet 1976 (art. 34 du décret du 21 septembre 1977).

TITRE 11
INSTALLATIONS EXISTANTES

Article 22

Domaine d’application

Les régles du présent titre s’appliquent 4 toutes installa-
tions dont la premiére autorisation a été délivrée avant la
date de parution au Journal officiel du présent arrété.

Les prescriptions des arrétés préfectoraux d’autorisation
délivrés avant la date de parution au Journal officiel du pré-
:!ent arrété seront complétées par les dispositions fixées ci-

essous.

A. - Installations de capacité nominale
supérieure ou égale @ 6 tonnes de déchets par heure

Article 23

A compter du ler décembre 1992, les dispositions de I'ar-
ticle 14 sont applicables. s

A compter du ler décembre 1996 les dispositions du
titre Ier, 4 I'exception de I'article 10-A, sont applicables. Les
prescriptions fixées a I'article 9 sont complétées par les dis-
positions suivantes :

« En cas de difficultés techniques, le temps de séjour de
deux secondes doit s’appliquer au plus tard & compter du
moment ol il est procédé au renouvellement des fours. »

B. - Installations de capacité nominale
inférieure & 6 tonnes de déchets par heure

Article 24

Echéancler

Les installations d’incinération existantes de capacité
nominale inférieure 4 6 tonnes de déchets par heure
devront respecter :

— & compter du ler décembre 1992, les dispositions de

I'article 14 ;

— & compter du 1o décembre 1995, les dispositions des
articles 25, 26, 27, 28 et 29 ; ,

— 4 compter du ler décembre 2000, les dispositions du
titre Ier, sauf en ce qui concerne les conditions
imposées & I'article 10-A et & I'article 9 qui sont rem-
placées par celles de 'article 25.

Article 25

Conditions d’incinération

Les gaz provenant de la combustion des déchets devront
&tre portés, aprés la derniére injection d'air de combustion
et méme dans les conditions les plus défavorables, & une
température d’au moins 850°C en présence d'au moins
6 p. 160 d'oxygéne, et cela pendant une durée suffisante
permettant de respecter 'ensemble des dispositions du pré-
sent titre.

Pour les installations de capacité inférieure 4 6 t/h, mais
¢gale ou supérieure & 1 t/h, les gaz de combustion ne
devront pas contenir Elus de 100 mg/Nm*® de monoxyde de
carbone en moyenne horaire.

Pour les installations de capacité inférieure 4 1 t/h, les
gaz de combustion ne devront pas contenir plus de
l100 mg/Nm’ de monoxyde de carbone en moyenne journa-
idre.

Ces moyennes sont calculées en tenant compte unique-
ment des heures de fonctionnement effectif de 1'installation,
y compris les phases de démarrage et d'extinction
des fours.

Article 26

Normes d’émission

Pour les installations de capacit¢ nominale inférieure
4 6 tonnes de déchets par heure, mais égale ou supérieure &
1 tonne par heure, la concentration en poussiéres a I'émis-
sion est inférieure & 100 mg/Nm’.

Pour les installations de capacité inférieure & 1 t/h, la
concentration en poussiéres A I'émission est inférieure &
600 mg/Nm’.

Article 27

Les périodes de pannes ou d'arréts des dispositifs d’épu-
ration pendant lesquelles les tencurs en poussidres et en
acide chlorhydrique dépassent les valeurs limites fixées
dans les arrétés préfectoraux devront &tre inférieures &
seize heures consécutives et leur durée cumulée sur une
année devra &tre inférieure & deux cents heures.

La teneur en poussiéres des rejets pendant les périodes
mentionnées au premier alinéa ne doit en aucun cas
dépasser 600 mg/Nm*® et toutes les autres conditions,
notamment en matiére de combustion, doivent é&tre res-
pectées.

Article 28

Autosurvelllance

1. Combustion :

La température des gaz, dans la zone ol sont respectées
les conditions définies & I'article 25, est mesurée et enregis-
trée en continu.

Le dépouillement de I'enregistrement de ces contrdles est
adressé mensuellement & [I'inspecteur des installations
classées.

Une campagne de mesure compléte doit &tre effectuée, et
en particulier le temps de séjour & la température de
850 oC, doit faire I'objet d'une vérification dans les condi-
tions d’exploitation les plus défavorables envisagées.

2. Gaz rejetés :

Les mesures visées ci-dessous sont rapportées aux condi-
tions définies & I'article 2. Si la connaissance de la teneur
en vapeur d’eau s’avére nécessaire pour satisfaire aux dis-
positions de l'alinéa précédent, alors elle sera mesurée et
enregistrée en continu. Les méthodes utilisées seront
conformes aux normes frangaises en vigueur :

a) Pour les installations de capacit¢ nominale égale ou
supéricure 4 1 tonne/heure et inféricure 4 6 tonnes/heure.

La concentration en poussiéres totales, en monoxyde de
carbone et en oxygéne sera mesurée et enregistrée en
continu. Des controles pondéraux des émissions doivent
&tre effectués au moins une fois par an. Ces contrdles doi-
vent déterminer les flux et les concentrations de poussiéres,
d’'acide chlorhydrique, de dioxyde de carbone et d'autres
polluants ;

b) Pour les installations de capacité nominale inférieure
4 1 tonne/heure.

La concentration en poussiéres totales, en monoxyde de
carbone et en oxygine est mesurée au moins une fois
par an.
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3. Dans le cas d’une surveillance en continu des pous-
sidres telle que prévue ci-dessus :

a) Aucune moyenne mobile sur sept jours des valeurs de
concentration mesurée en poussiéres ne doit dépasser la
norme d'émission applicable a I'instaliation ; "

b) Aucune moyenne journaliére des valeurs de concentra-
tion mesurées en poussitres ne doit dépasser de plus de

30 p. 100 la norme d'émission applicable 4 I'installation.

Pour calculer les valeurs moyennes. mentionnées ci-
dessus, on ne tient compte que des périodes de fonctionne-
ment effectif de linstallation, y compris les phases de
démarrage et d’extinction des fours.

4. Dans le cas des poussiéres totales, quand des mesures
périodiques sont requises, les valeurs de concentration
mesurées conformément aux normes d'émission applicable
a l'installation.

5. L'arrété d'autorisation précisera explicitement la pério-
dicité des contrdles prévus ci-dessus et les modalités de Ia
transmission de leurs résultats & Pinspecteur des installa-
tions classées. -

Article 29

En cas de dépassement des valeurs limites fixées ci-
dessus, I'exploitant en informe I'inspecteur des installations
classées dans les meilleurs délais.




ANNEXES

B. CIRCULAIRE DU 21 MARS 1983

relative a I'Incinération des Déchets Industriels.
Journal Officiel N.C. du 7 juillet 1983. [168]

Le ministre de l'environnement

<

a

Messieurs les préfets.

J'ai I'honneur de vous adresser ci-jointe une instruction
relative A l'incinération des déchets industriels.

Cette instruction a été approuvée par le conseil supérieur
des installations classées, lors de sa séance du 4 mars 1983.
Elle réunit I'ensemble des prescriptions d'ordre technique
que je vous demande d'imposer aux installations d’incinéra-
tion de déchets industriels, qui relévent de la rubrique
ne 167 C de la nomenclature des installations classées, que
'activité soit exercée A titre principal (centres spécialisés),
ou 2 titre annexe (cimenteries, centrales thermiques, unités
d'incinération de plates-formes chimiques, installations
importantes d'incinération d'ordures ménagéres). '
Les régles fixées par cette instruction sont immédiate-
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lations classées. Je vous demande d’y veiller avec un soin
tout particulier, conformément & mes directives du
2 février 1982 relatives 3 I'instruction des demandes d’auto-
risation d'activités nouvelles. J'attire votre attention notam-
ment sur les prescriptions d'éloignement et sur les disposi-
tions 4 adopter d'emblée dés la conception des ouvrages
pour permettre un contrdle ultérieur strict des rejets et
émissions.

Ces régles doivent étre progressivement imposées aux
unités existantes selon un calendrier d’application que vous
définirez avec un nécessaire réalisme technique et écono-
mique, tout en respectant I'exigence d’un rattrapage rapide
des situations les moins satisfaisantes.

Je vous saurai gré de bien vouloir me faire part des diffi-
cultés qui pourraient surgir dans l'application de la pré-
sente instruction.

Pour le ministre et par délégation :

Le directeur de la prévention des pollutions,
T. CHAMBOLLE

INSTRUCTION

RELATIVE A L'INCINERATION
DES DECHETS INDUSTRIELS

L'instruction réunit I'ensemble des prescriptions d'ordre
technique qui doivent servir de base & I'élaboration des
arrétés préfectoraux réglementant les installations d'inciné-
ration de déchets industriels spéciaux, que I'activité soit
exercée a titre principal (centres spécialisés) ou a titre
annexe (installations d'incinération des plates-formes
chimiques, cimenteries, centrales thermiques, unités impor-
tantes d'incinération d'ordures ménagéres).

Ces installations relévent de la rubrique 167-C de la
nomenclature des installations classées et, & ce titre, sont
soumises 3 autorisation préfectorale.

l_.'ir}cinéralion de résidus urbains et de déchets industriels
assimilables, objet de l'instruction du 6 juin 1972, n'entre
pas dans le champ d'application de la présente circulaire.

. Implantation :

L'implantation de I'installation sera congue de maniére 2
minimiser son impact au plan esthétique et 2 contribuer a
prévenir les pollutions et nuisances.

1.1. Installations nouvelles :

L'étude d'impact examinera en détail les effets prévi-
sibles de l'installation sur son environnement et précisera
les points particuli¢rement sensibles & protéger. Au calcul
de la hauteur de cheminée devra s’ajouter un examen des
conditions de dispersion des gaz tenant compte des condi-
tions locales.

Un rideau d’arbres sera créé de fagon a constituer un
écran visuel efficace.

Un éloignement d’au moins 200 métres de tout immeuble
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Les terrams voisins seront greves de servitudes non aedyfi-
candi A I'intérieur d'un périmétre 3 définir sur la base des
200 métres évoqués ci-dessus, si la nature, la vocation ou le
mode d'occupation des lieux n'apportent pas les garanties
nécessaires d'isolement a long terme.

L'implantation en zone industriclle pourra étre facilitée
sous réserve que l'installation ne soit pas située en pourtour
de zone.

1.2. Installations existantes :

L'implantation des unités existantes ne pouvant étre
remise en cause, I'effort d’aménagement devra étre accru.

I sera fait appel & I'établissement de servitudes afin de
préserver I'isolement de I'installation.

Pour tout projet de modifications notables ou d'extension
de l'installation, la qualité du site sera un élément impor-
tant d’appréciation pour l'octroi de l'autorisation ou son
refus.

2. Capacité de traitement :

L'installation est autorisée pour une puissance thermique
maximale de .... kW (thermies par heure) et pour une capa-
cité maximale de traitement journaliére de.... tonnes de
déchets. Si I'installation est équipée pour traiter des déchets
chlorés, le tonnage journalier de déchets chlorés pouvant
-étre incinérés sera précisé.

3. Stockage :

Tous les stockages doivent étre pourvus de dispositifs
étanches du rétention des écoulements dont la capacité sera
inférieure ou égale 4 la plus grande des 2 valeurs sui-
vantes :

- 100 p. 100 de la capacité du plus gros contenant ;

- 50 p. 100 du volume total stocké.

Les cuvettes de rétention devront étre correctement entre-

tenues et débarrassées, en tant que de besoin, des écoule-
ments et eaux pluviales.




3.1. Stockages en réservoirs (fosses ou cuves) d'une capa-
cité de ... m* :

Les réservoirs de stockage de déchets liquides, pateux ou
solides seront couverts. Si ces déchets présentent unc géne
olfactive, sont volatils (tension de vapeur du déchet supé-
rieur 2 100 mb, & 25 °C ou a la temperature de stockage si
elle est supénecure) ou tmettent des vapeurs d'une certaine
toxicité, les réservoirs seront fermés ou mis en dépression et
les gaz collectés, puis traités.

Le stockage sous lame d’cau, dans la mesure ou les pol-
luants sont peu solubles, ou I'inertage, sont également
acceptables.

Tout autre procédé évitant la dispersion des vapeurs peut
étre retenu s'il présente une efficacité équivalente.

Des dispositifs de mesure de niveau équiperont les cuves
de déchets liquides.

Ces prescriptions 3 et 3.D s'appliquent aux citernes
mobiles séjournant sur le site.

3.

3.2. Stockage en fiits d’une capacité de ... m

La quantité de déchets stockés en [iits et en attente de
traitement ne pourra excéder vingt fois la capacité journa-
lisre de traitement. Toutes dispositions seront prises pour
qu'un fit ne séjourne en stock plus de 90 jours.

L'empilement des fits sera limité 3 trois hauteurs si les
fiits sont palettisés et en bon état, et & deux hauteurs dans
tous les autres cas. La stabilitt mécanique des stockages
devra étre assurée.

Les depots seront CONGQUS de fagon A permettre I'acceés
facile aux divers récipients et {a libre circulation entre les
piles de futs ( ce titre, des groupes de quatre palettes de
fits ou des rangées d'une largeur de deux palettes parais-
sent acceptables).

Les autres contenants mobiles ne seront pas empilés avec
les fits.

L'industriel débarrassera I'aire de stockage de tout conte-
nant percé dés sa détection.

3.3. Les chargements et déchargements se feront sur aire
étanche et en rétention.

4. Conditions d’incinération :

Les déchets & incinérer devront étre soumis 4 une combi-
naison de facteurs physicochimiques garantissant efficacité
de la destruction. .

.................... (cf. commentaires).

Ces prescriptions s'appliquent également  aux résidus
éventueliement introduits en postcombustion.

S. Caractéristiques des gaz rejetds 4 l'atmosphére en
marche normale :

Le volume de gaz émis sera mesuré dans les conditions
normales de température et de pression: 0oC, 1 bar, et
rapporté 4 7 p. 100 de dioxyde de carbone, |'eau étant sup-
posée rester sous forme de vapeur.

Les prescriptions suivantes s'appliquent sous réserve des
dispositions de l"article 6.

Les gaz rejetés 2 I'atmosphére ne devront pas contenir
plus de :

- 150 mg/Nm’ de poussiéres ;

S mg/Nm’ d’imbrilés .

- 5 mg/Nm’® de métaux lourds ;

- 100 mg/Nm’® d'élément chlore.

Le flux sera limité 2 :
............... kg/jour de poussiéres |
............... kg/jour d'imbrilés ;
............... kg/jour de métaux lourds |
kg/jour d'élément chlore.

Les

imbriilés représenteront les corps organiques non
complétement dissociés et les organochlorés non décom-
posés.

6. Les teneurs en poussiéres et en élément chlore des

rejets ne devront en aucun cas dépasser respectivement les
valeurs de 600 mg/Nm’ et 300 mg/Nm’. Les périodes inin-

terrompues pendant lesquelles les teneurs en poussiéres ou
en élément chlore dépassent les valeurs fixées & I'article 5
devront étre d'une durée inferieure 4 16 heures et leur
durée cumulée sur un¢ année devra étre inféricure a
100 heures. En cas de dépassement de ces valeurs, I'exploi-
tant déclenchera la procédure d'arrét d'urgence définic 2

I'article 14.

7. Les caractéristiques de 1a cheminée de linstallation
dincinération devront étre déterminées en fonction des
débits maximaux de poussiéres, d'élément chlore et d'anhy-
dride sulfureux qui peuvent itre atteints aprés épuration
lors du fonctionnement de I'installation.

La hauteur de cheminée doit étre définic en fonction des
teneurs en poussiéres et en &lément chlore qui sont pré-
cisées A larticle 6.

Pour ce qui concerne les poussiéres, on calculera une
valeur H1 selon les dispositions de 1la circulaire du
13 aont 1971.

Pour la dispersion de I'élément chlore, on calculera :

N

H2 = 7000 q
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ou :

A T est la différence, exprimée en °C, entre la température
des gaz de combustion au débouché de la cheminée
et la température de l'air ambiant (A T = 50 °C) ;

R est le débit des gaz, exprimé en métres cubes/heure, cal-
culé 4 la température effective d'éjection des gaz de
combustion ;

q est le débit maximal d'élément chlore susceptible d’étre
rejeté 4 la cheminée, exprimé en kilogrammes/heure.

Pour ce qui concerne 'anhydride sulfureux, on détermi-
nera une valeur H3 selon les dispositions de la circulaire
du 24 novembre 1970.

La hauteur de cheminée & retenir est la plus grande des
valeurs H 1, H 2 et H 3 résultant du calcul précédent.

La vitesse verticale ascendante d'émission des gaZ de
combustion devra étre supérieure & 8 métres/seconde.

8. Les teneurs en poussiéres et en élément chlore des
émissions devront étre enregistrées en permanence par des
appareils de contréle (en ce qui concerne I’élément chlore,
A compter de la commercialisation de dispositifs récep-
tionnés selon le cahier des charges) définis par la direction
de la prévention des pollutions.

Un enregistrement de la température des gaz de combus-

tion sera effectué en permanence en un point représentatif
des conditions de combustion.

Le dépouillement de ces enregistrements sera adress?
mensuellement 4 l'inspecteur des installations classées.

9. Des controles pondéraux des émissions devront étre
effectués au moins trimestriellement. Ces controles devront
déterminer les flux et les concentrations de poussiéres,
d'élément chlore (chlore total gazeux) et d'autres polluants
(métaux lourds notamment). Le taux d'imbrilés sera déter-
miné semestricllement.

Pour permettre Ces controles, des dispositifs obturables ¢t
commodément accessibles devront étre prévus conformé:
ment 4 la norme NF X 44052. Des orifices non conformet
pourront étre tolérés si I'exploitant démontre qu'il peu
cependant respecter les conditions de prélévements.

10. Un contrdle... des caractéristiques des cendres et de
poussiéres d’épuration sera cffectué sur un lot représentatl
constitué d’échantillons... Le stock présent avant évacuatio!
sera protégé de la pluie et des envols et limité & .oeeeeee ki
Les cendres et les poussiéres d'épuration seront éliminée
dans une installation réguli¢rement autorisée 4 cet effet 3
titre de la loi du 19 juillet 1976.

11. Les conditions d'exploitation de 'incinératel
devront étre telles que la teneur en imbralés des cendres
poussiéres d’épuration telle que définie au paragraphe
n'excéde pas 3 p. 100 de leur poids sec.
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12. Les diverses ecaux résiduaires (effluents du laveur,
eaux pluviales souillées, fractions aqueuses des déchets)
seront collectées puis traitées. L’arrété prescrira les concen-
trations et flux limites :

- pH compris entre 55 et 85

- MeS < 30 mg/litre ;

- DCO = e mg/litre et < .oeeeeee kg/jour ;

- meétaux = [F— . mg/litre ;

- phénols = e mg/litre ;

- débit - m*/heure ou ..cceeeet m?/jour.

13. Les installations é&lectriques seront conformes aux

dispositions de l'arrété ministériel du 31 mars 1980 portant
réglementation des installations électriques des établisse-
ments réglementés au titre de la législation sur les installa-
tions classées et susceptibles de présenter des risques d’ex-
plosion.

14. L'établissement sera pourvu de moyens de secours

contre I'incendie appropriés 2 la nature et aux quantités de
produits et de déchets stockés.

L'exploitant prendra toute mesure (notamment secours
électrique) afin qu’une indisponibilité¢ d'une source d'ap-
provisionnement en énergic ne crée pas d’émissions pol-
[uantes supplémentaires. Une étude détaillée des installa-
tions a secourir en cas d'incendie de ce type sera établie.

L'installation sera congue de maniére A pouvoir faire
'objet d’un arrét d'urgence, notamment en cas de panne du
dispositif d'¢épuration des fumées, sans émissions supplé-
mentaires dans |'environnement. L'installation sera munie
d'un détecteur de flamme ou de tout autre dispositif de
sécurité permettant de déceler une quelconque anomalie de
fonctionnement dont le signal fera I'objet de I'exploitation
appropriée.

15. Les niveaux sonores d respecter cn limite de pro-
priété seront définis en fonction des dispositions de I'ins-
truction ministérielle du 21 juin 1976 relative au bruit des
installations classées.

16. Le démantélement fera l'objet de prescriptions spéci-
fiques portant notamment sur 'évacuation des matiéres
souillées et le réaménagement du site.

L'exploitant devra remettre le site de Pinstaliation dans
un état tel qu'il ne s’y manifeste aucun des dangers ou
inconvénients mentionnés a larticle ler de la loi du
19 juillet 1976 (art. 34 du décret du 21 septembre 1977).

17. Nature des déchets :

La nature des déchets susceptibles d’étre traités par I'ins-
tallation sera précisée par l'arrété.

18. Caractérisation des déchets :

Les déchets feront I'objet d'un contrdle préalable 4 leur
acceptation par I’exploitant et sous sa responsabilité. L’ar-
rété préfectoral prescrira la nature et la fréquence des
contrdles qui devront étre réalisés lors de la réception des
déchets afin de vérifier leur conformité aux échantillons
analysés.

Les résultats de ces contrdles seront archivés. L'exploi-
tant transmettra 3 l'inspecteur des installations classées un
récapitulatif qui mentionnera :

- la date de réception ;

- la nature et les caractéristiques du déchet (par refé-
rence aux analyses effectuées) ;

- la quantité (en poids) ;

- le mode de traitement ;

- la raison sociale du transporteur ;

- la ou les origines.

L’exploitant devra étre en MESUIE, en cas de besoin, sur
la demande de l'inspecteur des installations classées, de
préciser 1'origine exacte du déchet (ou de ses diverses ori-
gines s'il s’agit d’'un déchet composite).

19. Déchets produits :

Les déchets résultant de I'activité méme de linstallation
et qui ne pourront étre traités sur place seront envoyés

dans des établissements autorisés au titre de la loi du
19 juillet 1976.

Y ?s'\)a.' ""‘11 L

Un compte rendu en sera adressé A l'inspecteur des ins-
tallations classées.

20. Délais :
La présente instruction technique est immédiatement

applicable aux unités nouvelles et aux extensions des unités
existantes.

Pour les unités anciennes qui nc sont pas actuellement
conformes, il sera nécessaire de définir des délais de réeali-
sation qui seront fixés par arrétés préfectoraux complémen-
taires, pris selon les formes de l'article 18 du décret
ne 77-1133 du 21 septembre 1977, 2 l'issue d’un examen cas
par cas.

COMMENTAIRES

SUR L'INSTRUCTION TECHNIQUE RELATIVE
A L'INCINERATION DES DECHETS INDUSTRIELS

I. - Remarques générales

Les déchets chlorés constituent un cas particulier 4
prendre en compte. Il convient 4 ce titre de considérer
comme déchets chlorés les résidus industriels contenant
plus de 2 p. 100 de chlore organique (ce critére s'appli-
quant sur chaque déchet).

Article 3 (paragraphe 1)
Stockage en réservoirs

Il convient de distinguer deux capacités : 12 capacité des
réservoirs normalement utilisés et la marge d'accueil en cas
d'incident sur le dispositif de destruction. En fonction de la
marche de l'installation, il pourra étre bon de préciser ces
deux capacités. Il n’est pas souhaitable qu'une trop grande
quantité de déchets soit présente sur le site (une réserve de
trois mois apparait déja importante).

Article 4
Conditions d'incinération

Les conditions de réaction en termes de température, de
temps de combustion et de taux d’oxygéne devront étre
congues de maniére 2 garantir une incinération correcte des
déchets.

L'excés d'air sera réglé de fagon a assurer une bonne
combustion des déchets sans_une trop grande dilution de
'effluent qui compromettrait I'efficacité du traitement
d'épuration.

L'efficacité de la destruction sera contrélée d’une part
par la mesure en continu de la température d’incinération
(art. 8) et d’'autre part par la détermination de la tencur en
imbrilés des gaz de combustion.

Dans les cas ou le taux d'imbrilés n'est pas mesuré en
continu, la température minimale d’incinération sera fixée
dans l'arrété. A titre d’exemple, les déchets pourront étre
portés pendant au moins deux secondes & une température
au moins égale a...°C (750 oC ou 800 °C) pour les
déchets industriels et ..... °C (de 'ordre de 900 °C) pour les
déchets chlorés.

Dans le cas de déchets chlorés particuli¢rement stables
(PCB notammeni), la température devra étre plus élevée et
adaptée au cas d'espéce (de 'ordre de 1 200 °C).

Article 5

Caractéristiques des gaz rejetés d I'atmosphére
en marche normale

Le terme « métaux lourds » désigne tous les métaux a
'exception des éléments alcalins et alcalinoterreux.

La norme de 5 mg/Nm?® a été définie sur la base d'une
composition non déterminée du mélange de métaux lourds.
Si, du fait de la nature des déchets traités, il est possible de
préciser cette composition, des normes seront fixées et
adaptées a chacun des métaux lourds. Elles seront plus
sévéres pour les métaux toxiques (tels que Pb, Cr, Cd..)
que pour des métaux moins dangereux (tels que Fe, Al,
Zn...).

I P b ol
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Le dispositif d'épuration des installations équipées pour
briler des déchets chlorés, et donc pour épurer les émis-

efficacement les poussiéres : les prescriptions de I'arrété
tiendront compte de ces performances (une norme de
100 mg/Nm’ peut étre respectée sans difficultés particu-
ligres).

La teneur en poussiéres: des gaz rejetés & l'atmosphére
dans le cas de lincinération de déchets industriels non
chlorés est fixée a 150 mg/Nm’ (4 7 p- 100 de COs) et
concerne les installations existantes. Pour les installations
nouvelles, cette teneur limite pourra étre moindre dans la
mesure ou des appareils d'épuration le permettent a un
colit économiquement acceptable. Il en sera de méme a
l'occasion de modifications notables intervenant sur les
fours d'incinération. Un objectif de 50 a 100 mg/Nm’
pourra étre recherché. Dans tous les cas, les gaz devront
étre non colorés.

Dans I'hypothése ou des polluants spécifiques sont sus-
ceptibles d’étre émis 3 I'atmosphére du fait de la combus-
tion de certains produits, des normes particuli¢res de rejet
seront déterminées (par exemple, émission de HCN dans le
cas de la destruction de polyuréthane).

Article 7

L'influence d'éventuels obstacles naturels ou artificiels de
nature a perturber la dispersion des gaz de combustion est
prise en considération dans le calcul de H 1 selon les dis-
positions de la circulaire ministérielle du 13 aont 1971.

Article 8

La mesure en continu des parametres d'émission est
essentielle compte tenu de la grande hétérogénéité du com-
bustible. Dans le cas des installations non équipées pour
briler des déchets chlorés, I'absence éventuelle de contrdle
en continu des émissions d'élément chlore doit étre com-
pensée par un controle des déchets a I'entrée pour garantir
qu'aucun déchet ne dépasse la teneur de 2 p. 100 en chlore
(le test simplifié dit du « fil de cuivre » est acceptable).

Article 10

La fréquence d’analyses sera fixée au cas par cas, la
période ne devant cependant jamais excéder trois mois.

Article 12

Les normes de rejets liquides seront fixées au cas par cas
dans la mesure o la nature des effluents est trés variable.
Elles tiendront compte de I'efficacité des techniques dispo-
nibles et de leur économie ainsi que de la- qualité et la
vocation des milieux environnants.

Si I'installation fait partie d'un établissement plus vaste
et que les effluents subissent un traitement centralisé, le
rejet au milieu naturel devra rester conforme aux normes
de I'établissement sans préjudice d'éventuelles normes
fixtes en sortie de l'installation d'incinération compte tenu
des possibilités de la station commune.

Article 16

Les prescriptions relatives au démantélement secront
définies dans leurs grandes lignes le plus tét possible afin
de permettre 3 I'exploitant d’intégrer les dépenses corres-
pondantes et faciliter sa démarche en fin d'exploitation.

Une surveillance dans I'environnement pourra étre réa-
lisée au voisinage de l'installation.

II. - Remarques particuliéres
aux déchets halogénés

Le terme «élément chlore» concerne le chlore sous
forme CL. et acide chlorhydrique.

Le traitement des gaz de combustion nécessite, pour le
respect des normes précistes & I'article 5, une séparation
des poussiéres et un traitement du chlore qui s¢ présente
pour I'essentiel sous forme d'acide chlorhydnque.

Ce traitement des gaz implique donc une ab§orption de
'é1ément chlore soit dans une phase liquide, soit dans une
phase solide.

La premiére possibilité suppose la mise en ccuvre d'und
solution de lavage dont il faut prévoir le rejet progressi
par purges périodiques aprés contrble de la neutralité et di
décantation. Elle se justifie essenticllement dans 1'hypothés,
d'une valorisation de i'acide recueilli.

La seconde possibilité est de faire usage des méthodes d
traitement & sec qui consistent en une absorption sur pro
duits solides basiques pulvérulents suivie d'une opératio
de dépoussiérage qui- permet de séparer 'absorbant chlor

ainsi que les autres poussiéres de combustion.

L'incinération de déchets halogénés autres que chlort
pourra faire I'objet de prescriptions particuli¢res qui s'in;
pireront des prescriptions spécifiques de cette instructio:
tout en tenant compte de la toxicité relative des différen

halogénes.

111. - Commentaires relatifs aux installations d’*éliminatie
de déchets industriels autres que celles des centres c«
lectifs

11 existe plusieurs catégories d'installations d’éliminatic
de déchets industriels. Les prescriptions telles qu'elles so
définies dans l'instruction technique sont applicables ai
installations collectives d’élimination de déchets qui sc
les plus répandues mais l'on rencontre ¢également l'inciné
tion en fours cimentiers, en centrales thermiques, en fo
d'incinération d'ordures ménagéres et 1'élimination
résidus chlorés sur le site méme des plates-form

chimiques de production.

A. - Utilisation de déchets
& titre de combustible d'appoint

L utilisation de déchets industriels spéciaux comme CC
bustible d’appoint n'est acceptable que si elle n'engen
pas de nuisances.

Les équipements antipollution des installations th
miques concernées ne sont pas congus pour épurer tous
polluants susceptibles d’étre libérés par la combustion.

L’exploitant devra donc soit réaliser un équipement CC
lémentaire d’épuration, soit n'accepter que les déct
qu'il peut épurer.

En tout état de cause, les prescriptions tiendront com
de l'importante dilution générée par la faible proportion
déchets par rapport aux combustibles marchands,
normes en concentration étant réduites en proportion.

Les centrales thermiques et les fours d'incinération ¢
dures ménagéres importants (4 t/h au moins) permet
d’atteindre une température suffisante pour décomposel
déchets industriels, mais les systémes d'épuration des g3
limitent 2 un simple dépoussiérage. A ce titre, les nor
imposées par la circulaire de 1972 sont adaptées 4 cc
d= déchets pour ce qui concernc les poussiéres. Les déc
contenant des métaux lourds et les déchets chlorés s¢
proscrits si un équipement particulier d'épuration n'est
réalisé.

L'incorporation de déchets dans un four cimentier (
chaux) est une technigue d'élimination spécifique
conduit le plus souvent a des émissions trés faibles dv
de linteraction de certains polluants avec la mass
clinker en formation. Il convient, compte tenu des pa
larités du processus, de modifier les articles le, 4, 5e¢t

La limite des 200 métres pourra étre revue au cas pe
sur le plan local.

Les conditions d’incinération prévues 4 l'article 4
largement respectées dans la mesure ou la tempé
atteinte est supérieure & 1 200 °C. )

Les normes d'émissions globales fixées par l'arrété
mentant Vactivité d’origine de Vinstallation seront
plétées comme suit :

- 10 mg/Nm’d’élément chlore...coueuee

- 0,5 mg/Nm’ de métaux lourds

- ... mg/Nm’ d’imbrilés organiques .

La fréquence des mesures pondérales sera fixée en
tion de la quantité de déchets introduite dans les four

A70n.100d
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B. - Incinération de déchets chlorés
dans les unités chimiques

La destruction sur le site industriel de résidus de produc-
tion de substances chimiques halogénées présente quelques
caractéristiques spécifiques. La capacité de l'installation

devra étre fixée en fonction des nécessités industrielles de
la plate-forme ou est implantée I'installation et pourra étre
revue en fonction de I'évolution du processus de produc-
tion. L'intérét de la valorisation de I'acide produit conduit
de nombreux exploitants & recourir & une épuration par

lavage multi-étage. La nature des produits incinérés permet
dans certains cas de garantir I'absence d'émission de pous-
sieres : il n'y a donc pas lieu d'exiger le contrdle (perma-
nent ou périodique) de ce paramétre. Les hauteurs de che-
minée H1 et H3 n'ont pas i étre prises en compte dans
ce cas.

Pour ce qui concerne le stockage, les déchets solides sus-
ceptibles d'étre solubilisés ou entrainés par I'eau et qui ne
sont pas conditionnés en emballage (fermé ou ouvert)
devront étre stockés sur des aires étanches et placés sous
abri.




ANNEXES

ANNEXE 3
LES PRODUITS DE COMBUSTION

A. PICs RELEVES EN SORTIE DE CHEMINEES
D'USINES D'INCINERATION DE DECHETS INDUSTRIELS.

(1). D'APRES TRAVIS ET COOK, 1989

Concentrations

PIC Number of sites (ng/l)
Benzene 6 12—670
Chloroform 5 1—1,330
Bromodichloromethane 4 3—=32
Dibromochloromethane 4 1—12
Bromoform 3 0.2—24
Naphthalene 3 5—100
Chlorobenzene 3 1—10
Tetrachloroethylene 3 0.1—=2.5
1,1,1-Trichlorocthane 3 0.1—1.5
Hexachlorobenzene 2 0.5—7
Mecthylene chloride 2 2—27
o-Nitrophenol 2 25—50
Phenol 2 4-—-22
Toluene 2 2—75
Bromochloromethane 1 14
Carbon disulfide 1 32
Methylene bromide 1 18
2,4,6-Trichlorophcenol 1 110
Bromomethane 1 1
Chloromethane l 3
Pyrene ] 1
Fluoroanthene ] l
Dichlorobenzene l 2—4
Trichlorobenzene l 9/
Mcthyl cthyl ketone 1 3
Dicthy! phthalate 1 7
0-Chlorophenol 1 2—-22
Pentachlorophenol 1 6
2,4 Dimethyl phenol 1 1—21
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2). D'APRES GREENPE

INTERNATIONAL, 1991

Acctone (1.3)

Acctonitrile (5)
Acciophencne (1)
Benzoldehyde (1.4)
Beazene (1,5.2.5)
Benzencdiza-ooxsldehyde (1)
Benzoluran (5}

Benzeic acid (1)

B (2-cthytheayl;anthalate (1.5)
1-Eromodezare (<)
Bromolluorebenzene (4)
Bromolorm (7)
E:omomethsns (5)
Buiylbanzyizhinetate (1)
Ce-ocn tevechicride (1.2.5,4.5)
Chiorobenzene (1.5.2)
1-Cnlorobitzne ()
Criziocyclehexzno! (1)
1-Chlorodezane (<)
Crinrodibresmzmcthane (3)
2-Chloroethy! vinyl ethe: (3)
Cridcroform (1.2.54.5)
1-Chiorometnaae (5.5)
-Chioronenane (4)
-Chloropenizne (€)
Cyciohzxane (1)
Cycichexane! (1)
Cyzichexene (1)

1.Decene (<)
D-owylphthalsis (1)
Cizhloroaceryizne (2)
Dzhlorobremamethane Q)
1.2-Dichlotobenzence (<.5;
1.2.Dichlorobenzene (¢.5)
1.3-Dichloroeinzne (5]
1.2-Dichlorcetazne (5.2.5)
1.1 -Dichloreeshylenc (3.5)
Dichlorodilluoromethane (5)
Dizhloromethene (1,3.4.5)
2.4-Dichicrophenol (5}
Diethylphthalate (1)
Dimeshyl ethe: (3)
3.7-Oimethyloctanol (<)
Dooctyl adipate (1)
Ethenylethylbenzene (1)
Ethylbenzaldehyde (1)
Ethylbenzene (1,3)
Ethylbenzoic acid (1)

—_

Ethyiphenol (1)
{Ethylphenyf)cthonene (1)
Ethylnylbenzene (1)
Formaldehyde (5)

Freon 113 (¢

Heptane (4)
Hexachicrobenzene 2.5)
Hexochiorobutadiene (2)
Hexanesl! ()

1-Hexene (4)

tMathane (G)

Methyl bromide (3
tazthyleyclohexone (<)
hethyl ethy! ketens £5)
2-Methyl hexane (<)

3 Methyleacheptene (2)
Nethylhexane (<)
S.7-Meihyluncezens (2)
Nephthalene (1)
Nonsne (<)

Nonanel (<)

2-Octer.e (3}

Phenoal (5)
Polychlezinaied biznenyls (FCSs) (2

Polychliotinsied coenzo-p-divnins (PCIOs) (2.5.6)

Polychlorineted dinenzoluzens (PCDTs) (<)
Pentans! (3)

Pheno! (1.5}

Phenylscetylene (i)

Phenylbuienone (1)

. 1.1 (1.4 Phenylene) Nsethenone (1)
Phenylzropenol (1)
Propenyimethylbenzene (1)
1.1.2.2-Tetrachloroethane
Teuvachlorocthylens (1,2.3.2.5)
Tevadcezene (<)
Tevamethyloxiraze (1)
Toluene (11,34.5)

*1.2.4-Trichloroberzene (14.5)
1.1,1-Trichloroethane (1,3,5)
1.1.2-Trizchloroethane (5)
Trichlo:oclhylcne (:.2.4,5)
Trichlozefluorome:hsne (3)
2.3,6-Trimethyldezane (<)
Trimethylhexane (1)
2.3.5-Trichlorophenol (5)
Vinyl chloride (3,5)

m
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ANNEXES

B. EMISSION A L'ATMOSPHERE DE QUELQUES PRODUITS DE COMBUSTION : EXEMPLE
D'UNE ETUDE MENEE SUR L'UIOM DE MONTAUBAN PAR GONNORD ET COLL., 1989.

Température dans la chambre de combustion : 1040 °C.
Capacité du four : 32 000 t OM/an.

A la cheminée :

CO; 5a7%

0, 132a15%

CcO <25 ppm (< 31,2 mg/Nm3)

SO, <25 ppm (< 71,4 mg/Nm?3)

NO 125 a 150 ppm (167,4 2 200,9 mg/Nm3)
Hydrocarbures totaux < 1 ppm (Eq. CHy)

Particules 2 24 mg/m3, 12 % CO, gaz sec

HC (variable d'un jour 2 l'autre)
avant épuration (sortie de chambre de combustion)
| 1246 2 1954 ppm, 12 % CO>

aprés épuration (en général 97 % ; jusqu'a 99 % ; jamais < 91 %)
| 12-111 ppm (193 2 178,4 mg/Nm?)

Métaux, 12 % CO,, gaz sec

Zn + Pb 100-160 pg/m3
Al, Mg, Cu, Sn 10-50 pg/m3
Ba, Cd 2-10 pg/m3
Mo, Sb, Co,
Ni, Mn, Cr, V <2 pg/m3
Ag, Be, Se indétectables (inférieurs aux seuils de détection)
Hg 0,3-0,6 mg/m?3 (température de 24 2 203 °C)
Dioxines et furannes (mesures reproductibles d'un jour a 'autre)
sur les particules pour moins de 5 % 0,28-0,70 ng/Nm3, gaz sec (calcul en TEQ, EPA, 1985)
<=> moyenne [gaz + solide] = 0,51 ng/Nm3.
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ANNEXE 4
TABLEAUX DES RESULTATS PRESENTES DANS LE RAPPORT DE THESE :

FIGURE 23. Evolution de la densité optique issue du contact d'un million de cellules cultivées en
phase gazeuse avec le réactif MIT dilué dans du PBS.

Facteur de dilution du MTT dans le PBS | 1/1 1/2 1/5 1/10 | 1/20
0,269 | 0,290 { 0,327 | 0,201 | 0,138
Mesures de DO 0,271 | 0,303 | 0,231 | 0,187 | 0,156
(moyennes de 3 mesures par boite) | 0,310 | 0,348 | 0,302 | 0,226 | 0,133

0,345

(Manipulations du 10.11.94) 0,267
Moyenne des DO 0,283 | 0,311 | 0,287 | 0,205 | 0,142
Ecart-type sur les DO 0,023 | 0,035 | 0,050 | 0,020 | 0,012

FIGURE 24. Evolution de la densité optique issue du contact d'un million de cellules cultivées en
phase gazeuse avec le réactif MIT, en fonction de la dilution dans l'eau du solvant final DMSO.

Pourcentage de DMSO dans l'eau | 20 % | 40 % | 60 % | 80 % | 90 % |100 %
Mesures de DO 0,026 | 0,038 | 0,056 | 0,164 | 0,258 | 0,272
(moyennes de 3 mesures par boite) | 0,021 | 0,027 | 0,065 | 0,168 | 0,248 | 0,274
0,019 | 0,033 0,175 | 0,252 | 0,311

Moyenne des DO 0,022 | 0,033 | 0,061 | 0,169 | 0,253 | 0,286
Ecart-type sur les DO 0,004 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,005 | 0,022
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FIGURE 25. Evaluation de la réponse du test au MIT, en fonction du nombre de cellules en
culture, en phase liquide (en tubes) ou en phase gazeuse (sur membranes).

Nombre de cellules
5 CHLinEe 1000 1000 | 800 600 500 400 200 100 0
1.Q. théerique
(/ nombre de cellules) 0% |20% |40 % | 50 % | 60 % | 80 % | 90 % | 100 %
culture n° 1 en phase gazeuse
Mesures de DO 0,442 - 0,461 | 0,095 - 0,120 | 0,054 -
(moyennes par boite) | 0,376 - 0,330 | 0,118 - 0,072 | 0,050 -
0,579 - 0,142 | 0,320 - 0,118 | 0,052 -
Moyenne de DO 0,466 - 0,311 | 0,178 - 0,103 | 0,052 -
Ecart-type sur les DO | 0,104 - 0,160 | 0,124 - 0,027 | 0,002 -
1.Q. mesuré
valowsdeDOMTT)| 0% | - |3 % |62%] - |78 ®189%) -
culture n° 2 en phase gazeuse
Mesures de DO 0,496 | 0,141 | 0,249 - 0,161 | 0,125 | 0,127 | 0,100
(moyennes par boite) | 0, 152 | 0,181 | 0,142 - 0,237 | 0,144 | 0,182 | 0,109
0,335 | 0,340 | 0,212 - 0,143 | 0,122 | 0,118 | 0,081
Moyenne de DO 0,327 | 0,221 | 0,201 - 0,180 | 0,130 | 0,143 | 0,097
Ecart-type sur les DO 0,172 { 0,105 | 0,054 - 0,050 | 0,012 | 0,034 | 0,015
1.Q. mesuré
(/ valeurs de DO/MTT) 0% |32% |39 % - 45 % | 60 % | 56 % | 70 %
culture n° 2 en phase liquide
Mesures de DO 0,735 | 0,531 | 0,505 - 0379 | 0,185 | 0,057 | 0,007
(moyennes par boite) | 0,664 | 0,630 0,459 - 0,238 | 0,196 | 0,060 | 0,008
0,803 | 0,551 | 0,516 - 0,382 | 0,204 | 0,069 | 0,003
Moyenne de DO 0,734 | 0,571 | 0,493 - 0,333 | 0,195 | 0,062 | 0,006
Ecart-type sur les DO | 0,070 | 0,052 0,030 - 0,082 | 0,009 | 0,006 | 0,002
1.Q. mesuré
( valeurs de DO/MTT) 0% |22% |33 % - 55 % |73 % | 92 % | 99 %
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FIGURE 26. Viabilité des cellules THP-1 : évaluation par la méthode utilisant le MTT.

DO MIT

(mayenne sur 3 boftes) phase liguide | phase gazeuse
1 0,169 0,212
2 0,169 0,212
3 0,252 0,203
4 0,179 0,186
5 0,233 0,199
6 0,074 0,138
Moyenne des moyennes 0,179 0,192
écart-type 0,062 0,026
(35 %) (14 %)

FIGURE 27.Viabilité des cellules THP-1 : évaluation par le dosage de I'ATP intracellulaire.

(1;;20 ceT;tI:ze/ in: ;‘Zlgggi ) phase liquide | phase gazeuse

1 1863179 2 525804
74 2 686 341 3173 441
3 2700 654 2906 397
4 2751704 2436 157
5 2 668 141 2 578 016
6 2286 126 2 188 782
7 1825917 2067948

Moyenne des moyennes | 2 579 968 2 553 792

écart-type 639 691 385742
(25 %) (15 %)
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Tableau XI. Dosages de I'ATP intracellulaire,
menés sur des macrophages alvéolaires de Cobaye (MA), des cellules U-937 et des cellules THP-1.

Nature des cellules MA U-937 THP-1 MA U-937 THP-1
et phase de culture cellulaire|  gaz gaz gaz liguide liquide liquide
1874 3588 2683 424 1886 1849
730 3313 2836 1272 3224 -
1693 2327 2191 - 3233 -
2041 2262 2 435 - - -
Mesures d'ATP, 1746 2150 1 834 - - -
en pg/106 cellules 1 868 910 2192 - - 3
3253 1 884 2151 - - -
1452 4529 2622 - - -
- 3892 2797 - - -
- 2752 1324 - - -
- 3193 - - - -
Moyenne des teneurs 1832 2 800 2307 848 2781 1 849
Ecart-type sur les teneurs 702 1028 474 600 775 -

FIGURE 28. Dosage par colorimétrie de 'ADN des cellules THP-1.

L) (moyen n‘:ﬁ IrV 3 boites) | Moyenne Ecart-type % s M
12.1095Liq. |  7.15 472 66 %
16.10.95 Liq. 1,84 1,00 54 %
17.10.95 Liq. 4,47 5,41 121 %
19.10.95 Liq. 8,56 3,53 41 %
19.10.95 Gaz. 3,86
23.10.95 Liq. 25,18 0,19 1%
23.10.95 Gaz. 0,99 0,43 44 %
24.10.95 Liq. 3,61
26.10.95 Liq. 3,71 2,36 64 %
26.10.95 Gaz. 0,99 0,58 59 %
7.11.95 Gaz. 0,79 0,01 1%

31.01.96 Gaz. 3h 120 ||
pg | million cellules

“ Moyenne globale ADN Moyenne_-r Ecart-type N “

[[Phase liquide 7,79 8,00 6 |

n:ﬂlase gazeuse 1,56 1,29 3 |

pg | million cellules
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Tableau XII. Analyses de LDH intracellulaire,
menées sur des macrophages alvéolaires de Cobaye (MA), des cellules U-937 et des cellules THP-1

apreés une durée de culture en phase gazeuse de 3 h ou de 24 h.

Durée d'incubation précédant l'analyse 3 heures 24 heures
Nature des cellules en phase gazeuse MA U-937 THP-1| MA U-937 THP-1
161 246 252 185 140 450
Mesures de LDH, 149 249 261 213 340 514
en U.Slitre 246 - - 264 605 505
- - - 201 - 565
Moyenne des teneurs 185 248 256 216 362 508
Ecart-type sur les teneurs 53 2 6 34 233 47

FIGURE 29 et 30. Cinétique de culture de cellules THP-1, en phase liquide et gazeuse
(paramétre de viabilité : MIT).

ph. GAZ. ph. GAZ. ph. GAZ. ph. GAZ. ph. LIQ.
(20.06.95) (21.06.95) (03.06.96) (31.01.96) (31.01.96)
Temps (en h) essai 1 essai 2 essai 4 essat 3 essai 3
0 0,521 0,301 0,161 0,287
+ 0,034 + 0,047 + 0,065 + 0,042
1 0,507 0,212 0,122 0,385

+ 0,071 + 0,039 + 0,006 + 0,051

2 0,551 0,270 0,186 0,229 0,407
+ 0,019 + 0,002 + 0,037 + 0,040

3 0,479 0,316 0,133 0,242 0,455
+ 0,111 + 0,038 + 0,011 + 0,053

4 0,507 0,336 0,166 0,137 0,288
+ 0,042 + 0,046 + 0,027 + 0,054

5 0,560 0,198 0,260 0,277 0,372
+ 0,022 + 0,045 + 0,016 + 0,019

6 - - 0,159 - -
+ 0,016

24 0,566 0,354 0,384 0,310 0,482
+ 0,046 + 0,100 + 0,050 + 0,029

48 0,664 0,437 0,243 0,285 0,386
+ 0,033 + 0,045 + 0,049 + 0,031

72 0,440 0,231 0,291 0,219
+ 0,031 + 0,031 + 0,074

DO/IMcell,. DO/IMcell, DO/IMcell. DO/IMcell DO/IMcell
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FIGURE 31 et 32. Cinétique de culture de cellules THP-1, en phase liquide et gazeuse
(paramétre de viabilité : ATP).

ph. LIQ. ph. GAZ. ph. GAZ. ph. GAZ.
(31.01.96) (31.01.96) (21.06.95) (20.06.95)
Temps (en h) essai 3 essai 3 essai 2 essai |
Oh 637 597 1488 223 1 080314 3130533
+237318 + 129 133 + 296 386
1h 2395975 2 845828 1 408 059 3732134
+ 48 845 + 18 406 + 637473
2 h 1835013 1972492 1326476 3120 500
+ 827794 + 152780 + 389 261
3 h 2 069 588 1331 584 1534772 3177316
+ 135248 +421 450 + 307 570
4h 1717073 2279 168 1 557 385 2960411
+ 359 557 + 181 005 +1443 759
5h 1534390 2 540 765 1391376 4236 761
+ 709 028 + 472 901 + 860 105
6h - - - -
24 b 2 490 585 1 828 047 6 850 001
+ 302 787 +218 148 + 1957376
48 h 1598 156 2802315 2 190 209 5729 464
+ 342 809 +358719
514912 1753 888 - -
felih + 569 045
en pg / million cell. enpg/ million cell. enpg/ million cell. enpg / million cell.

FIGURE 33. Essai de cinétique de cultures, en phases liquide et gazeuse, de cellules THP-1
(paramétre de viabilité : ADN).

ph. LIQ. | ph. GAZ. ph. LIQ. | ph. GAZ.
(31.01.96) | (31.01.96) (31.01.96) | (31.01.96)
Temps (en h) essai 3 essai 3 essai 3 essai 3
0.00 0.65
IS +0,00 +085
3,66 0,00 1.28 0.00
1h + 1,50 + 0,00 Sh + 0,62 + 0,00
1,50 0,00 780 0.56
2k +074 + 0,00 24 h £1.10 £030
1.20 0,00 7.00 6.23
3h + 0,60 +0.00 48 h +1.00 +085
1,64 0,00 7.20 8.27
i +0.80 + 0,00 72 h +1.02 £1.10

en ug / million cellules

pillion cellul
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FIGURES 34 et 35. Dosage du glutathion total et du glutathion oxydé dans les cellules THP-1.

” GSH total Moyenne Ecart-type ||% s/ M
12.10.95 Ligq. 78,791 4,979 6 %

{l 16.10.95 Liq. 124,820 15,526 12 %
16.10.95 Gaz. 161,938 2,920 2%
17.10.95 Liq. 69,611 7,762 11 %
17.10.95 Gaz. 172,675 8,517 5%
19.10.95 Lig. 85,427 8,653 10 %
19.10.95 Gaz. 124,959 52,781 2 %
23.10.95 Lig. 81,126 28,990 36 %
23.10.95 Gaz. 121,771 33,238 27 %
24.10.95 Lig. 53,418 5,071 9%
24.10.95 Gaz. 63,025 7,109 11 %
26.10.95 Liq. 93,176 2,168 2%
26.10.95 Gaz. 79,221 8,277 10 %

7.11.95 Ligq. 94,916 18,260 19 %
7.11.95 Gaz. 67445 || 4380 6 %
100496 Liq. (1) | 191,429 | 12556 | 7%
10.04.96 Lig. (2) 177,143 39,064 22 %
10.04.96 Liq. (3) 195,476 5,948 3%
10.04.96 Gaz (1) 225,952 4,862 2%
10.04.96 Gaz (2) 231,190 30,924 13 %

L 10.04.96 Gaz 3) 223,810 20,669 9 %

f GSH t Moyenne Ecart-type N |

[Phase liquide 113,21 51,29 1|

[Phase gazeuse 147,20 66,00 10|

ng / 1 million de cellules
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|l

=

GS-SG Moyennﬂ Ecart-type (% s/M
12.10.95 Lig. 0,824 0,850 103 %
16.10.95 Liq. 1,824 3,013 165 %
16.10.95 Gaz. 4,700 0,080 2 %
17.10.95 Liq. 0,057 0,098 173 %
17.10.95 Gaz. 2,191 1,881 86 %
19.10.95 Liq. 1,630 2,046 126 %
19.10.95 Gaz. 0,233 0,404 173 %
23.10.95 Liq. 0,480 0,815 170 %
23.10.95 Gaz. 1,652 1,674 101 %
24.10.95 Lig. 0,079 0,136 173 %
24.10.95 Gaz. 1,028 1,454 141 %
26.10.95 Liq. 0,042 0,073 173 %
26.10.95 Gaz. 1,241 2,095 169 %
7.11.95 Ligq. 5,066 8,774 173 %

L 7.11.95 Gaz. 3,022 1,786 59 %
10.04.96 Liq. (1) 0,238 0,251 105 %
10.04.96 Liq. (2) 0,000 0,000 -
10.04.96 Liq. (3) 0,024 0,041 173 %
10.04.96 Gaz (1) 6,619 0,834 13 %
10.04.96 Gaz (2) 4,833 2,026 42 %
10.04.96 Gaz (3) 4,429 4,860 110 %

" GS-SG Moyenne Ecart-type N ||

|Phase liquide 0,93 1,52 11|

i Phase gazeuse 2,99 2,07 10 "

ng / 1 million de cellules
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FIGURES 36 et 37. Mesure de l'activité de la superoxyde dismutase dans les cellules THP-1.

SOD totale T Moyenne Ecart-type " % s/ M
12.10.95 Lig. 278 || 024 9%
16.10.95 Liq. 2,52 0,06 2%
16.10.95 Gaz. 1,62 “ 0,30 19 %
17.10.95 Liq. 275 | 027 10 %
17.10.95 Gaz. 2,05 0,10 5%
19.10.95 Ligq. 2,50 0,07 3%
19.10.95 Gaz. 1,90 0,17 9 %
23.10.95 Ligq. 2,65 0,09 3%
23.10.95 Gaz. 1,81 0,04 2%
24.10.95 Liq. 265 || 009 3%
24.10.95 Gaz. 1,81 I 0,04 2%
26.10.95 Liq. 2,52 0,20 8 %
26.10.95 Gaz. 1,76 0,00 0%
7.11.95 Liq. 1,87 0,08 4 %
7.11.95 Gaz. | 1,63 0,06 4 %
SODt Moyenne Ecart-t-ype N "
Phase liquide 2,53 0,29 8 |
Phase gazeuse 1,80 0,15 7 ||
Unité SI / 1 million de cellules
SOD-Mn Moyenne | Ecart-type JT% s/M
12.10.95 Liq. 0,44 0,00 0%
16.10.95 Liq. 0,43 0,02 5%
16.10.95 Gaz. 0,34 0,10 29 %
17.10.95 Liq. 0,47 0,00 0%
17.10.95 Gaz. 0,44 0,00 0 %
19.10.95 Liq. 0,21 0,00 0%
19.10.95 Gaz. 0,45 0,06 13 %
23.10.95 Liq. 0,28 0,10 35 %
23.10.95 Gaz. 0,36 0,09 26 %
24.10.95 Liq. 0,19 0,11 55 %
24.10.95 Gaz. 0,40 0,00 0%
26.10.95 Ligq. 0,15 0,11 69 %
26.10.95 Gaz. 0,36 0,02 6 %
7.11.95 Liq. 0,35 0,20 56 %
7.11.95 Gaz. 032 | 0,06 17 %
SOD-Mn Moyenne Ecart-type N
Phase liquide 0,32 0,12 8
Phase gazeuse 0,38 0,05 7

Unité SI / 1 million de cellules
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FIGURE 38. Cytotoxicité en pourcentage, selon les deux méthodes MIT et ATP,
mesurée aprés l'exposition de cellules U-937 et THP-1 pendant 1 heure
& des concentrations de 0,5 a 50 ppm de NO,.

ppm NO2 0,5 1 3 5 10 15 20 50
THP-1 -9.9 -10,7 17,6 46,7
44.9 63,3 74,0 95,8
% cyt. MTT 65,5 873 94,8
THP-1 1,9 2,8 -4,2
40,5 82,8 91,5
% cyt. ATP 70,2 74,9 91,3
U-937 33 -27.4 0,0 38,7
445 82,0 85,1 97,0
% cyt. MTT 18,8 57,3 75,6
U-937 8,6 -50,6 -15,7 32,8
26,9 476 81,9 75,1
% cyt. ATP 53,3 30,7 53,9

FIGURE 39. Cytotoxicité en

pourcentage, selon les deux méthodes MIT et ATP, mesurée apres

l'exposition de cellules THP-1 pendant 1 heure a des concentrations de 0 a 200 ppm de SO;.
MTT : po |Dilution dul
pour 106 cellules | gazSO> C?&C(;rg;(l)eﬂ Moyenne (Ecart-type Cg?é%rg S&z] 1.Q. %
(moyenne 3 boites) |2 200 ppm q
Incubateur (essai 1) 0,152 0,029 0 ppm 0
AIR (essai 2) 0 ppm 0,339 0,016 20 ppm 11
SO, (essai 2) 1/2 100 ppm 0,226 0,004 50 ppm 30
AIR (essai 3) O ppm 0,373 0,009 100 ppm 36
SO, (essai 3) 1/4 50 ppm 0,246 0,026 200 ppm 43
AIR (essai 4) 0 ppm 0,343 0,015
SO, (essai 4) 1/10 20 ppm 0,313 0,009
AIR (essai 5) O ppm 0,353 0,000
SO, (essai 5) 1/1 200 ppm 0,200 0,057
2008 Gonecesifs) Oppm | 0352
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ATP : enpe |Dilution du
pour 106 cellulI:a: gaz SO, C?tﬂé%r{cflgﬂ Nigyenie| Reamtype Ct.fé%rﬁgz] ST
(moyenne 3 boites) |2 200 ppm
Incubateur (essai 1) 2004 047 329714 0 ppm 0
AIR (essai 1) Oppm (3051371(1511478 20 ppm 5
SO, (essai 1) 12 100 ppm |1790244| 725748 50 ppm 33
AIR (essai 2) O ppm |2 869 533|1 206 767 100 ppm 54
SO, (essai 2) 12 100 ppm 943 301| 302079 200 ppm 77
AIR (essai 3) Oppm |2814420( 534028
SO» (essai 3) 1/4 50 ppm |1 880 229| 849 058
AIR (essai 4) Oppm |3447293| 462285
SO, (essai 4) 1/10 20 ppm |3 268 730| 230038
SO, (essai 5) 1/1 200 ppm | 708 108| 162264
i oppm |3 04379] 350563

PAS DE FIGURE. Cytotoxicité en pourcentage, selon la méthode MIT, mesurée aprés
l'exposition de cellules THP-1 pendant 1 heure a des concentrations de 0 a 200 ppm de HCl dans
diverses conditions d'exposition.

1. HCI dans chambre d'exposition :

Concentration| Cytotoxicité (MTT){ Moyenne |Ecart-type
S50ppm (12 %
100ppm |10% 5% 6% 7 % 3%
1575ppm | 5%
200 ppm 0%
2. HC1 + entonnoir orienté :

Dans la chambre, hors de l'entonnoir

Sous l'entonnoir

Concentration| Cytotoxicité (MTT) | Moyenne |Ecart-type| Cytotoxicité (MTT) | Moyenne |Ecart-type
S0ppm (12% 38 %
100 ppm 0% 5%
200 ppm (23 % 3% | 13% 14% |63 % 39% | 51% 17 %
3. HCl, boite 1,4 litres
Concentration| Cytotoxicité (MIT) | Moyenne |Ecart-type
SOppm |34% 1% 62%| 32% 31 %
100ppm [35% 40% 35%| 37% 3%
200ppm |97 % R % 71%| 87 % 14 %
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FIGURE 40. Pourcentages de cytotoxicité mesurés apres une
10 cigarettes sur M.A., U-937 et THP-1, par quantification de |
du pouvoir réducteur mitochondrial du MIT.

exposition des cellules a la fumée de
'ATP, de la LDH apres 24 heures, et

Révélateur |Exposition / cellules : [M.A. %cytotox. JTHP-1 %cytotox. |
Expérience 1 MTT air 0,165 0,214
("fumée 5") densité 2 essais 0,214 0,232
18.11.92 optique cigarette 0,186 4% 0,112 51%
pour 1 M cell. 2 essais 0,209 0,107
ATP air 1296 1671
nanogramme 2 essais 934 2 406
par million cigarette 799 7% 592 74%
de cellules 2 essais 1276 472
LDH air
poucentage 1 essai 11,7 | différence:| 3,4 |différence:
de LDH cigarette 3% 48%
extracellulaire 1 essai 64,9 51,7
Révélateur | Exposition / cellules : [M.A. | %cytotox. [ THP-1 %cytotox. U-937 | %cytotox.
Expérience 2 MTT air 0,341 0,307 0,410
("fumée 6") densité 2 essais 0,321 0,302 0,353
24.11.92 optique cigarette 0,250 27% 0,096 71% 0,124 T2%
I
pour 1 M cell. 2 essais 0,235 0,083 0,089
ATP air 32609 2219 1744
2 ou 3 essais 2 857 1773 1857
nanogramme 2 268 2280
par million cigarette 1074 61% 256 87% 471 75%
de cellules 2 ou 3 essais 1320 248 510
284 505
LDH air
poucentage 1 essat 10,8 |différence:| 6,3 différence : | 13,9 | différence:
de LDH cigarette 36% 67% 31%
extracellulaire 1 essai 46,6 73,7 44 8
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“ Révélateur | Exposition / cellules : |M.A.| %cytotox. | THP-1 %cwo-tox. U-937 | %cytotox.
Expérience 3 MTT air 0,244 0,305 0,384
("fumée 7) densité 2 essais 0,247 0,309 0,435
27.11.92 optique cigarette 0,148 37% 0,178 34% 0,299 20%
pour 1 M cell. 2 essais 0,160 0,228 0,353
ATP air 2 638 2297 6 193
nanogramme 2 ou 3 essais 1328 2542 3388
par million 1901 2720
de cellules cigarette 225 88% 2245 29% 3222 39%
2 ou 3 essais 250 1324 2633
224 1799
LDH air
poucentage 1 essai 9,1 |différence:| 39 |différence:| 50 |[différence:
de LDH cigarette 8% 34% 16%
extracellulaire 1 essai 67,5 38,3 21,1
GSH total air
nanogramme 1 essai 1277 1195 1837
par million cigarette B% 91%
de cellules 1 ou O essai 89 102
Révélateur | Exposition / cellules : THP-1| %cytotox. | U-937| %cytotox.
Expérience 4 MTT air 0,141 0,108
("fumée 8") densité 2 essais 0,136 0,117
7.12.92 optique cigarette 0,071 39% 0,067 41%
pour 1 M cell. 2 essais 0,099 0,066
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FIGURE 41 & 43. Essais sur site : polluants majeurs & la cheminée (en ppm) et toxicité globale
mesurée par le test biologique. EL TABLEAU XII1. Coefficients de corrélation (en_gras)

DATE Débit | Dilution O, CO, H,O | POUSS. HCl CO NO SO,
fumées | fumées % % G mg/Nm? | mg/Nm? | mg/Nm?* | mg/Nm? | mg/Nm?
23/09/193 0,05 13 6 11 1 80 50 150 80
24/09/93 0,05 11 7 20 1 20 1 150 20
30/09/93 0,1 13 12 27 0 35 2 110 25
30/09/93 0,2 11 11 28 5 35 5 90 20
1/10/93 48,8 0,1 11,3 2,3 29 1 30,6 1 113 24
1/10/93 46,8 0,2 12 6,7 243 1 40,5 4 158 22
7/10/93 36,7 0:2 16,5 5,6 6.4 2 129,6 2 154 3
8/10/93 42,6 0,2 10,2 6,1 26,3 2 27,4 1 125 24
8/10/93 42,6 0,2 10 6 26 2 27,4 1 125 24
28/10/93| 41,8 0,5 11,1 7,4 20 2 30,1 16 158 15
29/10/93| 47 0,5 8,6 10 32 16 32,5 4 83 26
29/10/93| 47 0,5 9 10 32 16 32 4 83 26
4/11/93 46,1 0,5 8,6 9.4 26,5 24,5 1 340 30
5/11/93 447 0,5 10 9,1 26,4 38,6 1 263 26
5/11/93 447 0,5 10 9,1 26,4 38,6 1 263 26
17/03/94 | 53,9 0,5 8,4 8,6 28,9 31,1 1 293 46
17/03/54 55 0,5 8,5 8,6 28,3 29,6 1 233 45
18/03/94 | 52,5 0,5 10,8 7,5 24,9 28,8 1 i88 71
18/03/94 54 0,5 8,2 84 26,9 22,5 1 266 47
24/03/94| 49,5 0,5 9,4 8,4 27,8 3 29,5 9 211 28
24/03/94| 48,7 0,5 9,3 8,5 27,2 3 35,7 20 248 40
24/03/94| 48,6 0,5 9,2 8,2 26 3 31,9 1 219 28
24/03/94| 48,6 0,5 9,9 7,9 26 3 32,9 1 219 33
25/03/94| 51,3 0,5 10,4 8,3 26,9 3 34,4 1 181 30
25/03/94] 52,4 0,5 10,4 8,3 26,1 3 43,1 1 175§ 93
25/03/94| 51,1 0,5 10,7 7,6 23,8 3 37,7 28 181 49
31/03/94| 42,8 0,5 10,4 8 27,1 3 21,8 1 90 106
31/03/94| 43,4 0,5 9,3 8,6 28 3 26,2 1 116 147
31/03/94| 43,8 0,5 8,7 8,7 28,1 4 25,2 1 118 119
31/03/94| 43,4 0,5 8,4 8,8 28,2 4 26,7 1 136 124
31/03/94| 44,2 0,5 9,1 8,6 28,3 3 28,6 1 113 149
1/04/94 | 45,2 0,8 9,4 8,3 26,9 4 31,2 1 382 34
1/04/94 | 50,2 0,5 10,1 7,9 25,8 4 32 1 328 32
21/04/94| 47,8 0,5 12,7 5,1 21,6 7 30,8 2 99 32
21/04/94| 47,9 0,5 12,3 5,3 21,9 9 31,4 1 109 27
21/04/94| 49,1 0,5 11,1 6,1 23 9 35,6 36 128 34
21/04/94| 49,7 0,5 10,4 6,7 24 10 35,8 48 152 32
22/04/94] 50,8 0,5 8,9 8,2 26,2 4 31,1 21 181 40
22/04/94| 44,8 0,5 9,6 7,6 25,6 ] 29,3 1 141 24
22/04/94| 44,6 0,5 9,3 7,9 26,6 3 30,9 21 152 32
2/06/94 | 47,3 0,5 9,6 7,8 25,5 0 30,6 1 187 22
2/06/94 | 46,7 0,5 9,4 8 26,4 0 35,9 1 192 23
2/06/94 | 46,8 0,5 9,3 8,1 27,1 0 36,6 1 177 24
15/11/94 | 404 1 9 6,4 22,2 2 29,2 2 182 27
15/11/94 | 41,1 1 8,6 6,9 24,8 4 31,1 1 129 30
15/11/94 | 40,3 1 8.4 7,2 22,5 2 22,5 28 124 23
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DATE | [HCl] ppm | {CO]lppm | [NO]Jppm | [SO,]ppm | TOTAL [HCI}+{COHNO}+{SO;]
23/05/93 49,1 40 112 28 229,1
24/09/93 12,3 0,8 112 7 132,1
30/09/93 21,5 1,6 82,1 8,75 114,0
30/09/93 21,5 4 67,2 7 99,7

1/10/93 18,8 0.8 84,4 8.4 112,4

1/10/93 24,9 32 118,0 7,7 153,7
7/10/93 79.5 1,6 115,0 1,05 197,2
8/10/93 16,8 0,8 93,3 8.4 119,3
8/10/93 16,8 0,8 93,3 8.4 119,3

28/10/93 18,5 12,8 118,0 5,25 154,5
29/10/93 19,9 3,2 62,0 9,1 94,2
29/10/93 19,6 3,2 62,0 9,1 93,9
4/11/93 15,0 0,4 253,9 10,5 279,8
5/11/93 23,7 0,8 196,4 9,1 230,0
5/11/93 23,7 0,8 196,4 9,1 230,0
17/03/94 19,1 0,8 218,8 16,1 254.8
17/03/94 18,2 0,8 174,0 15,75 208,7
18/03/94 17,7 0,8 140,4 24,85 183,7
18/03/94 13,8 0,8 198,6 16,45 229,7
24/03/94 18,1 7,2 157,58 9,8 192,7
24/03/94 21,9 16 185,2 14 237,1
24/03/94 19,6 0,8 163,5 9,8 193,7
24/03/94 20,2 0.8 163,5 11,55 196,1
25/03/94 21,1 0,8 135,1 10,5 167,6
25/03/94 26,5 0,8 130,7 32,585 190,5
25/03/94 23,1 22,4 135,1 17,15 197,8
31/03/94 13,4 0,8 67,2 37,1 118,5
31/03/94 16,1 0,8 86,6 51,45 154,9
31/03/94 15,5 0,8 85,9 41,65 143,8
31/03/94 16,4 0,8 101,5 43,4 162,1
31/03/94 17,6 0,8 84,4 52,15 154,9
1/04/94 19,1 0,8 285,2 11,9 317,1
1/04/94 19,6 0,8 244,9 11,2 276,58
21/04/94 18,9 1,6 73,9 11,2 105,6
21/04/94 19,3 0,8 81,4 9,5 110,9
21/04/94 21,8 28,8 95,6 11,9 158,1
21/04/94 22,0 38,4 113,5 11,2 185,1
22/04/94 19,1 16,8 135,1 14 185,0
22/04/94 18,0 0,8 105,3 8,4 132,5
22/04/94 19,0 16,8 113,5 11,2 160,5
2/06/94 18,8 0,8 139,6 7,7 166,9
2/06/94 22,0 0,8 143,4 8,1 174,2
2/06/94 22,5 0,8 132,2 8,4 163,8
15/11/94 17.9 1,6 135,9 9.5 164,9
15/11/94 19,1 0,8 96,3 10,5 126,7
15/11/94 13,8 22,4 92,6 8,1 136,8
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(Remarques)

A : cultures cellulaires
préparées a I'.P.L.
etexposéesat=24h

B : cultures cellulaires
préparées a I'.P.L.
etexposéesat=48h

C : cultures cellulaires
préparées a 1'usine
etexposéesat=3h

Cytotoxicité MTT - IPL :
mesures colorimétriques liées au
test MTT, pratiquées en différé
(aj3oud)aliPL

Cytotoxicité MTT - SI :
mesures colorimétriques liées au
test MTT pratiquées in situ

(2 jO) a 'usine

DATE prépa. | Cytotoxicité | Cytotoxicité MTT: ATP:
culture | MTT - IPL MTT - SI 1.Q. % 1.C. %

23/09/93 A 11
24/09/93 B -12
30/09/93 A 4
30/09/93 A -21
1/10/93 B 49
1/10/93 B 20
7/10/93 A 59 59 -24
8/10/93 B 52 52 22
8/10/93 C 17 17 -10

28/10/93 A 67 67 5

29/10/93 B 30 30 3

29/10/93 B 39 39 5
4/11/93 A 61
5/11/93 B 63
5/11/93 C 4
17/03/94 A 32
17/03/94 A 15
18/03/94 B -61
18/03/94 B -3

24/03/94 A 43 27 35

24/03/94 A 67 60 63

24/03/94 A 19 18 19

24/03/94 A 42 40 41

25/03/94 B 34 34

25/03/94 B 23 23

25/03/94 B -21 -21

31/03/94 A 32 32

31/03/94 A 39 39

31/03/94 A 30 30

31/03/94 A -10 -45 -28

31/03/94 A 12 -49 -19

1/04/94 B 87 87

1/04/94 B 83 83

21/04/94 A 87 58 72

21/04/94 A 61 31 46

21/04/94 A 51 40 46

21/04/94 A 46 33 40

22/04/94 B 81 74 78

22/04/94 B 24 21 22

22/04/94 B -11 -7 -9

2/06/94 A' 14 14 -15
2/06/94 A’ 37 37 -1
2/06/94 A' 24 24 -51
15/11/94 A 25 25

15/11/94 A 13 13

15/11/94 A 2 2

Moyennes 23 l 39 l 33 4 4]

des % de cytotoxicité Méthode MTT Méthode ATP
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FIGURE 44. Cytotoxicité (méthode employant le MIT) mesurée a partir de cellules THP-1
cultivées sur des poussiéres de fumées d'incinération de déchets filtrées a la cheminée :

date prélév.t poussiéres

date prélév.t poussiéres

NB. compte est tenu

du témoin membrane

réalisé conjointermnent

date prélév.t poussiéres

date prélév.t poussiéres

15.11.94

Témoin A essai Al
0,586 0,350
0,666
0,537
0,596 41%

Moyenne témoin

filtration 1 h - contact cellules-poussiéres 3 h - 14 essais.

Expressions de la cytotoxicité

21.11.94

Témoin B

essai Bl

essai B2

essai B3

essai B4

essai BS

0,223
0,222
0.222

5 i e

0,170
0,181
0,176
0,157
0,160
0,164
0,121
0,124
0,115
0,165
0,193
0,176

0,054

0,089

0,001

0,070

0,137

0,178
Moyenne témoin

70%

|

50%

| 999 |

61%

| 23%

Expressions de la cytotoxicité

13.12.94

Témoin C

essai C1

essai C2

essai C3

essai C4

0,328
0,446
0,348

0,237

0,340

0,230

0,305

0,374
Moyenne témoin

37 %

]

9 %

| 39% |

18 %

Expressions de la cytotoxicité

13.12.94

Témoin D

essai D1

essai D2

essai D4

essai D3

0,507
0,274

0,553

0,356

0,230

0,277

0,391
Moyenne témoin

-42%

I

9%

| 41%

29%

Expressions de la cytotoxicité
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Techniques Sciences et Méthodes, (n° 5 - mai 1995), 431-434.

Incinération des déchets : un test biologique de qualité des fumées

A. GERY *, H. MARTEL **, B. WALLAERT ***

La France produit 29 millions de tonnes (Mt) de déchets ménagers, 150 Mt de déchets industriels
(dont 6 Mt de déchets spéciaux, suivant l'inventaire 1990) et 400 Mt de déchets agricoles et agro-
alimentaires, soit au total 580 millions de tonnes de déchets annuels. L'effort collectif tend
actuellement :

* A réduire la production de déchets, en révisant les concepts de fabrication et de consommation ;

« 3 améliorer le traitement, et le cas échéant le stockage, des déchets.

1. Traitement des déchets

Selon la nature du déchet, on peut envisager :
* une valorisation par la production de matiére recyclée,
* un traitement et un rejet contrdlé dans le milieu naturel, avec ou sans valorisation énergétique.

L'élimination des déchets fait appel a quatre grandes techniques :

* la mise en décharge ou I'enfouissement technique, avec ou sans traitement préalable,

o les procédés physico-chimiques de neutralisation, déchromatation, décyanurisation ou
solidification-stabilisation,

» les procédés biologiques (décomposition de la matiére organique par des micro-organismes),

* les procédés thermiques, d'oxydation des déchets.

1.1. Les trajtements thermiques

Les traitements thermiques prennent en charge 40 % des déchets ménagers et environ 10 % des
déchets industriels.

* IlIs sont adaptés aux déchets qui comprennent une fraction organique non négligeable ;

« ils permettent une réduction au dixiéme du volume des déchets solides ;

* ils générent de la chaleur, dont la valorisation vient en réduction du cofit du traitement.

1.2. Les résidus de |'incinération

La dégradation thermique des déchets fractionne et concentre les polluants dans les résidus finaux. Ce
sont d'une part les machefers, c'est-a-dire les scories retirées des foyers ol se pratique la combustion
des déchets ; d'autre part les cendres volantes, seconde partie des imbriilables, entrainées par la phase
gazeuse au-dela de la chambre de combustion. Ce que 'on appelle résidus d'épuration des fumées
comprend non seulement les cendres volantes, mais également les boues (issues de procédés humides
de lavage des fumées) ou déchets pulvérulents (issus des procédés secs, semi-secs et semi-humides).

Rapporté aux produits entrés on a, en sortie d'incinérateur, le bilan massique suivant [1] :
¢ machefers/ scories: 20435 % ;
» poussiéres (cendres volantes, chlorure et sulfate de chaux):3a 5 %.

On peut dire que une tonne de déchets se transforme en 700 kg de gaz et en 300 kg de résidus
solides, par incinération [2].
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2. Incinération des déchets et qualité des fumées

2.1. Combustion
La combustion se déroule en trois phases :

« une phase de séchage durant laquelle se dégagent les matiéres volatiles ;

« une phase de combustion proprement dite des déchets (ou pyrolyse) ;

« une phase de gazéification des composés carbonés, jusqu'a combustion totale du carbone.

Il y aura d'autant moins de poussiéres entrainées dans les gaz de sortie de combustion que ces trois
phases seront bien effectuées.

Les matiéres combustibles formées essentiellement des éléments C, H, O, Cl, S, N, subissent une
oxydation conduisant a la génération de CO2, H2O, et en quantité moindre, HCI, SO, NOx, qui se
retrouvent dans les effluents gazeux.

Pour assurer une combustion la plus compléte possible et éviter 'émission de produits polluants,
I'opérateur de 1'usine agit sur les paramétres suivants :

« le débit d'introduction des différentes catégories de déchets dans le four,
* le temps de résidence des déchets dans le four,

e la température aux différentes phases du traitement,

¢ les débits d'air de combustion.

controle d ées d'inciné

Les fumées de l'incinération sont refroidies et épurées avant d'étre rejetées a l'atmosphére. Les
systemes de traitement de fumées aujourd'hui a l'oeuvre permettent d'éliminer des fumées les
principaux polluants de l'incinération tels qu'ils sont visés par la législation frangaise [3.4] :
poussiéres, oxydes de soufre, chlorure et fluorure d'hydrogene, composés organiques volatiles,
composés métalliques.

Les projets de directives européennes actuellement a I'étude, tant pour les déchets dangereux que pour
les déchets "autres que dangereux", resserrent toujours plus les valeurs limites d'émission des
polluants déja visés et introduisent des restrictions sur des composés nouveaux (oxydes d'azote,
dioxines et furannes). Des dispositifs complémentaires de traitement des fumées pourront alors
s'avérer nécessaires. Les technologies sont disponibles mais leur cofit et leurs impacts autres
qu'atmosphériques (rejets liquides-déchets solides) doivent encore étre évalués [5].

Les dispositifs de mesure choisis en aval du systeme d'épuration conditionnent la mise en ceuvre
effective des réglementations. Ils ont comme double fonction la surveillance des émissions et la
régulation optimale des dispositifs d'épuration des fumées. L'évolution des prescriptions
réglementaires impose donc une évolution paralléle des méthodes d'analyse de la composition des
fumées, qui doivent étre encore plus performantes (abaissement des seuils de détection) et couvrir un
spectre plus large de composés.

Certains produits, connus pour leurs impacts sur l'environnement ou la santé sont systématiquement
mesurés ; les controles physico-chimiques restent le meilleur moyen d'évaluer la qualité des effluents
atmosphériques.

Pourtant I'analyse chimique présente des limites, en particulier dans le nombre et le choix des
substances 2 contrdler. C'est pourquoi il est judicieux de développer, en complément de ces
contrdles, des tests de toxicité, pour une estimation directe et globale de la qualité des fumées vis-a-
vis de cibles biologiques.
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3. Un test biologique pour les fumées d'incinération
La fumée est un vecteur difficile a étudier par le biais de tests biologiques. En effet :

* le choix de matériel biologique pouvant s'accomoder d'une vie en aérobiose est fort restreint ;
e il est trés délicat d'échantillonner une fumée totale, c'est-a-dire a la fois gaz, aérosols et particules
solides.

3.1. Matériels et méthodes

Le principe du test est schématisé a la figure 1. Il consiste & exposer des cellules a un flux de fumées
d'incinération, pour évaluer une toxicité globale de ces fumées. La mesure de la réactivité cellulaire
conduira 2 la mise en place, puis a l'utilisation en surveillance des fumées, d'une échelle de qualité
complémentaire des contrdles physico-chimiques.

r
:
‘\
{

Figure 1. Principe du test (voir les explications dans le texte)

(1) réactif biologique

Le bon fonctionnement du test repose sur le choix d'un matériel biologique sensible aux atmosphéres
et capable d'en restituer la toxicité relative.

Des cellules, de type pulmonaire, sont cultivées sur membrane en phase aérobie, selon une technique
originale de Voisin et collaborateurs décrite en 1977 pour l'étude in vitro des activités des
macrophages alvéolaires. Elles sont ainsi au contact direct de I'atmosphére environnante, tout en
continuant a se nourrir par l'intermédiaire de la membrane (fig. 2).

(2) préléevement des fumées

A l'aide d'une sonde, les fumées sont aspirées directement depuis la cheminée de l'incinérateur
jusqu'a l'enceinte d'exposition dans laquelle ont été placées les boites de culture cellulaire. Un débit
constant de deux litres par minute alimente l'enceinte pendant l'expérience.

(3) exposition des cellules

L'enceinte d'exposition est maintenue a 37 °C, saturée en humidité et régulée a 5 % de dioxyde de
carbone ; elle mime ainsi les conditions idéales d'incubation pour les cultures. Elle est munie d'une
entrée et d'une sortie pour le flux de fumée (fig. 2). Une enceinte similaire, alimentée en air pur,
prépare les boites de culture témoins. Les cellules sont mises en contact avec la fumée et l'air pur
pendant une heure.
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Figure 2. Mode de culture cellulaire et mode d'exposition des cellules aux fumées

(4) interprétation de la toxicité globale

Les boites exposées aux fumées sont comparées aux boites témoins. Pour évaluer en terme de vitalité
cellulaire l'impact des fumées sur les cultures, une cytofoxiciré relative est calculée comme suit (en
pourcentage) :

(vitalité des témoins Air pur) - (vitalité des essais Fumée) < 100
vitalité des témoins Air pur

% CYTOTOXICITE =

Le pourcentage de cytotoxicité est un paramétre global. Les composants des fumées sont en effet
multiples, et capables de réagir entre eux, en particulier au contact des organismes vivants ; leurs
impacts sur ceux-ci ne sont pas forcément additifs, mais peuvent €tre synergiques (pour exemple, la
réactivité combinée des poussiéres et du dioxyde de soufre), ou au contraire antagonistes ! Notre test
tient compte de ces combinaisons : les cellules réagissent au contact de nombreux produits, y compris
de micropolluants, qu'il serait impensable de mesurer chimiquement.

L'expression des pourcentages de cytotoxicité peut contribuer a la comparaison de deux procédés de
traitement, de deux usines, de deux déchets, de deux modes d'exploitation.

3.2. Résultats préliminaires
» Exemple d'un gaz simple (NO3)
Des essais d'exposition 4 un gaz simple, le dioxyde d'azote, ont été réalisés sur deux souches

cellulaires : 1a souche 1, S1, et la souche 2, S2 (fig. 3). Ils montrent une corrélation satisfaisante entre
les cytotoxicités mesurées et la concentration de NO; (Rg; = 0,796, Rg;2 = 0,634 ; Rsy = 0,661,
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Rsy2 = 0,437). Dans cette expérience, la vitalité des cellules est révélée par une méthode
colorimétrique qu'il reste aisé de manipuler en particulier sur un site industriel.

% Cytotoxicité NO, / Air
100 %
r_ souche 1 i s S ION
Essai == | i L
seuche 2 i3
N 1 i I 1 *
. | o ¥ L 2
‘ 0
B B
-20
0s 1 3 5 10 15 2 50 40
ppm NO 2 (exposition 1 k, 2 Umin)

Figure 3. Fonctionnement du test sur un gaz simple : le dioxyde d'azote
* Fumées d'incinération

Nos premiers essais sur site ont montré que le pourcentage de cytotoxicité varie entre deux
expositions successives de mémes cultures cellulaires maintenues dans des conditions semblables,
ceci en fonction de la composition des fumées. Les expositions 1 et 2 ont été réalisées a partir d'un
méme lot cellulaire ; de méme pour les expositions 3 et 4 (fig. 4). Le chlorure d'hydrogéne (HCI) ou
I'oxyde d'azote (NO) influencent visiblement la réponse des cellules.
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Figure 4. Réactivité des cellules du test aux fumées d'incinération

4. conclusions et perspectives

Actuellement, le CREED élabore une procédure de mise en ceuvre du test adapté au terrain et établit
une échelle de référence vis-a-vis de polluants identifiés. Deux types d'applications sont d'ores et déja
envisagées :



ANNEXES

o son utilisation comme élément de contrdle qualité interne aux installations d'incinération des déchets
et comme indicateur permettant de définir des priorités en matiére de réduction des émissions ;

« son utilisation pour des mesures en atmosphéres polluées autres que les fumées d'incinération de
déchets (effluents gazeux d'autres industries, air ambiant).

Enfin, la validation du protocole opératoire et des qualités "métrologiques” du test (reproductibilité,
répétabilité, sensibilité) par des essais comparés entre plusieurs laboratoires, permettrait de mettre ce
nouvel outil de controle des fumées 2 la disposition des industriels concernés. Le test pourrait, dans
ce cas, faire 'objet d'une normalisation ultérieure.
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RESUME

Le traitement thermique est une technique couramment employée pour les déchets contenant des
matiéres organiques ; l'incinération génére des produits de combustion constitués essentiellement
d'eau et de dioxyde de carbone. Les fumées véhiculent également, sous forme de gaz ou de
poussiéres, des sous-produits de combustion dont le nombre et la nature varient grandement, en
fonction de la performance de l'usine et des caractéristiques intrinséques du déchet introduit dans le
four (composés métalliques, composés organiques volatils,...). Pour limiter leur contribution & la
pollution atmosphérique, les usines d'incinération sont dotées de systémes d'épuration et sont tenues
de se conformer 2 une réglementation sévére. Des contrdles physico-chimiques réguliers vérifient la
qualité des effluents atmosphériques ; cependant, ils ne peuvent couvrir la diversit¢ des molécules
potentiellement émises. C'est pourquoi la contribution de tests biologiques a 1'étude de la qualité des
rejets atmosphériques serait bénéfique : ces derniers réagissent en effet 4 un ensemble de composés
variés, sans qu'il soit besoin de les identifier au préalable.

Notre travail consiste en la mise au point d'un premier test de toxicité, basé sur la culture en aérobiose
de cellules de type pulmonaire. Directement au contact des fumées d'incinération de déchets, les
cellules réagissent en fonction de la qualité globale des effluents. Un pourcentage de cytotoxicité est
calculé en les comparant aux cellules témoins placées a l'air pur ; il est d'autant plus grand que les
fumées sont d'une qualité moindre.

SUMMARY

Thermal treatment is a widely used technic for organic-containing waste. Apart from general
combustion products such as water and carbon dioxid, waste incineration can generate a large variety
of combustion by-products under particular and gaseous form.

In order to minimise their contribution to atmospheric pollution, waste incineration plants are
equipped with flue-gas cleaning systems and comply with strict regulations. However, stack gas
monitoring (viz physical and chemical analyses) used for quality control, cannot cover the whole
spectrum of compounds emitted. This is where biological tests can bring substantial
help : living organisms integrate the effects of whole compounds whithout the nead to identify
specifically each of them.

Present work aims to develop a toxicity test based on pulmonary-like cells. The cells are maintained
in close contact to incineration stack gases and react to the global stack gas quality. Using the
comparison of exposed cells to blank cells kept in pure air, one can attribute a cytoxicity rate to the
gases. The lower the rate, the better is the quality of the stack gases.
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L'Ecotoxicologie du Compartiment Aérien, Société d'Ecotoxicologie Fondamentale et Appliquée (éd.), Communications
du Congres International de Rouen (F) des 13, 14 et 15 septembre 1995 : 299-303.

BUILDING A BIO-ASSAY TO EVALUATE
WASTE INCINERATION STACK GAS QUALITY

A. GERY*, F. ENGUEHARD*, P. GOSSET **, B. WALLAERT**

* Centre de Recherches et d'Essais pour I'Environnement et le Déchet, 78520 Limay, France
** [nstitut Pasteur de Lille et unité INSERM U-416, rue Calmette, BP 245, 59019 Lille, France

1. INDUSTRIAL BACKGROUND AND GOALS

CREED and Institur Pasteur of Lille are developing a global bio-assay to evaluate on line waste
incineration stack gas quality. The interests of such a bio-assay in the industrial field of waste thermal
treatment have been previously detailed (1). There are two main conditions to accomplish this goal :

(a) The bio-assay must react not only to macropollutants, but also to more global conditions. The
sampling is as representative of stack gases as possible. Dust is not eliminated from the sample.

(b) The test must be quite fast and above all specific to the gaseous phase. It can become a tool used
by plant operators to define a stack gas quality and to communicate with people about the potential
impacts of stack gases released to the atmosphere.

1.1. Thermal treatment for waste

France produces 580 million tons of waste per year (municipal solid waste, industrial waste,
biological waste). Thermal treatments represent 40 % of municipal waste treatment and nearly 10 %
of industrial waste is treated thermally ! This treatment produces bottom ash, fly ash and flue gas
cleaning residues (i.e. lime against acid gases,...).

1.2. Flue gas cleaning

Roughly two third of waste which is incinerated is transformed into stack gases, which must meet a
certain quality before their release to the atmosphere. French and European legislation prescribes
maximum allowable concentrations : Table ] gives an idea of the strictest stack gas quality required at
this time in the field of waste incineration (2, 3, 4, 5).

Dusts 30 me /Nm®
HCI 50 | mg/Nm’
HF 2 mg / Nm®
SOz 300 mg / Nm®
co < 100 mg / Nm® (hourly mean value)

90 % measures < 150 mg / Nm®
Eﬁgnic compounds| <20 mg / Nm’

eavy metals
Pb+Cr+Cu+Mn 5 [ me/Nm’
Ni+Ag 1 me / Nm®
Cd+Hge 0.2 | mg /Nm’

Table 1. Maximum allowable concentrations for release to the atmosphere.

2. PRINCIPLE OF THE BIO-ASSAY - MATERIAL AND METHODS
Cells are prepared in culture dishes that allow their contact with an atmosphere. They are maintained

in an exposure chamber in close contact with incineration stack gases and react to the global stack gas
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quality. Using the comparison of exposed cells to blank cells kept in clean air, one can attribute a
cytotoxicity rate to the gases. The lower the rate, the better the quality of the stack gases (Eigure 1).

Figure 1. Test principle. (1) Cell culture : from liquid phase to gaseous phase. (2) Stack gas sampling.
(3) Cell culture exposure (gaseous phase) to stack gases. (4) Coloured representation of cell vitality or toxicity.

2.1. Cell culture

The cells used are pulmonary-like cells able to multiply in a flask. They are specialised in the defence
behaviour face to a complex atmosphere (gases and particles). Their reactions with airborne pollutants
occur quickly and are measurable. The cell strain chosen for the bio-assay is called THP-1. It was
isolated and described by Tsuchiya ef al. in 1980 (5). The cells was derived from the blood of a
patient with acute monocytic leukaemia. They are easily cultured in an enriched Dulbecco's MEM
growth medium, then incubated at 37 °Cin a 5 % COy-in-air moist atmosphere to mature and multiply
before their use in the bio-test.

Cells are taken from a single mother suspension to prepare assay-cultures exposed to stack gases, and
reference-cultures exposed to clean air. They are deposited on sterile Gelman membranes of 0.2 ym
porosity that lie on an appropriate growth medium in small Petri dishes. Cells are therefore in direct
contact with the air and obtain the nutrient material they need via the membrane saturated by
capillarity, as described previously by Voisin et al. (6) for alveolar macrophage culture.

2.2. Stack gas sampling

Waste incineration stack gases are most often hot and very humid (10 % to 50 % H,O in volume). To
avoid water condensation that could partly remove acid gases or particles from the stack gas during
the sampling, a new stack gas sampling method is used : stack gases are sampled by means of a probe
from the inside of the stack. The samples flow down into a cylindrical membrane called a permeation
tube. Water molecules are retained by a dry gas (dry air or dry nitrogen) which circulates in the
opposite direction, outside and around the membrane. The dehumidified stack gases can then attain a
lower temperature of 37 °C without further condensation. They are finally supplemented with 5 %

carbon dioxide to conform to good cell culture conditions.
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2.3. Cell exposure to gases

Culture dishes with gaseous cell cultures are put into the exposure chamber or into the reference
chamber. Both exposure chamber and reference chamber have a single inlet and a single outlet,
providing to the cell cultures a humidified 37 °C-regulated atmosphere (Figure 2).

(1) A regular flow of cooled and 5 % CO,-enriched stack gases passes through the exposure
chamber (corresponding to 2 litres per minute) for 1 hour.

(2) Clean air with 5 % CO, passes through the reference chamber simultaneously and under the
same experimental conditions.

gas inlet
+35%CO, gas outlet
2?,_}3"" L \ Exposure chamber
T I ; : ::]
G i o
(chamber moisture source) —_— : H,0.37°C
] (Immersion bath)
———

Figure 2. Cell exposure to stack gases.

2.4. Toxicity expression

A relative toxicity index (%RTTI) is calculated for cells exposed to stack gases versus cells exposed to
clean air. The method chosen is a colorimetric one : a tetrazolium salt is reduced into a coloured
formazan salt by only living cells. %RTI corresponds to the proportion of cells still alive after
exposure to the stack gases or to the clean air :

(ODclrl) - (ODgas) % 100 ‘
(Ochl) ‘

|
'%RTI =

where : %RTI = relative toxicity index in percentage ; ODcy = optical density read from reference-
cultures exposed to clean air as control using a colorimetric MTT-based method ; ODygas = optical
density read from assay-cultures exposed to stack gases using the same colorimetric MTT-based
method.

3. EXPERIMENTS AND FIRST RESULTS FROM PLANT TEST

Several experiments were conducted to make technical and strategic choices on how the bio-assay
should be designed. Three of them are presented here.

3.1. Simple gas toxicity

Testing the bio-assay on a simple gas is essential in order to identify its sensitivity to pollutants which
may be present in the atmosphere. The cell response evaluated as described in § 2.4. (Eigure 3) is
well correlated with NO, concentration from O to 50 ppm in the atmosphere (R = 0,661 with THP-1
cells).
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Figure 3. Toxi ty mdex from a simple gas : NO;

3.2. Stack gas dust toxicity
Cells are cultured on membranes on which stack gas dusts were collected. Figure 4 shows some
%RTI that attain 20 % to 99 % after one hour exposure. Hence the gas sampling system must

preserve dusts transported by the gases from the source tested to the reactive cells.

% : Relative Toxicity index / percentage

200 T
Optic density (x 1000)
175

15 Rosf

125 20% H H

-
I

100 m -

75 48 % a i

g 9% | | K |

Eﬁq — oy - - .
o

F3 F4 F5 F6 F8 Reference
without dusts

0

(F i) = (filter i + dusts + cells)

Optical density (method using MTT salt) read from cell
cultures applied on dusts from stack gases.

Figure 4. Toxicity index from stack gas dusts (collected on cell culture membranes)

3.3. Stack gas global toxicity

Concentrations of four major pollutants measured in stack gases (8) are represented on the same
graph as the toxicity index (%RTI) during consecutive periods. Figures 5 & 6 show that the %RTI is
correlated to NO, CO, SO and HCl concentrations, even weakly (this point has been analysed in a
previous communication (8).). In addition, %RT]1 seems to be also sensitive to other parameters such
as micropollutants which are not measured here, for the %RTI curve does not follow faithfully the
cumulate gas concentration profile. That is why this global bio-assay may be a good complement to

the routine controls.
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Figures 5 & 6. Toxicity index from stack gases.

4. NEAR-TERM AND FUTURE APPLICATIONS

To continue the evaluation of the efficiency of the bio-assay developed, we will install and test the
new stack gas sampling system (described in § 2.2). In addition, we will go on with measuring cell
reactions to several simple gases : tests will be performed with nitrogen dioxide again (NOa,,
oxidising gas), sulphur dioxide (SO, irritating gas) and hydrogen chloride (HCl, a combustion
product).

The bio-assay developed may also be used on ambient air, or on stack gases in other industries.
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Qualité des fumées d’incinération de déchets évaluée par mesure
de la cytotoxicité sur cellules de type macrophagique.

Notre objectif est de mettre en place un test qui mesure in situ la toxicité globale des fumées
d'incinération de déchets. Pendant une heure, des cellules de type macrophagique sont placées au
contact des fumées ; un index de cytotoxicité I.C. est calculé, en comparant la viabilité des cellules

exposées 2 celle de cellules témoins placées a 1'air pur.

Les fumées sont échantillonnées dans leur totalité (gaz, aérosols, particules). Elles sont conduites
vers une chambre d'exposition qui maintient les cellules dans leurs conditions de culture (37 °C,
humidité a saturation, 5 % CO»).

Les cellules sont des monocytes de la lignée THP-1. Cultivées sur des membranes qui les
maintiennent 2 l'interface entre leur liquide nutritif et I'atmosphére environnante, elles survivent aux
agressions de l'air grice a leur équipement biochimique antioxydant.

Le test de viabilité cellulaire est basé sur le changement de couleur du sel de tétrazolium MTT, du
jaune au violet, lors de sa réduction par les cellules viables ; ainsi, la santé globale de la population

cellulaire est estimée par simple mesure colorimétrique.

Les essais menés au laboratoire ou in situ révélent :

» qu'il existe une relation concentration-effet entre 1'7.C. et les gaz simples NO;, SO, ou HCI, ainsi
qu'une réponse du test face aux mélanges complexes de gaz de combustion (fumée de tabac) ;

e que les cellules sont trés sensibles au contact des particules ; il faut donc tenir compte de I'impact
des poussiéres de fumées en plus de celui des gaz ;

e que I'7.C. augmente lors des pics de concentrations relevés dans les fumées, mais qu'il peut aussi
croitre alors qu'il n'y en a pas ; cela indique que le test est sensible aux macropolluants comme aux

micropolluants.

Les tests biologiques ont une grande contribution & apporter aux contrles de qualité des effluents
atmosphériques, car ils détectent la présence de polluants ou de combinaisons de polluants que

l'analyse chimique ne mesure pas.

MOTS CLES Cytotoxicité Cellules de type macrophagique
Fumées d'incinération Etude in vitro
Poussiéres Test in situ

Déchets Qualité






