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Résume

Les eaux usées sont de plus en plus responsables de I’introduction d’un grand nombre
de substances chimiques dans I’environnement. Ces substances, en particulier les
perturbateurs endocriniens, représentent un danger sanitaire d’ou I’importance du traitement
de ces eaux usées dans des stations d’épuration avant leurs rejets. La présente étude a pour
but d’évaluer la cytotoxicité et la génotoxicité des eaux usées prélevées de trois sites
différents de la station d’épuration de la ville de Guelma (S1, S2 et S3), en utilisant le test
d’Allium cepa.
Les bulbes d’oignon ont été incubés pendant 24, 48 et 72 h dans des milieux contenant les
échantillons d’eaux prélevés de trois sites différents de la station. Des lames ont ensuite été
préparées pour I’étude microscopique en vue de la détermination des anomalies
chromosomiques possiblement dues a I’effet génotoxique des composés présents dans ces
eaux apres traitement. Au terme de ce travail, nous ne pouvant pas conclure par rapport a
I’efficacité des traitements proposés par la STEP de la ville de Guelma des eaux usées vue

que le travail n’a pas pu €tre achevé.

Mots clés : eau usee, STEP, Guelma, perturbateur endocrinien, génotoxicité, test d’Allium

cepa,



Abstract

The threat of wastewater to public health by the introduction of a large number of
chemicals into the environment became increasingly apparent. Wastewater contains heavy
metals and potentially hazardous contaminants that could be endocrine disruptors. To
prevent such health risk it is necessary to treat and purify wastewater to some degree before
disposal. The purpose of this study is to assess the cytotoxicity and genotoxicity of
wastewater collected from three different sites at the Guelma City Treatment Plant (S1, S2
and S3), using the Allium cepa test. Onion bulbs were incubated for 24, 48 and 72 hours in
media containing the collected water samples. After incubation, the roots of Allium cepa
were observed macroscopically. Slides were then prepared for microscopic study to
determine chromosomal abnormalities possibly due to the genotoxic effect of the compounds
present in these wastewaters after treatment. At the end of this work, we cannot conclude
about the effectiveness of the treatments proposed by the STEP of the city of Guelma of

since the work could not be completed.

Keywords: wastewater, STEP, Guelma, endocrine disruptor, genotoxicity, Allium cepa test,
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Introduction

Introduction

L'eau est un partenaire quotidien de tous les étres vivants. Elle est utilisée pour
répondre aux besoins de consommation quotidienne, de boisson, d'hygiene personnelle, de

production alimentaire et de transformation de produits (Sawadongo, 2018).

Elle ne peut étre considérée comme un simple produit commercial, mais doit plutot
étre classée comme patrimoine mondial qui doit étre protégé, défendu et traité comme tel
(Metahri, 2012).

En raison de la croissance démographique et économique, la pollution est devenue
présente dans I'eau. Cette pollution peut avoir diverses sources : industrielle, domestique ou
agricole. Ces contaminants sont de nature a porter atteinte a la santé de I’homme, I’animal
et le vegétal et peuvent étre classés en contaminants biologiques tels que les bactéries et les
champignons, contaminants physiques (les rayons ultraviolets et les rayonnements
ionisants) et contaminants chimiques tels que les métaux lourds et les dioxines. Cette
derniére classe renferme aussi les substances problématiques connues sous le nom de

perturbateurs endocriniens (Attab, 2011).

Selon I'Union Européenne, les perturbateurs endocriniens sont définis comme étant
toute substance ou un mélange externe qui altere la (les) fonction (s) du systéme endocrinien
et provoque ainsi des effets néfastes sur la santé de I'organisme dans son ensemble ou de sa
progéniture. Ces substances sont pour la plupart issus de I'industrie agro-chimique et de leurs
rejets tels que les pesticides, les herbicides, les plastiques et les médicaments (Duval et
Simont, 2010).

La protection de I'environnement a toujours été un enjeu économique et politique
majeur. Par conséquent, tous les pays du monde, y compris I'Algérie, ont exigé de protéger
lesressources en eau, de les traiter des polluants et d'éliminer les substances toxiques avant

leur rejet dans I’environnement (EI hanafi, 2010).

Ainsi, le traitement des eaux usées est devenu essentiel pour maintenir la qualité des

milieux naturels et des approvisionnements en eau réutilisables (Attab, 2011).

En 2008, la wilaya de Guelma, comme la plupart des villes algériennes a mis en
service une station d'épuration (STEP) qui a pour objectif I'épuration de 43 388 m3/j d'eaux

usées avec une série de traitement primaires permettant d’éliminer les déchets, les sables, les
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graisses et les matieres en suspension, puis un traitement biologique pour écarter le reste de
la pollution (Bedouh, 2014).

Dans le cadre de notre projet de fin d'études, nous avons eu l'opportunité d'effectuer
unstage dans la station d'épuration de la ville de Guelma pour évaluer I’efficacité des
méthodes de traitement des eaux usées en cherchant a étudier 1’effet génotoxique des

éventuels perturbateurs endocriniens qui auraient pu échapper a 1’épuration de ces eaux
Ce travail comporte deux parties principales :

Une partie de revue bibliographique qui est composée essentiellement de trois
Chapitres ; la premiére comporte des généralités sur les eaux usées et leurs traitements. Le
deuxieéme chapitre a été consacré aux perturbateurs endocriniens, leurs modes d’action ainsi
que leurs effets sur la santé. Et enfin, une revus des différents tests de cytotoxicité et

génotoxicité dans le troisieéme.

Une partie expérimentale décrivant le protocole et les méthodes d’analyse utilisees
dans la réalisation de ce travail, suivie d’une discussion de travaux antérieurs traitait la
génotoxicité des perturbateurs endocriniens présents dans I’environnement. Pour enfin
terminer avec une conclusion sur I’efficacité¢ des méthodes de traitement des eaux usées de

la STEP de Guelma
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Chapitre | Eaux Usées

1. Définition des eaux usées

La pollution des eaux est un changement défavorable ou nuisible des propriétés
physico- chimiques et biologiques a cause d'un impact direct ou indirect des activités des
étres vivants. Les eaux usees sont toutes les eaux des activités domestiques, agricoles et
industrielles chargées en substances toxiques qui parviennent dans les canalisations
d'assainissement. Les eaux usées englobent également les eaux de pluies et leur charge
polluante, elles engendrent au milieu récepteur toutes sortes de pollution et de nuisance. Les
eaux usées sont considérées comme polluées et doivent étre traitées avant tout rejet dans les
milieux récepteurs pour résoudre les différents problémes de la pollution de ces milieux
(Metahri, 2012; Laabassi, 2016).

2. Origine des eaux usées

Les eaux usées sont classees en eaux residuaires ou eaux usées d’origine industrielle,
domestique et/ou agricole et des eaux pluviales ou de ruissellement urbain (voir la figure
01) (Laabassi, 2016).

/ origine d'eaux usees X

/—\ V. o Enm— " "--‘I :/'" “\\' [ \
LN = || % ’7:\\
i = " : ..O A W\\\\ |
— )\ . J
\ Omistique  mdustielle agricole phiviale j
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) u]

Figure 1: origine d’eaux usées (Baumont, 2009).

2.1. Origine industrielle

Tous les rejets résultant d'une utilisation de I'eau autre que domestique sont qualifiés
de rejets industriels. Cette définition concerne les rejets des usines, mais aussi les rejets
d’activités artisanales ou commerciales. Ces eaux ont une grande variété et peuvent étre
toxiques pour la vie aquatique, ou pour I'homme. Les eaux résiduaires sont celles qui ont été
utilisées dans des circuits de réfrigération, qui ont servi a nettoyer ou laver des appareils, des

machines, des installations, des matiéres premiéres ou des produits d'une usine, elles peuvent
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contenir des substances chimiques utilisées au cours des fabrications. Les liquides
résiduaires sont des liquides résultant des fabrications ; c’est le cas des solutions de produits
chimiques, des solutions de sous-produits, ou le cas des liquides acides provenant de la
vidange des cuves de décapage des métaux. Les rejets industriels peuvent donc suivre trois

voies d'assainissement :
- Ils sont directement rejetés dans le réseau domestique.
- Ils sont prétraités puis rejetés dans le réseau domestique.

- IlIs sont entierement traités sur place et rejetés dans le milieu naturel
(Baumont, 2009).

2.2. Origine domestique

Elles proviennent des différents usages domestiques de I'eau. Elles sont constituées
essentiellement d’excréments humains, des eaux ménageres de vaisselle chargées de
détergents, de graisses appelées eaux grises et de toilette chargées de matiéres organiques

azotées, phosphatées et de germes fécaux appelées eaux noires (Metahri, 2012).

2.3.  Origine agricole

Les pratiques actuelles des cultures et de 1’élevage influencent fortement le régime et
la qualité des eaux. L’utilisation massive des engrais et des produits chimiques de traitement
des Plantes détruit la vie dans les rivieres et rend impropre a la consommation humaine et
animaleles eaux superficielles et souterraines. Le transfert des engrais et pesticides vers la
nappe se fait soit par infiltration sur ’ensemble de la surface cultivée, soit par rejet dans les
puits perdus et gouffres. Une enquéte auprés des fermes pilotes, a permis d’identifier et
quantifier les types d’engrais a base d’azote utilisés a raison de 1,5 q / ha. Les élevages
intensifs de bovins (étables, fermes pilotes) et volailles (poulaillers), Produisent une grande
quantité de déjections azotées, qui peuvent étre aussi a I’origine de la pollution des eaux de

surfaces et souterraines (Latifi, 2018).
2.4. Origine pluviale

Elles peuvent également constituer une cause de pollution importante, pouvant se
charger d’impuretés au contact de I’air (fumées industrielles), puis en ruisselant, elles se
chargent des résidus déposés sur les toits, les chaussées et les sols (poussieres, huiles de

vidange, carburant,résidus de pneus, métaux lourds, pesticides...). Elles peuvent contenir de



Chapitre | Eaux Usées

nombreuses substances, sous forme solide ou dissoute, ainsi que de nombreux micro-
organismes (Attab, 2011; EI Hachimi, 2012).

3. Composition des eaux usées

La composition des eaux usées est extrémement variable en fonction de leur origine.
Elles peuvent contenir de nombreuses substances, sous forme solide ou dissoute, ainsi que
de nombreux microorganismes. En fonction de leurs caractéristiques physiques, chimiques,
biologiques et du danger sanitaire qu'elles représentent, ces substances peuvent étre classées
en quatre groupes : les matieres en suspension, les micro-organismes, les éléments traces

minéraux ou organiques, et les substances nutritives (Baumont, 2009).
3.1. Les micro-organismes

Les eaux usees contiennent tous les microorganismes excrétés avec les matieres
fecales. Cette flore entérique normale est accompagnee d'organismes pathogenes. Le terme
d'agent pathogene s'applique a toute forme biologique, vivant ou non, capable apres
pénétration d'un autre organisme vivant, de s'y développer d'occasionner une maladie
.L'ensemble de ces organismes peut étre classé en quatre grands groupes, par ordre croissant
de taille : les virus, les bactéries, les protozoaires et les helminthes (Baumont, 2009;
Chibani, 2010).

3.11. Lesvirus

Les virus sont des parasites intracellulaires obligés qui ne peuvent se multiplier que
dans une cellule hote. Ce sont les plus préoccupants en matiére de transmission par 1’eau des
maladies infecticuses, Ils pénétrent dans 1’eau par les effluents des égouts ou par

contamination directe par les matieres fécales (Moussa Moumouni Djermakoye, 2005).
3.12. Les bactéries

Unicellulaires, ces micro-organismes possedent la structure interne la plus simple de
toutes lesespeces vivantes. Elles croissent et se multiplient en général par fission binaire.
Les eaux usées contiennent en moyenne 10°7 a 1078 bactéries/l. La concentration en
bactéries pathogénes est de I'ordre de 1074/1. Parmi les plus détectées sont retrouvées, les
salmonelles, dont celles responsables de la typhoide, des paratyphoides et des troubles
intestinaux. Les coliformes thermotolérants sont des germes témoins de contamination fécale
communément utilisés pour contrdler la qualité relative d'une eau (Baumont, 2009; Attab,
2011).
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3.13. Les protozoaires

Les protozoaires sont des organismes unicellulaires munis d’un noyau, plus
complexes et plus gros que les bactéries. La plupart des protozoaires pathogénes sont des
organismes parasites, c’est-a-dire qu’ils se développent aux dépens de leur hote. Parmi les
protozoaires intestinaux pathogenes pour I’lhomme et transmissibles par 1’eau de boisson, on
peut citer : Entamoebahistolytica, Giardia intestinalis et Balantidium coli. Tous ces
protozoaires ont été associés a des manifestations épidémiques dues a I’eau de boisson
(Djeddi, 2006).

3.14. Les helminthes

Les helminthes sont des vers multicellulaires. Tout comme les protozoaires, ce sont
majoritairement des organismes parasites La concentration en ceufs d’helminthes dans les
eaux usées est de ’ordre de 10 al103ceufs/l. Il faut citer, notamment, ascaris lumbricades,

Oxyuris vermicularis, Trichuris trichuria, Taenia saginata (Djeddi, 2006; Laabassi, 2016).
3.2.  Lamatiére en suspension

Les matiéres en suspension sont en majeure partie de nature biodégradable. La plus
grande part des microorganismes pathogénes contenus dans les eaux usees est transportée
par les MES. Elles donnent également a I'eau une apparence trouble, un mauvais goQt et une
mauvaise odeur. Cependant, elles peuvent avoir un intérét pour l'irrigation des cultures. Les
particules en suspension peuvent, par définition, étre éliminées par décantation. C'est une
étape simple et efficace pour réduire la charge organique et la teneur en germes pathogenes
des eaux usees. Toutefois, un traitement beaucoup plus poussé est généralement requis pour

faire face aux risques sanitaires (Faby et Brissaud, 1997; Attab, 2011).
3.2.1. Micropolluants organiques et non organiques

Les micropolluants sont des éléments présents en quantité infinitésimale dans les
eaux usées. La voie de contamination principale, dans le cas d’une réutilisation des eaux
usées épurées, est I’ingestion. C’est la contamination par voie indirecte qui est généralement
préoccupante. Ainsi, certains micropolluants, comme les métaux lourds ou les pesticides,
peuvent s’accumuler dans les tissus des étres vivants, et notamment dans les plantes
cultivées. Il peut donc y avoir une contamination de la chaine alimentaire et une

concentration de ces polluants dans les organismes (Baumont, 2009).
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3.21.1 L’élément trace et métaux lourds

Les sources de métaux pour les milieux aquatiques sont multiples. On différencie
principalement les sources d’origine naturelle et anthropique. En effet, les métaux sont
présents naturellement dans les sols. Certains en sont des constituants majeurs (Al) ou
importants pour la structure des minéraux. Les métaux lourds que 1’on trouve dans les eaux
usées urbaines sont extrémement nombreux ; les plus abondants (de I’ordre de quelques pg/l)
sont le fer, le zinc, le cuivre et le plomb. Les autres métaux (manganése, aluminium, chrome,
arsenic, sélénium, mercure, cadmium, molybdéne, nickel, etc.) sont présents a 1’état de
traces. Leur origine est multiple : ils proviennent « des produits consommeés au sens large
par la population, de la corrosion des matériaux des réseaux de distribution d’eau et
d’assainissement, des eaux pluviales dans le cas de réseau unitaire, des activités de service

(santé, automobile) et éventuellement de rejets industriels » (Djeddi, 2006; Belaid, 2010).
3.2.1.2. Elément toxique organique

Les micropolluants sont des eléments d'origine organique présents en quantité
infinitésimale dans les eaux usées. lls sont extrémement nombreux et varies, ce qui rend
difficile lI'appréciation de leur dangerosité les composés organiques peuvent étre toxiques,
ces derniers peuvent transformés chimiquement en un autre produit qui n'est alors plus
détectables par les méthodes spécifiques d’analyses. Certaines substances organiques
peuvent étre toxiques a forte dose, mais devenir biodégradables a faible concentrations.
Parmi ces composes chimiques toxiques tres persistants et qui ont une grande lipophilicite,
on peut citer les hydrocarbures polycycliques aromatiques, les alkylphénols, chlorophénols,
phtalates, les pesticides et les résidus pharmaceutiques actifs. Certains composés ont un
pouvoir de perturber le systéme endocrinien tels que les hydrocarbures polycycliques
aromatiques et les alkylphénols (Rodier et Legube, 1996; Djeddi, 2006; Attab, 2011).

3.3. Lessubstances nutritives

De trés nombreux sels minéraux sont rejetés dans les eaux continentales ou marines
Par l'industrie et I'agriculture (engrais chimiques). Les composés minéraux et organiques du
phosphore et de l'azote constituent les éléments nutritifs les plus importants et sont

généralement considérés comme les facteurs principaux de l'eutrophisation (Chibani, 2010).
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4. Les caractéristiques des eaux usées

La composition des eaux usées est extrémement variable en fonction de leurs origines
(industrielle, domestique, etc.). Elles peuvent contenir de nombreuses substances, sous
forme solide ou dissout, ainsi que de nombreux micro-organismes. En fonction de leurs
caracteristiques. Les normes de rejet des eaux usees, fixent des indicateurs de qualité
physico- chimique et biologique. Ce potentiel de pollution généralement exprimés en mg/I,
est quantifié et apprécié par une série d’analyses. Certains de ces parameétres sont indicateurs
de modifications que cette eau sera susceptible d’apporter aux milieux naturels récepteurs.
Pour les eaux usées domestiques, industrielles et les effluents naturels, on peut retenir les

analyses suivantes (Metahri, 2012; Laabassi, 2016).
4.1. Caracteéristiques physiques
4.1.1. Température

La temperature est un facteur écologique important du milieu. Elle permet de corriger
les parametres danalyse dont les valeurs sont liees a la température (conductivité
notamment). Il est important de connaitre la température de I'eau avec une bonne précision,
en effet celle-ci joue un réle dans la solubilité des sels et surtout des gaz et la détermination
du pH. Elle joue un réle important dans la nitrification et la dénitrification biologique. La
nitrification est optimale pour des tempeératures variant de 28 a 32°C par contre, elle est
fortement diminuée pour des températures de 12 a 15°C et elle s’arréte pour des températures
inférieures a 5°C (Rodier et Legube, 1996; Metahri, 2012).

412. Laturbidité

La turbidité est inversement proportionnelle a la transparence de 1’eau, elle est de loin
le paramétre de pollution indiquant la présence de la matiere organique ou minérale sous
forme colloidale en suspension dans les eaux usees .Elle varie suivant les matieres en

suspension (MES) présentes dans 1’eau (Laabassi, 2016).
4.1.3. Matieres en suspension (MES)

Elles représentent, la fraction constituée par ’ensemble des particules, organiques
(MVS) ou minérales (MMS), non dissoutes de la pollution. Elles sont responsables
d'ensemble de la baisse de pénétration de la lumiére dans I’eau, ce qui entraine une
diminution l'activité photosynthétique et une chute de la productivité de phytoplancton.

La connaissance de la concentration des éléments colloidaux dans les eaux usées est

9
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nécessaire dans I’évaluation de I’impact de la pollution sur le milieu aquatique ( Metahri,

2012;Laabassi, 2016; Latifi, 2018).
4.1.3.1. Les matiéres volatiles en suspension (MVS)

Elles représentent la fraction organique de MES et sont obtenues par calcination de
ces MES a 525°C pendant 2 heures. La différence de poids entre les MES a 105°C et les
MES a 525°C donne la « perte au feu » et correspond a la teneur en MVS en (mg/1) d’une
eau (Metahri, 2012).

4.1.3.2. Les matieres minérales (MMYS)

Elles représentent le résultat d’une évaporation totale de I’eau, c'est-a-dire son «
extrait Sec » constitué a la fois par les matieres en suspension et les matieres solubles telles

que les chlorures, les phosphates, etc. (Metahri, 2012).
4.2. Caractéristiques chimiques
4.2.1. Le potentiel d’hydrogéné (pH)

Le pH est la mesure de caractéeres acide (1 pH 7) ou basique (7 pH 14) des eaux usées.
Les eaux usées tres acides ou tres basiques peuvent compromettre sérieusement l'efficacité
d'unie épuration biologique. En général, I’activité biologique se situe entre 6.5 et 8.5 unités
de pH .Endehors de cet intervalle, le pH affecte la vie aquatique et par consequent influence

I’autoépuration du milieu naturel (Josée, 1984; Laabassi, 2016).
4.2.2. La conductivité

La conductivité mesure la capacité de 1’eau a conduire le courant électrique entre
deux électrodes. La plupart des matiéres dissoutes dans I’eau se trouvent sous forme d’ions
chargés éclectiquement. La mesure de la conductivité permet donc d’apprécier la quantité
de sels dissous dans 1’eau. Elle est également fonction de la température de I’eau ; elle est
plus importante lorsque la température est élevée. Les résultats doivent donc étre présentés
pour une conductivité équivalente a 20°C ou 25°C. Les appareils de mesure utilisés sur le
terrain font généralement la conversion automatiquement. La conductivité et la salinité de

I’eau ont €té mesurées a 1’aide d’une conductivité (Eddabra, 2011).

10
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4.23. Lasalinité

La salinité d'une eau correspond & sa concentration en sels dissous dans leur
ensemble. Elle est exprimée soit par la valeur de la conductivité électrique (CE) ou par le
résidu sec (RS). La CE de I’eau, peut étre estimé a partir de la concentration en RS exprimé

en g/l, En utilisant a titre indicatif les relations approximatives suivantes :
* RS (g/l) = 0,64 x CE (ds/m) lorsque CE < 5 ds/m.
* RS (g/l) =0,80 x CE (ds/m) lorsque CE > 5 ds/m (Belaid, 2010).
4.24. L’oxygene dissous

La qualité des eaux dépend surtout des interactions géochimiques et biologiques qui
les affectent dans le sol et dans la nappe. L’oxygéne dissous est un compose essentiel de
I'eau car il permet la vie la faune et il conditionne les réactions biologiques qui ont lieu dans
les écosystemes aquatiques. La concentration en oxygene dissous d’une eau est fonction de
plusieurs facteurs, a savoir ; la température, la pression atmospherique et la salinité, ou alors
de I’intensité de I’activité photosynthétique. En effet, ’oxygéne dissous provient Soit de
I’atmosphére par diffusion, soit de la photosynthese des organismes autotrophes,
essentiellement les algues (El Hachimi, 2012; Laabassi, 2016; Latifi, 2018).

4.3. Caractéristiques microbiologiques

La détermination de la flore aérobie mésophile totale, des coliformes totaux,
coliformes Fécaux, staphylocoque, streptocoque, salmonelles et les shigelles , ainsi que
certains Pathogénes peuvent donner une indication sur les risques liés a l'utilisation de

certains types d'eaux (Baumont, 2009).
4.4. Autres élements
44.1. Azote

L’azote présent dans I’eau peut avoir un caractére organique ou minéral. L’azote
organique est principalement constitué par des composés tels que des protéines, des
polypeptides, des acides aminés, de I'urée. Le plus souvent, ces produits ne se trouvent qu’a
de trés faible concentration. Quant a 1’azote minéral (ammoniaque, nitrate, nitrite). Il

constitue la majeure partie de I’azote total (Laabassi, 2016).

11
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442. Les métaux lourds

Dans les pays ayant une industrie lourde, la réutilisation des eaux useées traitées
présente un inconvénient majeur. Les métaux présents dans les eaux résiduaires {cadmium
(Cd), cuivre (Cu), molybdéne (Mo), nickel (Ni) et zinc (Zn)} peuvent constituer un risque
sanitaire pour ’homme, les animaux et affecter les cultures irriguées. Dans ce contexte les

pays développés ont établi des normes admissibles qu’il faut respecter (Bedouh, 2014).
4.4.3. Demande biologique en oxygene (DBO)

La demande biochimique en oxygene (DBO) est définie comme étant la quantité
d’oxygéne consommée lors de la dégradation de la matiére organique grace aux
phénomeénes d'oxydation par voie aérobie. Elle se mesure en général a I’obscurité, a 20°C et
pendant 5 jours; c’est ce qu’on appelle DBOS5. La DBOS est un paramétre trés significatif et
révélateur pour I’appréciation de la qualité des eaux. Pour la mesurer, on prend comme
référence la quantité d'oxygene consommeée au bout de 5 jours ; c'est la DBO5. Elle se résume

a la réactionchimique suivante :

Substrat + micro-organisme + 02 — CO2 + H20 + énergie + biomasse (EI Hachimi,
2012; Metahri, 2012; Latifi, 2018).

44.4. Demande chimique en oxygene (DCO) :

C’est la quantité d’oxygeéne nécessaire pour oxyder toutes les matiéres organiques et

les matieres minérales contenues dans 1’eau. D’aprés, Généralement la valeur de la DCO est

« DCO =1.5a2fois DBO : pour les eaux usées urbaines.
« DCO =1 2a10 fois DBO : pour tout I’ensemble des eaux résiduaires ;
« DCO > 2.5 fois DBO : pour les eaux usées industrielles

La relation empirique de la matiére organique (MO) en fonction de la DBO5 et la
DCO est donnée par 1’équation suivante : MO = (2 DBOS5 + DCO)/3 (1.2) (Djeddi, 2006;
Metahri, 2012).

445. Labiodégradabilité

Capacit¢ d’une substance organique a é&tre décomposée par des processus

biochimiques. Selonla structure moléculaire de ces substances, leur biodégradabilité sera
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plus au moins effective. La biodégradabilité est exprimée par un coefficient K, tel que K=
DCO/DBOS5 (1.3).

* Si K<1.5 : cela signifie que les matiéres oxydables sont constituées en grande partie

de matiere fortement biodégradables.

* Si 1.5<K<25 : cela signifie que les matiéres oxydables sont moyennement

biodégradables.
* Si2.5<k<3 : les matieres oxydables sont peu biodégradables.
* K>3: les matieres oxydables sont non biodégradables (Metahri, 2012; Bakiri, 2014).
5. Traitements des eaux des usées

Les traitements sont la premiére barriere contre les risques posés par les
contaminants. Ils vont permettre de réduire considérablement la charge excrétée dans
I’environnement. Pour évaluer leurs effets sur les contaminants, nous allons d’une part
étudier ’efficacité spécifique de chacun d’entre eux et d’autre part nous présenterons des
analyses d’eaux usées épurées. Les traitements des eaux usées sont classées en trois

catégories : traitement primaire, secondaire et tarsier (voir la figure 02) (Baumont, 2009).
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Figure 2: Traitements des eaux des usées (Vincent, 2011)
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5.1. Prétraitement

Les prétraitements sont une phase d’épuration grossiere. On ¢élimine tous les ¢léments
solides volumineux et grossiers (sables, corps gras) qui pourraient d’ailleurs endommager

les installations par la suite (Moulin et al., 2012).
5.11. Le dégrillage

La premiére étape du prétraitement est le dégrillage, est une opération indispensable
plus ou moins efficace, qui permet de séparer les déchets solides (papiers et plastiques
essentiellement) des eaux usées qui arrivent a la station. Un rateau vient régulierement
débarrasser ceux-ci de la grille. Ces papiers et plastiques sont ensuite collectes pour étre

envoyes en centre de traitement (Marsault et al., 2013; Laabassi, 2016).
5.1.2. Le dessablage

Pour prévenir les dépdts dans les canalisations, protéger les organes mécaniques
(pompes) contre ’abrasion et éviter de perturber les autres étapes de traitement. Les sables,

recueillis généralement par raclage en fond de bassin, sont recyclés (Attab, 2011).

5.1.3. Le dégraissage _ Déshuilage

C’est une opération destinée a réduire les graisses et huiles non émulsionnées par
simple sédimentation physique en surface il est évident que les huiles et les graisses
présentent de multiple inconvénients dans le traitement biologique ultéricur, tels qu’une
mauvaise diffusion de lI'oxygene dans le floc bactérien. Ces deux procédés visent a éliminer
la présence des corps gras dans les eaux usees, qui peuvent géner I'efficacité du traitement

biologique qui intervient en suite (Metahri, 2012; Laabassi, 2016).
5.2. Traitement primaire

Le traitement primaire au sens strict est un traitement physico-chimique. Il est
possible d’ajouter dans I’eau des agents coagulants et floculant. On peut alors récupérer un
grand nombre de particules en suspension par décantation ou flottation (Boues physico-
chimiques) (Moulin et al; 2012).

5.2.1. La décantation

C’est la phase de séparation gravitaire des matieres insolubles dans 1’eau, Permet

d'éliminer environ 70 % des matiéres en suspension. Celles-ci se déposent au fond du bassin
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ce sont les boues primaires. Elles sont ensuite récupérées par raclage du fond du bassin, puis

envoyeées a I’épaississeur (Rodier et Legube, 1996).
5.2.2. La flottation

Visant a séparer les phases solides des phases liquides par la poussée d’Archimede.
En flottation naturelle, les flocs de faible densité remontent librement a la surface. La

flottation assistée s’obtient par I’injection d’air (Bakiri, 2014).
5.23. Coagulation-Floculation

Le principe est de favoriser I’agrégation des molécules en suspension grace aux
techniques de coagulation et de floculation de fagon a augmenter la sédimentation grace a
I’obtention de flocs plus gros. Durant la phase de traitement primaire, une quantité
importante de la pollutiontotale est éliminée (abattement de MES pouvant atteindre 90% et
de la DBO de I’ordre de 35%. La DCO et la concentration en azote peuvent également étre
réduits durant cette phase. Les matieres solides extraites représentent ce que I’on appelle les

boues primaires (Bassompierre, 2007).
5.3. Traitement secondaire

Ces traitements sont biologiques et permettent d’éliminer les polluants dissous. Pour
cela on utilise des populations de micro-organismes capables de les consommer (Moulin et
al., 2012).

5.3.1. Traitements secondaires aérobies

Ce type de traitement fait appel aux bactéries aérobies qui se développent en présence

d’oxygene. La dégradation des polluants est effectuée par des réactions d’oxydation dans un

milieu aéré (Bakiri, 2014).
5.3.1.1 Les boues activées

Le procédé dit a "boues activées™ est basé sur une culture bactériologique ment tres
active mélangée avec des eaux usées, qui permet la dégradation aérobie de la matiere
organique, dans le bassin d’aération. La biomasse ainsi formée constituant la phase solide

est éliminée par décantation dans le décanteur secondaire (Bakiri, 2014).
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5.3.1.2. Les lits bactériens

Le principe de fonctionnement d’un lit bactérien quelques fois appelé filtre bactérien
ou filtre percolateur, qui consiste a ruisseler I'eau a traiter, préalablement décantée ou au
moins bien tamisée, sur une masse de matériau servant de support aux microorganismes
épurateurs qui y forment un film. L’eau contient de 1’oxygéne soit par tirage naturel soit par
aération forcée. Les pollutions contenues dans I’eau, ainsi que 1’oxygene, diffusent a travers
le film biologiquepour y étre dégradées par les microorganismes. Inversement, les sous-

produits et le dioxyde de carbone s’éliminent dans les fluides en circulation (Picard, 2011).
5313 Lelagunage

Utilise des mécanismes naturels pour traiter les eaux usees : bactéries, photosynthése
et pouvoir germicide de la lumiére et de certaines algues. Un traitement par lagunage
comprend en geneéral trois types de bassins : un bassin anaérobie, un bassin facultatif et un

bassin de maturation (Baumont, 2009).
5.3.2. Traitement secondaire anaérobie

Ce traitement s’effectue en condition d’anaérobiose c'est-a-dire en absence
d’oxygene. Les bactéries anaérobies assurent la décomposition métabolique des composés

biodégradables par des processus de fermentation (Bakiri, 2014).
5.4. Traitement tertiaire

Les traitements tertiaires souvent considerés comme facultatif ou complémentaire
permettent d’affiner ou d’améliorer le traitement secondaire. De telles opérations sont
nécessaires pour assurer une protection complémentaire de 1’environnement récepteur ou
une réutilisation de I’effluent en agriculture ou en industrie. Les traitements tertiaires visent

a améliorer la qualité générale de 1’eau (Metahri, 2012).
54.1. Ladésinfection

Elle est nécessaire lorsque les eaux usées traitées sont rejetées dans un milieu
aquatique a usage balnéaire (plages, zones d’activités nautiques ou touristiques...) ou pour
diminuer le risque de contamination humaine (prise d’eau potable, conchyliculture...). Pour
éliminer les germes pathogeénes, les techniques classiques sont utilisées : chloration,
ozonation ou irradiation par rayonnement ultraviolet (UV). Toutefois les composés

chlorés se révelent toxiques pour I’écosysteme aquatique. C’est pourquoi le traitement
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privilégié est plut6t la désinfection par UV. Cette technique nécessite par ailleurs des eaux
claires (Renou, 2006).

54.2. Les traitements de finition

Pour certains usages, il est conseillé d’atteindre des concentrations trés basses en
MES, en DBO, en DCO, en azote ou en phosphore. Plusieurs procédés peuvent alors étre
utilisés comme traitement d’affinage. L’avantage de mettre un traitement tertiaire est de
pouvoir cibler le paramétre polluant a traiter et de dimensionner 1’ouvrage en conséquence.
C’est le cas de la filtration sur sable qui permet de réduire les MES. Des traitements
secondaires, comme la bio filtration ou le lagunage, sont également employés (Renou,
2006).

5.4.3. Le traitement sur charbon actif

Il peut étre intéressant pour 1’élimination de certaines molécules résistantes aux
traitements biologiques, bien souvent lorsque la STEP accueille des eaux industrielles. 11

permet par exemple d’enlever la couleur de I’effluent (Renou, 2006).
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Chapitre 11 Perturbateurs endocrinien

1. Le systéme endocrinien
1.1. Définition

Le systéeme endocrinien (SE) est constitué d’organes et d’ensembles de cellules
specialisées dans I'élaboration de messagers chimiques, pour se faire, les organes
endocriniens (également appelés glandes endocrines) ont pour réle la production et le
relargage sécrétent hormones agissant a titre de messagers chimiques et qui sont libérées
dans la circulation sanguine pour atteindre des récepteurs nucléaires ( protéines ou

glycoprotéines ) localisés sur des cellules cibles (Trabelsi-Ayadi et al., 2017; Darde, 2018).
1.2.  Lesorganes de systtme endocrinien

Le systeme endocrinien regroupe les glandes peuvent produire une ou plusieurs
hormones et certaines glandes peuvent aussi avoir, en plus de leurs fonctions endocriniennes,
d’autres fonctions non endocriniennes. Les glandes envoient des messages par 1’entremise
des hormones, lesquelles voyagent par les vaisseaux sanguins jusqu’a ce qu’elles atteignent
la cible prévue et délivrent ledit message aux cellules visées. Une fois a destination, elles
déclenchent 1’effet désiré, soit la production d’une autre hormone, la reproduction, la
croissance, le développement, et le comportement des étres vivants. Les glandes qui
sécretent des hormones : glande pinéale, hypothalamus, hypophyse, glande parathyroide,
glande thyroide, thymus, glandes surrénales, ilots pancréatiques, ovaires, testicules, tissus
adipeux (voir la figure 03) (Poirier, 2018; desbiolles et Gaillot, 2019).

Glande pinéale
e Hypothalamus B
Hypothal, -,

¥ Hypophyse —/

Glande parathyroide ————
M S 0
——————————Glande thyroide —=
8- 69
Thymus =
-~ f’** Glandes surrenales

\—— llots pancréatiques

Ovaires
e 0 — Testicules
Tissus adipeux

LE SYSTEME
INIEN

Figure 3: les organes de systeme endocrinien (Poirier, 2018).
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12.1. Lesglandesendocrines

On parle de véritables glandes endocrines quand il s’agit d’une structure spécialisée
uniquement dans la sécrétion d’hormones, produits qui sont déversés dans le sang et qui
agissent sur le fonctionnement ou le développement des autres organes. Parmi les véritables
glandes endocrines, on peut citer la thyroide, les surrénales, I’hypophyse et Une méme

glande endocrine peut sécréter plusieurs types d’hormones (Ben Ali, 2016).
1.2.2. Lesglandesexocrines

Quand on parle de glande exocrine, il s’agit d’une glande dont la sécrétion n’est plus
libérée dans le milieu intérieur dans le sang mais qui est libérée dans le milieu extérieur,

comme :
- Le pancréas qui fabrique des enzymes digestives, liberées dans le duodénum.
- Le testicule avec les spermatozoides.
Ces 2 glandes sont a la fois endocrines et exocrines (Ben Ali, 2016).
1.3. Les hormones
1.3.1. Définition

Les hormones sont des substances chimiques « médiatrices » sécrétées par les glandes
endocrines et qui sont transportées par le sang pour exercer une action spécifique sur d’autres
tissus ou organes, ou une cellule cible éloignée par rapport a elle. La cellule cible posséde
un récepteur spécifiqgue a cette hormone. Les hormones agissent de quatre manieres

différentes.

A) De maniére endocrine, I’hormone est relachée dans la circulation sanguine afin

d’atteindrela cellule cible.
B) De maniere paracrine, I’hormone agit sur des cellules cibles proches.
C) De maniere autocrine, I’hormone cible les récepteurs de la cellule sécrétrice.

D) De maniére intracrine, ’hormone agit sur la cellule sécrétrice sans passer par

I’espace extracellulaire.

C’est I’interaction hormone-récepteur qui déclenche la réponse de la cellule cible au

message apporté par ’hormone. La réponse cellulaire est contrdlée : lorsque la cellule a
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assuré ses besoins, la signalisation est arrétée (Ait El Cadi, 2011; Barbier, 2011; Darde,
2018).

13.2. Lestypes d’hormones
Il existe 4 catégories d’hormones différentes (voir le tableau 01) (Laetitia, 2015).

Tableau 1 : les différentes catégories d’hormones

- Un seul acide aminé
Hormones dérivées )
& amine (tyrosine ou tryptophane)| iy qrophile Fixation sur
derive des récepteurs de surface

Hormones peptidiques | Chaine d’acidesaminés

5 L., i Lipophile Fixation sur
Hormones stéroides Dérivé du cholestérol Pop

des récepteurs
Dérive de lipides ou intracellulaire ou

phospholipides nucléaire

Hormones lipidiques

1.3.3. Lerole des hormones

Les hormones jouent le rdle de messager chimique. Elles ont des fonctions
essentielles et variees ; elles stimulent la croissance et le développement, régulent les
pulsions et les humeurs(ex. Pulsions sexuelles, violence, colére), contrélent les grandes
constantes physiologiques (ex. température corporelle, glycémie, pression artérielle). Cela
signifie qu’une altération du systeme endocrinien peut perturber notre équilibre et, dans

certains cas affecter notre santé (voir le tableau 02) (Genet, 2019).
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Tableau 2: Fonctions qui nécessitent l'action d’hormones (Gilbert Barbier, 2011).

Production de gameétes, facteursde
Androgénes, cestrogenes, ) ) )
) croissance, lactation, gestation
progestérone, hormones ] _ o
) instauration des caractéristiques
hypophysaires (LH, FSH, )
) secondaires et
prolactine)
du comportement sexuel

Hormone de croissance, hormones

thyroidiennes, insuline, ) )
. . Large action sur la croissance
Glucocorticoides, androgenes,

cestrogénes, progestérone

Vasopressine, aldostérone, A
) Controle du volume et de la
hormone parathyroidienne et i . .
] ) pression artérielle. Contréle dela
prostaglandine VVasopressine, ;
) balance des électrolytes.
aldostérone, hormone
) Controle des o0s, des muscles etde
parathyroidienne et )
) la graisse
prostaglandine

Insuline,  glucagon, hormones ; ) ; i
Régulation du métabolisme

thyroidiennes

2. Les perturbateurs endocriniens
2.1. Definitions

Les perturbateurs endocriniens sont actuellement source de trés nombreuses études
scientifique et d’autant d’inquiétudes quant & leur place et leur responsabilité dans de
nombreuses pathologies reproductives somatique ou psychiques. La notion de perturbateur
endocrinien (PE) est apparue a la fin du 20éme siécle pour définir, selon la Communauté
Européenne : « toute molécule ou agent chimique, interférant avec les fonctions du systeme
hormonal d'un organisme vivant, et qui risque d'influer négativement sur les processus de
synthese, de sécrétion, de transport, d'action ou d'élimination des hormones naturelles ». Les
perturbateurs endocriniens sont des substances exogénes altérant les fonctions du systeme
endocrinien et induisant donc des effets nocifs sur la santé d'un organisme intact, de ses
descendants ou (sous) populations. Un perturbateur endocrinien peut interférer avec la
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synthése, le stockage, la libération, la sécrétion, le transport, I’élimination ou ’action des

hormones (Laetitia, 2015).
2.2. Classifications des PEs

En fonction de leurs origines et de leurs modes d’actions, on peut définir 3 classes

des Perturbateurs endocriniens : naturelle, synthétique et anthropique (Laetitia, 2015).
2.2.1. Lessubstances naturelles

Sont des hormones synthétisées par L'organisme humain qui est capable de
décomposer facilement et d'excréter rapidement ces substances. Elles restent trés peu de
temps dans l'organisme et ne s'accumulent pas dans les tissus comme c'est le cas de certaines
substances anthropiques. Elles comprennent la progestérone, I’cestrogéne, la testostérone,
L’insuline. Cependant ce type d’hormones n’est pas uniquement présent chez ’Homme. En
effet on en retrouve dans les gonades des animaux et dans les végétaux sous forme de phyto-
cestrogéne comme dans le soja. Ces hormones sexuelles sont des stéroides dérivant du
cholestérol, qui conduit a la biosynthése de ces hormones dans les gonades (testicules et
ovaires) et les tissus périphériques tels que les glandes surrénales (voir la figure 04)
(Laetitia, 2015; Trabelsi-Ayadi et al., 2017).

Sfér‘o'l'dogéné,se cortisol €21

HOH,C__O
/ H
o

OH
O &
aldostérone C21
HOH,C__ O
HO D';Hcl E
o

testostérone C19 estradicl C18

cholesterol €27

e progesterone COEI
OH
HO o

Figure 4: Synthese des hormones stéroidiennes (Robert, 2017).
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2.2.2. Lessubstances de synthéese

Sont la plupart du temps des hormones identiques aux hormones naturelles. Elles

comprennent :
« Les hormones utilisées dans les contraceptifs (progestérone et cestrogéne) oraux.
« Les hormones de traitement de la ménopause.

« Les hormones pour pallier au déficit hormonal de certaines maladies (Exemple le
diabéte).

Dans tous les cas, elles sont fabriquées et administrées & I’homme pour accomplir 2 taches:
« Pallier au manque ou déficit d’hormones du systeme endocrinien.
* Réguler le systeme endocrinien.

Ces produits pharmaceutiques agissent par compétition avec les hormones endogenes,
parblocage ou en activant certaines voies métaboliques, ou encore en remplacement des
cestrogenes endogenes. Il s’agit donc d’une utilisation a des fins médicales dans le cas de
pathologies définies ou pour assurer une protection sexuelle (Ibn Hadj Hassine, 2014 ;
Laetitia, 2015).

2.2.3. Lessubstances anthropiques

Il n’existe pas de classification officiclle des substances d’origine anthropique
suspectées d’étre des perturbateurs endocriniens. Elles comprennent des produits chimiques
congus pour étre utilisés dans I’industrie (produits d’entretien industriels par exemple),
I’agriculture (pesticides) et des biens de consommation (additifs des plastiques par exemple).
Elles incluentaussi les substances chimiques qui sont des sous-produits industriels comme
les dioxines (Duval et Simont, 2010; Robert,2017).

2.3. Mode d’action

Les mécanismes d’action de PE encore mal connus sont complexes et vont au-dela
de la simple action sur les récepteurs hormonaux ou aragne spécifique une substance peut
perturber le fonctionnement endocrinien de trois facons (Barbier, 2011; Pilliére et
Bouslama, 2016).
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2.3.1. Effets hormono-mimétiques

Une substance hormono-mimétique est capable de mimer 1’action d’une hormone
endogene gréce a une forte similarité de structure moléculaire avec 1’hormone. La substance
peut ainsi se lier au récepteur cible et induire les mémes effets (effets dits agonistes). Les
perturbateurs endocriniens les plus connus ayant un effet hormono-mimétique sont ceux a
activité ostrogénique comme le DES ou le Chlordécone (voir la figure 05) (Barbier, 2011 ;

Pilliéreet Bouslama, 2016).

PE
Récepteur

Cellule cible Réponse a un

" moment inapproprié

‘ Perturbation

endocrinienne

Figure 5: Effets hormono-mimétiques (Laetitia, 2015).

2.3.2. Effet agoniste

Le perturbateur endocrinien peut mimer 1’action d’une hormone naturelle et entrainer
ainsi la réponse due a cette hormone. Certaines substances n’altérent pas le récepteur de
I’hormone, mais agissent sur I’hormone elle-méme. Elles peuvent déréguler la synthese de
I’hormone, Comme le kétoconazole qui inhibe les cytochromes P450 et par conséquent la
synthese de testostérone. D’autres substances comme les phtalates bloquent le transport de
I’hormone. En particulier les hormones lipophiles dépendantes de transporteurs pour
atteindre leurs cellules cibles, comme la Sex Hormone-Binding Globulin (SHBG) (voir la
figure 06) (Barbier, 2011; Pilliére et Bouslama, 2016).

25



Chapitre 11 Perturbateurs endocrinien

Réponce cellulaire identique

Figure 6: Effet agoniste (Laetitia, 2015).

2.3.3. Effet antagoniste

La substance perturbatrice endocrinienne se fixe sur le récepteur sans I’activer, en
empéchant la liaison de I’hormone endogene a son récepteur. 1l bloque le fonctionnement
de récepteur qui affecte les fonctions cellulaires normales liées a I’hormone, en empéche la
fixation du complexe hormone/récepteur sur I’ADN, et donc I’activation des génes cible
(exemple de perturbateur endocrinien a activité anti-androgénique bisphénol A) (voir la

figure 07) (Barbier G, 2011; Pilliere et Bouslama, 2016).

N

<

e

Pas de régulation

Figure 7: Effet antagoniste (Laetitia, 2015).

2.3.4. Effet de géne ou blocage

Effet de géne ou blocage affecte la biodisponibilité des hormones, en jouant sur leurs
mécanismes de synthese de dégradations ou de circulations. Elle peut géner ou bloguer le
mécanisme de production ou de régulation des hormones ou des récepteurs et ainsi modifier
les concentrations d’hormones naturellement présentes dans 1’organisme (voir la figure 08)

(Barbier, 2011; Pilliére et Bouslama, 2016).
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Figure 8: Effet de blocage des perturbateurs endocriniens (Laetitia, 2015).

2.4. Lesdifférentes PEs
24.1.  Le bisphénol A

La classe le plus connu et le plus utilisé est le bisphénol A (BPA) qui est un Composé
chimique de synthese, dans les années 30, le bisphénol A a d’abord été synthétisé comme
médicament a activité ostrogénique. Mais les propriétés du DES aI’époque ont été préférées
a celles du BPA, depuis les années 1960, dans un grand nombre d’applications industrielles.
La fabrication de plastique (de type polycarbonate) constitue une part majoritaire de son
utilisation ; une autre part importante sert a la synthese de resines époxydes22. Le BPA est
aussi utilisé comme composant de diverses résines (ex. polyester, polysulfone, polyacrylate,
vinylesters). Il intervient dans la synthese de certains retardateurs de flamme et comme
révélateur dans les papiers thermiques (ex. tickets de caisse, recus de cartes bancaires). Le
bisphénol A (ou BPA) est un perturbateur endocrinien pour la santé humaine officiellement
reconnu par I’agence européenne des produits chimiques (ECHA) depuis 2017, le BPA peut
pénétrer profondément par la peau, sans que le lavage ne puisse plus 1’éliminer. Il provoque
des troubles de la fertilité, une toxicité mammaire en fonction de la fenétre d’exposition, Des
troubles métaboliques, des déficits neurocomportementaux etc (Ben Sghaier, 2017;
Dagher, 2019; desbiolles et Gaillot, 2019; Genet, 2019).

24.2. Lesdioxines

Les dioxines sont des sous-produits non intentionnels de certaines transformations
chimiques .Elles regroupent les poly-chlorodibenzodioxines (PCDD) et les
polychlorodibenzofuranes (PCDF) mises en ceuvre principalement dans des procédés
industriels (métallurgie, incinérateurs d’ordures ménageres...). Les dioxines ne sont pas

fabriquées intentionnellement par I'Homme. (Brochure) Ils sont produits lors de
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phénomeénes de combustions incomplétes, fusion, blanchiment au chlore des pates a papier
ou lors de la fabrication de certains herbicides et pesticides. Elles peuvent également se
former a ’occasion de phénomeénes naturels comme les éruptions volcaniques ou les feux de
foréts, le mode de contamination est essentiellement alimentaire (viande, produits laitiers,
poissons et fruits de mer) avec des cas de contamination sévere justifiant une surveillance
sanitaire, la molécule la plus connue et la plus étudiée est le tétra-chlorodibenzodioxine
(CTDD), connue sous le nom de dioxine de Seveso, classée comme cancérigene et PE (
Duval et Simont, 2010; Ait El Cadi, 2011; Nassouri et al., 2012).

24.3. Les parabénes

Les parabenes sont des esters de l'acide p-hydroxybenzoique qui sont I’agrément
utilisés comme conservateurs dans les cosmetiques ainsi que dans les aliments et les
médicaments. Grace a leurs proprietes antibactérienne et fongicide. Les parabenes les plus
couramment utilisés dans les cosmétiques sont le méthylparaben, le propylparaben, le
butylparaben et I'éthylparaben. L’industrie a fabriqué des parabénes de synthése afin de
mieux conserver les produits qui associent huile et eau. Ce milieu est effectivement
favorable au développement de germes. Depuis avril 2015, la commission européenne a
édité de nouvelles régles concernant le buthylparabéne et le propylparabéne contenus dans
les cosmétiques. Depuis, ils sont interdits dans les produits cosmétiques sans ringage (Duval
et Simont, 2010; Monneret,2017; Dagher, 2019).

244. PCB

Les polychlorobiphényles sont des composants aromatiques halogénés synthétiques
destinés ala fabrication d’isolants électriques et lubrifiants, la demi- vie des PCBs est estimée
parfois a plus de 10 ans et il en existe 209 différents types dans la nature. On les retrouve
actuellement principalement dans les aliments gras comme le poisson (puisqu’ils sont
stockés dans les cellules graisseuses), les produits laitiers, le beurre, la viande, mais aussi
dans de vieilles peintures entre autres. La contamination de I’homme se fait donc
principalement par voie alimentaire, mais également par voie aérienne et cutanée, Ils sont
reconnus comme cancérogenes par le CIRC (centre international de recherche sur le cancer),
Les effets les plus remarqueés en plus de I’effet cancérogéne, sont les effets neurotoxiques et

reprotoxiques (Nassouri et al. 2012; Dagher, 2019).
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24.5. Les pesticides

Les pesticides sont des produits chimiques destinés a protéger les cultures, Le
gouvernement apublié le 13 juillet 2017 une liste de plus de 600 pesticides susceptibles d’étre
perturbateurs endocriniens. Les principaux pesticides peuvent étre classes en 4 groupes : les
organochlorés, les organophosphorés, les carbamates et les pyréthroides, ou selon leurs

mode d’action :

Les insecticides (qui tuent les insectes néfastes).

Les herbicides (qui détruisent les mauvaises herbes).

Les fongicides (qui s’attaquent aux champignons).
* Les parasiticides (qui évacuent les parasites).

Les pesticides ne restent pas exclusivement dans les sols ou ils sont épandus. A cause
de I’évaporation, une grande partie de ces substances est dispersée dans I’atmosphére causer
des dommages ou interférer dans ’ensemble du processus de production (de la plantation a
la commercialisation) d’aliments, de produits agricoles, de bois, et d’aliments pour animaux

(Darde, 2018; Dagher, 2019).
24.6. Les phtalates

Les phtalates sont un groupe de molécules dérivées de ’acide phtalique ou les esters
des palatales sont d’esters d’alkyle aryle ou de dialkyle d’acide 1,2 benzénedicarboxylique.
Ils comportent deux sous-groupes : Les phtalates a chaine courte et a chaine longue, certains
de ces dernieres possedent une activité de PE. Certains phtalates sont des plastifiants,
notammentutilisés dans la fabrication du polychlorure de vinyle (PVC) auquel il confere la
flexibilité voulue et facilitent sa mise en forme. On les retrouve donc dans des centaines
d’articles ou de consommation courante tels que des jouets et equipements en matiere
plastique. Ils sont libérés par la matiere et migrent donc trés facilement, ils envahissent ainsi
I’air que nous respirons, les aliments que nous ingérons avec lesquels ils ont été en contact.
Ils peuvent nous contaminer également par exposition cutanée. Les phtalates ont nombreuses
conséquences sanitaires, comme des troubles de la fertilité, des atteintes cancéreuses
augmentées (ovaires, prostate), ou des troubles métaboliques comme 1’obésité par exemple)
(Laetitia, 2015; Dagher, 2019; Genet, 2019).

29



Chapitre 11 Perturbateurs endocrinien

24.7. Les phytoéstrogénes

Les phyto-oestrogenes, composés dérivant des plantes, possedent des structures
chimiques similaires aux oestrogenes. Est capables de se fixer sur le récepteur aux
cestrogenes. Ce sont des perturbateurs endocriniens non stéroides et sont retrouvés dans de
nombreux aliments comme le soja. La majorité des phyto-cestrogénes appartiennent au

groupe des flavonoides. Ce dernier est divisé en trois catégories principales :
« Les isoflavones présentes dans les légumineuses.
« Les lignanes sont retrouvés dans diverses céréales.

« Les coumestanes, essentiellement représentés par le coumestrol, présents dans les
luzernes utilisees en alimentation animale. Ces composés induisent des réponses
oestrogeniques dans les essais in vitro chez certains mammiferes ainsi que des effets

deléteres sur la faune naturelle (Ibn Hadj Hassine, 2014; Darde, 2018).
2.5. Les effets des perturbateurs endocriniens

Les perturbateurs endocriniens sont suspectés responsables de plusieurs troubles
observés chez la population mondiale. Leurs effets sur la santé déependront des facteurs

suivants :
« Laspécificité du perturbateur impliqué.
 Le niveau d'exposition.
« Letemps d'exposition (heures, jours, années).
 L'état de santé de l'individu exposé (Camard et Colombier, 2019).
25.1. Effetssur la reproduction
25.1.1. Chez ’homme

Chez I’homme, Ila été suggéré que les perturbateurs endocriniens étaient responsables

d’une :

« La détérioration des fonctions de reproduction, qui se manifeste par une réduction

de la qualité du sperme et pose des probléemes de fertilité.

« La perturbation du développement du feetus masculin entrainant une malformation

du Tractus urogénital : la non-descente des testicules (cryptorchidie) ou le positionnement
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Anormal de I’ouverture de I'urétre (hypospadias).

 Le cancer des cellules germinales testiculaires (Jorgensen, 2002; Boisen et al.,
2004; Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

25.1.2. Chez la femme

Chez la femme, de nombreux dysfonctionnements du systéme reproducteur sont
suspectés d’étre dus a I’exposition a des PE. Les troubles de la fertilité chez la femme sont
dus a des mécanismes physiopathologiques variés, telles que des pathologies tubaires, des
endométrioses, des folliculogenéses anormales, des malformations utérines, des troubles de
I’ovulation etc... Le moment de la puberté peut étre influencé par des signaux (protéines,
neurotransmetteurs...) en provenance des gonades, mais également de 1’hypothalamus. Des
signaux environnementaux tels que la nourriture, la lumiére, des produits chimiques
exogenes ou d’autres facteurs de stress peuvent influencer I’axe hypothalamique et
provoqguer une puberté précoce. Et aussi des problémes au cours de la grossesse, tels que
I’avortement spontané, la grossesse extra-utérine, la mort feetale, la mort naissance,
I’accouchement prématuré, le faible poids de naissance ou la modification de la sex-ratio.
Ils sont également suspectés d’étre a 1’origine de I’endométriose (maladie gynécologique
liée a la présence de muqueuse utérine en dehors de la cavité utérine) ou encore de fiboromes
utérins. Les données épidémiologiques des effets des contaminants environnementaux sur la

fertilité féminine ont fait l'objet d’articles de synthéses (Laborie, 2015; Darde, 2018).
25.2. Effetssur le métabolisme

Une corrélation entre perturbateurs endocriniens et maladies métaboliques est
suspectée, certains d’entre eux auraient un effet adipogéne, favorisant 1’obésité, la

survenue de diabete ou de dysfonctionnements thyroidiens (Shafei et al., 2018).
2.5.2.1. Obésité

L’obésité touche également une population de plus en plus jeune. Il est maintenant
prouvé quecertains PE sont obésogenes. Le BPA par exemple, comme le démontre. Est I’'une
des substances chimiques capables d’induire une prédisposition plus importante a
développer un surpoids pathologique. Il est méme évoqué I’hypothése que 1’obésité serait
programmée par I’exposition précoce dans la vie des enfants. Barker, qui explique
I’apparition de troubles métaboliques a 1’age a adulte par I’exposition in utero a des

substances toxiques telles que les PE. Shafei et son équipe en effectuant une revue de la
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littérature, soulévent I’efficacité potentielle d’une prévention précoce a I’exposition aux PE,
pour diminuer certaines prédispositions a I’obésité (Janesick, 2016; Braun, 2017; Darde,
2018; Shafei et al., 2018).

2.5.2.2. Diabeéte de type 2

Le diabete fait partie de la liste des pathologies suspectées d’étre induites par les PE.
Le mécanisme principal serait une perturbation de 1’équilibre glucido-lipidique via des
actions sur le foie, le pancréas, le tissu adipeux, et le muscle squelettique. Ces anomalies
meéneraient aune résistance a I’insuline. Et notamment en post exposition aux POP. Comme
(phtalat ; pesticide) (Dagher, 2019).

253. Effetssur le Systéeme nerveux et thyroide

Le déeveloppement du systeme nerveux dépend dans une large mesure des hormones
thyroidiennes Qui jouent un réle essentiel dans la physiologie humaine, par exemple, il
participe au développement normal du cerveau et contréle le métabolisme. Dans les troubles
de la thyroide, le risque d'anomalies du développement du systeme nerveux telles que les
troubles du déficit de l'attention, les troubles de l'autisme et les syndromes dépressifs
augmente. Troubles de I'numeur, troubles d'apprentissage ou troubles du comportement. De

plus, les troubles thyroidiens affectent :
« Modifier le systeme complexe d'absorption de I'iode.
 Production d'hormones thyroidiennes.
« Interversion des hormones thyroidiennes.
 Absorption cellulaire, activation de leurs récepteurs.
« Dégradation et élimination directe des hormones (Kabir, 2015; Darde, 2018).
254. Lecancer

Les perturbateurs endocriniens sont suspectés d’étre a Iorigine d’un fort
accroissement de maladies dont une des causes pourrait étre d’origine environnementale.
Certaines substances telles que le Distilbenea ou encore le DDT sont identifiées comme
augmentant le risque de cancer hormono-dépendant chez ’'Homme et chez les femmes (les

cancers prostate, testicule, ovaire sein) (Planchon, 2014).
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254.1. Le cancer de testicule

Le cancer du testicule est un cancer rare ne représentant qu’1 a 2% des cas de cancer
chez ’homme, mais il constitue le premier cancer de I’homme jeune, entre 15 et 35 ans
Depuis plus de 50 ans, I'incidence du cancer du testicule est en forte et constante
augmentation dans la plupart des pays industrialisés. Il a été démontré un lien entre la
quantité de PCB circulant, et le risque de cancer du testicule (t.t) et soit lié¢ au syndrome de
dysgénésie testiculaire (TDS) résultant d'un développement testiculaire prénatal perturbé.
Ces liens sont importants car ils pourraient signifier que plusieurs troubles surviennent a
différentes périodes de la vie chez un méme individu , Ses conseéquences en termes de
morbidité (problemes de fertilité et difficultéspsychologiques) sont trés importantes, et
apparait comme un probleme émergent de santé publiqgue méme si la mortalité est tres
faible de 1’ordre de 0,25/100 000) (Diamanti- Kandarakis et al. 2009; Darde, 2018).

25.4.2. Cancers de sein

Le sein est une glande estrogénodépendante dont le développement démarre pendant
la vie feetale, se poursuit pendant la péripuberté et les phases folliculaires mais dont la
différentiation ne se compléte qu’au cours de la gestation et 1’allaitement. Le cancer du sein
est un cancer dont ’estrogénodépendante est depuis longtemps reconnue. Plusieurs facteurs
de risque de cancer du sein sont liés a 1’exposition aux estrogénes endogenes (puberté
précoce, ménopause tardive, nulliparité, obésité, etc.) ou exogenes (contraception orale,
traitement hormonal de la ménopause, alcool). Actuellement, de multiples classes de PE sont
reconnues comme étant des facteurs de risque de cancer du sein. Le mécanisme le plus
courant est I’action oestrogene-like de plusieurs substances, comme le BPA notamment, le
DES I’ayant précédé, les phytoestrogéenes, les hydrocarbures et les organochlorés par
exemple (Fénichel, 2011; Morgan et al., 2017).

255, Effets toxiques

Les PEs agissent a faible dose. De plus ces molécules peuvent avoir des effets
toxiques transgénérationnels. Contrairement aux substances toxiques « classiques » qui
alterent directement les fonctions de ’organisme, les PE perturbent la communication
intercellulaire et les fonctions dont résulte cette signalisation. Ils agissent a faibles doses,
mimant leshormones ou s’opposant a leur acte. L’exposition a I’age adulte n’a pas forcément
les mémes conséquences, I’organisme étant capable de mettre plus aisément en place des

mécanismes de compensation. Des précautions particuliéres doivent étre prises concernant
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la fabrication des jouets, des objets en contact avec la bouche, des vétements et des
emballages alimentaires pour limiter la diffusion de substances indésirables (Duval et
Simont, 2010; Dolbois, 2017).
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Chapitre 111 Tests de cytotoxicité et génotoxicité

1. Cytotoxicité
1.1. Définition

La cytotoxicité est une des stratégies majeures employées par le systeme immunitaire
pour combattre les agressions extérieures et les agents chimiques ou biologiques a étre
toxique pour les cellules, éventuellement jusqu'a les détruire. Elle est évaluée en enregistrant
des changements de l'indice mitotique (IM) des cellules méristématique aussi elle est
important pour la surveillance de routine de la santé cellulaire et le taux de prolifération
(\Vély et Vivier, 1996; Kim et al., 2016; Cudazzo et al., 2019; Santos Filho et al., 2019).

1.2.  Analyse de cytotoxicité

Le test de cytotoxicite est un test colorimétrique largement reconnu comme méthode
fiable permettant d’évaluer la viabilité cellulaire comprennent des tests d'activité cellulaire
et des tests d'identification morphologique. Le test de cytotoxicité consiste a comptabiliser
de pourcentage des cellules vivants représente par l'indice mitotique (IM), apres exposes
d'une culture de cellule a une gamme étendue de concentration de génotoxique (Fasla, 2009;
Techer, 2013; Lai et al., 2017).

1.2.1. Essais d’exclusion de colorant
1.2.1.1. Test d’exclusion de colorant bleu trypan

Le bleu de trypan est un réactif de couleur bleue qui interagit uniquement avec les
cellules endommagées. La coloration en bleu de ces derniéres permet de déterminer le
nombre de cellules mortes et de cellules vivantes Le nombre de cellules vivantes et mortes
est déterminé directement par comptage en cellule de Malassez apres coloration au bleu
Trypan. Les cellules vivantes, dont la membrane est intacte, sont imperméables aux
colorants vitaux comme le bleu Trypan, alors que les cellules mortes, qui ont perdu
I’intégrité de leur membrane cytoplasmique, se colorent en bleu. La viabilité cellulaire a été

calculée comme suit :
Viabilité (%) = [(cellules totales - cellules colorées en bleu) / cellules totales] x 100

Bien que ce test soit un contrble rapide utile de la viabilité des cellules apres
Iisolement d'un organe, ou avant I'ensemencement pour la culture cellulaire, il n'est pas

suffisamment sensibleou fiable (voir la figure 01) (Stone et al., 2009; Techer, 2013; Ali
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Abbas, 2015; Sari Hassoun, 2015).
1.2.1.2. Test d’exclusion de colorant érythrosine B

L'érythrosine B, également connue sous le nom de FD&C Red No. 3, est un colorant
tétraiodofluorescéine, qui est largement utilisé comme colorant biologique et additif colorant
dans les aliments et les médicaments. Le principe des tests de coloration a I'érythrosine B
repose également sur l'intégrité de la membrane cellulaire comme dans le test de coloration
au bleu trypan Les cellules qui ont une membrane cellulaire intacte peuvent empécher
I'absorption de I'érythrosine B. En revanche, les cellules mortes, qui sont incapables de
maintenir une membrane plasmique intacte, sont colorées en rouge dans les secondes suivant
I'exposition au colorant. En particulier, la coloration a I'érythrosine B présente plusieurs
avantages par rapport a la coloration au bleu trypan, notamment étant non toxique, ne se liant
pas aux protéines sériques et ne nécessitant pas de periode d'incubation avant le comptage
(Stone et al., 2009; Kamiloglu et al., 2020).

1.2.2. Dosages colorimétriques
1221 Test MTT

Le test au MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5) diphényles tetrazolium bromide]
permet unequantification rapide et sensible de la prolifération et la viabilité cellulaire.il est
basées sur l'activité déeshydrogénase des mitochondries des cellules vivantes, est utilisé pour
évaluer la capacité cytotoxique et la sélectivité des cellules cancéreuses. En présence du
substrat MTT, l'activité des mitochondries disparait et donc les sels de tétrazolium sont
transformés en cristaux insolubles de formazan, par l'activité enzymatique de la succinate
déshydrogénase présente dans les mitochondries (Pujalté, 2011; Ali Abbas, 2015; de Lima
et al., 2019).

1222 Test MTS

Le MTS a été initialement développé en tant que nouvel analogue tétrazolium du
MTT dans le test de criblage en micro culture pour la croissance cellulaire un vitro. 1l est
classé dans un groupe plus récent développé de réactifs tétrazolium qui peuvent étre réduits
par des cellules viables pour produire des produits formazan MTS ou {3- (4,5-
diméthylthiazol-2-yl) 5- (3- carboxyméthoxyphényl) -2- (4-sulfophényl} -2H-tétrazolium,

sel interne) est converti en formazan soluble par déshydrogénase mitochondriale de cellules,
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il est exprimé uniquement dans les cellules métaboliquement actives et donc viables. La
quantité de formazan produit estdirectement proportionnelle au nombre de cellules viables
présentes et ce mécanisme peut étreexploité en vue de développer un test semi-automatisé
pour le criblage de composes ayant une activité anti-leishmanienne potentielle. Le test MTS
permet une analyse semi-automatique simple reproductible et fiable pour I'évaluation de la
viabilité cellulaire, efficace pour le criblage de médicaments et les études cinétique de
croissance (Ganguly et al., 2006; Kamiloglu et al., 2020).

1223 Test XTT

Le XTT est une sorte de sel de tétrazolium 2,3-Bis-(2-méthoxy-4-nitro-5-
sulfophényl)-2H- tétrazolium-5-carboxanilide un substrat est capable de pénétrer rapidement
dans les cellules intactes. Ce test est réalisé pour détecter la viabilité des cellules. L’essai de
réduction du XTT dépend de l'activité cellulaire, son utilisation pour évaluer les biofilms
matures peut conduire a des inexactitudes puisque les couches cellulaires inférieures du
biofilm ont tendance a étre relativement quiescentes aux stades ultérieurs de la formation du
biofilm. Formation du biofilm (Silva et al., 2008; Xu et al., 2016; Cen et al., 2018).

1.2.3. Dosage fluormétrique
1.2.3.1. Test Alamar Blue

Le Bleu Alamar est un test plus rapide et plus sensible que le MTT). Il est utilisé
pour évaluer la fonction métabolique et la santé cellulaire. Au cours des 50 dernieres années,
I'AB test a été largement utilisé dans les études de viabilité cellulaire et de cytotoxicité pour
des applications biologiques et environnementales, peut également étre utilisé pour établir
la cytotoxicité relative des agents au sein de différentes classes chimiques Utilisant
l'indicateur REDOX résazurine (forme oxydée), il est possible de mesurer par
spectrophotométrie la prolifération cellulaire. La résazurine est bleue et non fluorescente,
tandis que la résorufine (forme réduite) est rouge et trés fluorescent. 1l s'agit d'une procédure
simple, en une étape, dans laquelle l'activité métabolique entraine la réduction chimique de
I'AB. Le bleu alamar est réduit par FMNH2, FADH 2, NAHD, NADPH et les cytochromes.
Le bleu d'alamar est fluorescent et change de couleur en réponse a la réduction chimique, et
I'étendue de la conversion est un reflet de la viabilité cellulaire (voir la figure 02) (O’Brien
et al., 2000; Pettit et al., 2009; Rampersad, 2012 ;Bonnier et al., 2015).
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1232 Test CFD A-AM

La fluorescence 5-carboxyfluorescein diacetate acetoxymethyl ester 5-CFDA-AM
est un autre composé utilisé dans les tests fluormétrique de viabilité cellulaire Comme le
bleu alamar. Le 5-CFDA-AM est une cible des enzymes estérases non spécifiques
intracellulaires dans les cellules vivantes. Suite a l'activité enzymatique non spécifique des
esterases, le 5- CFDA-AM est converti en substance fluorescente, la carboxyfluorescéine,
qui est polaire et non perméable a travers la membrane cellulaire des cellules vivantes
(Kamiloglu et al., 2020; Yazdani, 2020).

1.24. Dosage limnométriques
1241 Test ATP

Le test de bioluminescence ATP est une technique courante utilisée pour quantifier
les niveaux d’ATP et de détecter les cellules vivantes. L'ATP intracellulaire est un indicateur
valable de la viabilité des cellules. La synthése de I'ATP et leur interrompue est épuisé par
les ATP ases des que les cellules perdent leur intégrité membranaire et leur viabilité
cellulaire. Laconcentration intracellulaire d’ATP peut varier en fonction des facteurs de
stress cellulaires, des changements physiologiques tels que les maladies et les traitements.
Pour mesurée I'ATPil faut que les cellules deviennent dabord perméables a I'ATP afin que
I'enzyme luciférase puisse interagir avec I'ATP intracellulaire. Ensuite, les ATP ases
intracellulaires sont inactivées et enfin la lumiére est mesurée par des luminometres pour

déterminer les niveaux d'ATP intracellulaire (Mcelroy, 1947; Kamiloglu et al., 2020).
1.24.2. Test de viabilité en temps réel

Le test de viabilité en temps réel est la seule méthode de viabilité cellulaire qui permet
de surveiller la viabilité des cellules en temps réel. Dans cette méthode, le pro-substrat et la
luciférase perméables aux cellules sont ajoutés au milieu de culture, mais les cellules ne sont
pas lysées pour libérer 'ATP intracellulaire. Au contraire, les cellules viables absorbent le
pro-substrat et le convertissent en "substrat™ qui diffuse dans le milieu de culture. Ensuite,
I'enzyme luciférase utilise le substrat diffusé et génere un signal luminescent. Cette méthode
peut étre appliquée a la fois pour des applications de mesure en continu et pour des tests en
point final (Riss et al., 2016; Cildir et Liman, 2020).
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2. Génotoxicité
2.1.  Définition de génotoxicité

La génotoxicité, appelée également toxicité génétique, représente la capacité de
certains agents physiques, chimiques ou biologiques a provoquer 1’apparition de dommages
a I’ ADN qui peuvent conduire a des mutations génétiques si ces lésions ne sont pas réparées.
Ces agents sont qualifiés de mutagénes. Les génotoxique sont des molécules qui présentent
un effet toxique sur le génome. En particulier une capacité d’altérer le matériel génétique.
Ces altérations peuvent étre soit directes en induisant une modification de I’ADN (mutations
géniques) ou des chromosomes (mutations chromosomiques), soit indirectes comme la
modification de la structure des nucléotides avant incorporation dans 1’ADN ou I’inhibition
des enzymes de synthése ou de réparation (Adn polymerase, ligases, topoisomérases, etc.)
(Mutations genomiques) (Cachot et Dégremont, 2009; Fasla, 2009).

2.2.  Les Tests de génotoxicité

Les tests de génotoxicité visent a mettre en €évidence 1’altération par des composés
chimiques ou physiques du matériel génétique (Acide désoxyribonucléique (ADN) et/ou
chromosome), pouvant conduire, si les lésions génotoxique ne sont pas efficacement et
correctement réparées par les systéemes enzymatiques adéquats, a des mutations. Ils
détecteront donc principalement les Iésions de I’ADN et/ou des chromosomes ou ses
conséquences (effets phénotypiques de mutation génique). Ils ne visent pas a détecter
directement des cellules cancéreuses, mais des cellules normales ayant subi une atteinte ou

agression génotoxique (voir la figure 09)
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Figure 9: Les différents types des tests de génotoxicité (Orsiere et al., 2005)
2.2.1. Testd’Ames

Le test d’Ames est un test simple d’exécution, sensible, de colit modique, permet
I’analyse d’échantillons variés et a été Décrit au début des années 70 par Bruce Ames, le test
d'’Ames consiste a examiner si une substance chimique ou un agent physique est capable
d'induire des mutations spécifiques chez différentes souches de Salmonella thyphimurium
Les souches utilisées sont porteuses d'une mutation dans un des genes gouvernant la synthese
de I'acide aminé histidine. Cette mutation His- rend les souches incapables de pousser sur un
milieu sans histidine. Avec une fréquence tres faible, ces mutations His- reversent
spontanément vers His+ et donc les cellules retrouvent leur capacité a pousser sur un milieu
dépourvu d'histidine. Cette fréquence de réversion peut augmenter en exposant les bactéries
His- a des agents mutagenes. Le test évalue alors la capacité de la substance toxique a induire
une nouvelle mutation dans cette méme région de I’ADN qui se traduira par la réversion de
I’auxotrophie de la souche bactérienne vis- a-vis de I’histidine (voir la figure 10) (Cachot
et Dégremont, 2009.; Fardel et al.,2009).
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Figure 10: Le principe du test Ames (Jain et al., 2018)
2.2.2. Test du micronoyau

Les micronoyaux sont des entités nucléaires indépendantes du noyau principal,
provenant de la perte de fragments chromosomiques ou de chromosomes entiers pendant la
division nucléaire, conséquences respectivement d'effets clastogéne (cassures double brin de
la molécule d’ADN) ou d'effets aneugenes (altérations de [I'appareil mitotique liées
principalement a des interactions avec les protéines). Les test des micronoyaux a donc
pour objet de détecter et numérer ces micronoyaux, dans des cellules traitées in vitro par
I’agent génotoxique ou provenant d’une exposition in vivo (par exemple des lymphocytes
des rongeurs ou de sujets humains exposés a I’agent génotoxique (voir la figure 11)

(Mateucaet al., 2006).

Fragments acentromériques
non rattachables
au fuseau mitotique

Lésions de FADN
induisant une
Agents cassure double-brin |

clastogénes /

Agents
aneugénes Altérations des
protéiues structurant MN
Yapparell mitotique
Perte de
chromosomes
entiers

Figure 11: Schématisation de la formation des micronoyaux (Darolle, 2010)
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2.2.3. Test des échanges de chromatides sceurs

L’échange entre chromatides sceurs (sister chromatid exchange, SCE) reflete des
réarrangements de I’ADN a l’intérieur d’un méme chromosome ; il s’agit d’un échange
complet et réciproque entre les deux chromatides sceurs survenus une mitose réalisées in
vitro.Le test mesure le taux d’échanges entre chromatides sceurs survenus durant une mitose
réalisée in vitro et fait pour I’objectif d’une ligne directrice de ’OCDE pour les essais de

produits chimiques

o SCE est relativement fastidieux a pratiquer ; il nécessite notamment la
réalisation de cultures cellulaires. Il a I’inconvénient de ne pas détecter forcément des 1ésions
fixées. Il requiert pour la surveillance du personnel exposé un préléevement cellulaire et peut

donc a ce titre étre considéré comme invasif.

. SCE est sensible a certains facteurs confondants, notamment le tabac et aussi
la consommation d’alcool. Le polymorphisme d’expression enzymatique constitue aussi un

facteur interférent (Ortege, 2004; Fardel et al., 2009; Fasla, 2009).
2.24. Test du cométe

Le test des cométes aussi appelé en anglais « single cell gel electrophoresis » ou
SCGE est un test simple, peu cofliteux et d’une trés grande sensibilité. C’est un outil
incontournable pour 1’étude de la génotoxicité a I’échelle cellulaire d’une ou plusieurs
substances sur n’importe quel tissu vivant constitué de cellules eucaryotes. En effet, pour
effectuer ce test, il suffit de pouvoir disposer de noyaux : il est donc virtuellement possible
de I’appliquer a tout tissu, animal ou végétal, dont on peut extraire les noyaux ou isoler les
cellules. Donnent une bonne illustration de la variété des espéces, animales ou vegétales, sur
lesquelles le test des cometesa été effectué avec succes. Le test des cometes requiert peu de
matériel biologique et peut s’effectuer sur cellules mitotiques ou non. Il est hautement
sensible et donc peu spécifique, et permet de visualiser les Iésions génotoxiques a 1’échelle
de chaque cellule (voir la figure 12) (Cotelle,2018; Foltete, 2018).
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Noyau non endommage Noyau légérement endommagé

Noyau endommagé Noyau fortement endommagé

Figure 12: Aspects des comeétes en fonction de I’importance de la fragmentation de
I’ADN (Moche, 2014)

2.25. Test d’aberration chromosomique

Les aberrations chromosomiques indiquent un dommage stable et persistant
(mutation) qui représente un événement potentiellement initiateur dans le processus qui
meéne au néoplasie. Le test est un biomarqueur d’effet précoce ces aberrations
chromosomiques peuvent étre chromatidiennes (échanges, cassures,..) ou chromosomiques
(affectant les deux chromatides du chromosome : fragments acentriques, dicentrigques,
translocations,..). Ces anomalies se produisent comme conséquence de cassures de I’ADN ;
par apres, les fragments peuvent rejoindre le chromosome a son emplacement original, a un
autre emplacement ou pas rejoindre le chromosome. Ces deux derniers types de Iésions sont

observables au microscope dans les cellules en métaphase (Ortege, 2004).
3. Tests d’Allium cepa

Les plantes supeérieures présentent des caractéristiques qui en font d'excellents
modeéles génétiques pour évaluer les polluants environnementaux. Parmi les espéces de

plante Allium cepa (oignon) a été considéré comme le systeme d'essai le mieux établi pour
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évaluer les dommages a I’ADN (Leme et Marin-Morales, 2009; Fatma et al., 2018).
3.1.  Description

L’oignon (Allium cepa L.) est une Plante bisannuelle, pousse dans le monde entier et
a été utilisé comme ingrédient alimentaire. Elle contient des constituants pharmaco
logiquement actifs, notamment des flavonoides (quercétine), des composés organosulfurés
(thiosulfinate de propyle) et des composants phénoliques qui possedent des activités
antiallergiques, anti- inflammatoires et antioxydantes. Et elle a besoin de deux saisons pour
produire des graines. La premiére saison, il produit un bulbe comestible de forme et couleur
variables suivant la variété. La deuxiéme année, apres repos et plantation, le bulbe grossit et
éclate en plusieurs bulbes qui donnent une ou plusieurs tiges fructiféres (Abdou et al., 2015;
Marefati et al., 2018).

3.2. Position taxonomique et caractéristiques génétiques

L'oignon (Allium cepa L.) est une monocotylédone appartenant a la famille des

Liliacees qui renferme 500 espéces et plus. (Voir le tableau 03).

Tableau 3: classification systématiques de 1’oignon.

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Spermatophyta
Classe Liliopodia
Ordre Liliales
Famille Liliaceae
Genre Allium L.
Espéce Allium cepa L

Le caryotype d’Allium cepa (2n = 16) présente cing paires de chromosome (de 8

a 16um) avec des centromeres situés de fagcon médiane a submédiane, deux paires dans
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lesquelles les centromeres sont submeédians et une paire de chromosomes satellites.

Certains des cepa voisins ont des nombre différents : Delta Giant (3X =) 24
chromosomes et Beltseville’s Bunching (4X =) 32 chromosomes (Grant, 1982; Bedouh,
2014).

3.3.  Lesdifférents parameétres Analysés par le test Allium cepa

Le test de I'Allium cepa a été couramment utilisé pour évaluer les effets cytotoxiques
(augmentation ou diminution de l'indice mitotique), génotoxique (induction d'anomalies
chromosomiques) et mutagene (augmentation significative des micros noyaux (Da Silva
Souza et al., 2018).

3.3.1. La forme des racines

Le systéme de test Allium cepa est bien accepté pour I'analyse de la cytotoxicite et de
la genotoxicité car les racines sont en contact direct avec la substance testée, ce qui permet
d'évaluer différentes concentrations et durées utilisées pour évaluer le nombre d'aberrations
chromosomiques. Et en peut observes certain changement comme la dureté de la forme
radiculaire des extréemités des racines : est un parametre indiquant le degré de toxicité. Aux
traitements provoquant une toxicité elevée, les racines se relachent et meurent. Changement
de couleur : Au cours de I'expérience, les extrémités des racines ainsi que la plante entiere
peuvent changer de couleur, soit a cause d'un traitement avec un certain sel, soit les
extrémitésdes racines peuvent devenir brunatres en raison d'effets toxiques entrainant la mort
cellulaire (Fiskesjo, 2008; Bosio et Laughinghouse 1V, 2012; Cotelle, 2018).

3.3.2. Indice mitotique

L'indice mitotique (MI), caractérisé par le nombre total de cellules qui se divisent
dans le cycle cellulaire, a été utilisé comme parametre pour évaluer I'état de santé des
cellules. Les cellules en division dans le cycle cellulaire, a été utilisé comme paramétre pour
évaluer la cytotoxicité de plusieurs agents. A cause de son fiabilité. La cytotoxicité de
plusieurs agents. Les niveaux de cytotoxicité d'un agent peuvent étre déterminés par
l'augmentation ou la diminution du nombre de cellules divisées dans le cycle cellulaire.
Agent peut étre déterminé par l'augmentation ou la diminution du MI. Des MiI
significativement plus bas que le contrble négatif peuvent indiquer des altérations, des

déviations ou des modifications de I'environnement. Contrdle négatif peuvent indiquer des
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altérations, dérivant de l'action chimique, dans la croissance et le développement des
cellules. L’action chimique sur la croissance et le développement des organismes exposes.
D'autre part, des Mis plus élevés que le contrble négatif sont le résultat d'une augmentation
de la division cellulaire, qui peut étre nocive pour les cellules, conduisant a une
désorganisation de [l'organisme. Cellules, conduisant a une prolifération cellulaire
désordonnée et méme a la formation de tissus tumoraux. En peut déterminer indice mitotique
dans chaque cycle cellulaire (prophase ; métaphase ; anaphase, télophase) par Les formules

suivant :

¢ Indice mitotique général (GMI) = nombre de cellules en division / nombre de cellules
totales indice mitotique en prophase (PM1) =nombre de cellules en prophase / nombre

de cellules en division

¢ Indice mitotique en métaphase (MMI) = nombre de cellules en métaphase / nombre de

cellules en division.

¢ Indice mitotique en anaphase (AMI) = nombre de cellules en anaphase / nombre de

cellules en division.

¢ Indice mitotique de télophase (TMI) = nombre de cellules en Télophase / nombre de

cellules en division (Leme et Marin-Morales, 2009; Mercado et Calefio, 2020).
3.3.3. Les aberrations chromosomiques
3.1.2.1.1. Anomalies de nombre ou anagenéses

L’anagenéses est définie comme la modification quantitative de la garniture
chromosomique et notamment la perte d’un ou de plusieurs chromosomes au cours de la
mitose avec comme consequence la perte d’une partie importante de I’information génétique
des cellules des cédantes concernées. Les anomalies de nombre résultent, essentiellement,
d’une interférence du mutagene avec I’appareil fusorial mitotique ou méiotique
(microtubules). Cette interférence consiste de plus souvent en une inhibition de la

polymérisation des microtubules (Botta, 2005; Fasla, 2009).
3.1.2.1.2 Anomalie de structure ou calstogénécité

Les anomalies de structure concernent I’ensemble de la modification qualitative des

chromosomes, de la structure des chromosomes ; elles surviennent a la suite d’une
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exposition a un agent clastogéne. La calstogénécité peut étre décelable par examen
microscopique : cassure des chromosomes, avec au sens délétion (morceaux manquants),
modification de structure et d’appariement, erreurs survenues au cours de la mitose

(échanges entres chromatides sceurs, etc. (Fasla, 2009).
3.34. Les anomalies nucléaires

Les anomalies nucléaires qui sont caractérisées par des altérations morphologiques
des noyaux interphases ont également été incluses comme critéres d'évaluation dans des
études récentes sur les tests de cyto-génotoxicité des produits chimiques environnementaux,
combinées a une analyse des anomalies chromosomiques, ces modifications sont observées
dans le test d’Allium cepa sous forme des noyaux lobulés, des bourgeons nucléaires et des
cellules polynucléaires. La présence de noyaux lobulés et de cellules polynucléaires peut
indiquer un processus de mort cellulaire (Leme et Marin-Morales, 2009; Pathiratne et
al., 2015; Rambo et al., 2017).

3.35. Micronoyau

Le test du micronoyau chez Allium a été considéré comme un systeme de test efficace
pour analyser les effets mutagénes promus par les polluants environnementaux. Le
micronoyau est composé soit de petits fragments de chromatine résultant d'une rupture
chromosomique, soit de chromosomes entiers qui ne migrent pas pendant l'anaphase suite a
un dysfonctionnement du fuseau. La taille de MN peut étre un parametre pour évaluer les
effets clastogene et aneugenes chez Allium cepa, car cette espéce présente un caryotype
symétrique, qui est homogene par rapport a la taille chromosomique, avec de grandes et

quelques chromosomes (2n = 16) (Leme et Marin-Morales, 2009; Pathiratne et al., 2015).
3.36. Autres anomalies

La mort cellulaire ou l'apoptose est un processus biologique des organismes vivants.
La mort cellulaire a été induite par des fortes concentrations de produits chimiques toxiques
etd'autres. La présence de cellules binucléées a été signalée par plusieurs chercheurs dans
plusieurs genres a la suite de traitements chimiques. La présence de cellules binucléées était
lerésultat de l'inhibition du processus de la cytocinese de la division cellulaire (Khanna et
Sharma, 2013).
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La station d’épuration est une installation assurant le traitement des eaux usées par divers
procédés avant d'étre rejetées dans le milieu naturel. Elle est installée généralement a
l'extrémité d’un réseau de collecte, juste en amont de la sortie des eaux vers le milieu naturel.
Une station d’épuration est constituée de plusieurs dispositifs, congus pour extraire les
différents polluants qui sont contenus dans les eaux. Bien que ces eaux soient traitées en
STEP, les procédés employés ne sont pas toujours suffisamment efficaces pour éliminer tous
les polluants notamment les composés génotoxiques (Pronost et al., 2002; Jolibois et
Guerbet, 2005).

L’objectif de ce complément de travail est d’évaluer la génotoxicité des échantillons
d’eau usée prélevés de trois sites différents de la STEP de la ville de Guelma par le test
d’Allium cepa. Ces méme échantillons ont fait 1’objet d’une étude de 1’effet cytotoxique dans
un travail précédent qui n’a malheureusement pas été mené aterme a cause de la crise sanitaire

qui a touché le monde.
1. Description de lazone d’étude (STEP de Guelma)
1.1. Présentation et localisation

La station d'épuration de Guelma est fonctionnelle depuis le 18 Février 2008 et occupe
un terrain agricole de 7.8 ha. Elle se situe a 1 km environ au Nord de la ville sur le flanc
droit dela vallée developpée par Oued Seybouse et sur la route nationale N° 21 menant & Annaba

a la sortie de I’agglomération (voir la figure 13) (Latifi et al., 2018).
La STEP est alimentée par 02 conduites de refoulement :
e SR1 : Oued El Maiz, avec un débit de 1575 m3/h.
¢ SR2 : Oued Skhoun, avec un débit de 1125 m3/h (Tabet, 2015).
Les coordonnées de localisation géographique selon le GPS sont :
e Latitude 36°28'48,6" N.

e Longitude 7°26'22,8" E.
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Figure 13: Localisation de la station d’épuration de la ville de Guelma (Earth
Google, 2021).

1.2. Principe et fonctionnement du systeme de traitement

L’épuration des eaux usées dans la STEP de la ville de Guelma consiste a un
prétraitement (dégrillage, dessablage et déshuilage), un traitement primaire par décantation, un
traitementbiologique secondaire par boues activées et un traitement tertiaire par chloration

comme illustré dans (la Figure 14) (Bourrier et al., 2017) .

Figure 14: Configuration de la STEP de Guelma (Bedouh, 2014).

(1) Prétraitement, (2) Décanteur primaire, (3) Bassin d’oxygénation, (4) Clarificateur,
(5) Epaississeur, (6) Bassin de désinfection, (7) Lit de séchage, (8) Boue secondaire.
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1.3. Prélévement des eaux

Au niveau de la STEP de Guelma, des prélevements sont réalises manuellement (en
Auvril 2020) pour I’étude des effets génotoxique et cytotoxiques au niveau de trois points de
traitements: prétraitement (déshuilage), décantation et la sortie de la station (désinfection).

Les échantillons sont prélevés dans des flacons en plastique et conserves dans une
glaciere pendant le transport vers le laboratoire puis au réfrigérateur a 4°C.

2. Test de génotoxicité (test d’Allium cepa)
2.1. Matériel biologique

Le matériel végétal utilise dans ce travail est I’oignon Allium cepa (2n=16). Les bulbes

d'oignons ont été achetés auprés d’un supermarché local a Guelma.
2.2. Latechnique

Dans cette étude nous avons utilisé Les racines d’Allium cepa pour déterminer le nombre
d’aberrations chromosomiques, le protocole de ce test est inspiré de celui de (Salazar et al,
2020).

2.2.1. Laculture des bulbes

Avant de lancer le test Allium, les écailles externes des bulbes et la plaque de fond sec
ont été enlevés avec grattage sans détruire les primordiaux des racines. Une série de trente-
cing bulbes ont été placées dans de I’cau de robinet a température ambiante pendant 48h a
I’obscurité dans un endroit aéré (voir la Photo 01) (Fiskesjo, 2008; Aydin et Liman, 2020).

Photo 1: Germination des bulbes d’Allium cepa pendant 48h.
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11 s’agit de placer les bulbes germés (les meilleurs 5 croissants) dans des petits gobelets
en plastique transparent contenant 1’échantillon a tester de fagon a ce que seules les racines
soient immergées comme montré dans la Photo 02 Afin de limiter la variabilité intra
individuelle, cing réplicat par échantillon présentant la moyenne croissance racinaire sont
conserveées pour les criteres étudiés (Wierzbicka, 1988).

L’eau de robinet est utilisée comme contrdle négatif. La durée de 1’exposition est de

24h, 48h et 72h (Les solutions d'essai ont été remplacées par des solutions fraiches, toutes les
24h).

Photo 2: Exposition des bulbes d'Allium cepa aux échantillons d’caux.

T : témoin, E1 : échantillon 1, E2 : échantillon 2, E3 : échantillon 3.
2.2.2. Lafixation des extrémités racinaires

Apres culture des bulbes, les racines sont nettoyées a I’eau distillée et les deux derniers
centimetres sont coupés a 1’aide d’un ciseau (5 racines par bulbe d’oignon soit 25 racines par
échantillon), fixés a 4°C dans 2,5 ml d’un mélange éthanol (99%)/acide acétique glacial
(3v :1v) prépareé frais pendant 24h (voir la Photo 03 ) (Khallef et al., 2019) .

Ce mélange appelé solution de Carnoy est trés instable, il peut se produire une
estérifications’il n’est pas préparé au moment de I’utilisation. L’éthanol a pour effet de
précipiter et dénaturer les protéines, de dissoudre certains lipides et de durcir les tissus.
L’acide acétique est un bon fixateur des chromosomes, il précipite les protéines du noyau
(Kanaya et al., 1994) .
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Photo 3: Fixation des extrémités racinaires dans la solution de Carnoy.

Les extrémités racinaires sont ensuite conservées dans 2,5 ml d’éthanol a 70% a 4°C

comme montré dans la Photo 04 (Liman et al., 2019).

Photo 4: Conservation des extrémités racinaires dans 1’éthanol 70%.

2.2.3. Lacoloration des extrémités racinaires

Les extrémités racinaires sont alors placées dans I’eau distillée pendant 10 min,
hydrolysées dans 'HCL 1IN pendant 8 min et a nouveau transférées dans de ’eau distillée

pendant 15 min, changer I’eau distillée 3 fois (Smin/fois). L hydrolyse a pour but la destruction
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de la lamelle moyenne composée principalement de pectines, ce qui facilite les étalements
cellulaires. Les racines sont ensuite colorées avec le réactif Feulgen pendant 20min a 25min a
I’abri de la lumiére. Aprés la coloration, les racines sont ensuite transférées dans de 1’eau
distillée pendant 2 min (Ma et al., 1994) .

Les racines sont ensuite placées sur les lames, aprés un bref passage sur papier
buvard sanstoucher la pointe ou la coiffe de la racine, couper la partie claire de la partie foncée.
A I’aide d’un lame de rasoir, la coiffe est fragmentée en en trés petits morceaux. La coloration
est réalisée en écrasant les racines avec une goutte d’acide acétique glacial a 45%, placer la
lamelle et appuyer par un papier filtre de maniére physique par les doigts. Apres cette étape,
utiliser le vernis a ongle transparent pour fermer les lamelles et éviter 1’évaporation de la
solution (Fiskesjo, 2008).

2.2.4. L’observation macroscopique

Le test de cytotoxicité se repose sur I’inhibition de la croissance des longueurs des racines
des bulbes d’oignon exposés pendant 24, 48 et 72 heures dans les différents échantillons des
eaux prélevées. A la fin des périodes d’exposition, les longueurs des racines des bulbes ont été

mesurees en calculant leurs moyennes.
2.2.5. L’observation microscopique

L’indice mitotique (IM) et la fréquence des AC sont déterminés Pour le MI, les
différentes étapes de mitose sont comptées dans un total de 5000- 6000 cellules (1000

cellules/lame) et exprimées en pourcentage selon I’équation suivante :
IM(%)= (Nombre de cellule en division)/ (Nombre total de cellule) x100

Les diapositives sont codées au hasard et notées a I'aveugle. Dans le test d'aberration
chromosomique, 100 cellules par lame en anaphase ou en télophase sont examinés pour les

aberrations (Liman et al., 2010).

55



Discussion




Discussion

Discussion

Les préoccupations liées aux perturbateurs endocriniens ont émerge au début des années
2000. Depuis, cette question a été majoritairement associée a des problématiques
environnementales ou a des inquiétudes concernant la santé publique et portant sur certains
produits de consommation courante (médicament, produits alimentaires, cosmétiques...).

Ce travail vient compléter celui déja entamé en Mars 2020 par nos collégues de Master
et qui n’a malheureusement pas pu étre mené a bout vu les conditions sanitaires qui ont touché
le monde. En effet, Maghlout et al. (2020) ont voulu tester ’efficacité des méthodes de
traitement appliquées a la STEP de Guelma en évaluant de la cytotoxicité des échantillons
d’eaux usées par I'analyse de 1’élongation racinaire avec le test d’Allium cepa dans un premier
temps pour passer ensuite a ’analyse qualitative et quantitative des polluants persistant dans
ces eaux apres traitement et conclure par rapport la cytotoxicité et génotoxicite des éventuels
perturbateurs endocriniens. L’étude s’est basée sur une analyse macroscopique permettant
d’expliquer la cytotoxicité par l'inhibition de la croissance et la fragilité des racines. Le test
d’inhibition de 1’¢longation racinaire (ER) est utilisé pour évaluer la toxicité chez les plantes
supérieures. Ce test d’inhibition a indiqué une diminution de I’ER des bulbes exposés aux
¢chantillons des eaux usées comparativement aux bulbes exposés a I’eau de robinet (contrdle
négatif). Cette diminution montre que la croissance et le developpement des organismes
exposés (Allium cepa) ont été affectés par les composés des échantillons testés. L’apparition
des racines rabougries indiquent également le retard de croissance et la cytotoxicite.

De notre cOté nous avons pu reprendre leur travail et préparé des lames pour la
détermination de I’indice mitotique (IM) et la fréquence des aberrations chromosomique afin
de vérifier le potentiel génotoxique de ces échantillons d’eaux. Malheureusement, ce travail est
resté inachevé et nous nous sommes contentées a discuter des travaux antérieurs traitant la
problématique des perturbateurs endocriniens dans I’environnement.

Dans une étude antérieure, Radi¢ et al. (2010) ont pu démontrer que les tests de
mutagénicité/génotoxicité devraient étre inclus, avec les analyses chimiques conventionnelles,
dans les programmes de surveillance de la qualité de I'eau. Cette équipe de chercheurs a utilisé
le test simplifié des racines d'Allium cepa, pour évaluer les effets cyto- et génotoxique possibles
des eaux de surface et eaux usées collectées prés de la riviere Sava (Croatie) sur une période
de surveillance de trois mois. Les modifications morphologiques des racines de I'A. Cepa,
I'inhibition de la croissance des racines, division cellulaire et l'induction d'aberrations

mitotiques et chromosomiques ont été observées. Les résultats obtenus ont montré que les
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échantillons d'eau les plus fortement pollués (effluents industriels) provoquaient une inhibition
de la croissance des racines de plus de 50 %, une diminution de I'indice mitotique de plus de 40
% et des aberrations mitotiques et une augmentation considérable des aberrations
chromosomiques par rapport au témoin.

Les résultats de 1’étude menée en 2012 par Herrero et collaborateurs a clairement
confirmé que les plantes sont des outils utiles et complémentaires pour déterminer l'impact
environnemental des contaminants suscitant de nouvelles préoccupations. En effet, ces
chercheurs ont évalué I’effet toxicologique de trois composés Di (2-ethylhexyl) phthalate,
triclosan et propylparaben présent dans I’environnement. Différents effets ont été notés en
fonction du produit chimique. Les résultats de l'analyse des parameétres macroscopiques ont
révélé que si le di (2-éthylhexyl) phtalates n'a eu aucun effet apparent, les deux autres produits
chimiques ont inhibé la croissance des racines d'Allium Cepa de maniere dose-dépendante.
D'autre part, bien que les trois composes aient provoque des altérations de I'indice mitotique
des cellules de I'extrémité de la racine. Le propylparaben était le seul a ne pas présenter de
signes de genotoxicité dans les tests d'aberration chromosomique et de micronoyaux.

Les anomalies chromosomiques sont caractérisées par le changement soit dans le
nombre total de chromosomes ou de la structure chromosomique qui se produisent en raison de
I’exposition a des agents chimiques ou physiques. Pour évaluer les différentes anomalies
chromosomiques. Plusieurs types d’aberrations sont considerés a différents stades du cycle
cellulaire (prophase, métaphase, anaphase et télophase). Les AC ont été regroupés en deux
types, les aberrations clastogéniques et physiologiques. Les aberrations clastogéniques
comprennent les ponts chromosomiques, la rupture chromosomique alors que les aberrations
physiologiques comprennent chromosome retardataire et la condensation des chromosomes
(Lemes et MariMorale, 2009 ; Khanna et Sharma, 2013).

Dans son travail de these traitant les mémes objectifs que les nbtres, Tabet (2015) a
démontré que ’anomalie la plus fréquente était la présence des ponts chromosomiques. Les
autres aberrations : Condensation des chromosomes, perturbation anaphase-télophase (PAT) et
chromosome vagabond sont observées avec des valeurs légerement différentes a celles du
contrdle négatif. L effet des échantillons des eaux usees sur les racines était significatif et ceci
pour le S5 durant Juillet 2012, Février 2013 et pour le S4 et le S5 durant le mois d’Avril 2013.
L’observation de ces AC dans les racines traitées par les eaux usées peut étre due a la présence
des métaux lourds dans ces échantillons. De plus, les ponts chromosomiques peuvent se
produire au cours de la translocation de 1’inégalité d’échange de chromatides ou en raison de la

présence du chromosome dicentriques ou de la rupture de la fusion des chromosomes et des
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chromatides. L’ apparition de ces ponts provoquant des mutations chromosomiques, peut étre
due a la présence de métaux lourds dans les échantillons. Les résultats de cette méme étude ont
montré que d’autre AC sont observées. Les chromosomes vagabonds pourraient se produire par
I’effet des échantillons des eaux usées sur la formation des microtubules. Ce dysfonctionnement
peut survenir en raison de l'inhibition de la polymérisation de la tubuline (Liman et al, 2010).
L’anomalie condensation des chromosomes est considérée comme un signe d'effets toxiques
irréversible sur les chromosomes menant probablement a la mort cellulaire. La condensation
des chromosomes a été rapporté chez les racines d’Allium apreés traitement avec divers métaux
lourds tels que le Cu (Michael et al, 2009 ; Radi¢ et al, 2010)

Dans une méme optique, (Ramos 2017) a évalué la génotoxicité du Bisphenol A,
répertorié comme puissant perturbateur endocrinien périodiquement déchargé dans les eaux
usées, sur deux lignées cellulaires HEp-2 et MRC-5. Les résultats obtenus décrivent une
augmentation des mitoses anormales en conséquence de I'exposition au BPA. Cette
augmentation était visible dans les deux lignées cellulaires mais n'était pas statistiquement
significative. Les deux lignées cellulaires HEp-2 et MRC-5 n'ont pas présenté de mitose suite
aux expositions conjuguees au doxoribucin, suggerant que le BPA a certaines concentrations
n'interfere pas avec l'arrét du cycle cellulaire promu par la doxoribucin.

Tres récemment, Sharma et al. 2021 ont voulu tester la phytotoxicité ainsi que la
cytotoxicité par le test d’Allium cepa des rejets d’usine de blanchiment pates et de papiers
souvent présents dans les eaux usées et pouvant avoir un effet sur le systéme endocrinien. Les
chercheurs ont examiné les propriétés cytotoxiques et androgéniques de ces COmposés
organiques complexes. Le test de cytotoxicité avec Allium cepa a montré qua 20 % de
décharges de papier présente dans I’eau, la ségrégation chromosomique en metaphase et en
anaphase pendant la division cellulaire était perturbée, entrainant une c-mitose, des
chromosomes collants, et des chromosomes retardés. En outre, la microscopie électronique a
balayage de la racine d’Allium Cepa a montré des fissures et des tissus fracturés du chapeau de
laracine, probablement en raison de I'action inhibitrice de ces composeés. Ces résultats indiquent
que I'Allium Cepa est un bon modéle d'essai pour I'examen des dommages a I'ADN et de la
cytotoxicité et que I’effluent déchargé devrait étre traité a un stade tertiaire pour la protection

de I'environnement.
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La pollution des ressources en eau peut avoir de multiples origines, domestique urbaine,
industriel, agricole et naturelle. Pour la protection contre la pollution des eaux usées, ces
dernieres doivent étre épurées par les techniques biologiques avant leur rejet dans le milieu
naturel. En effet, les eaux usées sont acheminées vers des stations d’épuration pour subir des
opérations de traitement et de clarification par différents procédés, puis elles sont désinfectées
par le chlore.

Ce travail de recherche a abordé la problématique de la cytotoxicité et génotoxicité des
perturbateurs endocriniens éventuellement présents dans les eaux usées de la station d’épuration
de la ville de Guelma.

Dans la présente étude, les racines d’Allium cepa on été utilisees pour étudier la
cytotoxicité ainsi que la génotoxicité des eaux usées avant et apres leur traitement afin d’évaluer
la qualité et I’efficacité des méthodes proposées par cette méme station. Malheureusement ce
travail n’a pas pu étre mené a terme. Néanmoins, toutes les études présentées dans la littérature
sont unanimes par rapport au choix du test des racines d’oignons dans 1’évaluation I’effet cyto-
génotoxique des composes ayant une action sur le systeme endocrinien.

A Dl’issue de cette étude, nous pouvons conclure qu’un seul test ne peut pas mettre en
évidence I’effet toxique ou génotoxique des substances pour nous donner une idée sur la qualité
des traitements effectués au nivaux de ces stations d’épuration. Pour cela, il serait intéressant
de compléter cette étude par d’autres travaux de recherche avec des méthodes plus performantes

et plus preécises.
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Annexe

La solution HCI (1N)

Ingredients 100
ml

[ [ TP UR USRS 8,17
ml

e U0 1 1 L= 91,83
ml

Préparation

v" Dans un bécher de 100 ml, mettre 20 mld’eau distillée.

v' Ajoutée 8,17 mIHCI.

v Compléter avec de I’eau distillée le volume jusqu’a 100 ml pour avoir HCI 1N.
v Conserver dans un flacona 4 °C.

Solution d’Acide Acétique Glacial a 45%

Ingrédients 100 ml
Acide ACELIQUE gIaCIal .........c.eeiiiiiiieiie 45 ml
BaU AISTHIEE ... 55 ml

Préparation

v Ajouter avec précaution 45 ml d’acide acétique glacial dans 55 mld’eau
distillee etBien mélanger.

Solution Ethanol 70%

Ingrédients 100 ml

A =Tg 1o o ToISTo] [V TP 70 ml

BaUISHIIIEE ... 30 ml
Préparation

v Préparer 70 ml d’éthanol 99%LC Compléter le volume par I’eau distillée
jusqu’a 100ml.

Solution de Carnoy

Ingrédients 10 mi
Acide acétique glacial (LV) ....ooooiiiiie e 2,5ml
Ethanol @DSOIU (BV) ....eeieiee ettt 7,5ml

Mixer et conserver & 4°.
Colorant Feulgen

Ingrédients 50 ml
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FUSNING DASTQUE ... 0,259
BAU QISEIIEE ...t 50 ml
[ [ PSSR 5ml
S TSRS 0,5¢
Préparation

v Mélanger 0,25 g de Fushine basique dans 50 ml d’cau distillée bouillante
(100°),Attendre 10 minutes jusqu’a ce que le mélange atteigne une température
50° puis Ajouter 5 ml d’une solution 1N d’HCI et mixer puis ajouter 0,5 g de
métasulfite de Potassium K2S205 et agiter avec 1’agitateur, couvrir la solution par
un papier Aluminiumet la conserver a 4°C pendant une nuit.

v' Filtrer a ’obscurité par un papier filtre puis conserver dans un flacon sombre

pourl5 a 20 jours au maximum
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