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fion dans la peau, el de sa trés faible concentration dans la pulpe, en
tenant compte également de la quantité moyenne d’agrumes consommée et
des modalités de leur consommation comportant le plus souvent le rejet de
la partie externe, on peut fixer le maximum de concentration tolérable
de diphényle. Le chiflre admis dans les pays de la Communauté Econo-
mique Européenne est de 70 mg/Kg de fruits entiers. Aux Etats-Unis et
au Royaume-Uni, les chiffres admis sont un peu plus forts, respective-
ment de 110 et 100 mg/Kg.

ORTHO.PHENYLPHENOL

C’est un agent antimicrobien et fongicide utilisé pour le traitement
en surface des fruits el légumes aprés la récolte. Il a fait Pobjet, de la
part de Hovge et collaborateurs ('**), d’expérimentations & court terme
chez le Chien et le Rat, ainsi que d’expérimentations a long terme chez
ce dernier animal.

L’administration & «des lots de 2 Chiens, par voie orale, de doses
journaliéres allant de 20 a 500 mg/Kg de poids corporel, pendant une
année, n’a provoqué aucun effet nocif, cependant qu’une dose de 1000
mg/Kg amena, en un mois, la mort des 2 animaux.

A des lots de 10 rats, par moitié males et femelles, furent admi-
nistrées par voie orale, & la sonde, 5 jours par semaine, pendant une
période de 6 mois, des doses allant de 50 & 500 mg/Kg. Sauf pour celte
derniére dose qui provoqua une légére augmentation du poids du foie et
du rein, aucun ellet nocif ne fut mis en évidence. Il en fut de méme dans
une expérimentation ou des lots de 24 rats, par moitié males et femelles,
furent soumis, pendant 3 mois, & des régimes renfermant des concentra-
tions d’o.phénylphénol allant de 0,4 & 19. Tout aun plus, & cette dernitre
concentration, les auteurs pouvaient-ils s’interroger sur une discréte
augmentation de poids du foie, du rein et de la rate chez quelques
animaux, En revanche, a la concentration de 29, fut obhservé un léger
retard de croissance.

Des lots de 50 rats, par moitié mdles et femelles, furent soumis,
pendant 2 ans, & la consommation de régimes renfermant respectivement
0,02 et 0,29 d’o.phénylphénol. Aucun effet nocif ne fut observé. A la
concenfration «de 29, en revanche, ont été constatés un léger retard de
croissance et des altérations histologiques au niveau du rein (dilatation
tubulaire).

Au cours de ces expériences, il ne fut pas observé d’accumulation
du produit, sauf a la concentration de 29, pour laquelle des taux de
22 mg pour 100 g de tissu furent trouvés au niveau du rein.
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Sur le plan biochimique, 1'élude du métabolisme de 1'0.phénylphé-
nol, chez le Lapin, a montré que ce composé subissait la conjugaison
glucuronique. Il n'a pas été précisé si la sulfo-conjugaison entrait en jeu.

Sur la base de ces résultats, on peut évaluer & 0,2 p. 100 la concen-
tration dans le régime du Rat ne produisant aucun effet nocif apres
consommation a long terme. Ceci correspond & une dose journalidre de
100 mg/Kg de poids corporel. En appliquant le méme facteur de sécurité
que dans le cas du diphényle (500), ceci donne comme dose journaliére
tolérable pour I'homme 0,2 mg/Kg de poids corporel, soit sensiblement
15 mg pour un adulte d’environ 70 Kgs. Certains sont d’avis qu’il est
possible d’élever ce chiffre jusqu'a 70 mg (facteur de sécurité 100), au
moins dans certaines conditions,

Les données toxicologiques sont donc nettement plus favorables
peur  'o.phénylphénol que pour le diphényle; par suite, les concen-
trations maximales tolérables que 'on peut en déduire, pour les fruits
traités, sont plus élevées que dans le cas de ce dernier. Cependant les
tolérances généralement admises sont seulement de 10 mg/Kg de fruil
entier. Ceci tient & ce que, dans la pratique, Defficacité des traitements
avec ce produil est largement assurée par cette concentration.

ACIDE FORMIQUE ET FORMATES

[ls sont additionnés, comme antiseptiques, A diverses calégories de
denrées alimentaires.

Dick (") a pu administrer & des chiens, pendant plusieurs mois,
0,5 g d’acide fornnque pa. jour, sans observer d’elfets nocifs. Par aillears,
Rost (*7%) et Prate (**%) ont indiqué que 1'administration dans un but
thérapeutique & I'homme de doses journalidres de 2 & 4 g pendanl
plusieurs mois ne donnait pas lien & des signes d’intolérance.

Sur le plan biochimique, on sait que 'acide formique constitue un
intermédiaire important dans le métabolisme normal. A ce sujet, des
différences sont & noter entre les espéces.

Aprés administration au Lapin par exemple, on n’observe pas
d’élimination dans 1'urine, alors que, chez le Chien, 509, environ de la
dose ahsorbée est éliminée par cette voie, sans modification (¢°*),

BrLEvER el collaborateurs ('7*) ont souligné I'activité inhibitrice de
'acide formique vis A vis de certains sysldmes enzymatiques; ulté-
rieurement, Roe (*'*) a précisé que celte action était & considérer tout
spécialement dans le cas des enzymes ferrugineux (cytochromoxydase
par exemple), en raison du pouvoir complexant de 'acide formique vis
A vis de Fe®+,
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A mon avis, tanl que n'auronl pas été publiées dans la littérature
scientifique de données concernant la toxicité a long terme, il sera
impossible de fixer une dose tolérable pour I'homme pour une absorption
prolongée.

Je voudrais maintenant présenter les principales données toxicolo-
giques concernant des antiseptiques alimentaires plus sympathiques:

— l"anhydride carbonique,
— l"acide propionique,
— lacide sorbique,
— T"acide benzoique,
et, bien qu’d un moindre degré,
— l"acide p.hydroxybenzoique et ses esters.

1) Anhydride carbonique:

Mon propos sera bref & son sujet, car ce gaz est, dans les conditions
de ses emplois comme antiseptique alimentaire, absolument dépourvu
de nocivité pour les consommateurs. Aussi sa diffusion d’emploi est-elle
souhaitable. 1l faut également souligner 1'intérét de son éventuelle asso-
ciation avec certains autres antiseptiques alimentaires, tels que les sels
des acides benzoique et sorbique dont Uefficacité est maximale dans la
zone acide des pH.

En relation avec 'anhydride carbonique, je voudrais toutefois dire
quelques mots d’un composé récemment proposé comme anliseptique
pour la conservation des boissons: le pyrocarbonate d’éthyle:

GG - 0 20 0000
[ [
0 0

préparé pour la premiére fois par Boenm et Menta (*'). C'est un liquide
incolore & odeur fruitée, trés peu soluble dans 1'eau, soluble dans
1 alcool, dont les propriétés antiseptiques et les possibilités d’emploi ont
été  étudiées, entre autres, par Hensic (**°), Maver et Lurm (*'?),
Kurnorer ('®7), MarTHIENSEN (*!'2),

Il exerce une action stérilisante sur les microbes et les levures et, a
des concentrations plus élevées, sur les moisissures,

Il n’est pas stable, des traces d’eau suffisant & déclencher son
hydrolyse, laquelle serait totale en 24 heures avec formation exclusive
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d’alcool éthylique et de gaz carbonique, tous deux inolfensifs aux
concentrations produites

CH. 0—-C-0=¢-—00H, 5 HO - 3CHOH + 900

I I
0 0

Selon certains, la réaction serait reversible, en présence d'une certaine
pression de CO,. Il n'en demeure pas moins que le pyrocarbonate
d’éthyle est un antiseptique tout-a-fait spécial puisqu’il ne demeure pas
sous sa forme originelle dans le milieu ou il est introduit. Son action
ressemble donc plus & une stérilisation qu’d une préservation. Ses
emplois ont été jusqu’ici surtoul envisagés pour les vins, particuliére-
ment les vins semi-doux et les jus de fruit (**9).

Sur le plan toxicologique, il faut mentionner les études de Hecur (**7)
¢t de Bormann et Loeser (*7).

D’aprés Hecnr, la DL;, chez le Ral par voie orale (produit en solution
huileuse administré & la sonde) est de 1'ordre de 1,1 ml/Kg. En injection
intra-péritonéale, toujours sous forme de solution huileuse, la toxicité est
environ dix fois plus forte. Chez des animaux (lapin, cobaye, rat, souris)
soumis & l'inhalation pendant une heure d’une atmosphére renfermant
le produit & la concentration d’environ 0,01 ml par litre, Hecur a noté
une forte irritation des muqueuses, spécialement des muqueuses oculaire
et respiraloire. Ces symtdmes disparaissent progressivement avec la
cessalion de 'exposition. Une nouvelle exposition le lendemain entraine
la mort de la plus grande partie des animaux avec, comme symptomes
précé&dant la mort, des phénomeénes dyspnéiques. Des observations dans
le méme sens furent faites avec une concentration de 0,001 ml/litre a
laquelle furent exposés, une heure par jour, plusieurs jours de suite, des
rats, des souris, un lapin et un chat. Ces deux derniers succombérent le
3éme jour avec un syndrdme bronchopneumonique. Le produit s’est
révélé trés irritanl pour la peau, aussi bien chez 'animal (Lapin, Rat)
que chez I’homme.

Hecur a effectué des expérimentations & court terme chez le Rat;
il a soumis 20 jeunes animaux mdales & 'administration par vois orale
(intra-gastrique) une fois par semaine, pendant 4 mois, d’une dose de
0,25 ml/Kg de poids corporel (environ le 1/4 de la dose léthale) sous
forme de solution huileuse & 109,. La consommation alimentaire et la
croissance des animaux traités, dont un certain nombre succombérent
au cours du 1er mois, sans qu’on puisse incriminer de facon certaine le
traitement subi, se sont révélées nettement inférieures a celles des témoins.
En revanche, aucun effet nocil n’a été constaté chez un lot de 15
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rats mdles en pleine phase de croissance, ayant recu, pendant 2 mois,
comme boisson, en remplacement de 1’eau, du jus de raisin renfermant
0,59% de pyrocarbonate d’éthyle, c’est-a-dire & une concentration 100 fois
supérieure a celle pratiquement utilisée aux fins de conservation.

SELoNn Bornmann et Loeser, d’aprés lesquels, la DL;, per os du
pyrocarbonate d’éthyle, administré en suspension aqueuse a 109 préparée
extemporanément, est comprise entre 1,39 et 1,57 g/Kg de poids corporel
chez le Rat, la consommation par le méme animal (28 animaux expéri-
mentés) pendant 4 semaines d'un régime renfermant 29, de pyrocarbo-
nate d’éthyle provoque une diminution de consommation alimentaire et
un retard de croissance par rapport aux témoins. En revanche, chez des
animaux de la méme espéce, ayant recu pendant 8 semaines comine
boisson, & la place de 1'eau, du jus de raisin, auquel avait été ajouté,
dans diverses conditions (immédiatement et 2 jours avant la consom-
mation, utilisation ou non d’alcool comme solvant) du pyrocarbonate
d’éthyle, & la concentration de 0,89, aucun effel nocif n’a été détecté.

Ces résultats sont certes encourageants, car ils tendent & démontrer
que, dans les conditions courantes d’emploi comme antiseptique alimen-
taire, assurant sa décomposition rapide en alcool éthylique et gaz carbo-
nique, le pyrocarbonate d’éthyle ne provoque pas d’effets nocifs. Mais,
A mon avis, ces constatations ne sauraient dispenser d’une expérimen-
tation & long terme dont les résultats sont nécessaires pour effectuer
I’évaluation toxicologique d’un composé, qui, dans sa forme originelle,
a été reconnu doué d’une grande réactivité chimique vis-a-vis des groupe-
ments NH,, — COOH et phénoliques (** **%) et pourrait, par suite, pro-
voquer la formation de composés toxiques a partir des constituants des
denrées alimentaires.

Evidemment, &’il est rigoureusement démontré que cet anti-
septique remplit parfaitement son réle dans les divers produits alimen-
taires auxquels son addition a élé proposée sans laisser aucun résidu de
matiére active, l'exigence que je formule ici est trop sévére, puisque
le consommateur n’ingérera finalement que les produits de décomposi-
tion.

2) Acide propionique el ses sels:

L’acide propionique, produit naturellement dans divers processus
fermentatifs, est utilisé sous forme de sels de sodium, de potassium,
d’ammonium ou de calcium, comme inhibiteur de la croissance des
moisissures dans les denrées alimentaires, en particulier le pain. Ce
composé est utilisé dans le métabolisme comme un acide gras normal,
ainsi que 'ont montré des éludes poursuivies avec de 'acide propionique
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marqué, en particulier avec 'C. Chez le Rat, il est transformé en glucose
stocké au niveau du foie (*°'), cependant que, chez la Souris, c¢’est un
précurseur des lipides (***) (**°). Le carbone marqué a été retrouvé dans
CO,, le glucose, les acides succiniques, malique et fTumarique et les pro-
téies (*°*). Fravin et Ocuoa (*'*) ont montré que, comme 'acide acétique,
il se combinait au coenzyme A et était transformé quantitativement,
apres carboxylation en méthylmalonylcoenzyme A, en acide succinique
entrant dans le cycle de Kress. Le seul élément défavorable est 1'action
inhibitrice qu’il manifeste dans certaines conditions sur le métabolisme
i vilro des acétales par les homogénats de foie de Rat (*°%). Mais, par
ailleurs, les résullats de l'expérimentation & long terme sont tout a fait
rassurants; chez des rats soumis pendant un an & 'administration d’un
régime renfermant 3,759 de propionate de sodium, il n'a été observé
aucun effet nocif, et en particulier ni perturbation de croissance, ni modi-
lication du taux de mortalité, ni altérations histologiques au niveau des
principaux organes ('27128)

La dose journaliére acceplable sans risque pour une absorption trés
prolongée par I'homme adulte est de 'ordre du gramme.

3) Acide sorbique et ses sels:

L'acide sorbique ou acide trans trans hexadiéne.2.4. oique, existant
& I'état naturel dans les fruits du Sorbier, Sorbus aucuparia,

CH, — CH = CH — CH = CH — COOH

est un antiseptique actif contre les moisissures et les levures, ainsi qu’a
un moindre degré contre les bactéries. 11 est utilisé comme source de
calories par l'organisme animal (7®) et métabolisé comme l'acide ca-
proique (****!). Administré a des rats, & la concentration de 59, pendant
des périodes allant de 450 a 1000 jours, avec observation de 2 généra-
tions supplémentaires, il ne provoque aucun effet nocif (***1°1), Il faut
noter que son sel de sodium est trés instable et se transforme rapidement
en produils de dégradation, tels que des peroxydes, sur la nature desquels
nos connaissances sont irés incomplétes. Il est par suite important de
fixer les critéres de pureté rigoureux pour le sorbate de sodium. La dose
journaliére d’acide sorbique acceptable sans risque pour une ahsorption
irés prolongée par 'homme adulte est, comme pour I'acide propionique,
de Vordre du gramme.
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4y Acide benzoique et ses sels:

L’acide benzoique existe & 1'état nalurel dans de nombreux fruits
‘baies). I1 a fait I'objet de diverses études toxicologiques, soit A court
terme chez le Rat (*°**%) et le Chien (*77), soit & long terme chez le
Rat (***), qui ont montré que, dans certaines limites de concentration.
son emploi alimentaire pouvait étre considéré comme sans danger pour
la santé humaine. Laxe {***) a ainsi administré & des groupes de 78 A €0
rats, pendant toute leur vie, avec observalion de 3 générations suppls-
mentaires, des régimes renfermant 0,5 & 1 p. 100 d’acide benzoique. Il
n'a observé aucun effet sur la croissance, la fertilité et la durée de vie
moyenne. L’examen histologique des principaux organes n’a mis en
évidence aucune anomalie. Marouarot (*'%), expérimentant, chez la méme
espéce animale, A montré que la concentration, juste un peu supérieure,
de 1,59, provoquait une diminution de la consommation alimentaire
ct un léger retard de croissance. Il estime, dans ces conditions, que la
concentration de 19 esl la concentration maximale pour laquelle ne
s'observent pas d’effets nocifs. On doit par ailleurs A WaLpo et collabo-
rateurs (*7%) des observations, malheureusement a trés court terme, chez
I'Homme. A 9 sujets ont été administrés 1200 mg par jour d’acide
benzoique fractionnés en 8 prises, ceci pendant 8 jours chez 8 sujets et
pendant 14 jours chez un sujet, Aucun eflet nocif n’a été observé, et en
particulier aucun constituant anormal n’est apparu dans 1'urine.

Sur le plan biochimique, il faut mentionner les recherches concer-
nant Uinfluence de l'acide benzoique sur les systdmes enzymatiques
fondamentaux. Sans entrer dans les détails, nous rappellerons que 1’elfet
le plus spéeifique est I'action inhibitrice vis-d-vis de la d.aminoacidoxy-
dase, mise en évidence par Barrtrerr (**"®), en précisant que, A la con-
centration relativement élevée de 10—-* M, U'inhibition atteint environ
50 p. 100,

En ce qui concerne le sort dans I'organisme, en suivant, chez le Rat,
I"élimination de 1'acide benzoique marqué au ,,C, Lanc el Laxc () ont
montré que le produit ne s’accumulait pas. Les transformations métabo-
liques de l'acide benzoique sont connues. Chez I'homme, le rat et le
lapin, le produit est presque entiérement éliminé sous forme d’acide
hippurique (amide benzoique du glycocolle), cependant que, chez le
Chien, le métabolite majeur est I'acide benzoylglucuronique (**3-33¢), 1|
n'est pas sans intérét de rappeler & ce sujet que la quantité journalidre
d’acide hippurique excrétée chez I’homme par voie urinaire est de 1 g
a 2.5 g, chillres correspondant & 0,7 et 1,7 g d’acide benzoique (*'*).

Il faut souligner que, dans le cas de ce produit, les données, aussi
bien toxicologiques que biochimiques, sont favorables, et on peut
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admettre qu'une concentration de 1 p. 100 dans le régime administré
au Rat pendant toute sa vie est parfailement tolérée. Le calcul, tenant
compte a la fois du poids moyen des animaux et de la quantité moyenne
de nourriture consommée, montre qu’une telle concentration équivaut
a une dose de 500 mg/Kg de poids corporel. En appliquant le facteur
de sécurité 100, ceci donne 5 mg/Kg de poids corporel chez 1’homme,
soit, pour un adulte de 70 Kg, une dose journaliére tolérable pour une
absorption trés prolongée de 350 mg. En appliquant le facteur de sécurité
de B0, que certains préconisent en raison des données toxicologiques
particulidrement favorables dont nous disposons, d’aucuns estiment
légitime de doubler cette dose.

5) Acide p.hydroxybenzoique el ses esters méthylique, éthylique el
propylique.

L’activité antimicrobienne de 1’ester éthylique de 1'acide p.hydroxy-
henzoique a été découverte par Sasavirscuka (**°) en collaboration avec
d’aulres chercheurs, el en particulier Boesm. Les possibilités  d’appli-
cation, dans divers domaines, de celte propriété, partagée par d’autres
esters, et en particulier les esters méthylique, propylique et butylique,
ont été soulignées entre autres par Puess (*%Y), Braccesi (*?), Sokon (*°?),
Avro et collaborateurs (*), dans les arlicles desquels on trouvera les
références des travaux concernant 'activité antiseptique el les emplois
de ces composés. Je me bornerai A signaler que, d’aprés Banrienn (2°),
Iacide p.hydroxybenzoique posséde une aclivité antiseplique beaucoup
plus élevée que celle de I'acide benzoique el que cette aclivité, considé-
rablement augmentée par estérification avec les alcools & bas poids
moléculaire, est proportionnelle a la longueur de la chaine carbonée
de ces derniers jusqu’au terme en C, pour décroitre ensuite. J'ajouterai
que 'activité de ces esters varie peu en fonction de la valeur du pH dans
la zone comprise entre pH 4 et pH 8, ce qui constitue une grosse différence
avec l'acide henzoique dont 1'efficacité diminue beaucoup lorsque le pH
est supérieur & 6. A partir de pH- &, il en est de méme pour les eslers
p.hydroxybenzoiques, en raison, sans doule, de leur saponification.

Sur le plan toxicologique, les 3 esters mentionnés ont fait 1'objet
d’études approfondies. Marriews et collaborateurs (*'*) ont ainsi admi-
nistré & de jeunes chiens (3 par lot), 6 jours par semaine, pendanl au
moins un an, 1000 mg/Kg de poids corporel d’ester méthylique ou d’ester
propylique de l'acide p.hydroxybenzoique. Aucun effet nocif n’a été
constaté, en particulier vis & vis de la croissance, de la formule sanguine
et de I'aspect histologique des principaux organes. Ces essais de toxicité
4 court terme sur le Chien ont été complétés par des observations sur
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d’autres espices animales, en particulier le Rat et le Cobaye (***™).
Les données concernant la toxicité & long terme ont été obtenues sur le
Rat (2**). Deux lots de 24 rats, par moitié males et femelles, ont été
soumis pendant 96 semaines & la consommation de régimes renfermant
respectivement 29, et 89 d’ester méthylique ou d'éster propylique. Si,
A la concentration de 89, a été observée une diminution de la croissance,
en revanche, aucun effet nocif n’a été noté A la concentration de 2%.

C’est sur la base de ces données expérimentales que les experts du
symposium de 1'Union Internationale contre le Cancer, tenu & Rome en
Aout 1986 (352), avaient classé les esters méthylique et propylique de
'acide p.hydroxybenzoique, aux cdtés de l'acide benzoique et de I'acide
sorbique, dans le groupe des agents antimicrobiens pouvant éfre consi-
dérés comme acceptables pour 1’alimentation humaine. Ils avaient estimé,
en revanche, que, dans le cas des esters éthylique et butylique, les
données expérimentales étaient insuffisantes pour permetire leur intro-
duction dans ce groupe. Il pouvait sembler curieux de faire une telle
différenciation entre l'ester éthylique et I'ester méthylique, puisque, du
point de vue de la toxicité & long terme, 1’alcool méthylique est classi-
quement reconnu comme plus dangereux que 1l'alcool éthylique. Mais,
il ne faut pas oublier qu'un tel raisonnement, basé sur la considération
séparée des propriétés toxicologiques des 2 parties d’une molécule, esl
loin d’#tre toujours valable. Pour ne citer qu’'un exemple, dans la série
des uréthanes, le carbamate d’éthyle a manifesté des propriétés cancé-
rogénes chez certaines espéces animales, cependant que le carbamate de
méthyle se révélait inactif de ce point de vue. Il convenait donc de
soumettre 1’ester éthylique & une expérimentation & long terme. MATTHEWS
et collaborateurs (2'*) n’avaient en effet prolongé I’'administration au rat
de régimes en contenant 2 ou 89 comme dans le cas des esters méthy-
lique et propylique que pendant 12 semaines, notant & cette occasion un
effet inhibiteur sur la croissance de la plus forte concentration et une
absence d’effet de la plus faible. I1 m’a été demandé de combler cette
lacune. 65 rats Wistar (35 madles et 30 femelles) ont été, immédiatement
aprds le sevrage, soumis & un régime contenant 29 d’ester éthylique de
I'acide p.hydroxybenzoique dont l’administration a été continuée pen-
dant toute la vie. Aucun effet nocif n’a été noté, et I'examen histolo-
gique minutieux des principaux organes n’a révélé aucune altération ),

Une propriété pharmacodynamique de ces esters a retenu I'attention
des toxicologues: leur effet anesthésique sur la muqueuse buccale de
I’homme, aprds ingestion de solutions aqueuses a la concentration de
0,029, pour l'ester butylique, de 0,03% pour Iester propylique, de
0,05% pour 'ester éthylique et de 0,49 pour Uester méthylique (°%).
Cette action anesthésique a été, récemment encore, étudiée sur diverses
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fibres nerveuses du Chal par Natiam et SEars (*?"). Certains auteurs, el ep
particulier Eicauorrz (*2), ont estimé qu'une telle aclivité s’ajoutant & des
¢ffets convulsivants, d’ailleurs communs avec ['acide benzoique, dans Je
cas de 1’ester méthylique, et se manifestant & des concentrations de
I'ordre de celles pouvant étre rencontrées, au moins dans le cas de Pestep
méthylique, dans les denrées alimentaires, devail étre prise en sérieuse
considération, parce que traduisant une aclivité pharmacodynamique
dont la manifestation n’esl pas souhaitable chez les consommateurs.
D’autres font valoir qu’un tel effet risque de masquer d’autres agressi-
vités. Cependant les experts FAO/OMS, tout en accordant la plus grande
attention & ces remarques, ont estimé possible de [ixer une dose journa-
litre tolérable pour 1'Homme pour des absorptions trés prolongées. Se
basant sur les résultats des expérimentations a court terme chez le Chien
el & long terme chez le Rat el tenant compte du fait que les données
relatives & la destinée métabolique de ces composés, mettant en évidence,
chez le Chien, une hydrolyse de la fonction ester suivie de conjugaisons
détoxicantes de la fonction phénol (***), ont besoin d’étre confirmées de
facon précise chez 1'Homme, ils ont appliqué, pour I'extrapolation & ce
dernier, un facteur de sécurité trés élevé (500). Si I'on admel que, chez
lc Rat, la dose de 1000 mg/Kg de poids corporel, correspondant & une
concentration de 29 dans le régime, est dépourvue de toxicité, ceci donne
alors, pour 'Homme, une dose journalidre acceplable de 2 mg/Kg, soil
sensiblement 150 mg pour un adulte d'environ 70 Kgs; cette dose peul
éventuellement &tre augmentée jusqu'a 500 mg, a condition d’avoir
présentes & Desprit les conséquences d’une éventuelle action anesthé-
sique liée A 1'emploi de concentrations trop élevées. A cet égard, les

experts FAO/OMS ont recommandé des recherches en vue d’évaluer
quantitativement l'activité anesthésique de solutions des esters dans

différents véhicules. Il faut souligner également I'intérét qui s’attache
4 la détermination du coeflicient de partage entre différentes phases au
sein des denrées alimentaires. Ces deux catégories de données devraient

permeltre d’évaluer le degré de probabilité de la manifestation d’effets

anesthésiques des esters p.hydroxybenzoiques ajoutés comme antisep-
tiques aux aliments, effets anesthésiques qui me paraissent d’ailleurs
devoir élre pratiquement limités aux mugueuses du tractus digestif, en
raison de 1’hydrolyse, au moins partielle, des esters qui en sont respon-
sables par les systémes enzymatiques. du foie.

En résumé, 'emploi comme antiseptiques alimentaires des eslers
méthylique, éthylique et propylique de I'acide p.hydroxyhenzoique peut,

A mon avis, &tre autorisé, a la condition expresse de limiter non seule-
ment la dose totale pouvant étre absorbée journellement, mais encore

la concentration au sein des denrées alimentaires.
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B - ETUDE DES ANTI-OXYDANTS (ANTI-OXYGENE) ALIMENTAIRES

Les anti-oxydants ou anti-oxygene sont utilisés, soit pour empécher
le brunissement des fruits ou des légumes congelés ainsi que des jus de
fruits, soit pour s’opposer au rancissement des graisses el huiles de
consommation. Si 'addition de produits comme les lécithines, 'acide
ascorbique, les tocophérols (particulierement le d-tocophérol qui
posséde la plus haute activité vitaminique E) ou les acides synergiques,
citrique ou tartrique, qui sont des constituants normaux des aliments,
ne comporte pratiquement aucun danger aux doses utilisées, il n’en
va pas forcément de méme avec les divers composés synthétiques qui
ont été proposés.

— La Thiourée -

A cet égard, un bel exemple de risques de nocivité est fourni par
la thiourée, préconisée, en raison de son pouvoir complexant du cuivre,
pour empécher le brunissement de certains fruits (péches par exemple),
lors de leur conservation, ou comme fongicide pour empécher la pour-
riture des agrumes, En effel, 'administration de ce produit au Rat, a
doses trés faibles longlemps prolongées, a permis & Firznuen et
NeLson (1°%) d’obtenir des cancers du foie. Avec la méme substance, chez
le méme animal, Purves el Griessacu (*°%) avaienl antérieurement
oblenu des tumeurs de la thyroide dont quelques-unes étaient malignes;
cependant que Rosin et Racemimrewrrz (*7%) ont provoqué des cancers
du museau. A la suite de ces constatations, I'usage comme conservateur
de la thiourée a été interdit dans presque tous les pays.

Un autre exemple spectaculaire est celui de la diphénylparaphény-
lene-diamine (DPPD), employée, au moins & une certaine période, sur
une large échelle dans [I'alimentation des volailles comme moyen
préventil de l'encéphalomalacie et préconisée comme anti-oxydant &
usage alimentaire. Or, Oser et Oser (***) ont montré que 'administra-
tion prolongée au Ral d’un régime renfermant des concentrations de ce
produit seulement un peu supérieures a celles des conditions d’emploi
provoquait une prolongation de la durée de gestation et une haute mor-
talité aussi bien des parents que de la descendance.

— Acide nordihydroguaiarétique (NDGA):

Méme des anti-oxydants d’origine naturelle ne sont pas foreément
sans danger. Clest ainsi que l'acide nor-dihydroguaiarétique, ow diméthyl
1.2 bis (dihydroxy-1,2 phényl)-1,4 butane, extrail de Larrea divaricata,
plante de la famille des Zygophyllées, considéré comme inoffensif par
Luxpgere el collaborateurs (2°%) et par Craxsrox et collaborateurs (°9),
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n’offrirait pas, d’aprés LEumax (**%) et Rerra (*°%), une marge de sécurité
suffisante.

HO CHQ——CHICHSI—-CHfCHSI—-CHQ QH

Acide =ordihydroguaiarétique (NDGA)

Je suis de cet avis, car, dans la trés courte communication de
Cranston et collaborateurs (°%), oli, manifestement, manquent des détails
expérimentaux précis, est malgré tout notée 'apparition occasion-
nelle de néeroses du foie et plus fréquemment d’hémorragies
de la région caecale chez les rats traités, lésions retrouvées par Leamax
et ses collaborateurs ('*¢) dans leur expérimentation sur un petit groupe
de rats soumis & l'administration prolongée d’un régime renfermant le
produit & la concentration de 0,39%. Par ailleurs, & concentrations & vrai
dire relativement élevées (2 + 10-* M), 'acide nordihydroguaiarétique
inhibe un certain nombre de systémes enzymatiques, tels que la cata-
lase, la peroxydase et 1'alcooldeshydrogénase (***"), et il n’est pas inter-
it de penser que le produit puisse s’accumuler au niveau des structures
cellulaires qui constituent le support de ces activités enzymatiques el y
atteindre des concentrations suffisantes pour les inhiber. Dans 1'état
actuel de nos connaissances, il me parait personnellement impossible
de fixer une concentraltion inoffensive d'emploi. Il faut souligner, par
ailleurs, les propriétés fortement allergisantes de 1'acide nor-dihydro-
cuaiarétique mises en évidence chez le Cobaye par GRIEPENTROP ('*7).

Parmi les produits utilisés actuellement dans la plupart des pays
figurent les gallates, le butylhydroxzyanisol et, & une échelle plus res-
treinte, le butylhydroxyloluéne ou dibutylparacrésol. Je présenterai
de fagon sommaire les principales données toxicologiques les concer-
nant.

Gallates :

Comme gallates sont utilisés les gallates de propyle, d’octyle, et de
dodécyle. Le premier est un peu soluble dans l'eau, alors que les deux
derniers y sont insolubles, mais sont, en revanche, plus solubles dans
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les graisses. Nous possédons & leur sujet des informations toxicologiques
valables. Je me bornerai & exposer celles concernant la toxicité a
long terme. OrTEN et ses collaborateurs (**') ont administré pendant
deux années A des lots de 20 rats (par moitié males et femelles) des
régimes renfermant du gallate de propyle a des concentrations de
0,0117%, 0,417%, 1,17% et 2,24%. A ces deux dernidres concentrations,
ils ont observé des retards de croissance et des phénoménes d’atteinte
rénale. En revanche, aux concentrations inférieures, ils n’ont noté
aucun effet nocif significatif et en particulier aucune perturbation
de la formule sanguine et aucune altération histologique des principaux
organes. Lenman et ses collaborateurs (*°°) ont soumis des rals et des
souris A I’administration pendant 2 ans de régimes renfermant le gallate
de propyle a diverses concentrations. Si, & la concentration de 5%, ils
ont ohservé de I'hyperplasie de I’estomac antérieur de ces Rongeurs,
en revanche, & la concentration de 19, ils n’ont constaté aucune diffé-
rence significative entre les animaux traités et les témoins Dans les
expériences de Van Escu (*7*), des rats ont été soumis a des rézimes
renfermant les gallates de propyle, d’octyle ou de dodécyle aux concen-
trations de 0,0389, 0,29 ou 0,59. C'est seulement & cette dernicre
concentration, dans le cas du gallate du dodécyle, que l'auteur a observé
un retard significatif de croissance, en particulier dans la 2éme généra-
tion. Aucune anomalie histologique n’'a été observée au niveau des prin-
cipaux organes dans les diverses séries. Dans une expérimentation anté-
rieure, Vax SLuis (*7%) avait administré & des lots de 24 jeunes rats {par
moitié males et femelles) des régimes renfermant 0,29 de gallate d’oclyle
ou de gallate de dodécyle. En prolongeant ses observations sur 3 généra-
tions, il n’avait constaté aucune différence significative entre les animaux
traités et les témoins.

En supplément & ces études, des recherches ont été effectuées sur
ie métabolisme des 3 gallates (%) (°%). Sans entrer dans les détails, j'indi-
querai qu’elles ont démontré 1'hydrolyse des esters el la formation
subséquente d’acide 0-méthyl 4 gallique, s’éliminant dans l'urine sous
forme de conjugué glucuronique.

Ces diverses données permettent de conclure que, dans certaines
limites, I’addition des 3 gallates comme antioxydants aux aliments et
tout spécialement aux graisses ne présente pas de risques pour la santé
humaine. On admet en général que la dose journaliére tolérable chez le
Rat est de 100 mg/Kg de poids corporel. En extrapolant & 'home
avec application d'un facteur de sécurité 500, ceci donne 0,2 mg/Kg
de poids corporel et légitime plus que largement l'autorisation d’emploi
dans les graisses & la concentration de 0,01 pour 100.



— 848 —

Le butylhydroxyanisol (BHA).

Le butylhydroxyanisol commercial est un mélange d’environ 839, de
tert. butyl 3 hydroxy.4.anisol et 159 de tert. butyl 2 hydroxy.4.anisol,

OCH, OCH,

C(CH,),

OH
l1.omére 3 Butylhydroxyanisol Isomére 2

Il est utilisé comme anti-oxydant des matiéres grasses par incorpo-
ration dans la denrée ou dans ’emballage la contenant. Des expérimen-
lations de toxicité & long terme ont été ellectuées sur ce produil par
WiLper et KraveiLn (*°). Ces auteurs ont administré, pendant 22 mois,
& des rats pris dés le sevrage des régimes renfermant de 0,0003 & 0,129,
de butylhydroxyanisol. Ils n'ont observé aucun effet nocif significalif
comparativement aux témoins et en particulier aucune altération histo-
logique des principaux organes. Brown et ses collaborateurs (*") onl
également soumis des rats & l’administration prolongée (2 ans) de
régimes renfermant des concentrations de B H A allant jusqu’a 0,3%.
Sauf A& cette derniére concentration, pour laquelle ils ont seulement
constaté une légere infériorité de poids des animaux adultes, ainsi
qu’'une augmentation de poids du foie par rapport aux témoins, ils
n’ont observé aucune nocivité et n’ont pas noté d’influence du pourcen-
tage des lipides dans la ration.

A doses relativement élevées, le butylhydroxyanisol se dépose dans
les réserves adipeuses (***), mais aucune accumulation en d’autres points
de l'organisme n’a été mise en évidence par les différents chercheurs
qui ont étudié ce problégme (*), (*%), (**%). Le métabolisme a été étudié
par Astin et collaborateurs (**) et surtout par Dacre et collabora-
teurs (°®) (°7) (*). Ces auteurs ont montré que le produit était détoxiqué au
niveau du foie par conjugaison glucuronique ou sulfurique, en précisant
les différences en fonction des espéces utilisées (Lapin, Rat). On évalue

(*) Entre la rédaction de cet article et la correction des épreuves, j'ai
pris connaissance d'un travail de Gorper (W.8.), Rvan (A.J) et Wricnr (S.E.):
J. Pharm. Pharmacol.; 1962, 14: 263, dans lequel ces auleurs, expérimentant sur
le Rat du butylhyvdroxanisol marqué au tritium, ont démontré I'excrélion urinaire
rapide de ce composé et de ses produits de dégradation métabolique. Les résultals
obtenug avec le bulylhydroxytoluéne sont beaucoup moins favorables.

»
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en général a 280 mg/Kg de poids corporel la dose journaliére chez le
Ral pour une absorption prolongée. Méme en appliquant un facteur de
séeurité considérable (500), ceci permet de considérer les taux couram-
ment utilisés dans I'alimentation (0,029, dans les graisses) comme ne
présentant aucun risque pour la santé,

Butylhydroxytoluéne (B H T).

La situation n’est pas aussi favorable pour le butylhydroxytoluéne
(BHT) ou du tert.butyl 2.6 p.crésol (D B P C), connu, également sous le
nom d’lonol.

OH
CH
b c<cH,
HSC;C N 3
H; C CHj,
CH,

Dibutyl-2,6 p. crésol

Si DeicaManx et ses collaborateurs (7*) n’ont observé aucun effet
toxique chez des rats soumis pendant 2 années & des régimes renfermant
de 0,2 & 0,89 du produit, s'il en a été de méme dans les expériences a
long terme poursuivies sur le méme animal par Brown el ses collabo-
rateurs (°?), en revanche, dans des expériences & court terme (7 semaines),
ces derniers auteurs ont observé, A la concentration de 0,19 associée
A une concentration en graisses de 209, un retard de croissance accom-
pagné d’une angmentation de poids du foie, cependant que 109 des
descendants présentaient de l'anophtalmie. Ces constatations, jointes a
celles de Day et collaborateurs (71), d’aprés lesquelles le BHT administré
au Rat pendant H 4 8 semaines provoque, & une concentration aussi basse
que 0,19, une nette augmentation du taux de cholestérol et autres consti-
tuants lipidiques du sérum, et & celles de Jounson et Heewmn (**%) qui
les ont confirmées dans les grandes lignes en soulignant la sensibilité
des males, ne permettent pas actuellement de fixer des limites de con-
centrations d’emploi du produit dont on puisse assurer qu’elles sont
inoffensives pour la santé (*). Parmi les questions restant & éclaireir,

(*) Entre la rvédaction de cet article et la correction des épreuves, j'ai
pris connaissance d'un {ravail de Sporn (A) et Scuosescn (0): Igiena; 1961, 9: 113,
dans lequel ces auteurs exposent les résultats de leurs expérimentations avec le BHT
chez le Rat. Chez des animaux soumis, pendant 8 semaines & un régime contenant
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l'une des plus importantes est I'influence du laux de graisses du régime
sur la toxicité. A cet égard, Brown et ses collaborateurs (°°) ont souligné
que le BHT, & la concentration de 0,1% dans un régime renfermant, non
plus 209, mais 10% de graisses, ne provoquait pas de retard de crois-
sance du rat. Il faut, par ailleurs, souligner que les recherches concernant
le métabolisme du BHT (°7) (°*) ont montré que la présence des 2 groupes
tert. butyl de part et d’autre de la fonction phénol inhibait, au moins
partiellement, les conjugaisons détoxicantes.

Acide thiodipropionique et ses esters dilaurylique et distéarylique:

Lacide thiodipropionique, que répond a la formule structurale
suivante:
CH, — CH, — COOH
|
8
|
CH, — CH, — COOH

est utilisé dans divers pays comme antioxydant dans les matidres
grasses el d’autres aliments A& la concentration de 0,029,. On emploie
dans le méme but ses esters dilaurylique et distéarylique. L’acide thiodi-
propionique a été expérimenté par Lemman el ses collaborateurs (1°%);
administré a des cobayes pendant 4 mois, & la concentration de 0,59%
dans l'eau de boisson, il n’a provoqué aucun effet nocif notable. Il en a
été de méme pour deux lots de chiens soumis pendant 100 jours & des
régimes renfermant respectivement 0,1 el 39 d’'un mélange d’acide
dithiopropionique (1 partie en poids) et d’ester-dilaurylique (10 parties
en poids).

Chez le Rat, a été cffectuée une expérimentation a long terme. Des
lots de 20 animaux ont été soumis, pendant 2 années, A des régimes
contenant 0,5, 1 et 39 d’acide thiopropionique ou de ses esters; aucun
cifet nocif. et en parliculier aucun effet sur la croissance, la mortalité
et les caractéres histologiques des principaux organes, n’a été observé.
Ces données sont encourageantes, mais on peut regretter qu’elles aient
été  publiées sculement sous une forme résumée. Par ailleurs, je
n'ai pu relever dans la littérature scientifique aucune information

0,2 p. 100 en poids de 1'antioxvdant, ils ont observé une diminution du taux d’azote
protéique et une angmentation du taux des lipides dn tissu hépatique, assocides A
-une augmentalion du poids et de la teneur en acide ascorbique de la surrénale. Selon
eux, leurs constatations traduisent un « stress » métabolique et constituent un
argument contre lautorisation d’emploi du BHT comme additif aux aliments.
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sur le métabolisme de ces 3 produits, non plug qu'aucune observation
de leurs elfets sur I’homme, de méme que des résultats détaillés relatifs
aux essais & long terme. De telies données sont cependant trés désirables.
C’est pourquoi les experts d’'EUROTOX avaient estimé, lors de leur 4éme
réunion lenue & Montecatini-Terme (Italie) en Octobre 1958, que 'acide
dithiopropionique devait étre classé dans le groupe des substances qui,
bien qu’utilisées fréquemment et depuis longtemps, exigeaient des expé-
rimentations complémentaires. Il s’impose, dans ces conditions, d’éire
trés prudent dans la fixation d'une dose journaliére tolérable pour
I’homme pour une absorption prolongée. Les experts FAO/OMS (Genéve
Juin 1961) ont fort justement appliqué a 1'acide dithiopropionique, un
facteur de sécurité troés élevé, soit 500. En partant du fait que, chez le Rat
la concentration de 39 dans le régime correspondant & une dose journa-
litre de 1.500 mg/Kg de poids corporel, n’a donné lieu & l'apparition
d’aucun effet nocif dans I'expérimentation & long terme effectuée par
Leaman et coll. (**%), on peut en déduire une dose tolérable pour 1'homme
de 3 mg/Kg de poids corporel par jour, soit 200 mg pour un adulte
de 70 kgs.

* %k *

Jarréte 1A mes essais d’évaluation toxicologique des agents chimi-
ques utilisés ou proposés comme antizseptiques ou antioxydants. La liste
que j’en ai dressée est loin d’étre exhaustive. Elle est plus compléte dans
le rapport que j’ai présenté au 4dme Symposium sur les substances
étrangeres dans les aliments organisé a Paris en Juillet 1938 par la
Commission Internationale des Industries agricoles et alimentlaires sur
les risques pouvant résulter pour la sanlé humaine de 'addition de
conservateurs aux aliments. Ce rapport paraitra ultérieurement. Il sera
accompagné d’une classification des conservateurs alimentaires en
fonction de leurs propriétés toxicologiques. Une telle classification,
d’ailleurs provisoire, a été faite par les Experts du Comité EUROTOX,
lors de leur 48me réunion tenue & Montecatini Terme en Octobre 1958
(Voir Bibliographie générale). J'ai retardé la parution de ce rapport pour
pouvoir y inclure les résolutions adoptées au niveau de la Communauté
Economique Européenne,

C - ETUDE DES AGENTS AMELIORANTS DE LA SAVEUR ET DE
L’ODEUR.

Edulcorants. Leur diffusion d’emploi, particuliérement dans les
crémes glacées, les sodas et les limonades, tient au souci de réduire
I'apport calorique que représentent ces aliments ou boissons en rempla-
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cant le saccharose par des produits synthétiques sans valeur nutritive,
ayant a poids égal, un pouvoir sucrant considérablement plus élevé (*07),

Saccharine :

co
H, C6< > NH

S0,

Saccharine

La Saccharine, dont, depuis 1902, '’emploi en France est interdit
en période normale, ne serait pas sans danger. A concentration suffisante
dans le régime, elle provoque, d’aprés Frrzuuen el collaborateurs (1°%),
une inhibition de la croissance chez le Rat, qui tolére bien, en revanche,
la consommation d’un régime en renfermant 19 ; d’aprés une observa-
tion de DeroserT (7°), elle serait susceptible, & doses suffisamment impor-
tantes, de provoquer, chez I'Homme, de la néphrite hématurique.

Duleine ou p.éthoxyphénylurée

OCyH,

Duleine

La Dulcine serait plus dangereuse. Firzuucn et NeLson (°7) ont obte-
nu des cirrhoses et des tumeurs hépatiques chez le Rat, aprés adminis-
tration prolongée de régimes en renfermant de 0,1 & 1 p. 100. Aux plus
fortes concentrations, (0,5 et 1 p. 100), ils ont observé paralldlement des
retards de croissance, des lésions des organes hémopoiétiques (anémie),
et une augmentation de la mortalité. A la suite de leurs constatations,
I'emploi alimentaire de la dulcine a été interdit dans de nombreux pays.
Toutefois, en répétant 1'expérimentation, LerTRe et Wrea (1°9), puis
BEKEMEIER et collaborateurs (*°) ont obtenu des résultats négatifs. Cepen-
dant, Scamanr (*®') soumettant, pendant plus de 300 jours, de jeunes
rats & 1'absorption journalidre d’une dose moyenne de 40 mg de phényl-
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urée (dose totale par animal de I'ordre de 21 grammes) a obtenu, chez
4 animaux sur 12, des cancers, dont 1 cancer du foie avec métastases
abdominales. Il en conclut que la phénylurée dont dérive la dulcine est
un cancérogéne faible.

Antérieurement, le méme auteur, soumettant, en collaboration avec
Rerrer (2*%), des rats & D'administration prolongée de phénacétine

H,C,0 A —NH~-C0 — CH,

Phénacétine

(40 4 50 mg par animal et par jour), dose totale par animal de l'ordre
de 22 g., avait conclu & 1'absence de propriétés cancérogenes de ce com-
posé chez le Rat.

P.A.N. et Néodouxane:

Un autre édulcorant synthétique, le P.A.N. (éther n.propylique de
I’amino.2.nitro.4.phénol), donné comme non toxique par VERKADE el

0-CH,-CH, —CH, 0—CH,—CH,

NH, NHQ

Z

NO, NO,
P.A.N. Neéeo-Douxane

collaborateurs, s'est révélé, dans les expériences de Firrznucu et NEL-
soN (1°7) sur le Rat soumis & des regimes en renfermant 0,1%, susceptible
de faire apparaitre des troubles de croissance, des altérations histologi-
ques au niveau de la thyroide, une augmentation de poids du foie et du
rein et méme des 1ésions au niveau de ce dernier organe. Il est en outre
doué d’un trés haut pouvoir anesthésique. Son homologue éthylique, le
Néodouxane, fait apparaitre, chez le Rat soumis & son administration pro-
longée, des corpuscules de Heinz dans les hématies et, au niveau du foie,
des altérations nucléaires et de la dégénérescence graisseuse (A8
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Cyclamate de Sodium:

Quant au Cyclohexylsulfamate de sodium, ou Cyeclamate de Sodium,
introduit en 1930, il serait, aux doses usueclles. dépourvu de toxicité,
d’aprés RicHarps et collaborateurs (*7") et Frrzuucu el collaborateurs ( g 3

Hy C CH,
HyC CH_NH_S0,Na

H,C CH,
Cyclamate de sodium

Cependant, Frrzauen et collaborateurs (**%) ont, avec des concentra-
tions & vrai dire élevées dans le régime (89%), observé des retards de
croissance chez le Rat dans des essais de toxicité a long terme, alors
que, pour ces fortes concentrations, Ricrarps et collaborateurs (™) ont
vu apparaitre des diarrhées, ohservées également chez I'Homme, apres
absorption de plusieurs grammes du produit.

AGENTS D’AROMATISATION :

Ce groupe comporte de trés nombreuses substances, au sujet
desquelles, malgré leur emploi trés largement diffusé, nous manquons
d'informations toxicologiques. Cette carence est d’autant plus inquié-
tante que des risques de nocivité ont été, dans ces derniéres années, mis
en évidence pour certains de ses représentants.

Safrol:

C'est ainsi que les chercheurs de '« U.S. Food and Drug Adminis-
tration » (') ont montré que le Safrol ou Allyl.4A.Méthyléne dioxy.1.2.
benzéne, principal constituant de 1'essence de Sassafras (75 a 80%),
extrait & partir de cette dernidre ou produit synthétiquement, et utilisé
pour communiquer un bouquet spécial & cerlaines boissons non ou peu
alcoolisées, était susceptible, aprés administration prolongée au Rat de
régimes en renfermant 500 mg/Kg, de diminuer trés nettement la durée
de vie moyenne des animaux. Par ailleurs, a la concentration de 5000
mg/Kg de régime, apparaissent des lésions et méme des cancers au
niveau du foie (19 animaux sur 30). Chez le Chien, le Safrol, a fortes
concentrations dans le régime, provoque une atrophie des cellules hépa-
tiques. Ces conslatations, confirmées depuis dans les grandes lignes par




HomBErGER et collaborateurs ('*%), qui ont noté, en oulre, chez le Rat
soumis & un régime renfermant 1000 mg/Kg de safrol, une atrophie de
la moelle osseuse, du testicule, de I'ovaire et de la muqueuse gastrique
et une hypertrophie de 'hypophyse et de la surrénale, ont conduit a la
suppression volontaire d’emploi aux Etats-Unis du Safrol et aussi de
I'isosafrol et du dihydrosafrol. Les aromates & faible teneur en safrol.
tels que la cannelle et la muscade, continuent & étre utilisés.

Coumarine :

Il faut mentionner également le cas de la Coumarine qui, adminis-
trée au Rat et au Chien, & vrai dire & doses de toxicité subaigué (100
mg/Kg de poids corporel par jour pendant 40 & 61 jours, chez le Chien),
a provoqué 'apparition de lésions hépatiques (**'). A mon avis, une expé-
rimentation & long terme avec ce produit s’impose.

Citral :

Citons encore le cas du Citral qui, d’aprés LEacn et Luyop (1*7), serait
susceptible, & trés faibles doses, de provoquer, chez l'animal, des
lésions de l’endothélium des vaisseaux sanguins et du glaucome, ces
effets étant supprimés par la vitamine A,

D - ETUDE DES AGENTS AMELIORANTS DE L’ASPECT DES ALIMENTS.

Je me bornerai & examiner, dans cette classe, les emulsifiants et les
colorants, me réservant d’étudier, dans des articles ultérieurs, les repré-
sentants de divers autres groupes, tels que les gélifiants et épaisissants,
les agents clarifiants, les agents de blanchiment et de maturation des
farines, ete...

EMULSIFIANTS ET STABILISATEURS:

Les termes « émulsifiants » et « stabilisateurs » s’appliquent aux
substances susceptibles de contribuer a la formation el au maintien d une
dispersion uniforme de deux ou plusieurs matiéres non miscibles.

Si 'emploi dans ce but de produits tels que les lécithines et les
mono et diglycérides (*°%) & acides gras présents dans les glycérides
alimentaires, dégradés dans l'organisme selon les processus du méta-
bolisme normal, ne pose aucun probléme toxicologique, il n’en va pas
de méme avec beaucoup d’autres composés. Je citerai a cet égard
seulement quelques exemples, me réservant e consacrer un article
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d’ensemble & I'évaluation toxicologique des émulsifiants et stabilisateurs
pouvant étre ajoutés aux aliments dont le nombre s’est aceru considé-
rablement en ces derniéres années.

Spans et Tweens:

Dans ce groupe, les Spans (esters d’acides gras el de sorbitane ou
anhydride de sorbitol) et les Tweens (dérivant des Spans par addition
sur leurs OH libres de chaines polyoxyéthyléniques) occupent une place
importante. Certains sonl utilisés, entre aulres, pour maintenir en
suspension les essences aromatiques dans les boissons troubles sans
alcool, trés en faveur dans certains pays, pour empécher le pain de
rassir ou comme agents de dispersion dans divers aliments (crémes
aglacées, sorbets), confiseries et pétisseries.

Des expérimentations A long terme concernant les Spans ont été
effectuées par Kraxtz (") par Oser el Oser (***) et par Frrznucs,
Bourke, NELsox et Frawrey (*°°) sur le rat. Elles ont montré que I’admi-
nistration prolongée pendant 2 années d’un régime renfermant jusqu’a
3% de monostéarate de sorbitane avec observation de plusieurs généra-
tions, était parfaitement tolérée. Il en a été de méme dans une expéri-
mentation chez le chien, prolongée pendant 19 & 20 mois, au cours de
laquelle la seule anomalie observée a été une discréte hémosidérose au
niveau du foie (***). Par ailleurs, diverses observations sur I’homme ont
montré que I'absorption d’'une dose journalitre de 6 grammes, répétée
pendant plusieurs semaines, ne provoquait aucun effet nocif en parti-
culier en ce qui concerne le fonctionnement du tube digestif et du foie,
ainsi que la formule et la composition du sang (**'"%) (379%) Pgrgsan et
coll. (*%*"*) administrant & 2 enfants pendant 32 a 37 jours 4 grammes
par jour du produit, n’ont également noté aucune réaction d’intolérance.

En ce qui concerne les Tweens, Krantz et coll. (***) ont administré
& des rats, pendant toute leur vie, un régime renfermant 0,3 & 2 p. 100
de monolaurate de polyoxyéthyléne sorbitane (Tween 20), sans observer
d’effets nocifs.

De méme Oser et Oser (***) ont soumis & expérimentation A long
terme chez le rat les produits suivants:

— tween 60: monostéarate de polyoxyéthylénesorbitane;
— tween 65: tristéarate de polyoxyéthylénesorbitane;
— tween 80: monoléate de polyoxyéthylénesorbitane.

Ces composés ont été incorporés au régime des rats & des concen-
p < -
trations allant de 5 & 209,. Les animaux ont été soumis & ces régimes
pendant 2 ans, et 3 générations successives ont été étudiées.
Jusqu'd la concentration 109, incluse, aucun effet significatif sur
/O &
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la croissance et les fonctions de reproduction non plus que sur les
caractéres histologiques des principaux organes, n’a été noté. Ce n’est
que pour les concentrations supérieures a 59, que la fertilité, la gesta-
tion, la vitalité des petits et la lactation ont été affectées, & un degré
d’ailleurs variable avec la nature des composés expérimentés.

Ces résultats favorables dans des conditions expérimentales
rigoureuses ont un grand intérét.

A mon avis, il convienl cependant, méme sans attacher trop d’im-
portance & la mise en évidence des effels toxiques de ces substances sur
les cultures de tissus (**°), de garder une attitude extrémement prudente
vis-a-vis de ces composés et de ne prendre que des risques calculés, car,
¢’lls ne sont pas toxiques par eux-mémes, sauf & de trés fortes concen-
trations vraiment trop éloignées des conditions physiologiques (*°911?),
il n'est pas exclu qu’ils puissent permettre 1'absorption de substances
qui, en leur absence, ne seraient pas résorbées et dont les éventuelles
potentialités toxiques risquent d’étre ainsi révélées. Rappelons a cet
égard la démonstration apportée par ExwaLn et collaborateurs (%) de
la pénétration du benzopyréne dans la paroi stomacale de la souris et du
chat en présence des tweens. De méme, Kernnier et collaborateurs (*67%),
puis Payne et Durr (*°*"™) ont montré que l'addition de tween 80 au
régime augmentait la résorption gastro-intestinale du cholestérol chez le
Lapin. Rappelons également que WissLer et collaborateurs (*?°22?) ont
démontré 'angmentation de 'absorption intestinale du fer sous 1'influence
du tween 20 ajouté au régime. Enfin, Wong, Juras et WissLer (**%) ont
mis en évidence que l'association de tween 80 & du méthylcholanthréne,
administré per os & la Souris C;, black, provoquait une nette augmenta-
tion des tumeurs induites par I’hydrocarbure, non seulement au niveau
de I'estomac antérieur, mais encore au niveau de tissus autres que ceux
du tractus digestif, en particulier au niveau du poumon,

Beaucoup d’auteurs considérent cependant que le risque de toxicité
indirecte, 1ié & la tensioactivité de ces composés est inexistant: Ils font
valoir que divers composés biologiques, sels biliaires, phospholipides,
mono et diglyveérides, protéines et savons, abaissent également la tension
superficielle et, selon eux, I'évaluation toxicologique des agents surfactifs
pouvant &tre incorporée A 1'alimentation, doit étre effectuée pour chaque
substance, sans s’occuper de la tensioactivité per se (cf. & cel égard; « The
relation of surface activity to the safety of surfactants in foods ». A
report by the Food Protection Committee of the Food and Nutrition
Board, Publication 463. US-National Academy of Sciences - National
Research Council, October 1956). Je pense personnellement que des
recherches approfondies sont désirables de ce point de vue, notamment
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en ce qui concerne l'absorplion de certaines maliéres coloranles & usage
alimentaire. '

Par ailleurs, certaing tweens peuvent manifester, dans certaines
conditions, des propriétés cancérogénes faibles. C’est ainsi que le Tween
60, utilisé comme agent émulsifiant dans divers aliments et dans les pitis-
series, et aussi pour empécher les phénoménes d’efflorescence dans le
chocolat, provoque, chez la Souris, des papillomes (**7) et un petit nombre
de cancers aprés badigeonnages répétés de la peau (**°) et, chez le Rat,
des lympho-sacromes intra-abdominaux aprés injections sous-cutanées
répétées (2°7). De plus, ce composé est un agent dit « promoteur », qui,
appliqué sur la peau de la Souris, préalablement traitée avec une seule
dose d’hydrocarbure polycyclique cancérogéne trop faible pour provoquer
Ja cancérisation, fait apparaitre des tumeurs malignes (**7). Mais, comme
des résultats semblables ont été obtenus avec le stéarate de sodium ('%?),
il est nécessaire, pour avoir une plus claire compréhension de la signifi-
cation d’une telle propriété promotrice, d’effectuer des expérimentations
avec d’autres surfaclifs (cf. & cet égard; le rapport de la Béme session
du Comité mixte FAO/OMS d’experls des additifs aux aliments. Genéve,
décembre 1960).

Il faut aussi citer dans ce groupe le stéarate de polyoxyéthyléne 8
(Myrj 45). Cet agent, dont I'addition au pain a éé préconisée pour
’empécher de rassir, a été administré au Rat & la concentration de 23
p. 100. 11 a provoqué, chez les males, I'apparition de calculs urinaires,
associé, dans certains cas, & des tumeurs vésicales bénignes ou ma-
lignes (°%). Mais on peut, avec Frazer (*'%), remarquer qu'un effet obtenu
avec une concentration s’écartant lellement des limites physiologiques
n’est guere significatif.

Huales polymérisées et oxydées:

Dans le groupe des émulsifiants, il faut également signaler les
dangers des huiles polymérisées hautement oxydées (huile de soja
chauffée & 180° en méme temps qu’on injecte de 'oxygéne dans la
masse), que 1’on additionne aux margarines pour leur conférer une bonne
tenue & la cuisson, et en particulier éviter le phénomeéne dit de 1'écla-
boussement (ou giclage) par séparation des phases aqueuse et lipidique
sous l'influence du chauffage. Il faut souligner que ces produits qui, &
I'’examen chromatographique, n’ont pas révélé la présence d’époxydes,
ont provoqué un pourcentage important de tumeurs (20 & 559 dans
certaines séries expérimentales), aprés injections sous-cutanées répétées
chez le Rat, mais ont, en revanche, fourni des résultats négatifs aprés
administration par voie orale (*7%327), En relation avec I’évaluation toxi-
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cologique des huiles oxydées proposées comme émulsifiants pour usages
alimentaires, il nous parait intéressant de mentionner les recherches
de Anxprews, Meap et Grirritn (*) dans lesquelles I'administration au
rat per os d’un échantillon d’huile de soja oxydée préparée dans certaines
condilions définies ou d’hydroperoxyde de butyle tertiaire a provoqué
des retards de croissance.

Emulsifiant M E 18.

La facheuse histoire de I’émulsifiant ME 18 de la margarine PLANTA,
ajouté & cette derniére dans le méme but que les huiles polymérisées et
oxydées, a donné lieu & une suffisante publicité pour qu’il me soit
permis d’'y Taire allusion, tout en soulignant ma connaissance incom-
pleéte des faits. D’aprés ce que j'ai pu savoir, l'émulsifiant ME
18 était obtenu par condensation de I'anhydride maléique avec de I'huile
de soja raffinée, isomérisée par chaullage en présence de nickel a 1800°.
Il se produit, dans ces conditions, un transfert des doubles liaisons des
acides linoléique el linolénique en positions conjugués, ce qui rend pos-
sible la réaction classique de condensation de DieLs et ApLer. Il se forme
alors un anneau hydro-aromatique porteur de deux carboxyles, dont 1'un
est estérifié par l'alecool stéarique. L’émulsifiant, qui se présente sous
forme d’une huile visqueuse, serait constitué en majeure parlie par un
dérivé de l'acide linoléique qui est l'acide gras principal de 1'huile de
soja. Ce composé répondrait & la formule suivante:

(‘.;HQ-O-CO-Rl
H-0-C0<2 CH = CH

I g= o
CH;-0-CO- (CHg)? - CH CH - (CHy)s - CH3
% 4
CH — CH

/ l
COOH CO — O — (CHaj),;- CH;
Emulsifiant ME 18

Mais, étant donné que I'huile de soja est un produil constitué par
des glycérides provenant de divers acides gras et accompagné d’une faible
proportion de divers principes, il doit se former un certain nombre
d’autres composés lors de la condensation avec l'anhydride maléique.
En outre, chaque étape de la préparation peut donner naissance a
d’autres produits que ceux contribuant a la formation du composé dont
la formule structurale a été donnée plus haut. Il en résulte que 1’émul-
sifiant, en tant que produit technique, est un mélange trés complexe
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de composés dont certains ont une structure inconnue (*). Il a été utilisé
dans la margarine & une concentration de 0,29, associé a des mono et
diglycérides et a de la lécithine.

On se souviendra que son utilisation a 6té6, en aolt 1960, aux Pa ys-
Bas, & l'origine d’une intoxication collective & allure épidémique ayant
frappé des milliers de sujets en majorité du sexe féminin. Les symplomes
principaux, apparus apres une période de latence, consistaient en
hyperthermie marquée, céphalée, asthénie, hypolension et surtout en
manifestations éruptives: plaques cutanées rouges prenant la forme
d’eczémas suintants & tendance ulcéreuse (27°27°), (es manifestations
éruptives avaient un caractére trés prurigineux. Elles débutaient en
général aux mains, aux pieds ou au visage et s’étendaient ensuite au
trone ou aux membres, frappant surtout les régions découvertes. Sur les

muqueuses buccales survenaient parfois un gonflement, des pseudo-aphtes

et des hémorragies. Les quelques cas mortels signalés concernent des
femmes déja atteintes d’autres affections (sauf une femme de 37 ans,
jusqu’alors bien portante). Les épreuves fonctionnelles n’ont pas révélé

d’anomalies dans le fonctionnement du foie ou du rein, non plus que

des perturbations de la coagulation sanguine. La formule sanguine accu-
sait en général une leucocytose croissante dans les premiers jours avec
une relative lymphocytose et une éosinophilie pouvant atteindre 209,
Histologiquement, une infiltration périvasculaire, un oedéme de 1'épi-

(*) Entre la rédaction de cet article et la correction des dépreuves jai

pris connaissance d'un article de Marr (J.W.IL), Marten (K.E.) el Vax Neer (F.C.J.)

- Havutarzr, 1962, 4, 13, dans lequel ces auteurs signalent la présence dans 1'émulzifiant
ME 18 sous sa forme commerciale. d'une impureté répondant & la structure suivante:

CHQ_O—*CO _Rg

l

| i ™

CH,— 0—CO0—(CH,), —CH /EJH—(CH2)5—CH3
CH~CH

/(l: (’:\
0/ \0/ \0

Ce composé réagit rapidement avec les groupements, aminés libres des protéines et

peut jouer le rdle d’hapténme. D’aprés les résultats d’expérimentations sur de jeunes

pores, dont on trouvera les détails dans la publication mentionnée, sa combinaison

avec la sérumalbumine serait & l'origine de la formation d’anticorps sensibilisants.

Il faut toutefois souligner que lez résultats de Mari el collaborateurs n’ont pas été

confirmés par d’autres chercheurs.
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derme, & la fois intra et intercellulaire, des vésicules sous épidermiques
éparpillées résument les constatations.

Les cas hollandais présentaient une singulidre analogie avec la
maladie vésiculaire observée en Allemagne de juillet & Novembre 1958,
analogie clinique objectivée par les mémes lésions histologiques. L’en-
quéte a révélé que l'apparition de cette maladie avait coincidé avec la
mise sur le marché, & ’époque, de margarine contenant le méme émulsi-
liant & la dose de 0,19 et tout d’abord consommé a Kiel, ville on se
~manifestérent les premiers cas.

De Ia I’épidémie s’étendit, comme le marché Iui-méme, en Allemagne
de I'Ouest, en aofit en Schleswig Holstein, en Septembre en Basse-Saxe,
fin Octobre & Francfort, en Octobre & Berlin. Lorsque I’émulsifiant fut
retiré de la fabrication, les cas disparurent.

Le caractére rapidement extensif de celte épidémie accrédita, a
I'époque, I'opinion d'une infection virale. On parla, cependant, d’intoxi-
cation alimentaire, surtout parce que les cantines d’usine étaient souvent
atteintes, mais on ne fit pas alors la corrélation avec l'usage de marga-
rine traitée par le nouvel émulsifiant. 11 est intéressant de souligner que,
d’aprés I'enquéte d’Hermans (**°), tous les consommateurs ne furent pas
alteints el que, aussi bien aux Pays-Bas qu'en Allemagne, les sujets de
sexe féminin furent plus spécialement frappés.

Il est évident que des incidents aussi regrettables ne peuvent qu’in-
citer les industriels & étre prudents et les hygiénistes & ne pas atténuer
leur sévérité,

Les elfets biologiques de 1I'émulsifiant ME 18 sur les animaux d’ex-
périence sont encore A I’étude. On a pu faire absorber & diverses espéces
d’animaux (souris, rat, porc...) de grandes quantités de ce produit, avec
et sans margarine, sans que des elfets nocifs se soient manifestés. L obser-
vation selon laquelle I'émulsifiant a des effets sensibilisateurs lors qu’il
est absorbé dans certaines conditions est peut-dtre significative, mais
il n’a pas encore éé6 démontré que ce soit cette propriété qui ait provoqué
les symplomes d’intoxication chez I’homme. Peut étre a-t-on affaire avec
ce composé & une sensibilité spéciale de 1'espéce humaine; s’il en est
ainsi, ce serait un malheureux, mais magnifique exemple de I'incertitude
que comporle toujours l'extrapolation de 1'animal & 'homme.

Composés divers:

Un grand nombre ont été proposés en ces dernidres années parmi
lesquels nous citerons:

— les huiles végétales comestibles bromurées;
— les acétoglycérides (acétostéarides et acétooléides);
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— le stéarate de propyléneglycol;

— le mono et le distéarate de pentaérythrol;

— lalginate de .propyléneglycol;

— le tartrate de stéaryle;

— les esters diacétyltartriques des monoglycérides et diglycérides;
— les esters du saccharose avec des acides gras (sucro-esters).

Il m’est impossible de les étudier en détail, car, le plus souvent, les
informations toxicologiques les concernant n’ont pas été publiées.

Je voudrais cependant présenter une remarque générale & leur sujet.
On pourrail considérer, a priori, que lemploi comme additifs aux
aliments d’esters résultant de la combinaison d’acides gras et d’alcools
en quelque sorte physiologiques ne posent pas de problémes toxicolo-
giques.

A mon avis, il ne faut pas oublier que parfois la combinaison de 2
molécules pratiquement atoxiques conduit & une substance dont la
toxicité est loin d’'8tre négligeable. L’exemple le plus spectaculaire a
cel égard est celui de l'acétylcholine dont on connait la haute activiié
pharmacodynamique et toxique, alors que ses 2 constiluants, acide acéti-
que et choline, sont tolérées A des doses relativement considérables. De
méme, 2 composés proposés justement comme émulsifiants, les acides
palmitoylglutaminique et stéaroylglutaminique, possédent des toxicités
aiguds trés supérieures a celles de leurs conslituants respectifs: DL;,
per os chez le Rat de I'ordre de 2 g/Kg de poids corporel pour le premier
et de 3 g/Kg de poids corporel pour le second (*7*). Mais il s’agit 1a de
toxicités aigudés. Qu’en est-il pour les toxicités & court terme et & long
terme beaucoup plus intéressantes & considérer dans le cas des additifs
aux aliments? Nous sommes la dans une incertitude totale et c’est
pourquoi il convient, & mon avis, de se méfier des idées a priori et de
soumettre toute subslance proposée & une expérimentation toxicologique,
aussi bien & courl terme qu’a long terme.

Souvent, on a ainsi des surprises. (l'est ainsi que, en procédant a
'expérimentation & long terme chez le Rat des acétoglycérides (')
résultant de l'acétylation des graisses superglycérinées ou des monogly-
cérides purs des acides oléique ou stéarique, avec lesquels on pouvait
s’attendre A une métabolisation similaire & celle des graisses naturelles,
AMBRrOSE et collaborateurs (°) ont vu apparaitre, méme & la concentra-
tion la plus basse de 59, dans le cas de certains échantillons d’acétos-
téarides, une diminution du volume des testicules et une inhibition des
fonctions de reproduction chez le Rat, cependant que Cox et De Eps (*%)
ont observé, chez le méme animal soumis & l’acétylmonostéaride, des
foyers de granulomatose au niveau du tissu adipeux.
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C’est ainsi également que, aprés administration au Chien en perfu-
sion, d'un émulsifiant constitué par des esters diacétyltartriques de mono
et diglycérides, & des doses journalitres de 30 & 50 ml/Kg, 5 jours par
semaine, pendant 6 semaines, Hartwic et collaborateurs (***) ont vu
apparaitre, chez presque tous les animaux (11 sur 13), une diminution
du taux d’hémoglobine et, chez 509 environ d’entre eux, des effusions
pleurales et péricardiques. Ces manifestations toxiques, qui rappellent
celles du syndrome provoqué chez le Poulet par le facteur oedema-
tiant (*%), sont provoquées aussi bien par le produit technique que par le
produit purifié. Mais, dans ce cas, il convient de ne pas oublier qu’apreés
absorption per o0s, ces esters sont hydrolysés par les enzymes intestinaux.
Vest donc par la voie orale que doit étre effectuée leur évaluation toxico-
logique. A cet égard, Koppanyi et Darpin (**°"%) ont administré a 3
groupes de 2 chiens pendant 2 ans des doses journaliéres respectives de
1,5, 3 et 6 grs par Kg de poids corporel. Ils n’ont observé aucun effet
nocif. En outre, ils ont soumis des groupes de 8 rats & I"administration
pendant toute leur vie de régimes contenant I’émulsifiant & des concen-
trations respectives de 3,10 et 209. Ils n’ont noté aucune anomalie en
ce qui concerne le comportement des animanx, leur croissance, leur
longévité, leurs facultés de reproduction et les caractéres histologiques
des principaux organes.

Les données concernant les produits dits sucroglycérides ou sucro-
esters, qui sont des esters du saccharose avec les acides gras physiolo-
giques (mono et diesters des acides gras saturés de G, & C,;, mono et
dioléates, mono et diesters des acides gras de coprah ou de palmiste),
sont également favorables. Ce sont des surfactifs non ioniques
dans lesquels la partie hydrophile est représentée par le saccharose (**%).

On pouvait a priori penser que, résultant de la combinaison de
principes typiquement alimentaires, ils seraient métabolisés comme ces
derniers. Effectivement, BErry et Tumrxer (**) ont montré qu’ils étaient
hydrolysés aussi bien par la lipase de suc pancréatique que par l'a
amylase et l'invertase également présentes dans ce suc et surtout par
les homogénats de foie, en libérant le saccharose et les acides gras. Par
ailleurs, ils peuvent servir & la respiration des homogénats de foie. Ce
sont les esters des acides gras non saturés qui se sont révélés les plus
facilement hydrolysables et les plus sensibles & la dégradation oxydative.

Sur le plan toxicologique, la plupart des données expérimentales
n’ont, A ma connaissance, malheureusement pas été publiées de facon
détaillée et ont été seulement présentées dans leurs grandes lignes lors
d’une Journée technique sur les sucro-esters et les sucro-glycérides, tenue
a Paris & la Maison de la Chimie, en Mai 1961 (44257279, Ospow et col-
laborateurs (2%%) ont toutefois indiqué que des doses de 5 g/Kg de poids
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corporel administrées per os n’exercent aucun effet nocif sur le Rat
D’autre parl, six rals soumis pendant un mois & un régime renfermant
109 de ce méme ester n’ont montré aucune anomalie dans leur compor-
tement.

D’autres essais de toxicité A court terme ont été elfectués chez le méme
animal par Osmma et Kaswara (2%%). Des lots d’animaux ont été soumis
pendant 6 mois & des régimes renfermant respectivement 2, 5, 10 et 20%
de monooléate de saccharose. Jusqu'ad la concentration de 109% incluse, il
n'a pas été constaté d’effets nocifs. Ce n’est qu’au dessus de la concen-
tration de 10% que furent observés des retards de croissance et des
phénomeénes diarrhéiques.

Si les résultats d’expérimentation & long terme sont, comme oOn
peut s’y attendre, aussi favorables, il n’y aura que des avantages &
autoriser ’emploi de ces émulsifiants susceptibles de recevoir des appli-
cations pour deux utilisations principales:

1) comme émulsifiants des graisses, agenls de dispersion des
arOmes, stabilisateurs des boissons et des sauces;

2) comme détergents pour le nettoyage des matériels et récipients
utilisés dans les industries alimentaires.

Pour cette derniére utilisation, ils présentent 'avantage de pouvoir
dtre dégradés par les microorganismes des riviéres, apportant peut éire
ainsi une réponse, au moins partielle, au grave probléme de la persis-
tances des surfactifs dans les eaux résiduaires (**°).

COLORANTS

Pour donner aux denrées alimentaires un aspect engageant, on fait
souvent appel & des matiéres colorantes. Parmi les denrées alimentaires
additionnées de facon courante de colorants, nous citerons, en dehors
des divers produils de confiserie (bonbons, dragées, pates de fruits...)
et des liqueurs, les patisseries fraiches ou séches (gauirettes, biscuits...),
les sirops, les limonades, les sodas et les boissons diverses non alcooli-
sées, les ving, et éventucllement le cidre et la bitre, les pates alimen-
taires, les crémes glacées, certaines confitures, les produits de charcu-
terie (saucisses de Strashourg et de Francfort...), les langues écarlates,
les crotites de fromages (coloration en jaune pour la pdte, colorations
diverses pour la crofite), les assaisonnements pour salades, et méme,
au moins dans certains pays, le beurre et les margarines.

Rappelons également la coloration des crevettes provenant de
certaines régions; c’est ainsi que les crevettes roses de Chalut (Para-
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poenus membranaceus Risso) péchées sur les cotes tunisiennes, alge-
riennes el marocaines, se décolorant a la cuisson, sont le plus souvent
recolorées en rose pour la vente.

Il s’agit 14, d’ailleurs, d’une pratique interdite, mais que les circons-
tances ont conduit A tolérer. Dans d’autres cas, comme par exemple la
coloralion en rose des conserves de colin, vendues ensuite comme
saumon, ou la transformation en vin rouge d’un vin blanc de qualite
médiocre, par addition d'un mélange de Bordeaux S el de tanin, il s’agit
de véritables fraudes.

Quoi qu’il en soit, nous consommons ainsi chaque jour, & notre
insu, des quantités mon négligeables de colorants dont I'innocuité n’a
pas toujours été démontrée de facon suffisamment rigoureuse. Cela est
d’autant plus inquiétant que certains colorants préconisés & une certaine
époque pour les usages alimentaires, ont été indubitablement reconnus
nocifs.

Nous citerons toul d’abord, & cet égard, quelques exemples d’effets
de toxicité générale, provoqués par 'absorption prolongée de certains
colorants.

('est ainsi que le Jaune Naphtol S (n. 19 de Schultz, n. 10 du Colour
Index 1924 et n. 10.136 du Colour Index 1956), provoque chez le Rat,

ONa
Na0, S NOsg

NO,
Jaune Naphtol S

aprés administration prolongée per os (concentralion dans le régime:
0,25 & 2 p. 100), & cdté d'une réduction marquée de la durée moyenne

S0sNa N==N e OH

Orangé 1

de vie I'apparition d’ulcdres étendus du tube digestif au niveau du caecum
et du colon terminal (**°).
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— que 'Orangé I (n. 185 de Schultz, n. 150 du Colour Index 1924
et n. 14.600 du Colour Index 1956) entraine, chez le méme animal, une
reduction considérable de la durée moyenne de vie (***4%) et, par ailleurs,
provoque chez le Chien et chez I'Homme, des phénomeénes diarrhéiques
& doses relativement modérées (0,80 a 0,20 g.) (*"").

— que le Soudan IV ou Rouge Ecarlate GN, dit encore Rouge Or-
ganol IV (n. 841 de Schultz, n. 288 du Colour Index 1924 et n. 26103
du Coulour Index 1956), autorisé jusqu’a ces temps derniers pour colorer

N=—/N M=

Rouge Ecarlate GN

la paraffine enrobant certaines variétés de fromages, provoque l'appari-
tion de lésions hépatiques chez la Souris (*°) et chez le Rat (*°%), méme
a des concentrations relativement faibles (0,1 p. 100) (***).

— que 'Erythrosine J (n. 887 de Schultz, n. 773 du Colour Index
1924 et n. 45430 du Colour Index de 1936) & dose suffisante provoque

I I

Na0 [y pa— 0

——COO0ONa

Erythrosine J

des vomissements et de I’albuminurie chez le Chien (*%'%°) et exerce
chez la Souris (**') une action hémolytique in vitro et in vivo, cependant
que, d’aprés Krauvze (**°), des phénoménes de paralysie abdominale,
accompagnés de perturbations de la lformule sanguine (diminution des
hématies, augmentation des leucocytes) se manifestent chez le méme
animal sous l'influence de doses convenables du colorant.
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— que le Brun Soudan RR, administré per os au Rat & faible con-

N=N NH,

NHg

Brun Soudan RR

centration dans le régime (0,01 p. 100), fait apparaitre des perturbations
intestinales, provoquant une mort rapide ('**).

— que le Soudan I ou Orangé gras E (n. 33 du Schultz, n. 24 du
Colour Index 1924 et n. 12055 du Colour Index 1956).

HO
N
O/\N
\'
Soudan 1

— et le Soudan H ou Orangé gras XX (n. 92 du Schultz, n. 73 du
Colour Index 1924 et n. 40265 du Colour Index 1956), administrés per os.
par mélange, au régime & une trés faible concentration (0,02 a 0,04
p. 100), provoquent, chez le Rat, des altérations rénales (*'%), cependant

que des doses plus fortes, dans le cas du Soudan II, réduisent considé-
rablement la durée moyenne de vie (*'*?).

— que le Ponceau SX fait apparaitre, chez le Chien soumis & un

. CHs OH
' SO:NE

SD5Na

Ponceau SX
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régime en renfermant 2 p. 100, des lésions sévéres de la cortico-surrénale
et de la vessie (3°7),

— que I'Orangé Cérés GN (Soudan G)

HO
Orangé Cérés GN

— VOrangé GG,

HO
NBOSS

SOSNG

— et le Rouge Cérés G,

Rouge Cérés G

font apparaitre, chez le Chat, aprés administration répétée per os (0,1
g/Kg pendant 7 jours ou 0,002 g/Kg pendant 33 jours), des granulations
de Heinz ('*®) dans les hématies.

— que 1'Orangé GG, le Jaune AB, et surtout 1'Orangé I font appa-
raitre, chez le Rat, les mémes granulations (*7°).

—N SU3N&

OH
Orange 0
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— que le Jaune AB et le Jaune OB provoquent, chez le Rat, d’apres

NH, CHj NHa

Jaune A.B, Jaune O.B.

les résultats successifs de Vos et collaborateurs (*'7), de WiLLHEIM et
Ivy (**%), de ArLimark et collaborateurs (%), de Druckrey (*°) et de Ner-
soN (**%), divers elfets nocifs graves, et en particulier, en dehors d’effets
cathartiques importants, une réduction marquée de la croissance et de la
durée moyenne de vie, une diminution des facultés de reproduction et
une augmentation de la mortalité de la descendance et, dans les expé-
riences de Arumark et collaborateurs (%), & une concentration dans le
régime aussi basse que 0,3 p. 100 dans le cas du Jaune AB, une diminu-
tion du poids des testicules et une augmentation du poids du foie et des
reins. Ces symptomes s’accompagnent d'une nette atrophie et d’une
dégénérescence marquée des testicules, de faibles modifications inflam-
matoires du rein et de légéres modifications hypertrophiques de la rate.
A doses plus fortes, les auteurs ont observé des modifications cellulaires
au niveau du foie, du thymus, de la surrénale, du pancréas, de la rate
et du rein, et aussi une diminution marquée de 1’hémoglobinémie, ainsi
que du nombre des érythrocytes totaux et des réticulocytes.

—- que, d’aprés MircueLL et Struck (**'), 'administration prolongée
de Bleu de Méthyléne provoque une anémie, d’ailleurs réversible, avec
hypoplasie de la moelle osseuse.

— que, enfin, d’aprés Krauze (**%), chez les ouvriers alfectés en
Pologne (& Borouta prés de Lodz) & la fabrication des colorants dérivant
du triphénylméthane, ont été constatés, en dehors des eczémas, des
iroubles gastriques (diarrhée) et des symptomes pneumoniques.

* % »

Mais un risque de nocivité beaucoup plus redoutable est la mani-
lestation  d’effets cancérogénes auxquels j'ai consacré plusieurs
articles (P38210-34%) © Augsi me bornerai je a rappeler les faits les plus
essentiels.

On peut diviser les colorants cancérogénes en deux classes, suivant
gu’ils se rattachent ou non & la série des azoiques.



RN

Série des Azoiques:

Les découvertes, dans cette série, ont eu comme point de départ la
constatation, par Fiscner (1°%), en 1906, de I'apparition de proliférations
épithéliales atypiques, bien que non malignes, aprés injection sous la
peau de l'oreille chez le Lapin, de Rouge écarlate en solution huileuse.

CH, CH, OH
Y )

g i /}

Ce résultat de Fiscuer fut confirmé par de nombreux expérimen-
tateurs, et en particulier par Yamaciwa el Ouxo (*°°) chez la Poule; puis
Scamipr (%) signala, en 1924, que 'administration per-os & la Souris
de ce colorant pouvait provoquer la formation d’adénomes hépaliques
ayant, par endroils, une structure sarcomateuse, c¢’est-d-dire maligne.

Avec un autre colorant voisin du Rouge Ecarlate, le Soudan III

Soudan I

N=N N

Rouge Ecarlale

HO

(n. 352 du Schultz, n. 248 du Colour Index 1924 et n. 26100 du Colour
Index 1986), Fiscuer ('°*), puis HEumuorz (***) et Benrtmin (*°) observe-
rent des proliférations épithéliales plus ou moins atypiques surtout chez
le Lapin,

En considérant la formule du Rouge Ecarlate, on fut tout naturel-
lement amené & penser que l'o.aminoazotoluéne ou amino.4.diméthyl.

0. aminoazotoluéne
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5.27.azobenzéne, dénommé aussi Jaune Soudan RR, représentait la partie
active de la molécule.

Elfectivement, Stoeser (*'*) et Havwarp (?) constatérent en 1909
que ce composé provoquait des proliférations épithéliales identiques a
celles produites par le Rouge Ecarlate. Vingt-trois ans plus tard,
Yosuma (*°%), soumettant des rats & son administration prolongée par
voie buccale, observa la production d'hépatomes transplantables,
démontrant ainsi pour la premidre fois, de facon indiscutable, l'activité
cancérogéne d’un azoique.

L’activité cancérogéne de l'o.aminoazotoluéne viz a vis du tissu
hépatique fut retrouvée chez la Souris, aprés implantation sous-cutanée,
par SueEar (*°?), qui, comme d’ailleurs Yosnma chez le Rat, observa en
outre quelques tumeurs de la vessie. Toute une série de travaux suivi-
rent, entre autres ceux de Kivosita ('"1), Law ('*), Axpervont (7) et
Kmsy ('), qui confirmérent les constatations précédentes, en particulier
Paction cancérogéne élective sur le foie et aussi I'absence d’activité
cancérogene en badigeonnages.

Expérimentant une série de dérivés de l'azobenzéne, obtenus par
substitution de groupes CH, ou NH,, KiNosita (**?) découvrit, en 1937,
'activité cancérogéne d’un autre azoique, le p.diméthyl-amino-azoben-
zéne (n. 28 de Schultz, n. 19 du Colour Index 1924 et n. 11020 du Colour
Index 19%56), d’ailleurs isomeére de ['o.amino.azololuéne, comme ce
dernier, actif per os et localisant ses effets au niveau du foie:

N=N N (CH,),

p.dimélthyl amino-azobenzéne
La découverte de 1'action cancérogéne du p.diméthyl-amino-azoben-
zéne avait une importance considérable sur le plan alimentaire, car ce
composé servait, dans certains pays, & colorer les margarines et avait
recu, pour cetle raison, le nom de « Jaune de Beurre ». Aussi, les hygié-
nistes commencérent-ils & s’édmouvoir des dangers que pouvait présenter
I'introduction dans les aliments de colorants synthétiques, d’autant que,
par la suite, d’autres azoiques, comme par exemple:
— le Rouge de méthyle (*™) (n. 250 de Schultz, n. 211 du Colour
Index 1924 et n. 13020 du Colour Index 1956).

O0H
Hy C
>N N=N
H;C

Rouge de méthyle
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— le Brun Soudan RR ('*%),

N=N QHH,
NH,

Brun Soudan RR
— le Rouge Soudan 7 B ('77),

HC,H,
Rouge Soudan 7 B
et, plus récemment, 'Orangé SS (Orangé gras TX) (**)
| Hy H
N=—N
Orangé 58 (Orangé gras TX)
et la Chrysoidine (V)
) HyN i
| "
i+)
-
Chrysoidine

se¢ révélérent cancérogénes,

Cherchant & établir des relations entre la structure chimique et
l'activité cancérogdne, on admit, an début, que la présence de groupe-
ments basiques, en l'espdee les groupements fonctionnels NI, qui sont




elffectivement, selon la terminologie courante, carcinophores, était
nécessaire & cette activité. On pensa alors pouvoir supprimer les pro-
priétés cancérogdnes des colorants aminés en introduisant dans leuars
molécules des groupes acides, et en particulier des groupes COOH et
S0, H, leur communiquant, par ailleurs, avec 1’hydrosolubilité par for-
mation de sels alcalins, la propriété de ¢’éliminer rapidement, contraire-
ment aux molécules génératrices retenues longtemps dans l'organisme
griwce & leur solubilité trés préférentielle dans les lipides.
Effectivement, Coox et collaborateurs (°*), expérimentant chez la
Souris un certain nombre de matidres colorantes azoiques sulfonées:

— Ponceau 2 R:

HsC N=—=N

S0; Na
Ponceau 2 R

— Orangé I (Orangé SXX)

' 00:8

Orangé 1

— Orangé 11

OH

Orangé II
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— Amarante ou Bordeauxr S

OH 03;Na
NaD, S N=—N
—-SO;N!
Amaranthe
— Orangé GG
OH
N=N
Na0; S
803 Na
Orangé GG

administrées pendant de longues périodes, & la dose moyenne de 30 mg
par semaine, n'ont pas constaté d’effets cancérogeénes.
Ajoutons que le Méthylorange ou Hélianthine, qui dérive du p.di-

Méthylorange

méthyl-amino-azobenzéne par introduction d’un groupe sulfonique en
p’, s'est révélé inactif chez le Rat dans les expériences de KiNosita (%)
el de KorosTELEvVA (*®%).

Mais il faut penser d la possibilité de transformations métaboliques
consistant en particulier en réduction du groupe — N = N —, avec
formation de composés aminés,

Ce mode de transformation métabolique a été prouvé pour divers
azoiques, en particulier par SisLEy et Porcner (**7) pour 'Orangé I ou
p.sulfo.benzéne.azo.l.naphtol transformé en acide p.sulfanilique, par
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f'ULLER (**°) pour le Rubiazol (Prontosil) ou p.sulfonamide.2’ .4’ .diamino-
azobenzéne, transformé en p.amino-phényl-sulfonamide, par STEVENSON,

N N
NHs
.
SO, NH, Rubiazol NH,
(Prontosil)
N Hy NHo
— NH,
S0, NH, NHo
P aminophényl Triamino 1.2.4.
sulfonamide benzéne

DosrinEr et Ruoaps (***) pour le p.diméthyl-amino-azobenzéne transformé
en aniline et N-diméthyl-p.phényléne-diamine, par ErLson et WarreN (°%)
pour l'azobenzéne, par Danier ("°) pour le Soudan I ou benzéne-azo-
naphtol.2. et, plus récemment, par Rapomski (*°7) pour le Rouge Citrus
n. 2 ou diméthoxy.2.3.phénylazo.1.naphtol.2. (*).

Or, les composés aminés sont toxiques, et en particulier possédent,
en dehors de leur action sur le systdme nerveux central et le parenchyme
hépatique, des propriétés méthémoglobinisantes dont le reflet morpho-
logique est l'apparition de granulations de Heinz dans les hématies.
Certains d’entre eux ont, par ailleurs, été reconnus indubitablement
cancérogénes. C’est ainsi que la §-naphtylamine et la benzidine, dont le
squelette se retrouve dans de nombreux colorants, provoquent, chez les
sujets exposés & leur absorption prolongée, des cancers de la vessie (**%).
C’est d’ailleurs en raison de la présence dans leurs molécules d'un reste

(*) Il faut également ciler, de ce point de vue, les résultats obienus par action
des levures ou des bactéries de la [ermentation la{thne gsur divers azoiques par
Rieper (27%), Krammertn (17%), Eisexsranp et Kravck (°*), Eisexsranp et Prem (1),
LoursCHEID (2°°) et MEcxe et Scumanr ('), A cet égard, un grand intérét s’attache
a4 la connaissance des produits de dégradation mélabolique des colorants ajouté aux
aliments prenant naissance sous l'influence des bacléries intestinaleg, car ils peuvent
étre résorbés, alors que leurs précurseurs ne le sont pas (voir & ece sujet, Rapomski
(J.L.) et MELLINGER (T.J.); J. Pharmacol., 1962, 136: 239).
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de B-naphtylamine que, malgré les résultats négatifs de Babcer et colla-
borateurs ('*), chez la Souris, et de Suciura (*'7), chez le Rat, nous avons
combattu pour faire interdire en France I'emploi alimentaire des Jaunes
AB et OB, aminazoiques qui avaient été autorisés pendant un certain
temps (avril 1947 & octobre 1949) pour la coloration des margarines.
Cette prudence était justifiée, car, depuis, ont été mis en évidence les
eifets de toxicité générale que nous avons rappelés plus haut et, par
ailleurs, Druckrey el collaborateurs (°°) ont ultérieurement observé un
faible pourcentage (3 p. 100 environ) de tumeurs de localisations diverses
(utérus, pancréas...), aprés administration trés prolongée au Rat aussi
bien de Jaune AB que de Jaune OB (*).

Pour prendre un autre exemple, la transformation métabolique en
composé aminé explique peut-étre que le Soudan | ou phényl.azo B.naphtol.

HO

4

Soudan I

utilisé dans certains pays pour colorer les croiites de fromages, ait été
trouvé cancérogéne par Kirsy et PeEacock ('"*), bien que ne possédant
pas de fonction amine. On peut, en effet, penser ici & la production
métabolique d’une ortho-hydroxynaphtylamine (amino.1. hydroxy.2.
naphtaléne), dont la structure est, comme 1’a justement souligné Crav-
soN (%), éminemment favorable & la manifestation de propriétés cancé-
rogénes. De méme, la production de granulations de Heinz, que nous.
avons observées dans les hématies du Rat ou du Chat soumis au Ponceau
3 R ou Ponceau de Cumidine (n. 213 de Schullz, n. 185 du Colour Index
1924 et n. 16.285 du Colour Index 1936), nous parait pouvoir s’expliquer

(*) Huerer (**") a également obtenu chez le Ral un faible pourcentage de cancers,
en l'espéce des cancers du foie, par administration de régimes renfermant 2,5 p. 100
de Jaune AB ou de Jaune OB. 1l a, de plusg, caractérisé par spectrographie, dans
l'urine de chiens el aussi de sujets humaing ayant ingéré 'un ou l'autre de ces deux
colorants, wune substance identique, ou tout au moins (rés proche de l'amino.
2.naphtol.4, produit de transformation métabolique de la B.naphtylamine reconnu
cancérogeéne chez 1’animal. (Bonser et coll.; Brit. J. Cancer, 1956, 10: 539 - Trorr.
et coll.; Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 1939, 100: 121).
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par la transformation métabolique de ce colorant dans D'organisme
animal avec production d’une Cumidine ou triméthyl.2.4.5.aniline.

CH, H SO0zNa
CH, N= b, LT
CH,4
S0szNa
Ponceau de Cumidine ou Poneceaun 3 R Cumidine (triméthyl 2.4.5.aniline)

Récemment, Grice et collaborateurs ('?%), soumetiant des rats &
I'administration prolongée pendant 65 semaines de régimes renfermant
le colorant a des concentrations allant de 0,3 & 3 p. 100, ont observé,
en dehors d’une diminution de poids chez les animaux femelles, 'appa-
rition de lésions hépatiques a toutes les concentrations, et de cancers
du foie aux concentrations de 1 et surtout de 3 p. 100 (7 animaux sur 30
porteurs de telles tumeurs). Le métabolisme du colorant, dont la compo-
sition sous sa forme commerciale est complexe, a été étudié, chez le Rat,
par LinostrRom et Hansex (1°%) qui ont montré que les diflérentes
Xylidines produites (isoméres 2.4; 2.5 et 2.6) élaient oxydées, la pre-
midre en acide aminobenzoique, les deux autres en aminophénols. Du
noint de vue de la toxicité subaigué, c’est la 2.4.xvlidine qui est la plus
nocive, au moins chez le Ral.

Tenant compte de 1'éventualité de ielles transformations métabo-
liques, les spécialistes de ces questions ont proposé de ne relenir pour
des usages alimentaires que des coloranis azoiques porteurs de groupes
acides (groupes —S0,H et COOH, ou méme oxhydryles phénoliques) sur
chacune des deux moitiés de la molécule, de facon que ne puissent étre
libérées, par réduction metabolique de la liaison azoique N = N, que des
amines sulfonées, carboxylées ou oxhydrylées.

Malheureusement, le respect de cette régle n’est pas suffisant pour
étre assuré d’une séeurité totale.

C’est ainsi que le Blew Trypan a été reconnu cancérogéne chez le
Rat, par GmLman et collaborateurs (**') (76 sarcomes du foie sur 196
animaux soumis toutes les semaines A I'injection sous-cutanée de 0,5 ml
d’une solution & 1 p. 100 du colorant), dont les constatations ont été



