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Brevet : chaque matériel, chaque méthode, chaque protocol e,, a été arrêté et décrit étape après étape

dans un brevet no 95.06O28 du 22 de mai 1995 auprès de I'Institut National de la Propriété

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

æuvre d'un tel procédé.
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adénosine tri phosphate
Benzo[a]pyrène
Commission des Communautés Européennes
Communauté Economique Européenne
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déchets industriels banals
déchets industriels spéciaux
dose j ournalière admissible
dose jétale pour 50 pourcent de la population entrant dans I'expérimentation
déchets municipaux
diméthyl sulfoiyde
densité optique mesurée par le test au
(lecture) I 6fr nm (référence)
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1967 (A.M.A., 199: 519)
règlement sanitaire départemental
dodécyl sulfate de sodium
superoxyde dismutase totale
superoxyde di smutase-manganèse
oxydes de soufre
Lignée cellulaire sanguine humaine découverte par Tsuchiya
fut isolée puis cultivée suite à une leucémie monocytaire.
indice de toxicité, calculé pour un essai donné, par rapport à
référence
tour par minute (vitesse de centrifugation) - ou RPM.
Lignée monocytaire pleurale humaine découverte par Sundstrôm et Nilsson
Qnq; elle fut isolée puis cultivée suite à un lymphome histiocytaire généralisé.
usine d'incinération de déchets industriels
usine d'incinération d'ordures ménagères
United Stues of America
unité du système international
ultra-violet
valeur limite d'exposition indicative qui peut être admise dans les locaux de
travail
valeur limite moyenne d'exposition indicative qui peut être admise dans les
locaux de travail
sodium 3'I I -(( phényl-amino-carbony)-3,4-tétrazoliumJ-bis(4-méthoxlr6-nitro)-
benzène sulfunic acid hydrate

et coll. (1980) ; elle

un témoin air pur de



' IVTRODUCT IOIV



/ /VTRODUCT IOA/

Le contexte dans lequel s'inscrit cette étude est parfaitement vierge : les dangers liés aux produits

entraînés par une plruse gazeuse restent assez méconnus, vraisemblablement faute d'outils d'étude.

Dans un souci de répondre aux inquiétudes exprimées par I'opinion publique et Pour devancer la

réglementation, des industriels demandent de quelle manière contrôler la toxicité des reiets à

l,atmosphère des usines d'incinération des déchets. Car à I'instar de ce qui est aujourd'hui exigé pour

les eaux usées et traitées avant leur rejet, I'on pourrait envisager des tests biologiques pour mesurer le

risque pour le vivant d'un transfert de polluants vers I'atmosphère, et qui complète de manière

efficace les analyses physico.chimiques qui leur sont d'ores et déjà appliquées. Ce nouveau rype

d'outils réagirait à I'ensemble des polluants présents, en tenant compte de leur diversité de structure et

de réactivité, ainsi que de leurs actions additives, antagonistes ou au contraire synergiques. Il se

baserait sur /a toxicité, un paramètre alternatif pratique à la concentration des produits présents (qui

nécessite en outre une identification des molécules présentes et un choix préalable des analyses à

mener). La toxicité est un paramètre de comparaison pour les effluents étudiés ; elle justifiera la

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

Dans un premier temps, ce travail récapitule les conditions d'incinération des déchets banals ou

dangereux, et tente de faire I'inventaire des connaissances et des lacunes sur la nature et la quantité

des polluants pouvant être présents à l'émission. Une recherche sur ce qui est connu de la toxicité de

ces produits définit le type de bio-essais qui sont ou seraient adaptés à leur détection et à la mesure de

leurs impacts biologiques. Cette étude préalable a pour but de permettre de cibler des perspectives

réalistes pour une nouvelle recherche : I'adaptation et le développement d'un bio-test.

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

d'action.

Dans un deuxième temps, ce travail pose et répond à deux questions :

( I ) euelles techniques combiner pour mettre en place un test biologique adapté aux effluents

atmosphériques des usines d'incinération de déchets ? Il faut la réunion de plusieurs entités :

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

. un montage d'échantillonnage des effluents et d'exposition du réactif biologique, qui permette un

contact physiquement maîtrisé entre le réactif biologique et des effluents souvent très chauds et très

humides, formés de gaz, d'aérosols et de particules ;

o un paramètre de qualité, lié à la toxicité des effluents sur le réactif biologique ;

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

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

combustion sont de composition tÈs variable ?

Enfin, il restera un travail à faire, sur les perspectives de ce nouvel outil dc tenain qui gardera encore,

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

Figure 2. Composition et variation des OM dans la CEE(l) et aux USA ; (d'après Heulot, L994).
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A. CO(VTÉXTE D€ L'ETUD€

I .  DECHETS ET INCINERATION

1. Nature des déchets incinérés

1.1. I-e poids des déchets...

Nous produisons en France (figure 1) 580 millions de tonnes (Mt) de déchets par an (inventaire de

1990, Ademe et Ministère de l'Environnement, 1993). I-a quantité de déchets produits chaque année

dans I'Union Européenne en l994est quant à elle estimée àz,zmilliards de tonnes (Desachy,1994).

Déchets municipaux tDMl

31 millions de tonnes (Mt) de DM en moyenne par an en France conespondent à I'ensemble des

déchets dont l'élimination doit être assurée par les communes (Ademe et Ministère de

I'Environnement, 1993). 20,5 Mt de DM par an sont des ordures ménagères [OMJ, dont plus du tiers

(figure 2) représente des emballages ! De 1960 à 1990 en France, la production moyenne d'OM par

habitant a augmenté de 63 Vo pour atteindre 358 kg par an.

Déchets industr ie ls tDI l

Près de 150 Mt de DI par an sont produits en France (Ademe et Ministère de I'Environnement, 1993 ;

Heulot, lgg4; Claude et coll., IWs; Desachy,1994). l0O Mt par an sont des DI inertes (déblais,

produits d'extraction ou de démolition,...) et plus de 4O Mt par an sont des DI banals lou DIB], c'est-

à-dire des déchets susceptibles d'être traités comme les OM ; mais 6 à 7 Mt par an sont des DI

spéciaux lou DIS]. [æs DIS contiennent des éléments polluants en quantité plus ou moins forte. [-es

déchets toxiques en quantité dispersée [DTQD], plus connus du grand public, font partie des DIS.

Déchets hospi tal iers IDHI

Les DH représentent 750 kt par an, toutes catégories confondues. Ils comptent d'une part des déchets

spécifiques hospitaliers non contaminés ne comportant ni verre, ni métal (2O 7o des DH) et des

déchets domestiques (50 7o des DH), tous deux pratiquement assimilables aux OM ; et d'autre part

des déchets spécifiques contaminés (plus de 20 Vo des DH) et des déchets contaminés à risque (5 à

IO 7o des DH). Iæ tri est obligatoire entre les DH assimilables aux OM et les DH contaminés. (Maës,

L992u ; Dumon , I992t ; l.ambisto, 1992; Heulot , L994).
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Figure 3. Devenir des ordures ménagères en France ; (source ANRED 1990,
repris dans I'Express du 13.2.92).
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Déchets de I 'agriculture et des industries agro-alimentaires IDAI

Ils représentent la plus grande part de la masse de déchets totaux, soit 4O0 à 420 Mt Par an ([æs

Transformeurs, I99l ; Maës, 1992u; Heulot, 1994)-

En définitive, le déchet est le pendant de I'activité humaine, et sa génération continuelle impose qu'il

soit géré de façon rigoureuse. La tendance actuelle est d'envisager le déchet en quatre étapes

successives, énoncées par exemple par Gisbert (199t : lo. l'éviter, sinon 2".le valoriser, sinon

3o. le traiter, sinon 4o. le stocker.

1.2. Choix du traitement thermique des déchets

[-a nature du déchet collecté détermine grandement le type de traitement à mettre en æuvre (figure 3) :

. soit une valorisation par le tri, la récupération et les transformations, pour une nouvelle utilisation

des ferrailles, métaux non ferreux, papiers-cartons, verre, plastiques, textiles, huiles...

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

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

l. la mise en décharges ou I'enfouissement technique,prêcédée ou pas d'un traitementin situ,

2. les procédés physico-chimiques qui éliminent, neutralisent ou stabilisent des éléments chimiques,

3. les procédés biologiques, qui mettent en jeu des micro-organismes,

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

techniques classiques d'incinération.

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

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

Incinération de DM

Environ 38 Vo des DM sont incinérés chaque année (soit 8 Mt par an) : ?i7 To par traitement thermique

couplé à une récupération d'énergie et 11 7o sans récupération d'énergie. Les OM seules sont

incinérées à45 7o enFrance. Globalement, elles se composent de25 à 55 Vo d'eau, de 30 à 60 Vo de

matières combustibles, et de 25 à 4O 7o d'imbrtlables. Chaque année, quatre à cinq unités nouvelles

de traitement thermique augmentent la capacité de traitement de 200 à 300 kt par an (Heulot, 199/+).

Incinération de DI

Si I'on considère I'ensemble des DI, approximativement 43 Vo des DI sont incinérés. Mais seuls

Ii,,! Vo des DIS prennent la voie des traitements en vue de leur élimination(2), l'incinération

représentant les trois quarts de ces traitements ! [æ reste des DIS est à 31,8 To valonsé et à 51 ,l Vo

stocké (chiffres de |ggt : Heulot, 19f,4). 5 7o des DIB sont incinérés, la plus grande part étant

valorisée (35 7o), stockée en décharge (25 7o) ou éliminée de façons diverses (35 Vo).

2 i,e. traitements physico-chimiques (344 kt/an), traitements thermiques (896 kt/an), traiûements divers (12 kUan) ;

chiffres de l99l rappelés par Heulot (1994).
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Incinération de DH

L-es règlements sanitaires départementaux (RSD) imposent le traitement thermique des déchets à

risques. Il s'agit d'une incinération in sira, ou plus rarement (28,5 Vo des DH contaminés) d'un

traitement en externe : en usine d'incinération d'OM GnOm suivant des contraintes strictes fixées

par I'arrêté ministériel du 23 août 1989, dans une installation centralisée spécifique, ou en usine

d'incinération de déchets industriels (UIDI) ; (Maës, t992v; Dumon, I992a; l^ambisto, L992).

Incinération de DA

Il semble difficile d'estimer la part de I'incinération dans l'élimination de ce type de déchets ; elle est a

prinritrès variable mais elle reste faible. En fait, les DA sont aisément recyclés ou valorisés (Ademe,

lgql) : jusqu'à 95To en moyenne dans la plupart des états membres de I'Europe (Desachy,1991).

2.  Pr incipe de I ' incinérat ion

Læ point d'inflammation du déchet varie grandement en fonction de la nature des produits qui le

composent (A.G.H.T.M., 1985). Successivement :

. I'eau se vaporise et passe à l'état de vapeur d'eau susceptible de jouer un rôle hydrolysant ;

.les matières combustibles formées essentiellement des éléments C, H, Cl, S, N, s'oxydent au

contact de I'oxygène de I'air et génèrent COz, HzO, et, en quantité moindre, HCl, SO*, NO^, qui

bien str se retrouvent dans les effluents gazeux. [-a température s'élève ;

. les matières inertes se retrouvent sous forme d'oxydes, de carbonates ou de se[s, dans les résidus

solides de I'incinération (Maës, 1990).

2.1. Chimie de I'incinération

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

z.l.L Oxydation du carbone

l-a réaction complète est C + Oz - t COz.

l-aréaction incomplète estC + ll2 02 -> CO ; elle a lieu en milieu réducteur (manque d'air, donc

d'oxygène). C'est la première étape de la combustion ; celle-ci se poursuit par la combustion de

I'oxyde de carbone si la quantité d'airest suffisante: CO + Oz -> CO2. L'excès d'air a Pour effet

d'assurer une combustion complète et d'éviter ainsi le dégagement de CO, ou encore une perte de

chaleur. (A.G.H.T.M., 1985).

2.I.2. Oxydation de I'hYdrogène

Hz + ll2 Oz -, HzO. Dans les installations industrielles, I'eau produite par la combustion reste à

l'état de vapeur (A.G.H.T.M., 1985 ; Maës, l99O).
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2.1.3. Oxydation du soufre

La quantité d'oxydes de soufre SOx contenue dans les produits de combustion est une fonction

croissante de la teneur en soufre du combustible (Maës, 1990).4 250 oC, S + Oz -> SOz. En

outre, entre 300 et 500 "C, SOz + ll2 Oz -r SOr ; cette formation de SO3 devient négligeable au-

dessus de 95O'C.

2.1.4. Oxydation de I'azote

A haute température, I'azote gazeux s'oxyde en monoxyde d'azote: Nz + 02 -> 2 NO. l-e,

dioxyde d'azote NOz se forme par conversion du NO à température relativement basse (inférieure à

600 "C) et en présence d'oxygène (Maës, 1990).

2.I.5. Oxydation du chlore

n provient ordinairement des chlorures salins et métalliques, ou du chlorure de polyvinyle

(CHzCHCI).. [.a combustion produit soit du chlore élémentaire Cl2, soit de I'acide chlorhydrique

HCl. Le rapport de Cl2 à I'HCI dépend de la pression partielle de la vapeur d'eau et de I'oxygène,

ainsi que de la température des fumées. On a en effet la réaction d'équilibre de Deacon:

4 HCI + 02

combustion du PVC se trouve donc sous forme de HCI ou Cl2. La théorie de la réaction de Deacon

permet d'envisager une re-formation du chlore sitôt que [a température des gaz diminue. Toutefois

étant donné sa très grande réactivité,le chlore réagit, dès que formé, sur les poussières pour former

des chlorures (Maës, 1990).

2.2. Technique d'incinération

2.2.1. Conditions d'incinération

Cinq paramètres influencent la bonne combustion des déchets : la composition variable des

déchets, le taux d'humidité, le débit d'introduction des déchets et leur distribution dans le

four, le temps de résidence des déchets dans le four, et la quantité d'airde combustion.

Tous ces paramètres mal contrôlés, peuvent contribuer à créer une combustion incomplète et

provoquer l'émission de produits indésirables qui sont la source d'importantes pollutions. (Herbet et

Séminel, 1990). On parle souvent du respect déterminant de Iarègle des trois T: température du four,

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

2.2.2. Etapes majeures du procédé

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

o une phase de séchage, durant laquelle les matières volatiles se dégagent en premier ;

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

o une phase de gazéification des composés carbonés jusqu'à combustion totale du carbone.

Il y aura d'autant moins de poussières entraînées dans les gaz de sortie de combustion que ces trois
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1) Déchet

2) Eau

3) Matière organique

4) Matière inorganique
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Iiltration

7) Gaz purifTé

Figure 4. Répartition de la masse des déchets entre différents produits issus de la combustion:
mâchefer, poussière de filtration et gaz purifié ; (d'après Brunner, 1988).
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phases seront bien respectées (Herbet, 19{39 ; Herbet et Séminel, 1990).

[æs déchets sont stockés en compartiment(s) étanche(s), avant d'être prélevés, puis déversés dans le

four d'incinération, où la température est de 800 à 1000 'C (OM, DI, DH), ou supérieure à l20O "C

dans le cas de décheæ polychloro bi- ou triphénylés, de chlorophénols et d'autres organo-halogénés

(Deppner et coll., 1985 ; Schræff et coll., 19{38 ; Maës, 1990 ; Brun et l-eforestier, 1991).

l,e four est surmonté d'une chambre de post-combustion dans laquelle les gaz achèvent leur

combustion. Des réglementations y imposent un temps de séjour des gazde plus deZ secondes, à des

températures supérieures à 850 "C s'il s'agit d'OM (arrêté du 25 janvier I99l ; voir annexe),

supérieures à 750 ou 800 oC (actuellement la Commission des Communautés Européennes envisage

même d'imposer 850'C) s'il s'agit de DI spéciaux, voire à 900'C (1200 oC dans le projet de la

C.C.E) dans le cas de déchets chlorés (circulaire du 21 mars 1983 ; voir annexe).

Une zone de refroidissement abaisse la température des fumées, jusqu'à des températures de 100 à

300 "C, selon le type de trairement qui leur sera ultérieurement appliqué. Cette étape génère de la

vapeur d'eau.

2.2.3. Epuration des fumées

A I'issue de I'incinération, une ultime étape consiste en l'épuration des fumées. Des installations de

neutralisation des gaz acides (de déchloruration en particulier) et de captage fin des poussières et

métaux permettent d'atteindre la qualité requise pour les effluents d'usines d'incinération de déchets.

Divers procédés existent, qui se classent dans I'une des quatre voies suivantes (Leroy, 1990) :

. la voie humide, par laquelle les gaz sont douchés ; I'eau piège les gaz acides et des particules et la

température chute, le tout limitant de façon efficace la recombinaison des résultats de la combustion ;

. Ia voie semi-humide, où la température de la phase gazeuse doit être de 250 à27O oC (Marnet et

coll., 19æ ; N.I.T.E.P.,, lg87) ; ce traitement la fera chuter d'environ 100 oC. Le gaz chlorhydrique

est capté par pulvérisation de lait de chaux (par exemple) dont I'eau sera entièrement vaporisée ;

r la voie semi-sèche, où la phase gazeuse est rapportée à une température de 100 à 160 "C

(Moller, IggI; N.I.T.E.P., lW7). Elle se différencie de la voie sèche par la trempe des gaz en amont

de I'injection de chaux, qui abaisse la température des gaz et favorise I'action de la chaux.

. la voie sèche, par laquelle de la chaux (par exemple) est injectée directement dans les fumées afin

d'agglomérer les poussières et de neutraliser le chlore en amont du dépoussiéreur.

Ces installations sont complétées par I'action de dépoussiéreurs. (Leroy, 1990 ; Maës, l99O).

2.3. Résidus solides de I'incinération-

2.3.1. Types de résidus

I-a dégradation thermique des déchets fractionne et concentre les polluants dans les résidus finaux

(figure 4). Ce sont d'une part les nûchefers, c'est-à-dire les scories retirées des foyers où se pratique

la combustion des déchets ; d'autre part les cendres volanles, seconde partie des imbrûlables,
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entraînées par la phase gazeuse au-delà de la chambre de combustion. En outre, ce que I'on appelle

résidus d'épuration des fumées comprend non seulement les cendres volantes, mais également les

boues (issues de procédés humides de lavage des fumées) ou déchets pulvérulents (issus des

procédés secs, semi-secs et semi-humides).

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

. mâchefers / scories : 20 à 35 Vo ;

. poussières (cendres volantes, chlorure et sulfate de chaux) : 3 à 5 Vo. (Herbet, 1992).

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

résidus solides, par incinération.

2.3.2. Répartition des polluants parmi les différentes phases

Un corps chimique se retrouvera d'autant plus aisément dans les résidus d'épuration des fumées qu'il

sera volatilisable, gazêrfiable ou sublimable. En revanche, les éléments fixes, peu déplaçables, peu

combustibles ou peu volatils, resteront dans les mâchefers. L'état libre ou composé des éléments

minéraux déterminera également leur répartition entre gaz bruts, mâchefers, fumées épurées et

cendres d'él ectrofi ltre.

En général les scories (à 90 Vo) et les poussières (à 75-90 7o) sont formées d'oxydes de métaux

(alcalins, alcalino-terreux, lourds) ou de non-métaux: SiOz, AlzQ,, FeO*, CaO, MgO, KzO, Na2O,

PzOs, ainsi que de carbonates. Les principales phases minéralogiques présentes sont : anorthite,

cordiérite, quartz, verres (aluminosilicates alcatins). I-e reste est formé de chlorures, sulfates, métaux

lourds, fluorures, oxydes d'azote (NO*)...

2.3.3. Composition des cendres volantes et des poussières

Elles sont, pour la presque totalité de leur masse, retenues par filtration de la phase gazeuse avant le

rejet dans I'atmosphère. Ces particules solides retiennentO,2 à 0,3 Vo d'eau, 0 à 4 Vo d'imbrûlés,

95,5 à 99,8 Vo de minéraux. Elles sont plus chargées en métaux lourds que les mâchefers, contenant

d'importantes concentrations en métaux les plus volatilisables, plomb, zinc et cadmium, alliées à des

teneurs élevées en anions chlorures et sulfates. Ce sont ces métaux sous forme mobilisable et soluble

qui leur confèrent leur toxicité.

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

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

(A.G.H.T.M., 1985 ; Blanchard et coll., 1989 ; Maës, l99O).

2.4. Buts et avantages de I'incinération

2.4.L Réduction de I'encombrement des déchets

Dans le cas des OM par exemple, les résidus solides de I'incinération ne représentent plus qu'un
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tiers de la masse initiale d'ordures, ceci correspondant à un dixième seulement du volume

introduit (Maës, l99O ; t es Transformeurs' l99I ; Heulot, 199/+)'

2.4.2. Oxydation des déchets en composés élémentaires

Si le combustible est de bonne qualité, c'est-à-dire essentiellement formé de C, H et O, et si les

conditions de I'incinération sont bien choisies, une oxydation complète du déchet conduira

massivement à la production de H2O et COz.

2.4.3 . Récupération d'énergie

[æ pouvoir calorifique inférieur ou PCi des OM par exemple, varie entre l2t0 et 2000 kcal/kg, ce qui

signifie qu'une tonne d'OM est en moyenne l'équivalent énergétique de 120 litres de fuel ou de

20O kg de charbon ! C'est la production de vapeur d'eau chaude qui peut faire I'objet d'une

récupération de chaleur. IB Vo des 350 réseaux de chaleur en France sont alimentés par de l'énergie

provenant de I'incinération d'OM.

2.4.4. Réduction de la charge toxique globale

Cette considération est relativement récente. Son effectivité fait en outre I'objet d'avis très

controversés parmi les spécialistes, d'autant plus que la réduction de la charge toxique globale dépend

en grande partie de la nature même du déchet incinéré. Elle constitue néanmoins I'un des objectifs

majeurs à atteindre aujourd'hui.

L-a charge toxique globale des déchets est réduite lorsque les hydrocarbures dangereux que

contiennent ces déchets sont totalement oxydés en eau et en dioxyde de carbone ; elle n'est que

partiellement réduite lorsqu'il s'agit de brûler des hydrocarbures halogénés par exemple. Dans ce

dernier type de cas, les installations de traitement thermique sont tenues de maîtriser la stabilisation

etlou l'élimination des résidus de déchets qui restent potentiellement dangereux(4).

En règle générale, si le déchet est bien préparé pour la combustion, et si les paramètres de la

combustion sont correctement contrôlés, une grande part des composés polluants sont physiquement

et/ou chimiquement convertis en produits non polluants de la combustion... à I'exception, loin d'être

négligeable, des polluants métalliques (Maës, 1990)'

Ainsi même I'incinération professionnelle des déchets est une source potentielle de pollution, en

particulier d'une pollution atmosphérique que les professionnels se doivent de bien connaître' pour

mieux la contrôler.

4 cf. ,;erreÉ du lg cJéccm brc l9g2 <stækagc dc cgrtains déchcts industncls sÉciaul ultimcs ct stabilisés pour lcs

installations nouvelleso et la circulaire du qhai 1994 <étimination des mâchefers d'incinération des résidus urbains>'
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3. Incinération et pollution atmosphérique

3.1. Définit ions

Læ Conseil des Communautés Européennes nomme pollution umosphérique < I'introduction dans le

milieu air, par I'homme ou la nature, directement ou indirectement, des substances ayant une action

nocive de nature à mettre en danger la santé, à endommager les ressources biologiques et les

écosystèmes, à porter atteinte ou nuire aux valeurs d'agrément et autres utilisations légitimes de

I'environnement > (Aubin, 1993).

selon Junge (1ggl ), les polluants a.ériens toxiques et dangereu.x sont tous les composés qui se

surajoutent aux polluants classiques : CO, hydrocarbures totaux, oxydants, SO2, NO*, particules

totales en suspension et Plomb.

Les substances toxiques provoquent des dommages aigus ou chroniques aux systèmes vivants ; les

substances dangereuses sont inflammables, explosives (ou fortement réactives), irritantes,

sensibilisantes, corrosives, radioactives ou ayant une action sur le matériel génétique (mutagènes,

térato gènes, carcino gènes).

3.2.L Diversité

L,e, dioxyde de carbone (co2 ) et I'eau (Hz o) sont les produits majeurs des processus de

combustion. Mais la perforrnance de I'incinérateur, ainsi que les caractéristiques intrinsèques du

déchet incinéré, déterminent grandement la production de polluants potentiels. Par exemple :

. l-acombustion de déchets chlorés produit du chlorure d'hydrogène (HCt), hautement corrosif'

. I-es oxydes de métaux(MeO), de soufre (SO*), d'azote (NOx), sont générés par I'incinération de

déchets industriels dangereux ou d'ordures ménagères qui contiennent ces éléments Me, S ou N'

. Bien que très peu de choses soient connues à propos de leur formation, des produits de combustion

incomplète (souvent notés PICs)sont toujours émis, même en petite quantités, et ce quelle que soit la

source de combustion. l*s plCs peuvent être similaires, ou au contraire très dissemblables aux

composés chimiques des déchets brûlés, notamment aux principaux constituants organiques

dangereux présents dans les déchets (parfois notés POHCs). [æ monoxyde de carbone (CO) est, lui

aussi, le produit d'une mauvaise combustion (Travis et Cook, 19t39).

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

qualité de la combustion qui les génère.

3.2.2. Sources

Deux sources sont possibles pour ces polluants aériens issus des procédés de combustion :

. Ils entrent dans la composition du combustible et sont relargués pendant la combustion sous forme

toxique ou dangereuse (POHCs).

. Ce sont des produits de la combustion incomplète (PICs): des polluants reconnus comme CO, les
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g! -gNm3,7 7o CO2 gaz humide rappofté en g/t OM

Poussières 2000 à 10 000 12 000 à 30 000
Métaux lourds particulaires

(Pb, Zrr,Cr,Ni, Cu, Sn, Ag,
Co, Ba)

Pb
Zn
As

Æà2æ

4à l0
7 à33
200

3  à4
0,2 à o,4

44 ;36O à 2600
3 à21

130 à 4O0 (exprimé en NO2)
Hydrocarbures gazeux

rcDD/PCDF
HAP

<7
10-6 à 16-: (ordre de grandeur)

2

<42
?
,l

Tableau I. Composition nlolen3.e desfumées brutes de I'incinération d'OM; (usines de capacité
lp^q.ie_qteà3t/|Q;(d'aprèsRoll iereréol l . ,  l9t i3.;Ler_oy, lggT;ol ieretcol l . ,  r9È9; È"rurt,  r9g9,1992; Herbet et Séminel, 1990 ; Milhau et Berthier, I ffi;Johnke et Stelzn er::,l9g2).'
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hydrocarbures totaux, et des polluants toxiques et dangereux corlme le benzo[a]pyrène, le

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

3.2.3. Composition des fumées avant l'épuration

[æs fumé es brutes d'OM auraient une composition moyenne résumée dans le tableau I ; les données

sont variables suivant les auteurs.

Il y a par contre peu de données concernant les DI, ou ces données sont isolées et ne permettent

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

3.3. Normes des rejets à I'atmosphère

3.3.1. Réglementations en vigueur

I-e tableau II présente les différentes valeurs arrêtées ou en projet de loi, concernant les émissions des

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

Diverses méthodes d'analyses physico-chimiques sont couramment employées pour le contrôle de la

qualité des rejets à l'atmosphère. Outre 02 et/ou COz mesurés pour contrôler la qualité de la

combustion, seuls les poussières, CO et HCI (ou l'élément Cl) -bientôt HF, C.O.T.- sont tenus

d'être mesurés en continu, par I'industriel lui-même. I-es autres produits cités par la législation font

I'objet de contrôles tri-, bi- ou mono-annuels, suivant les cas (anêté du 25101 ll99I relatif aux OM;

circulaire du 2ll03II9f3 relative aux DI; projet d'arrêté ministériel du 1510111996 relatifs aux DI'S)-

Ces mesures concernent des produits dont d'une part les risques sont reconnus (valeurs

expérimentales, expérience industrielle, observations cliniques...), et qui sont d'autre part mesurables

à la cheminée ! (Voir annexe).

3.3.2. Limites et intérêt d'une surveillance chimique à l'émission

. [æs fumées émises par une usine d'incinération renferment un grand nombre de composés de tout

type. Il est actuellement possible de les recenser, mais cela reste difficile, d'autant plus qu'ils varient

en fonction de la nature des déchets incinérés (voit annexe).

. l-e nombre de paramètres mesurables doit rester raisonnablement limité (sinon I'exploitation du

système deviendrait impossible).

. Il manque souvent des données de référence, pour fixer les valeurs seuils de risque concernant

d'éventuels polluants mesurables ; si bien que I'incidence de leur présence ou de leur concentration

dans les fumées ne peut être appréciée.

, néanmolns, les mesures chimiques des polluants restent pour le moment le seul moyen d'évaluer en

continu, ou du moins régulièrement la qualité des rejets atmosphériques, et ce in situ, c'est-à-dire au

niveau de la source même, et de façon relativement si4qp!e.

l 0



USINE D'INCINERATION

Texte de référence

ORDURES METIAGERES
(capacité > 3 t/h

= conditions les plus
drastiques)

DECHETS INDUSTzuELS
(ou "DI dangereux" ou "DI spéciaux")

(nouvelles i nstallations
= conditions les plus drastiques)

Anêté du
25janvier l99_l

Circulaire du
2l mars 19æ

Directive du 16 déc.94
Projet d'arrêté du 15

jan. 96
conditions de réalisation
des metures de contrôle :

Vo vol. 02
Vo vol. COz

humidité
température

pression

Il To 02
ou 9 7o CO2

gaz sec
00c
I bar

77o02

gaz humide
00c
I bar

l l  Vo 02

gaz sec
273 K

101,3 kPa
concentrat ions moyennes
jo urnal ières à l '  émission

en mglN m3 z
poussières totales

Soz
NO,
CO
HCI
HF

c.o.v.
c.o.T.Q)

30 tc l
300

100 tcl
50 (ct

2
,:

150 tcl

100- tcl

10  t c )
50 tcl

50 tcl
l 0  t c t
1  t c l

l 0  t c l
concentrat ions moyennes
à l 'émiss ion  en  mglNm3 :

PCDD/PCDF l0-7
Hg+Cd
N i+As

Pb+Cr+Cu+Mn
métaux lourds totaux

Hg et composés
Cd + Tl et leurs composés

autres métaux lourds
( S b+A s+Pb+Cr+Co+Cu+Mn+

Ni+V+Sn)

o,2
I
5

5
0,05
0,05
0,5
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Tableau II. Réglementations en vigueur ou en projet, concernant les émissions de fumées à
l'atmos.phè-1e d'usines d'incinération de décheta. (C) : analyses en continu (obligatoirei pour toute
installation d'une capacité supérieure à I t/h, pour les OM).

3 C.O.T. : substances organiques à l'état de gzLZ ou de vapeur, exprimé en carbone organique total.



PR€/V1I€RE P4RT I (  .  ÉTUD€.  BIBLIOGR4PHIQUE

rr. EFFLUENTS ATMOSPHERTQUES ET (ECO)TOXICOLOGIE

l .  Toxicité des produits de combustion

Les produits de combustion constituent un ensemble de substances plus ou moins toxiques qui sont

libérés dans I'atmosphère. L'atmosphère les brasse, les mélange, les dilue puis les amène au contact

du sol, de I'eau, des plantes, des animaux. Elle opère des échanges, directs ou indirects, avec les

tissus animaux ou végétaux impliqués dans la respiration des organismes vivants, au contact desquels

les particules se déposent et les gaz se dissolvent.

1.1. Chez I'animal : les organes cibles

1.1 .1. Points de contacts

Plusieurs voies de passage sont envisageables pour les aérocontaminants, les principales d'entre elles

étant : la voie pulmonaire (respiration), la voie cutanée (dépôt ou contact), la voie orale (déglutition ou

alimentation) et la chaîne trophique (bioaccumulation). La voie pulmonaire constitue un accès

privilégié pour les aérocontaminants. I1 est en outre assez difficile de la protéger des pollutions

atmosphériques.

1.t.2. Le poumon est une cible privilégiée

l-a pénétration dans I'organisme des substances contenues dans I'air est optimale. En effet,

l'épithélium pulmonaire est extrêmement mince. I-e réseau capillaire qui le parcourt est très

développé, et directement relié à la grande circulation sanguine. L'épithélium représente chez l'être

humain une surface d'échange de 70 à 140 m2 entre I'air environnant et le sang d'un individu.

Au repos, chaque minute, I'Homme inspire et expire 12 à 14 fois, mobilisant chaque fois 0,5 litre. En

respiration tranquille, un homme adulte mobilise donc 6àT litres d'air par minute (Bernaudin, 1994).

En d'autres termes, la quantité moyenne d'air consommé par jour par un individu représente un

volume d'environ l0 ff coffespondant à 13 kg ! Au cours d'exercice musculaire intense, la

consommation d'oxygène peut atteindre 3,5 l/min (Bernaudin, L994). Soit, si I'oxygène constitue

l/5ème de I'air, une consommation d'air pouvant aller jusqu'à 17,5 l/min.

L-a réponse physiologique à une exposition respiratoire dépend de quatre paramètres :

. la localisation de I'agression le long des voies respiratoires (en fonction du diamètre des particules,

du caractère lipo- ou hydrosoluble de la substance,.-.),

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

. larêactivité des substances toxiques (irritantes, caustiques, acides, basiques, oxydantes,...),

. le caractère additif, synergique ou antagoniste des toxiques associés.

l l
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produit c  L50
(mg /m3)

VLE
(mg/m3)

VME
(mg/m3)

forme du
c o m  p o s é
c h i m i q u e

e s p  è c e
a n i m a l e

C  L 5 O

a f f e c t i o n s  p r i n c i p a l e s
et  remarques

HF 270
to70
1420

2,5
(exprimé en

élément fluor)

fumée, gÉrz, vapeur Cobaye (l h)
Souris (l h)
Sinse ( l  h)

brtlures causûques de la peau et
des muqrcuses

HCI 3940
7000
16500

7.5 vapeurs

aérosols de HCI

Souris (30 min)
Rat (30 min)

Souris (30 min)

irritation des muqueuses nasale et
oculaire, ainsi que des voies
respiratoires

Clz 3 gaz acnés chloriques, irritations,
suffocation. ædème oulmonaire

Soz l 0 5 gaz irritations des yeux, gorge, voies
respiratoires

HzSO+18 à  109
320
5 1 0

3 I aérosols
(sur tout@slpm)

Cobaye (8 h)
Souris (2 h)

Rat (2 h)

lésions caustique : ceil, poumon

pH < 1,5 est très caustique

NOx 6
(NOr, NeOa)

30 (NO) Eaz troubles respiratoires
concentration-dépendants

HN03 872 à939 l 0 .) aérosols. fumées Rat (30 min.) lésions caustique: æil, poumon
pH < I,5 est très caustioue

03 o,4 o,2 gaz irritations du système respiratoire
et des veux

CO )5 gaz formation de
carboxyhémogl obi ne entraînant
céphalées, asthénie voire
inhibition respi ratoire

HAP o,2
(HAP particulaire,

exprimé en
cyclohexane)

0,005
BlalP, en Suède

cancers bronchiques

As o.2 fumées, poussières voie principalement orale (8O %),
affection des systèmes
enzymatiques, irritations par
inhalation

Be 0,002 poussière, oxyde,
fluorure, sulfate

pneumorue

Cd 0.05
(fumées

d'oxvde de Cd)

0,05 fumées d'oxyde,
poussières

trouble général isé, surtout
respiratoire et rénal

Hg 7,5
29

0,05
(vapeurs du métal)

0 , 1
(composés

minéraux de Hs)

vapeurs Rat (24 h)

Lapin (30 h)

hvdrargisme -
altérations neurologiques,
biochimiques, de la croissance
corporelle -

Hg très liposoluble

Ni ,,
I poussière, métal allergène de la peau ; asthme ;

rhinites -
dose létale par inhalation chez le
Rat, 6 h/jour, 5 jouri semaine, l2
jours > 1,1 à263 mg Ni/m3
suivant le sel de Ni

Pb 0 , 1 5 poussières très
fines, vapeurs

saturnisme -
colique, anémie, atteinte
neurologique. insuffisance rénale

Zn | (ZnCl2)

5 (Zno)
10 (poussières)

chlorure en fumées

oxyde ou stéârate
en poussières

le zinc n'est pas toxique mais
I'exffrimentation animale et
certains cas d'ingestion
accidentelle ont montré que les
sels de Zn solubles Ie sont

6m planche d'illustrations

Tableau III. Concentrations létales (toxicité aiguë), et valeurs limites à respecter sur les lieux de
travail, pour des substances également susceptibles d'être rencontrées dans lei fumées d'incinération
de déchets.
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1.2. Toxicité expérimentale et valeurs limites d'exposition

Mis à part les cas d'accidents de pollution atmosphérique, naturels ou anthropogéniques, il est rare

qu'un polluant seul se présente à une dose toxique dans I'air. Mais I'air accueille une grande variété

de polluants, qui peuvent constituer un mélange nocif que I'on ne peut négliger !

D'autre part, I'exposition humaine varie grandement d'un individu à un autre, influencée par l'âge,

l'état de santé, la résistance physique, le travail, le mode de vie, ainsi que l'éloignement et la

persistance de I'organisme au lieu même d'une source de pollution.

Dans le tableau III (INRS, 19s7119t38, Iîches réactualisées chaque année) :

' CLs 6 exprime la toxicité aiguë (quelques minutes à quelques heures) d'un produit ; elle est la

concentration létale pour fl 7o de la population d'individus d'une espèce donnée, engagée dans le

protocole expérimental d'intoxication. Cette valeur perrnet d'établir entre autres les concentrations

maximales admissibles pour I'Homme (CMA, une expression de la toxicité à long terme) qui sont en

général la CL5s multipliée par un facteur 10 à 1000 dit de sécurité.

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

. VME est la valeur limite moyenne d'exposition indicative qui peut être admise dans les locaux de

travail (sur huit heures).

I-e tableau IV résume les principales norlnes de la qualité de I'air relatives à la santé humaine.

Teneur de I'atmosphère

1.a teneur habituelle en particules d'aérosol de ['air près de la surface de la terre est de l0 à l0O ]rilm3

(Grædel er coll., 1986). Le décret français sur la qualité de I'air (25 octobre 1991) préconise la valeur

guide de 100 à 150 Fdm3 en moyenne journalière.

Particules dans les fumées d'incinération de déchets

Læ traitement des fumées préalable à leur rejet assure en général une rétention de plus de 99 To des

particules en suspension, ce rendement étant exprimé en terme pordéral. Cependant d'un point de vue

granulométrique,, il subsiste dans les fumées épurées un grand nombre de particules microniques et

sub-microniques, compté par m3 éjecté : elles occasionnent les fumées et brouillards impondérables et

sont la cause principale de I'opacité et de la persistance des panaches atmosphériques (Maës, l99O).

[æs poussières de fumées sont des particules qui retiennent par adsorption des métaux et des

hydrocarbures. Elles sont le siège de réactions donnant naissance aux PICs. Les très petites

particules, qui ont échappé à la filtration, sont les plus chargées en éléments polluants car elles sont

caractérisées par un rappoft surface/volume plus grand que celui des grosses particules (Lisk, 19t38 ;

Olier et coll., 19t39 ; Maës, 1990).

Action des particules

Selon Brochard et coll. (1990), les très petites particules sont sans conteste les plus nocives pour la

r2
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Polluant Valeur
en pglm3

Type Définition Origine

Soz 250
80
130

40à60
100 à 150

VALEUR VALEUR LIMITE

VALEUR LIMITE
VALEUR LIMITE

GTIIDE

GUIDE

plus de 7 jours par an
plus de Ia moitié des jours d'un an
plus de la moitié des jours d'hiver

sur 1 an
sur I jour

CEE
CEE
CEE
CEE
CEE

Noz 2W
135
50

400
150

VALEUR LIMITE

VALEUR GLIDE
VALEUR RECOMMANDEE
VALEUR RECOMMANDEE

plus de 175 heures par an
plus de 175 heures par an

plus de la moitié des heures
sur I heure
sur I jour

CEE
CEE
CEE
CEE
OMS

Pb 2 VALEUR LIMITE sur I an CEE
CO l0 000

30 000
VALEUR RECOMMANDEE
VALEUR RECOMMANDEE

sur 8 heures
sur I heure

OMS
OMS

q 150 à 200
180
360

VALEUR RECOMMANDEE

SEUIL D'INFORMATION

SEUIL D'ALERTE

sur I heure
sur I heure
sur I heure

OMS
CEE
CEE

Tableau IV. kincipales norrnes de la qualité de I'air (santé humaine) ;(d'après Target, 199/+).
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santé, d'abord parce qu'elles atteignent le poumon profond, zone d'échange avec le milieu intérieur,

puis parce qu'elles présentent la surface d'adsorption la plus importante pour les métaux lourds et

autres molécules organiques. Les particules de 3 à 0,05 ;rm se déposent par sédimentation dans le

poumon profond. Trois mécanismes se distinguent :

. la phagocytose, par les macrophages alvéolaires surtout, et la clairance absorptive ; les particules

sont phagocytées principalement par les macrophages alvéolaires (pour les particules sphériques, le

diamètre optimum de phagocytose se trouve entre 2 et3 pm),, mais aussi par les cellules épithéliales

(particules inférieures à 1 pm). Cellules et particules sont ensuite régurgités par la voie digestive ;

. la migration des particules non phagocytées vers l'interstitium pulmonaire où les particules les plus

toxiques semblent retenues. Certaines particules vont encore migrer vers la zone sous-pleurale, vers

la plèvre pariétale, le péritoine ou le péricarde. D'autres vont migrer vers I'origine des lymphatiques,

à la jonction entre bronchiole terminale et bronchiole respiratoire : cette siruation peut conduire à une

altération des bronchioles, même pour des particules inertes, aboutissant à une maladie des petites

voies aériennes. Ces particules vont ultérieurement emprunter le circuit lymphatique qui, de ganglion

en ganglion, pourra les conduire à la grande circulation. De là, elles poulront alors diffuser par voie

hématogène dans tous les organes, e[ être responsables d'effets toxiques à distance ;

o une solubilisation progressive. Cette notion est actuellement considérée comme I'un des facteurs

majeurs qui conditionne le pouvoir pathogène, et surtout cancérogène, des fibres.

Les grosses particules s'arrêtent au nasopharynx (diamètre supérieur à 10 l.tm) ou sont épurées dans

les ?A heures par la zone trachéo-bronchique (diamètre de l0 à 2 pm). I-es sinus, les éperons

bronchiques, semblent correspondre aux sites initiaux des cancers des fosses nasales (ébénistes) ou

des cancers bronchiques (amiante).

En fait, le problème essentiel qu'implique la présence en grande quantité de polluants pafticulaires,

résiderait dans le fait que ces dernières joueraient le rôle d'initiateurs au niveau du tissu bronchique, et

que celui-ci se trouverait alors malheureusement préparé à I'action promotrice d'autres substances

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

l.4.L Les oxydes de carbone

. Monoxyde de carbone (CO)

Teneur et sources de I'atmosphère

Une concentration naturelle de ['air ambiant en CO se situe entre 0,01 et O,24 mg/m3. En zone

urbaine à forte circulation automobile, elle peut atteindre 20 à I25 mglrÉ. Cependant la teneur globale

de CO n'augmenre pas au cours du temps (Commission des Communautés Européennes, 1993b ;

Lamy Environnement, 1995).

l 3
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L'O.M.S. fixe les concentrations maximales admissibles de CO

6O mg/m3 pour 30 minutes, 30 mg/m3 pour t heure et lo mdm3

Communautés Européennes, I 993b).

à l0O mg/m3 pour 15 minutes,

pour 8 heures (Commission des

CO dans les fumées d'incinération de déchets

CO est un polluant inodore issu de la combustion imparfaite. C'est un gaz stable aux températures

inférieures à 300/400 oC, neutre chimiquement donc non corrosif et peu soluble dans I'eau.

L'incinération des déchers serait à I'origine de 3 à 4 Vo des émissions totales de CO (Ministère de

I'Environnement, I 990).

Action du CO

tæ CO se fixe sur I'hémoglobine des hématies avec laquelle il est 250 fois plus en affinité que

I'oxygène : il forme un composé stable appel é carboxyhémoglobine (COHb). Plus il sera présent

dans I'air respiré, plus il freinera I'oxygénation sanguine (Dugrillon-Perrin, 1990). Le taux sanguin

de COHb ne devrait pas excéder 3 Vo chez les non fumeurs.

. Dioxyde de carbone (COz)

Teneur et sources de l'atmosphère

[æs concentrations de COz dans l'air ambiant dépassent 600 mg/m3. A priori, elles devraient

augmenter au cours flu f,f,1ème siècle, jusqu'à doubler. Elles sont préoccupantes parce qu'elles

influencent grandement le réchauffement de la Terre (I-alonde, 1990 ; I-amy Environnement, 1995).

L'émission de COz est essentiellement due à la combustion de matières fossiles. Exprimée en tonnes

de carbone par habitant et par an, elle est de 5,2 pour les Etats-Unis, de 2,3 pour la CEE ( 1,8 pour la

France) et en moyenne de 04 pour les pays en voie de développement (Lamy Environnement, 1995).

1.4.2. I*s gaz acides

. Chlorure d'hydrogène (HCl) et f luorure d'hydrogène (HF)

Teneur et sources de I'atmosphère

HCI et FIF ne sont pas des produits naturels. Hormis des industries chimiques liées à la production de

ces acides ou des procédés qui emploie ces acides, leur génération trouve son origine dans la

combustion de matériaux chlorés ou fluorés.

Les valeurs limites d'exposition à HF et à HCI dans les locaux de travail, fixées en France par le

Ministère du Travail, sont respectivement de 2,5 mg, exprimé en éq. F/m3, et de 7,5 mgHCl/m3.

HCI et HF dans les fumées d'incinération de déchets

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

volatils est favorisée lors de la combustion (Brunner, 19t38).

ActiorUle HCI et de HF

L'exposition au fluorure d'hydrogène (HD gazeux, à des aérosols de solutions aqueuses de HF ou à
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des aérosols de chlorure d'hydrogène, provoque une irritation des muqueuses oculaires et

respiratoires. Puis un ædème pulmonaire lésionnel peut survenir. A terme, des séquelles respiratoires

et pulmonaires sont possibles. [æ fluor peut avoir d'importants effets à long terme sur le squelette

(Buclez, IWZ). L'exposition de lapins, de cobayes et de pigeons à 100 ppm de HCl, 6 h par jour

pendant .50 jours, n'â produit qu'une irritation modérée des muqueuses nasales et oculaires. En

revanche, une exposition unique de 6 h à 300 ppm est responsable d'ulcérations cornéennes. Aucun

lapin, cobaye ou singe exposé à 50 mg/m3, 6 h par jour, 5 jours par semaine, ne décède ; I'autopsie,

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

. Dioxyde de soufre (SOz)

Teneur et sources de I'atmosphère

SO2 est un gaz incolore. Soluble dans I'eau et dans les particules humides de I'air, il aboutit à la

formation d'acide sulfurique H2SOa. Les émissions mondiales de SO2 d'origine naturelle varient

entre 5O et 130 millions de tonnes par an, tandis que les émissions anthropogéniques s'élèvent à

100 millions de tonnes par an. En valeur limite, le décret français sur la qualité de I'air (25 octobre

lggl) recommande de ne pas dépasser plus deTjours par an le seuil journalier de25O pdms (350 en

I'absence de taux élevé de poussières). Depuis 20 ans pourtant, les émissions atmosphériques de SO2

ont considérablement diminué en Europe du Nord en particulier, parce que la qualité des combustibles

employés s'est améliorée ou parce que les fumées de combustion sont davantage traitées avant leur

émission à I'atmosphère. Pour exemple en France, les émissions de SO2 de 1991 ne représentaient

plus que 52Vo des émissions de 1981 (Chassard-Bouchaud, 1995). Néanmoins dans nos régions, le

SO2 contribue pour environ 60 To à I'acidification des pluies. (Commission des Communautés

Européennes, 1993b ; Lamy Environnement, 1995).

L'O.M.S. fixe à 1000 ygtm3 pour 10 minutes d'exposition la plus petite concentration conduisant à

un effet visible (LOEL), qu'elle dote d'unfacteur 2de sécurité (500 Fglm3,10 minutes), ce chiffre ne

tenant pas compte des autres polluants potentiels de I'air, en particulier des particules. t-a LOEL

tombe à 100 Fglm3 (moyenne annuelle, O.M.S., 1987) si la quantité de particules en suspension est

elle-même de 100 pdrr?. Pour comparaison, la Commission des Communautés Européennes a établi

une concentration maximale admissible de SOz à 80 f dm3 pour ?A heures (moyenne annuelle), si la

concentration des particules en suspension est supérieure à 4O FglrÉ ; ou à 1,2O p{rfi pour 24

heures (moyenne annuelle) si la concentration particulaire n'excède pas N trglm3.

Action du SOz

SO2 est aussi un composant de la fumée de tabac. C'est un gaz irritant et bronchoconstricteur, dont

les effets s'expriment rapidement chez I'asthmatique en particulier : un asthmatique a des problèmes

de constriction des bronches à partir de 1 ppm (< 3 mdm3) ; un sujet sain ne ressent aucun effet en

dessous de 5 ppm de SO2 (> 14 mg/m3). SOz est le principal agresseur des voies respiratoires en

milieu urbain et en hiver !

SO2 est en outre un précurseur de la cancérogénèse des voies respiratoires : c'est ce qu'ont montré

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

1 5
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I'Homme (Reed et coll., 1990). SOz serait, chez le Rat et le Hamster, uD cocarcinogène du

benzo[a]pyrène (le plus dangereux des HAP) au niveau de l'épithélium respiratoire, surtout dans le

cas où I'exposition à ces deux produits intervient successivement (Reed et coll., 1990). Lorsque

I'exposition aux deux produits s'effectue simultanément, la réponse du tractus des animaux est

moindre ; SC6z- seul n'occasionne quant à lui aucun dommage visible à cet endroit sur le Rongeur.

I.4.3.L-es gaz oxydants et les polluants photochimiques

Teneur et sources de I'atmosphère

1'es gazoxydants sont en particulier représentés par I'ozone (q) et les oxydes d'azote. [æs polluants

photochimiques proviennent des interactions atmosphériques, énergisées par la lumière du soleil, de

molécules hydrocarbonées avec les oxydes d'azote ou d'autres oxydants (Rokaw et Detels, 1ff33). Ils

induisent, parmi les molécules qui les environnent, des réactions en chaîne destructrices (effet sur les

phospholipides des membranes cellulaires, par exemple). Les concentrations de Q sont en moyenne

de 43 à 86 trglrt:É dans I'atmosphère (Lamy Environnement, 1995) ; le seuil du niveau 1 d'alerte de

AIRPARIF, le réseau de surveillance de la qualité de l'airen lle-de-France, estfixé à 130 pgCtlm3.

Les o*ydes d'azote comptent :

. le monoxyde d'azote ou oxyde azotique NO ; il est instable dans I'air ;

. le dioxyde d'azote ou peroxyde d'azote NOz ; les concentrations de NOz rencontrées en zone

urbaine atteignent 20 à n pght3 (moyennes annuelles), avec des pointes possibles à l0O0 Fglm3

pendant quelques minutes (Commission des Communautés Européennes, 1993b) ;

. I'oxyde nitreux NzO ; la concentration atmosphérique de NzO est actuellement voisine de

ffi pgl# ([,amy Environnement, 1995).

NO et NOz sont souvent réunis sous I'appellation NO*. Ils sont par excellence les oxydants issus

des procédés de combustion, en particulier de I'incinération des déchets. En effet, le comburant

employé est souvent I'air, puisqu'il est abondant, gratuit, et qu'il contient 21 7o d'oxygène ; mais I'air

est aussi formé à 78 7o d'azote, qui s'oxyde en chauffant ! NO est en général le plus abondamment

émis, mais il s'oxyde rapidement en NOz (Lamy Environnement, 1995)-

Les NO* réagissent aisément avec toutes sortes de molécules en les faisant changer d'état d'oxydation

et donc en les déviant de leur fonction originelle : c'est le cas en particulier de la matière vivante qui

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

t^a LOEL du NOz esr fixée par I'O.M.S. à 560 Fglm3 pour 30 minutes d'effort physique

intermiuent ; la Commission des Communautés Europeennes a arrêté pour NOz une valeur limite de

ZW 1tg;fi "à 98 7o d'une moyenne horaire". Il n'est pas rare en hiver que cette valeur limite soit

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

Action des gaz oxydants

1-e plus souvent, I'ozone et les autres hyperoxydants induisent des initations des yeux et du tractus

respiratoire. L'ozone interagit avec les aldéhydes, les oléfines et des molécules comme les nitrates de

peroxyacétyles et autres hydrocarbures (Rokaw et Detels, 1983).

1 6
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Figure 5. Formules chimiques des PCDD et PCDF.
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l-a sensibilité de I'appareil respiratoire aux infections bactériennes ou virales augmente nettement

après exposition au NOz et à I'ozone. Ceci est dû pour une large part à une peffurbation de la défense

phagocytaire des espaces aériens norrnalement assurée par les macrophages alvéolaires présents sur

les parois alvéolaires et bronchiques (Voisin et Wallaert, 1990). Uinflammation locale et

I'hypenéactivité bronchique non spécifique sont observées chez I'animal coûlme chez I'homme après

une inhalation contrôlée de faibles concentrations du NO2 et de I'ozone. Elles sont corrélées d'une

part avec un afflux de polynucléaires neutrophiles au niveau de la muqueuse respiratoire, d'autre part

à la libération de substances à I'activite chimiotactique dans les espace aériens (anions superoxyde,

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

Les symptômes sont réversibles si I'intoxication est aiguë. En cas de chronicité, les perforrnances

pulmonaires diminuent, et asthme, bronchite et emphysèmes apparaissent (Rokaw et htels, 1983).

læ développement de lésions emphysémateuses aétê signalé chez les animaux exposés longuement à

de faibles concentrations en NOz. ; son mécanisme est double : augmentation de I'activité

élastolytique de la population macrophagique locale, liée à un afflux de ces cellules au niveau du

tractus respiratoire, et inhibition de I'activité antiprotéasique locale, provoquée par I'action sur I'c-l

antiprotéinase des radicaux libres présents dans I'atmosphère ou libérés localement par les cellules

inflammatoires activées. Ces constatations chez I'animal et chez I'homme sont à rapprocher des faits

observés invitro,après exposition de macrophages alvéolaires en NO2: libéntion de radicaux libres

de I'oxygène capables d'inhiber I'a1 antitrypsine et de léser la matrice conjonctive des parois

alvéolaires, sécrétion éventuelle d'enzymes protéolytiques (élastase, collagénase) ou sécrétion de

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

Enfin, les NO* se transforïnent en nitrosamines, oxydants potentiellement cancérigènes, sous I'action

des rayons ultra-violet (soleil) !

(Voir aussi Bignon, 1988, 1990 ; Crystal et coll., 199?)

Les PICs sont les produits de la combustion incomplète. Ils regroupent : les composés organiques

volatils (COn, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP, ou PAm, les biphényls

polychlorés(PCB), et les dibenzop- dioxines et furannes polychlorés (PCDD et PCDÛ lls sont en

général émis en concentrations faibles, de I'ordre du ppm, voire du ppb, mais il existe très peu

d'informations concernant leurs niveaux d'émission par les usines d'incinération de déchet (Ando et

coll., Pq ; V/ild et col[., 1992; Commission des Communautés Européennes, 1993b), sauf peut-

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

I-a formation des PICs dépend de la composition des déchets.

. Les HAP, composés organiques nantis d'au moins deux noyaux benzéniques, sont des produits de

la combustion incomplète de matières organiques telles que le charbon, le bois, le pétrole, I'huile, etc.
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Figure 6. Formule chimique de La2,3,7,8 TCDD.

2r3r7r8 TCDD
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I-es concentrations en HAP sont considérablement accrues lorsque la proportion de matière plastique

dans les ordures augmente (Commission des Communautés Européennes, 1993b).

. Les dioxines et furannes sont générés lors d'une mauvaise combustion de composés organiques

chlorés tels que les PCB (plus connus sous leur nom cornmercial de pyralène), en post-combustion,

au moment où la température des fumées est abaissée jusqu'à 250-350'C (Commoner et coll., 1987).

L'incinération des déchets ménagers, industriels et surtout hospitaliers serait la source majeure de la

"dioxine" (Rappe et coll., I987a, I%7b; Gonnord et coll., 1989 ; Rappe, L992) et de ses dérivés

bromés etlou nitrosés (Buser et coll., l99I; Donnelli et coll., 1988). Selon Greim (1990) pourtant,

seul 1 Vo de la quantité journalière de dioxines et furannes auxquels sont exposés les hommes aurait

pour origine I'incinération des déchets.

Au regard de I'accident de Seveso survenu en 1976, les spécialistes, ainsi que toute I'opinion

publique, sont devenus très méfiant vis-à-vis des dioxines, et notamment de I'isomère le plus toxique

2,3,7,8 tétrachloré (la 2,3,7,8 TCDD ; figure 6).

[-a formation des PICs est, le plus souvent, limitée si les paramètres de la combustion sont contrôlés

pour que les réactions d'oxydation soient optimales (Junge, 1991) ; à I'exception des émissions de

PCDD et PCDF qui ne semblent pas influencées par les conditions de combustion (Rappe et coll.,

l9g7 ; Rappe, 1992; Commoner, 1987 ; Lisk, 1988).

. Les HAP sont des composés lipophiles/hydrophobes, qui ont donc tendance à s'adsorber sur les

particules, plus particulièrement sur les particules sub-microniques ; cependant malgré leur poids

moléculaire souvent relativement élevé, on les retrouve aussi directement dans la phase gazeuse. [.es

émissions d'HAP à I'atmosphère par les usines d'incinération de déchets ont été mesurées dans

plusieurs pays : selon l'Organisation Mondiale pour In Santé qui a retenu les données des Canada,

Italie, Japon et Suède (19t38), elles seraient au total de I'ordre de 0,02 à 20 lg.Nm-3 
(s) (il s'agit

rnajoritairement du benzo[a]pyrène). L-es incinérateurs qui fonctionnent de façon discontinue sont en

fait ceux qui émettent le plus d'HAP.

. [-es COV intègrent la phase gazeuse des fumées ; ils incluent alcanes, alcènes, alcynes, composés

aromatiques, aldéhydes, cétones, alcools, esters, composés isogéniques (par exemple I'isoprène) et

quelques hydrocarbures chlorés (Commission des Communautés Européennes, 1993b).

. l-es dioxines et furannes prendraient naissance à I'interface entre les cendres volantes et les traces de

composés organiques chlorés. Sachant qu'il reste des cendres volantes à l'émission (les plus fines,

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

Certains HAP (ex. benzo[a]pyrène) sont des carcinogènes ou mutagènes, ou sont suspectés de l'être.

Les particules en suspension les véhiculent jusqu'aux cellules épithéliales pulmonaires où elles

peuvent exercer un effet mutagène (Commission des Communautés Européennes, Ig%b ; Watts et

coll., 1989). Selon I'O.M.S. (1987),9 hommes sur 100 00O, exposés continuellement à 1 ng/m3 de

benzo[a]pyrène, développeraient un cancer (Commission des Communautés Européennes, 1993b).

. Les COV sont des initants. Parmi leurs représentants célèbres, le formaldéhyde et le chlorure de

t 8

5 Nrn3 : normomètre-cube, rapporté aux conditions normales de temffrature et de pression (T = 273 K P = I bar)
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Figure 7. Répartition des métaux : mercure (Hg), cadmium (Cd), plomb (Pb), zinc (Zn), cuivre (Cu)
et fer (Fe) entre les produits issus de I'incinération ; (d'après Brunner, 1988).
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méthylène sont cancérogènes chez I'animal. I-e benzène est un cancérogène humain génotoxique : un

risque de leucémies sur I million aêté calculé parI'O.M.S. (1987), pour une concentration de I'air

en benzène de I pglm3 (Commission des Communautés Europeennes, 19%b).

. Les risques liés au rcB sont assez méconnus. Il semble que plus les PCB comprennent d'atomes

de chlore, plus ils sont toxiques.

. Les PCDD et PCDF sont très liposolubles. Ils passent ainsi aisément la banière cutanée,

provoquant des chloracnés intenses (Lisk, 19t38 ; Jouany, l9E2), et la barrière gastro-intestinale. [.e

problème lié aux dioxines et aux furannes réside dans leur grande persistance : la graisse de viande, le

foie des animaux, le lait contiennent parfois des quantités de PCDD et PCDF préoccupantes (Lisk,

1988). Chez I'Homme, la demi-vie de la dioxine serait "seulement" de 5 années selon Ahlborg et

Victorin (1987), de 4 à 95 ans pour la 2,3,7,8-TCDD et de I à 8 ans pour la 2,3,7,8,-TCDF selon

Commoneret coll. (1987) ; I'ingestion par un homme, d'une dose de 1,4 ng/kg de TCDD tritiée, a

montré que celui-ci ne commençait à éliminer la TCDD qu'après une latence de 25 jours (Ahlborg et

Victorin ,lgff/). Pourtant le seul effet certain de la 2,3,7,8-TCDD et de ses congénères à ce jour sur

I'homme est la chloracné (Lisk, 1988). L'Homme serait, apparemment, I'espèce mammifère la moins

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

1,a répartition des métaux entre les différentes phases post-combustives est déterminée par la pression

de vapeur, des métaux et des liaisons de métaux (figure 7). Elle n'est toutefois ptls constante car elle

dépend de différents facteurs tels que la composition des déchets, la conception et le mode

d'exploitation de I'usine, les propriétés physico-chimiques des éléments et de leurs liaisons... Par

exemple, en cas de fofte concentration de liaisons chlorées dans les ordures ménagères, le transfert de

métaux dans les poussières de gaz et de filtration est favorisé lors de la combustion (Brunner, 1988).

Au vu des données sur les métaux, rapportées par plusieurs auteurs (Goyer, 1986 ; INRS, 1987/88 ;

D.C.P.R. et coll., 1989 ; Junge, l99l ; De Luca d'Alessandro et coll. , 1992) et résumées dans le

tableau II et la figure 7, nous aborderons ici l'aspect toxicologique de quelques métaux lourds

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

Les effets pathologiques des expositions aiguës aux métaux dits lourds sont bien connus ; à I'opposé,

les effets pathologiques résultant d'expositions continues ou répétées à de faibles concentrations dans

les milieux vitaux, et particulièrement dans I'air que nous respirons, sont parfaitement méconnus. Les

hygiénistes ont du mal à saisir des relations claires de causalité entre la pollution atmosphérique par

métaux-traces et des pathologies, car les phénomènes mis en jeu sont complexes et les interférences

dans I'air et dans I'organisme sont nombreuses. En outre, la fumée de tabac est un facteur individuel

non négligeable qui obscurcit grandement les études épidémiologiques sur ce sujet (Junge, l99l).

Les métaux lourds traces qui polluent I'atmosphère sont presque intégralement supportés par les

poussières. Parfois pourtant, ils sont à l'état de vapeur ; c'est en particulier le cas du mercure : la

proportion de vapeurs de métaux dépend de la température atmosphérique. I-es métaux de

l 9
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I'atmosphère pénètrent dans I'organisme essentiellement le poumon, qui possède une grande surface

alvéolaire d'échanges avec le sang.

Teneur et sources de I'atmosphère

. Le mercure ionisé est mercurique (Hg2*) ou mercureux (Hg22*). Il se complexe à Cl-, ClO3-, CIO+-

ou CQz- et forme des liaisons covalentes avec presque tous les autres radicaux. Hg peut former des

sels avec les acides organiques. [.es organomercuriels sont caractérisés par la présence de la liaison

Hg-C forte. Læs dialkylmercuriels sont plus volatils que les monoalkylmercuriels et le chlorure de

méthylmercure, CH3HgCl, est plus volatil (concentration de saturation: 76mglr# à25 oC) que Hd.

[æ mercure élémenraire, HgO, métallique, est volatilisable dès les températures ambiantes. S'il est

inhalé, il esr absorbé à 80 7o au niveau alvéolaire (Junge, 1991). Sa liposolubilité lui confère une

affinité particulière pour les globules rouges du sang et le système nerveux central (Goyer, 1986).

Toutes les formes de mercure inorganique sont transformées dans les hématies et dans divers organes

en ion Hg*, responsable de sa toxicité. I-es sels mercuriques sont plutôt méthylés par la flore

intestinale (observation chez le Rat). A I'inverse, les dérivés organomercuriels tendent à être

minéralisés (observation faite chez I'Homme).

. l-aconcentration de I'air ambiant en cadmium est de I à 5 ng/m3 dans les zones rurales, 20 ng/m3,

voire au-delà de 50 ou 6O nùm3 dans les zones urbaines et industrielles (soit environ 20 fois plus

qu'en zones rurales) ; elle est encore 1000 fois plus élevée dans les régions volcaniques : 30 mg/m3

au voisinage de I'Etna (Goyer, 1986 ; CECAD, 1992).

I-e cadmium ne se rencontre jamais sous sa forme CdO dans la nature. On le trouve sous forme de sels

dans certains minerais ou certaines roches. Oxydes, chlorures, sulfures, et autres sels de cadmium

présentent chacun des propriétés très différentes.

Le, CECAD (1992) rapporte qu'une étude, commanditée par la Commission des Communautés

Européennes, signale 5 sources majeures d'émission de cadmium dans I'air, comprises entre 2I et 3l

tonnes par an pour I'ensemble de I'Europe, I'une d'elles étant I'ensemble des incinérateurs

municipaux d'ordures ménagères.

. [-es concentrations de plomb en milieu urbain ont sensiblement diminué tout au long de ces

dernières décennies. En 1989, les émissions françaises totales avoisinaient 4600 tonnes/an. tâ

circulation automobile est de loin en France la première source de pollution atmosphérique par le

plomb (plus de 9O 7o des émissions de Pb).

Ainsi, I'air est la principate voie de contamination par le plomb. L'absorption par la voie respiratoire

représente 30 à 60 Vo de I'absorption totale du plomb, et varie en fonction de la forme inhalée

(particules, vapeurs), de la concentration et de la dimension des aérocontaminants. L'O.M.S.

recommande dans I'air moins de 0,5 à 1,0 mg Pb/m3 (De Luca d'Alessandro et coll., I99Z).

. l-e zinc est un oligo-élément qui n'est a priori pas toxique. Cependant I'expérimentation animale et

certains cas d'ingestion accidentelle ont montré que les sels de Zn solubles peuvent présenter un

danger. [æ zinc peut aussi pénétrer dans I'organisme animal par la voie aérienne sous forme de

chlorure de zinc, d'oxyde de zinc ou de stéarate de zinc (poussières et fumées). Ce métal induit la

synthèse organique d'une métallothionéine, une enzyme chargée de fixer Zn pour I'inerter (Goyer,

1986 ; INRS, l9gll1988 ; Junge, 1991).
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Action des métaux lourds

I-a voie pulmonaire est la principale voie de penétration du mercure, du cadmium ou du plomb, et

constitue une voie majeure d'entrée du zinc ; le taux d'absorption des métaux lourds au niveau des

alvéoles est très important. Thioloprives, ces métaux, sous leurs formes ioniques, ont une forte

affinité pour les groupements thiols (-SH) que présentent certaines protéines et affectent ainsi divers

systèmes enzymatiques. Ils induisent également la formation de la métallothionéine, par le foie

principalement, dont les groupements thiols sont chargés de les inerter (Goyer, 1986 ; Junge, 1991).

I'ion Hg** peut aussi se fixer sur I'ADN, ce qui peut expliquer les aberrations chromosomiques et les

anomalies congénitales observées lors d'intoxications par CH3Hg+ (Goyer, 1986 ; Junge, 1991). Les

métaux lourds, en particulier le cadmium et le plomb, sont des poisons cumulatifs. Ils sont

responsables de lésions en toute région du corps, cofilme par exemple du poumon (Cd), du rein (Cd,

Pb), des systèmes nerveux (Hg, Pb), des os (Cd, Pb), des artères (Hg, Cd) ; ils seraient en outre

carcinogènes. (Goyer, 19t36 ; Junge, I99l; De Luca d'Alessandro et coll., L992).

Autres métaux : [æ nickel (Ni) est connu pour son action cancérigène sur les voies respiratoires.

L'arsenic (As) aérien, prépondérant sous la forme AsO3, peut être absorbé par la voie pulmonaire et

la voie cutanée. læs composés pentavalents de I'arsenic sont réduits in vivo en composés plus

toxiques trivalents. L'arsenic est particulièrement cytotoxique car il inhibe la respiration

mitochondriale ; il est en outre toxique et carcinogène pour le foie (Goyer, 1986). Le chrome (Cr),

sous sa forme hexavalente (CrVI), est lui aussi cytotoxique lorsqu'il se complexe aux

macromolécules. Des expositions chroniques à des pigments ou des poussières chargées de CrVl ont

induit des allergies cutanées et nasales, ainsi que des cancers des voies respiratoires (Goyer, 1986).

D'autres métaux lourds : le cobalt (Co), I'antimoine (Sb), le manganèse (Mn), le vanadium

(V), sont des initants potentiels des voies respiratoires et de la peau ; Mn et V peuvent de plus affecter

le système nerveux. Le cuivre (Cu), inhalé en grande quantité, est capable de perturber ceftaines

fonctions enzymatiques vitales. Læ thallium (Tl) et l'étain (Sn), qui sont également cités par les

législations relatives aux fumées d'incinération de déchets comme étant potentiellement dangereux, ne

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

1.7. Conclusion

Trois familles d'aérocontaminants sont le plus souvent incriminés dans les pathologies respiratoires,

y compris les cancers broncho-pulmonaires :

. les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), famille comprenant le benzo[a]pyrène,

. les métaux,

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

[æs aérocontaminants sont, bien entendu, sous forme gazeuse, mais également sous forme

particulaire ; et les fines particules présentent des inconvénients majeurs : elles véhiculent toute sorte

de produits, qui sans elles ne parviendraient pas au poumon profond, et elles ont une dissolution et

un contact avec les cellules (en particulier les cellules pulmonaires) prolongés. Les particules ont par

2r
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conséquent une implication que I'on ne peut pas négliger dans la toxicité de I'air.

Nombre des produits inhal ês (cf. parmi les organiques) sont des procancérigènes, qui deviennent

cancérigènes après leur transformation métabolique, donc uniquement s'ils persistent dans le

poumon. D'autres sont des initiateurs, ou des promoteurs cancérogènes. On mesure alors

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

2. Méthodes d'étude de la toxicité des fumées

[a toxicologie aérienne est surtout orientée vers la santé humaine. Enquêtes épidémiologiques,

observations cliniques, modèles animaux et essais in vitro, débouchent sur des mesures de prévention

et des consignes de sécurité face à certaines substances volatiles. Ces études supposent néanmoins

que la substance considérée ou testée soit pÉalablement identifîêepar les expérimentateurs.

Il est en outre très difficile de connaître I'impact toxique de fumées d'incinération de déchets, même

après la collection systématique de données relatives d'une part à la qualité et à la quantité des

éléments présents à la cheminée (c/. chapitre premier), et d'autre part à la toxicité des éléments

présents dans les fumées (c/. plus haut dans ce chapitre).

læs enquêtes épidémiologiques sont délicates à mener lorsqu'elles touchent au domaine de I'air- La

fumée de cigarette, les pollution s intra muros en constituent deux limites majeures (Dab et Abenhaim ;

IggT). De grands accidents industriels, rares, ont mis au jour la toxicité de composés comme le

chlore ou I'ammoniac. Les médecines du travail offrent également de précieuses indications sur les

effets de polluants majeurs (charbon, poussières de coton, fibres d'asbestose, autres particules, SO2,

métaux tels I'arsenic ou le cadmium...). Seules quelques enquêtes épidémiologiques et quelques

études de risque ont été menées concernant I'impact toxique que peut avoir une usine d'incinération

de déchets compte tenu de son rejet (quasi-) continu de fumées dans la basse atmosphère (Mukerjee et

Cleverly , lggT ; Gustavsson, 19t39 ; Scarlett et coll., 1990 ; Smith et Goeden, l99O).

[,es études cliniques sur l'être humain confirment I'influence de la fumée de cigarette, de gaz

oxydants ou d'autres agresseurs dans les allergies respiratoires, les pathologies du poumon (Crapo et

coll., lgg; de Cremoux et coll., l99O), celles du système nerveux. Elles permettent de préciser les

effets des polluants atmosphériques sur des patients atteints d'affections impossibles à reproduire

chez I'animal (bronchite chronique, asthme allergique. . .). læur intérêt est grand pour les

pneumologues en particulier. Mais ces études ne peuvent tester qu'un nombre limité de composés et

rarement des mélanges. Elles ne sont donc pas directement une source d'informations pour l'étude de

I'impact des fumées d'incinération des déchets. læur champ d'action est de plus limité :

o I des cas d'exposition accidentelle à un polluant (étude des symptômes, de la réponse

bronchospastique, des effets sur le sang, des effets sur le liquide de lavage broncho-alvéolaire) ;
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. à l'étude des effets succédant une exposition contrôlée de courte durée à un gaz toxique (par

exemple NOz ou q). Ces essais sont possibles sur des volontaires ayant donné leur consentement

éclairé, selon les dispositions de la Déclaration d'Helsinki et après avis d'un Comité d'éthique qui

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

2.2. Enseignements et limites de l'écotoxicologie

En matière d'écotoxicité, des bio-indicateurs (lichens, mousses, végétaux supérieurs) renseignent sur

le degré d'imprégnation du milieu nafurel à proximité d'une source polluante. Ils n'ont de

signification qu'à plus ou moins long terme ; ils se traduisent parfois en termes d'effets biologiques

(Kagamimori et coll., 1990 : le cèdre ; Keller et coll., 1994: le hêtre), mais le plus souvent, il s'agit

de concentrations bio-accumulées en substances exogènes (Garty et coll., l9g3: les lichens ; Carpi et

coll., 1994: les mousses). En outre, il faut dans ce domaine prendre en considération le sol et I'eau

comme autres vecteurs possibles de pollution.

Mais il n'existe, pour compléter ces démarches, aucun outil d'écotoxicologie aiguë. Il n'y a pas,

comme dans le domaine de I'eau, de biotest qui complète la surveillance physico-chimique aux

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

2.3.1. Objectifs

L'approche expérimentale est indispensable à la détection des polluants chimiques de I'atmosphère

dangereux pour les organismes vivants et à la compréhension de leurs mécanismes d'action. Elle

permet de prendre en considération les interactions des polluants entre eux ou avec des facteurs

extérieurs. Elle complète les enquêtes épidémiologiques menées sur I'Hofilme. La toxicologie peut

fournir des outils, supplémentaires de I'analyse chimique, pour l'étude des produits de combustion.

Son intérêt majeur est de permettre l'étude de mélanges, même physiquement ou chimiquement

complexes. Son originalité, par rapport à notre étude, serait de caractériser une fumée non Par

l'identification, mais par l'analyse des ffits sur le vivant de ses composants. c'est ce type d'outils

que nous recherchons, en particulier pour sa prise en compte de la globalité du rejet (des composants

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

2.3.2. Définition des besoins

Trois types d'outils toxicologiques permettraient d'étudier de manière spécifique la toxicité

d'échantillons tels que des fumées d'incinération de déchets :

(l) des systèmes d'alerte ou de screening, par exemple des tests de toxicité aigue (ou subaiguë),

réagissant rapidement à la présence de relativement fortes concentrations de polluants dont la présence

ou I'augmentation sont accidentelles ;

(2) des systèmes d'évaluation des effets à long terme, c'est-à-dire des tests de toxicité chronique
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menés sur une longue durée qui serait estimée "repÉsentative de la réalité humaine" ; ou au contraire,

des tests courts particulièrement sensibles, reflétant des modifications biologiques mineures qui

pourront être à I'origine de complications chroniques de santé ;

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

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

Pour qualifier les fumées d'incinération de déchets comme étant de bonne ou de mauvaise qualité, il

semble que notre test requiert les caractéristiques suivantes :

. il compléterait les analyses physico-chimiques déjà en place sur les sites de traitement des déchets ;

. il réagirait à de nombreux et divers polluants, présents sous différentes formes (gaz,, aérosols,

particules ; organiques ou minéraux) et variables dans le temps ;
. il serait sensible directement à la phase "fumées" ;
. il permettrait un suivi continu des rejets à I'atmosphère et une interprétation rapide des réponses.

L^a bibliographie est très pauvre en ce qui concerne d'éventuels tests applicables à des gaz ou fumées.

Hormis les essais classiques sur animaux, visant à définir la CL5s de quelques gaz simples, il

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

2.4. [æs modèles animaux en toxicologie

2.4.1. Applications

Les modèles animaux sont qualitatifs. On sait ainsi que les oxydes d'azote ou I'ozone sont

certainement responsables de destruction de la paroi alvéolaire, les HAP, les dioxines, les fibres ou

certains métaux causent des cancers du poumon, le plomb est un toxique du système nerveux, le

benzène est cause de leucémies...

[æs modèles animaux sont quantitatifs. Ils mènent à l'établissement de relations concentration/réponse

et des concentrations létales pour I'animal (particulièrement CLso) qui permettent d'établir des

concentrations maximales admissibles pour I'Homme (CMA) ou des valeurs limites moyennes

d'exposition (VME). C'est le seul critère sérieux de référence actuel en toxicologie. [-es animaux de

laboratoire sont choisis génétiquement semblables quand les études épidémiologiques ou cliniques

s'appuient sur I'observation d'êtres humains tous différents. De plus, ces études offrent une

possibilité d'analyse des tissus après I'autopsie des animaux.

[^a limite de ce type de tests réside d'une part dans le grand nombre d'animaux qu'ils requièrent en

général, et d'autre part dans la tentation, mais la difficulté extrême, d'une extrapolation à I'Homme.

Par précaution, les essais sont souvent réalisés sur plusieurs espèces animales. Mais il s'agit

classiquement de rongeurs, dont d'une part I'appareil respiratoire (le museau en particulier) est

relativement plus développé, donc plus exposé que celui de I'Hotrune, et d'autre part la muqueuse

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

Il s'agit d'un test de toxicité aiguë, de toxicité subaiguë ou de comportement (Capron et coll ., 1992).

Le "modèle feu", développé par I'UFR de Médecine et de Pharmacie de Rouen, est un exemple de

I'adaptation d'un outil experimental de toxicologie à une application particulière : l'étude des effets

létaux et sublétaux des fumées de feux de broussailles ou de feux de matériaux divers, au laboratoire,

à partir d'un four qui mime les conditions d'un incendie. Schématiquement les fumées effluentes sont

dirigées vers une enceinte d'exposition contenant quatre souris, ainsi que vers une boule

actigraphique contenant une souris dont les mouvements sont enregistrés en continu (Jouany,

communication personnelle, 1992; Capron et coll., L992)-

I-es paramètres biologiques exploités sont : pour les critères létaux, le nombre de morts, la CL5s en

glrfi d'échantillon et un temps moyen de mort ; pour les critères sublétaux sont pris en compte un

temps d'incapacitation partielle et un temps d'incapacitation totale. Parallèlement, diverses mesures

physico-chimiques de contrôle sont effectuées : température, opacimétrie, ventilation, flux thermique,

[CO], tCOzl... Le temps d'exposition des animaux auxfumées estlimité à20 minutes, un temps qui

se rapproche du temps d'évacuation évalué en cas d'incendie réel ; le débit d'air est de 30 Uh. Toutes

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

Les résultats obtenus lors de la combustion de plusieurs essences végétales (temperafures comprises

entre 550 et 740 'C) montrent un premier temps d'incapacitation de 4 à 7 minutes suivant les

expériences, un temps d'incapacitation totale de 6 à 10 minutes ; un nombre de morts de O à 4

individus sur 4, un temps moyen de mort de 8 à 14 minutes. Les CL5s sont comprises entre 300 et

450 glm3 suivant I'essence thermolysée. Ces chiffres permettent d'abord de quantifier le risque

toxique lié ici à la combustion des végétaux arbustifs ; l'échantillon de fumée est préservé sous sa

forme gazeuse et globale. Puis, fait important, ces chiffres autorisent une comparaison des effets,

selon le combustible introduit dans le four. Enfin, ils peuvent constituer un outil pour le choix des

espèces végétales à planter préférentiellement sur les sites sujets aux incendies (ou de matériaux de

construction aéronautique, dans un autre contexte de recherche). Si les corrélations concentration/effet

sont rares, ce test constitue néanmoins un bon système d'alerte face à l'émission de substances

particul ièrement toxique s (Jouany, corlmunication personnelle, 1992).

2.5. [.es modèles cellulaires en toxicologie

[,es modèles cellulaires in vitro, utilisés largement dans les domaines de I'eau, ne sont pas

directement adaptés aux études d'atmosphères. Ils permettent toutefois d'appréhender la toxicité de la

phase particulaire ou des aérosols de fumées que I'on aurait dissous dans des solvants liquides ; mais

ces indications sont éloignées de la réalité physique des fumées.

2.5.L Modèle cellulaire et génotoxicité

Le test d'Ames et coll. (1975), complété par Maron et Ames (1983), consiste à déterminer in vitro
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I'activité mutagène d'un agent chimique à partir d'une souche mutante, auxotrophe pour I'histidine(6),

de la bactérie Salmonelta typhimurium. Les mutants réverses spontanés ou induits par un agent

mutagène ont rétabli la prototrophie et sont donc capables de se développer sur un milieu limitant en

histidine, alors que les bactéries mutantes ne s'y développent pas.

Dans la littérature, il est décrit que le test d'Ames est appliqué à des extraits liquides de fumées. [æs

effets sont donc exprimés en doses, puis convertis en concentration (masse par m3) en fonction des

paramètres d'échantillonnage. IJ test concerne :

. des particules et leurs extraits organiques, échantillonnés sur Iîltre en fibre de verre (Matsumoto et

Inoue, lgffT: I'air ambiant, sa fraction neutre, sa fraction polaire ; Suter, 1988 : le feu de Sandoz en

l9ti6 ; Tuominen et coll., 1988 : les atmosphères urbaines ; Victorin et coll., 1988 et Benestad et

coll., 1990 : incinération d'OM).

. des poussières et cendres volantes du séparateur électrostatique d'usines d'incinération de déchets

(Vellosi et coll., 1988 et Silkowski et coll., IWZ : incinération d'OM ; Donnelli et coll., 19t38 :

mélanges de dioxines retrouvées par ailleurs dans les cendres).

. des condensats de fumées, échantillonnés puu un refroidisseur (Vellosi et coll., 19t38 ; Victorin et

coll., 1!)88 et Benestad et coll., 1990 : incinération d'OM).

. des composés volatils, échantillonnés sur colonne XAD-2 (Victorin et coll., 1988 et Benestad et

coll., 1990 : incinération d'OM).

Les fumées des usines d'incinération de déchets sont constituées de nombreux composés organiques,

dont certaines molécules ont un pouvoir mutagène connu. Une grande partie des composés

mutagènes sont également cancérigènes : par le test d'Ames, c'est donc le risque d'apparition de

cancers que I'on évalue. En outre, le test d'Ames est un test classique, bien défini et commode. Un

inconvénient est sa mauvaise qualité face aux substances volatiles ou volatilisables (Tuominen et

coll., 1988).

En outre, Courtois et coll. (1987) ont adapté le test de mutagénèse d'Ames à l'étude de fumées, en

impactant les particules aériennes dans les géloses nourricières des bactéries et en inventant un mode

de contact des boîtes de culture aux gaz.

2.5.2. Modèle cellulaire et toxicité globale

plusieurs équipes françaises de recherche (Adolphe et coll., 1995) ont mis au point des systèmes

d'exposition de diverses populations cellulaires du poumon à des concentrations réalistes de polluants

aériens. I-eur but est de déterminer la toxicité globale et les mécanismes d'action des aérocontaminants

pour analyser et comprendre la survenue de pathologies respiratoires. Cette tactique offre de

nombreux avantages théoriques :

. le matériel cible est facile à obtenir, à partir de I'animal ou de I'homme, par biopsie ou par sélection

de populations cellulaires diverses ; le test est relativement moins cher ;

. I'exposition au toxique exige des enceintes d'exposition plus simple à concevoir et à construire que

celles destinées à I'exposition d'animaux ;

6 ou nhis-', c'est-à-dire qui ne possède pas le gène de I'histidine.
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r les ressources de la biologie cellulaire élargissent considérablement les possibilités d'analyses des

perturbations métaboliques et fonctionnelles induites par les subsùances toxiques, éclairant la genèse

des désordres observés au niveau des organes cibles.

. [æs cultures cellulaires in vitro permettent de comparer les toxicités relatives de différents

échantillons, ainsi que la toxicité d'un élément selon sa spéciation chimique.

Par contre, les cultures cellulaires sont des modèles de vie simples, auxquels il manque les

interactions complexes qui pourtant participent à la protéolyse, à la fibrogénèse ou à la carcinogénèse.

En outre, I'utilisation de leurs techniques pour la quantification d'une toxicité face à un mélange

inconnu constitue une nouvelle démarche, qui reste expérimentale. De tels essais semblent de plus

difficiles à appliquer en routine sur un site industriel.

2.5.3. Exemple : Le modèle de culture cellulaire en aérobiose de I'lnstitut Pasteur de Lille

Il s'agit d'un test de cytotoxi cité in vitro, permettant de soupçonner d'éventuels effets toxiques à long

terme sur le poumon humain (Voisin et coll., L977a).

. Description du test

Conçue pour étudier I'impact des polluants atmosphériques sur I'appareil respiratoire, cette technique

met en æuvre la culture de macrophages alvéolaires. [æ macrophage alvéolaire est le principal acteur

de la défense immunitaire du poumon. Son ubiquité, son aptitude au contact avec la phase gazeuse,

son aspect multifonctionnel face aux agressions de I'appareil respiratoire, en font une cellule vivante

de choix pour un tesr de toxicité globat (Voisin et coll., lg8Sa). Selon la technique décrite (Voisin et

coll., I977a),les cellules sont montées sur une membrane qui les maintient à I'interface entre un

réservoir de milieu nutritif et la phase aérienne. Elles sont ainsi directement disponibles pour un

contact avec I'atmosphère environnante. L'étude de gaz spécifiques comme de mélanges complexes

de polluants devient possible. I-es expositions ne dépassent pas 24 heures.

Nombre de paramètres de contrôle de la cytotoxicité, encore appelés nutrqueurs biologiques, ont été

étudiés par Pr Voisin et ses collaborateurs, à partir de macrophages alvéolaires ainsi exposés à une

phase gazeuse présumée toxique. I-es principaux d'entre eux, relevés dans la littérature, sont :

- la morphologie cellulaire, analysée par différentes techniques microscopiques ;

- la viabilité cellulaire, souvent évaluée parun dosage de I'ATP intracellulaire (Voisin et coll., l9{38a ;

Voisin et Wallaert, l99O) ;
- des activités cellulaires: activité phagocytaire (Voisin et coll., lÏl7a), activité bactéricide, activité

chimiotactique neutrophile (Voisin et coll., 198Sa ; Voisin et V/allaert, 1990), relargage d'anion

superoxyde, apparition de métabolites différentiels de I'acide arachidonique (Kouzan et coll., 1989) ;

- I'activité des antioxydants de la cellule : glutathion, superoxyde dismutase, catalase, glutathion

peroxydase (Voisin et coll., l9t38a ; Voisin et Wallaert, 1990).

' Applications du test

Cette technique, employée pourl'étude de gaz purs (SOz, NOz, Ot...) a également été expérimentée

sur des mélanges (Voisin et coll., lg77b, Il79a, 1979b, L997,1988a, l99O ; Kouzan et coll., 1989 ;
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Figure 8. Schéma des conditions d'exposition des cellules à I'atmosphère urbaine ;
(Voisin et coll., 1986).
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Figure 9. Schéma experimental de I'exposition des cellules aux gaz d'échappements de
véhicule diesel ; (Kouzan et coll., 19t39).
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Voisin et V/allaert, 1990) :

- sur les échappements de véhicules diesel (Kouzan et coll., 19t39) ; voir la figure 8 ;
- sur les atmosphères urbaines (Voisin et coll., 1!46, 1988a ; Voisin, 1989) ; voir la figure 9 ;

- sur la fumée de cigarette (Voisin et coll., 19{35a, 19884).

Ce système s'adapte à diverses sources, en continu, même si ce sont des mélanges complexes et

concentrés ; il permet une réponse rapide. L'important est de bien définir le "marqueur" ou I'ensemble

de "marqueurs" sensibles, fiables et reproductibles qui indiqueront la cytotoxicité.

2.6. Conclusion

Trois démarches sont envisageables pour la mise au point d'un test de toxicité applicable aux fumées

d'incinération des déchets (ci-après).

(1) Constnrire des enceintes d'inhalation pour petits Rongeurs, branchées directement à la cheminée

d'évacuation des fumées à tester, et mettre au point un protocole d'exposition continue et de

surveillance de I'animal ; cette stratégie s'inspirerait des travaux décrits par Capron et coll. (I99z)

concernant l'étude des feux de broussailles. Il s'agirait d'essais in vivo,, délicats à gérer, difficiles à

interpréter.

(2) Adapter un bioessai bien maîtrisé pour les études d'échantillons aqueux, à la nature particulière

des fumées (gaz + aérosols + particules). C'est ce qu'ont fait par exemple Courtois et coll. (1987) du

test de mutagenèse d'Ames et coll. Onr, Cebulska-Wasilewska (L992) des essais sur végétaux

(travaux sur Tradescarûia), Microbics Corporation (CA, USA ; 1992) en tentant d'adapter le test

Microtox-eau en test Airtox. Notons que les trois essais précités concernent la seule génotoxicité.

(3) Elaborer un test de toxicité globale à partir de techniques in vitro mises au point par le corps

scientifique pour l'érude des pathotogies respiratoires. Il s'appuierait sur I'aptitude des cellules

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

Nous choisissons cette troisième option pour deux raisons majeures.

. D'abord parce que c'est I'appareil respiratoire qui, chez I'Homme, est la première cible de la

pollution atmosphérique ; en particulier, les cellules qui tapissent et défendent le poumon supportent

un contact direct avec les polluants et sont aptes à réagir rapidement (et de façon mesurable) face aux

agressions des atmosphères. Par conséquent à partir d'une technique de culture cellulaire en aérobiose

décrite par Voisin et coll. (l9T7a), un bioessai sera mis au point sur un site industriel. Il consistera à

exposer, pendant un laps de temps court, des cellules de type pulmonaire aux fumées d'incinération

de déchets. la réactivité cellulaire (mesure d'une toxicité globale) conduira à la mise en place, puis à

I'utilisation en surveillance des fumées, d'une échelle de qualité complémentaire des contrôles

physico-chimiques.

. Enfin parce que I'expérimentation rn vitro est la plus simple à réaliser techniquement et bénéficie des

récents progrès des biologies cellulaire et moléculaire (Voisin, lW7 ; Adolphe et coll., 199t.

Associée aux modèles de dispersion et de dilution des fumées, elle permettrait même une étude

originale du risque potentiel encouru par les populations exposées.

28
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Qualités

requises

RAPIDE SENSIBLE GLOBAL SIMPLE DIRECT

Choix physiques à definir à definir
échantillonnage

de la totalité
des fumées

analyse
colorimétrique

enceintes
d'exposition

directe

Choix

b io log iques
test aigu cellules

mesure de la
viabilité
cellulaire

pas d'animaux ;
des flacons de

culture

culture en
phase gazeuse

Tableau V. Hypothèses de travail, pour la mise au point d'un test biologique de qualité des fumées.
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B RÉ 4CT If BIOLOGIQUE f ACE 4UX f UMEÉS

Les qualités requises pour un test global de toxicité des fumées d'incinération de déchets sont

rassemblées dans le tableau V. Pour atteindre ces qualités, la stratégie adoptée est la suivante :

. travailler à la mise au point du test, à la fois au laboratoire et sur un site industriel, alin de ne surtout

jamais s'éloigner des réalités du terrain !

. adapter le matériels et les méthodes au fur et à mesure de la mise en place du test, en fonction des

contraintes imposées par le travail sur site et de I'efficacité des techniques que choisies a priori pour

leur aspect pratique.

[æs travaux seront menés en trois phases :

. l'élaboration du test et le choix des matériels et méthodes,

. la mise au point des différentes étapes du bioessai et leur enchaînement,

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

I. CELLULES DE TYPE MACROPHAGIQUE

[æ test mis au point sera basé sur la réaction de cellules vis-à-vis de polluants atmosphériques

présents "en concentrations réalistes". I-€ choix des cellules repose sur deux constatations :

o un polluant touchera les cellules cibles d'un organisme bien avant que I'organisme tout entier ne

signale I'affectation. Car I'effet d'une exposition réfitée à une faible concentration de polluant

n'apparaîtra qu'une fois les cellules cibles saturées ou fatiguées ;

. une cellule possède I'arsenal biochimique qui lui permet de répondre rapidement à I'intrusion dans

son milieu d'une substance exogène : c'est cette réaction aiguë, préventive de la réaction chronique de

l'être vivant, qu'il est intéressant de mesurer.

1. Le modèle du macrophage alvéolaire (MA)

[æs macrophages alvéolaires sont des cellules dérivées de la lignée monocytaire dont I'origine est

médullaire. Ils franchissent la barrière alvéo-capillaire pour pénétrer dans les espaces aériens des

alvéoles pulmonaires. Ils se déplacent librement à la surface des parois alvéolaires ainsi que sur la

muqueuse bronchique. Pris en charge par le système mucociliaire qui remonte le long des voies

aériennes, ils peuvent être éliminés par expectoration. A I'interface entre les milieux biologiques et

I'air inhalé, les IvIA préservent le poumon des agressions des gaz, des particules minérales et des

agents bactériens ou fongiques véhiculés par I'air, tout en prévenant leur entrée dans les milieux

internes.
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. Les MA sont des cellules défensives de leur mil ieu :

- face aux gaz. les MA réagissent immédiatement. Ils assurent leur dégradation ou la neutralisation

de leur fonction toxique, puis leur élimination par la voie sanguine. Ils libèrent des enzymes d'une

grande diversité, des médiateurs puissants de I'inflammation, et des substances capables d'agir sur la

motricité bronchique ; de plus, elles influencent le comportement d'autres populations cellulaires

locales : les polynucléaires neutrophiles ou éosinophiles, les lymphocytes, les fibroblastes, les

plaquettes sanguines, les cellules sécrétoires bronchiques.

- face aux particules. les MA jouent le rôle de cellules-filtres en les phagocytant. lls les éliminent

par transport, par dégradation enzymatique, ou de façon ultime, par accumulation ; ils possède une

action bactéricide ou fongicide sur les agents infectieux. Ils ont également pour rôle de susciter une

réponse immunologique locale aux antigènes inhalés, par I'information antigénique et la régulation

des fonctions lymphocytaires qu'elles assurent.

.  Les MA sont aussi  des cel lu les agressiyes pour leur mi l ieu :

toutes les particules accumulées par les IvIA ne sont pas éliminées ; celles qui subsistent prolongent

I'activité sécrétoire des phagocytes. Les enzymes excrétées par les IvIA deviennent à long terme

préjudiciables pour I'appareil respiratoire, en provoquant des lésions dégénératives (emphysèmes ou

fibroses).

30

.  Par conséquent,  les MA sont des cel lu les :

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

- sensibles à la fois aux gaz et aux particules ; ces

face aux agressions de I'air, de la stimulation à

répercussions sur l'état de viabilité cellulaire.

cellules possMent un large panel de réactions

la dégénérescence cellulaires, qui aura des

pas au niveau du

impliquées dans la

2. Cellules en l ignée " de type macrophagique "

2.1. Qu'est-ce que le "qvpe macrophagique"

Les cellules en lignée de type macrophagique (Voisin et coll., 1986) possèdent des caractéristiques

des macrophages alvéolaires, mais elles restent différentes des MA :

. ce sont des monocytes ; moins différenciées que les MA, on ne les trouvera

poumon, mais plutôt au niveau de la plèvre ;
. leur morphologie est comparable à celle des MA ; ce sont des macrocellules

réponse immunitaire ;
. leur pouvoir phagocytaire est moins performant de celui des MA ;
. leurs sécrétions sont de nature différente de celles des I\44.

Mais la culture in vitro de ces cellules en aérobiose, suivant la technique de culture cellulaire décrite

par Voisin et coll. (1977a), est capable d'induire des modifications d'importance dans leur

comportement et leurs aptitudes. Il sera donc essentiel de cornparer ces cellules en lignée, maintenues
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. Les MA sont des cellules défensives de leur mil ieu :

- face aux gaz. les MA réagissent immédiatement. Ils assurent leur dégradation ou la neutralisation

de leur fonction toxique, puis leur élimination par la voie sanguine. Ils libèrent des enzymes d'une

grande diversité, des médiateurs puissants de I'inflammation, et des substances capables d'agir sur la

motricité bronchique ; de plus, elles influencent le comportement d'autres populations cellulaires

locales : les polynucléaires neutrophiles ou éosinophiles, les lymphocytes, les fibroblastes, les

plaquettes sanguines, les cellules sécrétoires bronchiques.

- face aux particules. les MA jouent le rôle de cellules-filtres en les phagocytant. Ils les éliminent

par transport, par dégradation enzymatique, ou de façon ultime, par accumulation ; ils possède une

action bactéricide ou fongicide sur les agents infectieux. Ils ont également pour rôle de susciter une

réponse immunologique locale aux antigènes inhalés, par I'information antigénique et la régulation

des fonctions lymphocytaires qu'elles assurent'

. Les MA sont aussi des cellules agressives pour leur mil ieu :

toutes les particules accumulées par les MA ne sont pas éliminées ; celles qui subsistent prolongent

I'activité sécrétoire des phagocytes. Les enzymes excrétées par les IVIA deviennent à long terme

préjudiciables pour I'appareil respiratoire, en provoquant des lésions dégénératives (emphysèmes ou

fibroses).

.  Par conséquent,  les MA sont des cel lu les :

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

- sensibles à la fois aux gaz et aux particules ; ces

face aux agressions de I'air, de la stimulation à

répercussions sur l'état de viabilité cellulaire'

cellules possèdent un large panel de réactions

la dégénérescence cellulaires, qui aura des

2. Cellules en l ignée " de type macrophagique "

Les cellules en tignée de rype macroplwgique (Voisin et coll., 19t36) possèdent des caractéristiques

des macrophages alvéolaires, mais elles restent différentes des MA :

o ce sont des monocytes ; moins différenciées que les MA, on ne les trouvera pas au niveau du

poumon, mais plutôt au niveau de la plèvre ;

. leur morphologie est comparable à celle des MA ; ce sont des macrocellules impliquées dans la

réponse immunitaire ;
. leur pouvoir phagocytaire est moins performant de celui des MA ;

. leurs sécrétions sont de nature différente de celles des tvIA'

Mais la culture in vitro de ces cellules en aérobiose, suivant la technique de culture cellulaire décrite

par Voisin et coll. (Ig77a), est capable d'induire des modifications d'importance dans leur

comportement et leurs aptitudes. Il sera donc essentiel de comparer ces cellules en lignée, maintenues



pRl lvt  I  tRE PART t  €.  :  f lUD€ Bt BLt jGRA?H\QUE

en culture sur membrane en phase gazeuse, aux MA maintenus dans les mêmes conditions de survie.

2.2. Intérêt de cellules en lignée

[-es macrophages alvéolaires constituent un matériel complexe à exploiter, car leur recolte nécessite un

lavage pulmonaire chez I'Homme en milieu hospitalier, ou chez le Rongeur (le Cobaye par exemple)

dans un laboratoire agréé.ll s'agit de contraintes pesantes pour un test de toxicité de terrain. C'est

pourquoi les cellules sur lesquelles reposeront le test appartiendront à une lignée qui, tout en restant

d'un type rnacrophagique, permettra une multiplication cellulaire in vitro (une multiplication dont est

incapable le macrophage). Outre cet avantage majeur, cette alternative permet:

. de ne pas entretenir d'animalerie,

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

. de conserver la souche utile au test par congélation dans I'azote liquide,

. d'affranchir I'expérimentateur des diversités, tant quantitative que qualitative, qu'il constate d'un

individu à I'autre pour les Ir4A (en effet, les IvlA se transforment et s'adaptent en fonction des

agressions que subit chaque animal).

L'alternative présente par contre un inconvénient : les cellules en lignées de type rnacrophagique sont

moins différenciées que les macrophages eux-mêmes (c'est d'ailleurs pour cela qu'elles conservent la

faculté de se diviser et se multiplier en culture). En conséquence, leur comportement de défense face

aux gaz et poussières risque d'être moins spécifique ou moins important que celui des MA.

2.3. Sélection d'une lignée de cellules pour le test

plusieurs lignées monocytaires ont été sélectionnées. Il s'agit de la F388-Dl (origine murine), la

HL-60 (origine humaine), la U-937 (origine humaine), la THP-l (origine humaine). A priori, ces

cellules se cultivent dans un milieu nutritif conunun et s'y multiplient.

?.3.I. Pré-sélection des lignées U-937 et THP-1

lJ-g37 est une lignée monocytaire pleurale humaine, isolée puis cultivée suite à un lymphome

histiocytaire généralisé par Sundstrôm et Nilsson (1976).

THp-l est une lignée cellulaire sanguine humaine, isolée puis cultivée suite à une leucémie

monocytaire aiguë. Elle possède toutes les propriétés du monocyte, y compris ses fonctions

immunologiques. Tsuchiya et coll. (1%0) sont les premiers à avoir utilisé ces cellules.

2.3.2. Sélection par des essais de culture

I-a culnrre des cellules au laboratoire a permis de définir quatre critères déterminants pour le choix des

lignées aptes pour le test (voir partie deux - Matériels et méthodes) :

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

o une facilité d'entretien des cultures,

3 l
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o une multiplication cellulaire satisfaisante,

I une aptitude cellulaire à la vie en culture en phase aérobie (culture sur membrane).

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

[æ MA, qui réagit bien face aux polluants atmosphériques et dont la réaction est mesurable (Aerts et

Voisin, lfffl ;Voisin, 1997,1988, 1989; Kouzan et coll., 1989; Voisin etWallaert., 1990 ; Gosset

et coll., 1'9 gI ; Voisin et coll., lTl7a, IWb, I979a, I979b, 1985a, 1985b, 1986, 1987, 1988b'

1990), est notre modèle cellulaire pour la mise au point d'un test. Il est donc possible de choisir la

lignée cellulaire en comparant I'adaptation et le comportement des cellules candidates pour le test de

toxicité des fumées avec le MA (voir partie deux - Matériels et méthodcs).

II. PARAMETRES BIOCHIMIQUES CARACTERISTIQUES DES

CELTULES

1. Activité cellulaire de trois molécules anti-oxydantes

Le macrophage alvéolaire (MA) est bien pourvu en agents anti-oxydants comme le glutathion, la

glutathion peroxydase, la superoxyde dismutase ou la catalase (Voisin et coll., 1987). L'objectif de

l'étude qui suit, axée sur les cellules TI{P-l, est de savoir si ces cellules sont également capables de

suruivre en phase aérobie et de se défendre face aux atmosphères. La concentration de glutathion, les

activités de la superoxyde dismutase et de la catalase, sont les trois paramètres que nous avons choisi

de suivre pour comparer I'adaptation en aérobiose des cellules en lignée à celle des MA.

Les substances toxiques exogènes sont métabolisées par les cellules afîn d'être détoxifiées, puis

éliminées. [-es réactions les plus fréquentes sont des oxydations ou des conjugaisons, qui inactivent

les composés et les rendent hydrosolubles (Berkaloff et coll., IWi). Ainsi, les radicaux libres (R') et

les espèces réactives de I'oxygène (Oz'-, OH-, Hzù,, lOb et ROOH) ne sont pas seulement des

molécules dangereuses issues de réactions secondaires entre co-polluants de I'atmosphère (ozone,

oxydes d'azote et autres, émis par I'industrie et les automobiles ; Byczkowski et Gessner, 1988) ; ils

sont aussi les produits secondaires des oxydations intracellulaires. Oz' et R' induisent des réactions

en chaîne nuisibles pour les entités biologiques (protéines, ADN, phospholipides...). [æs cellules

eucaryotes sont dotées d'un système de défense contre ces molécules, qui compte la vitamine E, la

vitamine C, le B-carotène, le glutathion, I'acide urique, la bilirubine, et plusieurs métalloenzymes

comme la glutathion-peroxydase (Se), la catalase (Fe), les superoxyde-dismutases (Cu, Zn, Mn),

ainsi que des protéines comme la céruloplasmine (Cu) (figure 10 ; Machlin et Bendich, lW7).
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2 GSH +H2O2 G-Px 
, GSSG + 2H2O

2 GSH

NADPH

Figure 11. Rôle du glutathion cellulaire et équilibre entre ses formes réduite et oxydée.

2Oz'- + 2H+ SOD , Hz. ,rr + Oz

Figure 12. Rôle des superoxyde dismutases dans la défense anti-oxydante cellulaire.

(a)

(b)

2Hzh,

ROOH + AH2

2H2O + Oz

HzO+ROH+A

Figure 13- Rôle de la catalase dans la défense anti-oxydante cellulaire.
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1.!. Glutathion

I-e glutathion est un tripeptide, localisé sous sa forme sulfhydryl (glutathion réduit GSH) pour

I'essentiel dans le cytosol des cellules eucaryotes ; mais il se rencontre également dans le noyau et

dans la mitochondrie de la cellule (Griffith, 19{30 ; Reed et coll., 1990). Sa concentration est très

variable d'un type cellulaire à I'autre (Adolphe et coll., 1995). Sa terminaison thiol (-SH) qui lui

confère des propriétés nucléophiles et réductrices efficaces dans la défense contre les radicaux libres,

les oxydants et les molécules électrophiles. L,e GSH est également impliqué dans les réactions de

phase II qui permettent I'inactivation des métabolites actifs des xénobiotiques par sulfatation, grâce

aux glutathion-S-transférases. En tant que substrat de la glutathion-peroxydase (G-k)' GSH

participe à la disparition de HzQ (Paglia et Valentine, 1967) et des peroxydes lipidiques (Chang et

coll., lgg1). GSH est alors oxydé en GSSG, puis est aussitôt régénéré sous sa forme réduite GSH

(Anderson, 1985) sous I'action de la glutathion-Éductase (GSSG-R) aux dépens de la nicotinamide

adénine dinucléotide phosphare réduite NADPH (figure 11). Si I'on mesure la concentration cellulairc

en GSH er le rapport GSFVGSSG, I'on connaît ce que Adolphe et coll. (199t appellentle stalut de la

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

1.2. Superoxyde dismutase

Ces métalloenzymes catalysent la dismutation de I'ion superoxyde en oxygène et en peroxyde

d'hydrogène (figure 12; McCord et Fridovich, 1969). Successivement, la SOD oxyde un ion O2'- en

02, puis réduit un second ion Oz'- en H2C2, grâce à son centre actif doté d'un métal de transition

(Cu2+/Cu, fs3+lFs2+, ffi13+ft{n2+ ; Brunori et Rotilio, 19t34). [æs SOD font également partie

intégrante du système naturel de défense contre les radicaux libres (Fulbert et coll., I99z). La SOD la

plus importante est la SOD à cuivre et zinc (SOD-CIZn), soluble et présente dans la plupart des

cellules eucaryotes au niveau du cytosol (Fulben et coll., I99Z) et des peroxysomes (Tsan, 19%).

Dans le poumon, elle représente 8ï9{J 7o de I'activité totale des SOD. l-a' SOD à manganèse

(SOD-M1) contribue dans le poumon à l0-157o de I'activité totale des SOD ; elle est localisée dans la

mafrice mitochondriale de la cellule eucaryote et est inductible (expériences sur le Rat : Tsan, 1993 ;

Sun et coll., 1993). Son activité serait la seule à augmenter en cas d'hyperoxie, rendant son rôle

prépond érant, au niveau de l'épithélium pulmonaire (Tsan, 19Fi3 ; læwis-Molock et coll., 1994).

SOD-M1 est active en particulier dans les cellules alvéolaires de type II (Læwis-Molock, 199{). Il

existe en outre une SOD extracellulaire (qui contient aussi Cu et Zn), isoenzyme la plus abondante du

plasma, dont le rôle est incertain (fsan, I9g3). La SOD à fer n'est présente que dans certaines

cellules procaryotes (ex. E. coli: Beyer et Fridovich, 1987).

Parce que la SOD produit du H2O2, qui est au moins aussi dangereux pour la cellule que O2'- qui

alors disparaît, cette enzyme, pour être plus efficace et pour ne pas induire à son tour une toxicité,

doit travailler en tandem avec la catalase etlou une autre enzyme anti-oxydante comme la glutathion-

réductase et la glutathion-peroxydase (Byczkowski et Gessner, 1988 ; Amstad et coll., 1994).
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vo cyJotoxicité - (*"ture de viabilité du téInoi.n) :_(rBe_surg de_viabilité de I'essai)
(mesure x l00

Equation el. Expression mathématique générate de la cytotoxicité.
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I .3. Catalase

[-a catalase est une protéine composée d'un hème doté d'un atome de fer. l.ocalisée dans les

peroxysomes des cellules eucaryotes, elle a deux fonctions (fîgure 13) : son activité catalytique

favorise la décomposition du peroxyde d'hydrogène en oxygène et en eau (a), et son activité

peroxydique permet I'oxydation des donneurs d'hydrogène (méthanol, éthanol, acide formique,

phénols) avec la consommation d'une mole de peroxyde (b). A I'origine des deux types de réactions,

il y a toujours la constitution du complexe actif catalase-Hz}, (Beers et Sizer, 1951 ; Aebi, l%4).

2. Viabit ité cellulaire et cytotoxicité

Les pharmacologues sont les premiers à s'être intéressés aux états de vie et de mort des cellules, qui

permettent d'évaluer les effets de nouvelles molécules en limitant le recours à I'expérimentation

animale. C'est dans cette optique qu'est apparu dans les années 1970 le test d'Ames, au service de la

toxicologie génétique. Aujourd'hui, les méthodes toxicologiques in vitro sont de plus en plus

sollicitées pour des approches plus générales que la seule toxicologie génétique. Elles font appel à des

types cellulaires d'origine variée et sont associées à des techniques de mesure performantes, parfois

automatisables, qui favorisent I'interprétation quantitative des affections sur des échelles arbitraires

(Adolphe et coll., 1995). C'est exactement ce type d'outil que nous proPosons de développer : nous

voudrions associer à la culture de cellules THP-I (ou autres) en phase gazeuse pour une exposition

aux fumées d'incinération de déchets, une technique d'évaluation globale, simple et pratique de la

cytotoxi cité résultante.

2.1. De la vie à la mort cellulaire

[a viabilité cellulaire qualifie une cellule qui possède son intégrité membranaire et qui assure

toutes ses fonctions d'échange avec le milieu extracellulaire et d'entretien personnel. l-a mortalité

cellulaire survient par nécrose ou par apoptose : la nécrose survient après une lésion cellulaire,

physique ou chimique ; I'apoptose conduit à une mort prografirmée de la cellule, régulée par des

signaux de I'environnement cellulaire (Adolphe et coll., 1995).

2.2. Cytotoxicité

<[,a cytotoxicité est la recherche d'un effet toxique sur un type cellulaire, le plus souvent peu

différencié, par une méthode évaluant un paramètre très général.>. [æs paramètres d'évaluation de la

cytotoxicité sont souvent I'intégrité membranaire, ou I'inhibition de certains processus métaboliques

(Adolphe et coll., 1995). Si I'on choisit de parler d'une toxicité très globale, alors I'on peut plus

simplement défini r la cytotoxicité comme étant complémentaire de la viabilité cellulaire sur cent

pourcent de cellules observées ; ainsi, si le témoin représente des cellules de référence maintenues
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dans une atmosphère sans toxique et I'essar des cellules exposées aux toxiques, la cytotoxicité peut

s'exprimer suivant l'équation e1.

Dans cette étude, nous choisissons de prendre en compte la seule mort cellulaire comme paramètre de

cytotoxicité, en particulier parce qu'elle est un paramètre global. Nous n'étudierons donc pas les

modifications de comportement pourtant notées chez le MA (ex : variations sécrétoires, comme le

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

2.3.Evaluation de la viabiliÉ

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

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

23.I. Perméabilité cellulaire et viabilité cellulaire

læs membranes cellulaires deviennent perméables en perdant leur cohésion : les cellules sont alors

considérées corlme mortes ou mourantes. Les techniques utilisées pour distinguer les cellules mortes

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

.  Colorants v i taux ou d'exclusion

Ils pénètrent passivement dans les cellules mortes. Par exemple : le bleu Trypan. Seules les cellules

mortes sont alors colorées (en bleu, par le bleu Trypan).

. Colorants supravitaux ou d'inclusion

Ils penètrent activement dans les cellules vivantes. Par exemple : le rouge neutre. Seules les cellules

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

. Colorants supravitaux avec étape de métabolisation

Ils pénètrent dans toutes les cellules, puis sont I'objet d'une biotransformation au sein des cellules

vivantes. Par exemple, le MTT ou bromure de diméthylthiazoldiphényltétrazolium : ce sel de

tétrazolium de couleur jaune est Éduit en cristaux bleu-violet de Formazan sous I'action de la

succinodéshydrogénase mitochondriale des cellules (fîgure 14). Seules les cellules vivantes adoptent

par conséquent, dans le cas de I'emploi du MTT, une coloration bleue dont l'intensité, mesurable,

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

. Autres méthodes de mesure de la viabilité cellulaire

Un autre type de techniques basées sur les changements de perméabilité cellulaire liés à la viabilité des

cellules, consiste à mesurer une quantité de molécules relarguées dans le milieu extracellulaire par les

cellules mortes, dont la perte de cohésion membranaire ne leur permet plus de garder ces molécules à

I'intérieur d'elles-mêmes. Par exemple : la méthode enzymatique de mesure de la libération de

lacticodéshydrogénase (LDH) par les cellules. l-e, rapport de la LDH trouvée dans le milieu

extracellulaire sur la LDH totale (LDH extracellulaire et LDH intracellulaire) permet d'appréhender la

proportion de cellules mortes dans la population étudiée.
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Des techniques radioactives existent également pour suivre des molécules relarguées par les cellules

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

2.3.2. Méthodes fondées sur les altérations de la prolifération cellulaire

I-a mort d'une paftie de la population cellulaire suite à une intoxication implique directement une

inflexion de la prolifération cellulaire. En mesurant I'ADN eUou les protéines totales des cellules, on

peut comparer la prolifération de la population intoxiquée avec une population cellulaire témoin, puis

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

2.3.3. Autres types de méthodes

D'autres méthodes courantes existent encore, dont (Voisin et coll., 19t]6 ; Adolphe et coll., 1995) :

. des méthodes qualitatives (étude de la morphologie...) ;

' des méthode d'analyses physiques ou chimique (variation du pH, variations de COz excrété...);

. la mesure d'ATP, qui reflète le métabolisme énergétique "instantânéu (voir la figure L4) ;

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

2.3.4. Conclusion et choix

Il faut tout d'abord noter que les méthodes qui sont évoquées ici sont directes et qu'elles rendent

difficilement compte de la possibilité d'une toxicité différêe par I'apparition d'un métabolite toxique

plusieurs jours après I'exposition au produit. Selon Adolphe et coll. ( 1995), les trois méthodes les

plus souvent employées pour estimer la part de cellules vivantes et la part de cellules mortes au sein

d'une population sont fondées sur le principe de la mesure des variations de la perméabilité

membranaire : il s'agit du test au rouge neutre, du test au MTT, du relargage de LDH. D'emblée nous

écartons le test au rouge neutre pour des cellules cultivées en phase gazeuse, parce qu'il paraît difficile

de décrocher les cellules de la membrane de culture opaque pour procéder à leur distinction de couleur

et à leur numération. I-e dosage de la charge cellulaire en ATP, et dans une moindre mesure la

détermination d'un constituant cellulaire comme I'ADN, sont également des méthodes très utilisées :

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

Ainsi, le paramètre de viabilité cellulaire dépend grandement de la méthode de révélation choisie pour

le test. C'est pourquoi une part des travaux préliminaires menés au laboratoire a consisté à comparer

quatre types de marqueurs :

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

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

. la quantité d'ATP contenue dans les cellules,

. la quantité d'ADN cellulaire.

L'étude de la viabilité cellulaire a deux objets, exposés ci-après.

. Faire le choix d'une technique de mesure de la viabilité cellulaire qui soit appliquée à I'issue du

biotest que nous mettons en place. L'emploi d'un sel de tétrazolium est I'option qui eu a notre

36



pREfri t ERE 7ART t €. : ETUD€. Bt BL TOGRAPHTQU€

préférenceapriort,caril réduit l'évaluation de la viabilité cellulaire à une mesure colorimétrique très

simple. Nos essais sur le MTT ont par conséquent eu pour objet I'intégration de cette technique dans

le biotest.l-adifficulté majeure réside dans I'emploi de MTT vis-à-vis de cellules en dépôt sur des

membranes poreuses, en culture en phase gazeuse, et non pas, comme nous I'avons vu décrit, sur

des cellules cultivées en milieu liquide.

. Mesurer et maîtriser la cinétique de la multiplication des cellules sur les membranes de culture. En

d'autres termes, il s'agit de mieux connaître le réactif biologique du test pour maîtriser davantage la

mise au point du test. I-a question majeure est: corlment se développent les cellules THP-I en culture

en phase liquide, puis en culture en phase gazeuse ?

En outre les mesures d'ATP (adénosine tri-phosphate, molécule vecteur de l'énergie cellulaire) ou de

LDH (lacticodéshydrogénase, enzyme clé du cycle de Krebs), pemlettent d'apprécier les activités

métaboliques dans leur globalité qui compléteront aussi notre étude biochimique des cellules THP-I.
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OBJECT IfS de Ia thèse

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

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

Ce test sera basé sur la réaction d'une lignée cellulaire pratique à cultiver qui, comme les macrophages

alvéolaires (MA) que préconisent Voisin et coll. (Il77a), survivront en culture en phase gazeuse sur

une membrane imbibee de liquide nutritif, et qui seront directement exposées aux fumées, avant leur

analyse en vue du calcul d'un indice de cytotoxicité.

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

1.  Concernant les cel lu les et  I 'expression de leur v iabi l i té.

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

. la comparer au modèle du MA ;

. quantifier sa viabilité cellulaire et faire le choix du paramètre de viabilité par rapPort auquel la

cytoûoxicité sera évaluée ;
. étudier la cinétque de la viabilité cellulaire, en particulier lorsque les cellules sont maintenues en

culture en phase gazeuse (les cellules s'adaptent-elles ? se multiplient-elles ? meurenrelles ?) ;

' éfudier les moyens de défense antioxydante qu'ont les cellules (en déduire ses capacités de réaction

en culture aérobie) ;
r mettre au point une méthode d'évaluation simple, pratique et rapide, pour la viabilité des cellules en

culture en phase gazeuse sur une membrane.

2. Concernant le montage expérimental sur site.

Mettre en place un système d'échantillonnage des fumées à la cheminée de I'usine, et d'exposition

directe des cellules (un matériel vivant) aux fumées chaudes et humides :

. tenir compte, en montant la ligne d'échantillonnage et de transport des fumées, de sa vocation à

préserver les fumées dans leur totalitê, (gaz + aérosols + particules) ;

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

3. Concernant les essais d'exposition cellulaire aux fumées.

Observerlarêaction des cellules dans les conditions réelles du test:

. lors d'expositions en conditions contrôlées au laboratoire,

- à des gaz simples que I'on retrouvera dans fumées de combustion : NO2, SOz, HCl,

- à des fumées de combustion préfiltrées, comme les fumées de tabac,

. lors d'expositions en conditions réelles sur site,

- aux fumées totales d'incinération de déchets,

- aux seules poussières de fumées, porteuses de nombreux polluants.

Les contraintes des essais de terrain seront pofteurs de nombreux enseignements sur la possibilité

d'insertion d'un test biologique dans un contexte industriel exclusivement analytique.
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I. CELLULES ET CULTURE CELLULAIRE

1. Récolte des macrophages alvéolaires (MA)

[æs MA ne seront pas retenus pour être le réactif biologique du test face aux fumées, parce que leur

récolte, puis leur utilisation en primoculture, sont difficiles à gérer dans un contexte industriel' Par

contre, nous comparerons leur comportement et leur évolution avec ceux des cellules en lignée

(cellules Tt{P-1 particulièrement), en culture en phase gazeuse.

Sur des Cobayes albinos Hætley pesant entre 400 et 500 grammes, les MA sont récoltés par lavage

bronchealvéolaire, selon la technique de Myrvik (l%l). L'animal est sacrifié par dislocation

cervicale. L-e bloc cardio-pulmonaire est prélevé en totalité après I'occlusion de la trachée qui évite

tout reflux de sang dans les voies aériennes. I-es vaisseaux pulmonaires artériels et veineux sont

sectionnés ; les poumons sont lavés extérieurement. On injecte alors lentement par voie trachéale 5 ml

de liquide de Hanks (sels minéraux, 5 g/l-1 glucose ; Sigma H 9269), et le tissu pulmonaire est

massé doucement avant réaspiration du liquide de lavage ; la même opération est répétée jusqu'à

I'obtention de 100 ml. Iæ liquide de lavage est centrifugé à 800 g et le culot cellulaire est remis en

suspension dans 10 ml de milieu de suruie RPMI 1640 pour être numéré en cellule de Thoma. Un test

de viabilité au bleu Trypan et une définition de la formule cellulaire pelrnettent de connaître le nombre

exact de MA disponibles pour un test. Une sélection sur verre favorise la séparation des MA et des

autres hémocytes : les MA possèdent en effet seuls la propriété d'adhérer au verre. Après 24 heures

en étuve à3i oC, le milieu de culture est vidé ; la collecte des IvlA se fait en décrochant les cellules à

I'aide de versène (solution d'EDTA ; contact < 10 min.). Du milieu RPMI est ajouté ;la suspension

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

2.  Entret ien des l ignées cel lu laires (THP- I  et  U-937)

2.1. Origine des cellules

Læs souches THp-l et tJ-g3: nous ont été fournies par I'Institut Pasteur de Lille. Après leur

conditionnement en milieu de culture enrichi à 5 ou IO Vo de diméthylsulfoxyde (DMSO), les cellules

TtIp-l ou U-q37 sont placées en congélation à - 196 oC dans l'azote liquide. Elles représentent ainsi
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un stock de cellules disponibles pour de nouvelles cultures.

. Milieux de culture. Læs cellules sont cultivées dans du milieu de culture stérile de pH -- 7A'

comptété par 10 7o de sérum de veau fætal (Gibco BRL) décomplémenté pendant 30 minutes à 56oC ;

2 mM de Lgluramine (liquide x100, Gibco BRL) ; 12,5 à 50 ,lM de p2-mercapto éthanol (50 mM

X1000 Gibco BRL) ;4 pglmld'insuline (bovine, cristallisée en présence de zinc, lyophilisée, Gibco

BRL) ;4y !m|det rans fen ine(humaine , lyoph i l i sée ,GibcoBRL) ' læsmi l ieuxdecu l tu re

sélectionnés sont le RPMI 164O (Gibco BRL) pour les cellules U-937, et le milieu MEIVI de Dulbecco

(Gibco BRL) pour les cellules THP-I. Pour éviter toute impureté, le milieu de culture complété est

filtré avant son emploi, sur un filtre stérile de porosité 0,2 ym en acétate de cellulose (Nalgène'

25 mm, SFCA).

. Flacons de culture. l: culture cellulaire en phase liquide s'opère dans des flacons en

polystyrène (Nunclon) de 25 crn2 (50 ntl) à 175 crfr (800 ml)'

. Méthode d'entretien cellulaire. Le travail s'effectue en atmosphère stérile. Une à deux fois

par semaine, l/3cÊme du volume de la suspension cellulaire maintenue en culture en phase liquide est

introduite dans un nouveau flacon de culture contenant du milieu de culture complété neuf. Deux

joun avant un essai, le stock cellulaire est prévu en adaptant le volume de la culture cellulaire aux

futurs besoins et cellules'

. conditions drincubation cellulaire. Les flacons de culture sont maintenus à la température de

37 "C dans un incubateur BB 6060 (Heraeus Instruments) dont I'atrnosPhère est enrichie à 5 vo de

COz et saturée de vaPeur d'eau.

3. Culture cellulaire en phase gszeuse

3.1. Matériel de culture en phase gazeuse

3 . I . I . hincipe de la culture en phase gazeuse

l-z culure en aérobiose permet d'exposer des cellules à une phase gazeuse. Elle a été mise au point

par le Pr Voisin et ses collaborateurs de I'lnstitut Pastew de Lille pour éttdier in vito la réactivité des

macrophages alvéolaires face aux micropolluants de l'atmosphère (Voisin et coll', 1977a)' Cette

technique consiste à déposer un nombre défini de cellules sur une membrane de culture appliquée sur

un réservoir où affleure du milieu nutritif. De cette façon les cellules sont à la fois au contact de leur

substrat vitâl et de I'atmosphère à étudier.
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Figure 15. Principe de la culture cellulaire en phase aérobie; (d'après Voisin et coll., lgTla).
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3,1,2. Matériel de culture en phas€ gazeuse

. Supports de culture. Une expérience d'exposition cellulaire nécessite le plus souvent la

préparation de 6 ou de 9 boltes de culture. Il s'agit de boîtes de Pétri de 6O x 15 662 (Nunclon), dont

chacune est munie d'un anneau de Macrolon (une matière plastique supPortant jusqu'à 1zl0 'C)

stérilisable et d'une membrane stérile en polyéthersulfone de 47 mm de diamètre et de pores de

O,22 pm(Supor-200, Gelman Sciences). L'anneau, d'une épaisseur de 0,6 mm' a un diamètre de

49 mm ; il est évidé en son milieu d'un disque de diamètre de 25 mm'

. Milieu de culture. Du RPMI 1640 sans rouge de phénol (Biowittaker, pH = 7,4) vient alimenter

les boîtes de culture cellulaire en phase gazeuse. Il est complété par : 5 Vo de sérum de veau fætal

décomplémenté à 5 oC pendant 30 minutes ; 2 mM de Lglutamine (liquide X100 Gibco BRL) ; 12'5

à 50 pM de B2-mercapto éthanol (50 mM X1000 Gibco BRL) ;4 pdrrl d'insuline (bovine cristallisée

en présence de zinc, lyophilisée, Gibco BRL) ; 4 lgiml de transfenine (humaine lyophilisée Gibco

BRL). pour éviter toute impureté, le milieu de culture complété est filtré avant son emploi, sur un

filtre stérile de porosité 0,2 pm en acétate de cellulose (Nalgène 25 mm SFCA)'

. Récolte cellulaire : une centrifugeuse (MSE, Mistal 2000R) permet de séparer la phase liquide

des cellules en cultures ; une cellule de Thoma montée d'une lamelle planée permet la numération des

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

.Incubation cellulaire. Læs boltes de culture sont placées à la température de 37 oC dans

I'incubateur (BB 6060 Heraeus Instrumetrts) dont I'atmosPhère est enrichie à 5 Vo de COz et saturée

de vapeur d'eau,

3.2. Méthode de culture en phase gazeuse

[æ travail est effectué en atrnosPhère stérile'

. préparation des boites de culture. Un anneau stérilisé (chaleur humide, l2l 'C' 20 min.) est

placé dans chaque boîte de Pétri. I-e milieu de culture complété r€mplit totalement le réservoir formé

au centrc de chaque boîte de Pétri par I'anneau de Macrolon (environ 4 ml). Une membrane est

déposée dans chaque boîte de culture, au-dessus de I'anneau ; elle s'imbibe de milieu (photo A). læ

surplus de milieu est aspiré hors de la boîte, en périphérie de l'anneau de culture, afin de renforcer la

cohésion de l'ensemble bolte-anneau-milieu-membrane (ligure 15).

. Mise en culturedes cellules en phase gozeuse. Pour la préparation de 9 boltes de culturc,

environ 30 à 5O ml de suspension cellulaire (stock en phase liquide) sont prélevés, à I'aide d'une

pipette, dans un tube à centrifuger. l: suspension cellulaire est centrifugée au maximum à 2000 RPM

(< 80O g) pendant l0 minutes. A I'aide d'une pipette, le milieu de culture sumageant est délicâtement

ôté, et le culot cellulaire écuperé dans 2 ml de milieu de culture neuf. Apês homogénéisation, une

goutte de la nouvelle suspension cellulaire est prélevée puis déposée sur cellule de Thoma afin de

procéder à la numération cellulaire : à I'aide d'un microscope (grossissement x 200 à x 4fi)), les

4 l
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Photo A. Un million de cellules sont déposées par membrane, au droit du réservoir de milieu nutritif.
pour la mise en culture en phase aérobie.

[æs cellules converties au mode de culture aérobie, sont laissées 3 heures à
l'étuve avant leur exposition aux fumées.

Photo B.
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cellules sont dénombrées sur quatre lignes du quadrillage de la cellule de Thoma (présence d'au

moins 100 cellules). Etantdonné qu'un quadrillage surla cellule de Thoma accueille 10 pl et que les

cellules ont été collectées dans 2 mlde milieu de culture, le nombre de cellules disponibles est calculé.

I-es cellules sont alors une dernière fois reprises dans du milieu de culture, à raison de 10 millions de

cellules par ml. Dans le cas d'une préparation d'essais d'exposition des cellules à des gaz ou fumées,

exactement 100 yl de la suspension cellulaire finale sont déposés et étalés sur la membrane de chaque

boîte de culture, juste au dessus du réservoir de milieu nutritif (Iîgure 15 ; photo A).

Par ce mode de culture, les cellules cibles sont en effet en contact direct avec I'atmosphère

environnante ; elles puiseraient d'autre part le matériel nutritif nécessaire à leur survie par

I'intermédiaire de pseudopodes insérés dans les pores de la membrane (Voisin et coll., 1986), ou plus

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

. Adaptation des cetlules à ta phase gazeuse. I-es 9 boîtes de culture sont fournies en cellules

I'une après I'autre. Elles portent chacune un million de cellules identiques. Elles sont placées en

incubateurà5 7o de COz, 37 "C, humidité à saturation, pendant au moins 3 heures ; un délai est en

effet nécessaire aux cellules pour s'adapter à leurs nouvelles conditions de vie (photo B). Avant leur

utilisation dans le test de toxicité, les boîtes sont désignées de façon aléatoire (tirage au sort) : trois

d'entre elles seront placées dans la chambre d'exposition aux fumées d'incinération de déchets, trois

autres placées dans la chambre témoin alimentée en air pur ; les trois dernières boîtes resteront dans

I'incubateur à COz (triplicat témoin des cellules, facultatif).

4. Culture des cellules en vue des analyses biochimiques

4.1. Mode de culture en phase liquide

I-es cellules TFIP- 1 sont maintenues en suspension dans leur milieu nutritif MEM de Dulbecco. Elles

sont distribuées dans des tubes stériles bouchés munis d'évents à raison de I million d'unités par ml,

puis placées dans I'incubateur à COz avant leur analyse : la durée d'incubation qui précède l'étude de

la viabitité cellulaire et l'étude de l'activité cellulaire antïorydante est de 3 heures ; la durée

d'incubation qui précède les essais de cirrctique cellulaire varie de 0 à72 heures.

Un essai est réalisé en triplicat : les cellules sont distribuées dans trois tubes à raison d'l million

d'unités par tube pour les essais au MTT et les dosages d'ATP, d'ADN ou de CAT, de 1,4 millions

pour les dosages de GSH+GSSG, de 2 millions pour les dosages de LDH, et de 4 millions d'unités

par tube pour les dosages de SOD.

l.orsque l'étude porte sur des MA eUou des cellules IJ-937 ,la technique ne varie pas, mais le milieu

de culture employé est alors du RPMI Iffi coloré au rouge de phénol (Biowittaker).
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VI ABILITE

(n") Date

Mode de culture MTT ATP ADN LDH
Ph. liq. Ph. saz.

I 12.10.95 Oui Non Oui Oui Oui
,
a 16.10.95 Oui Oui Non Oui Oui
3 17.r0.95 Oui Oui Oui Oui Oui
4 19.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui
)
t ?3.to.95 Oui Oui Oui Oui Oui
6 24.t0.95 Oui Oui Oui Oui Oui
7 26.rO.95 Oui Oui Oui Oui Oui
E 7 .1r.95 Oui Oui Oui Oui Oui

autres essais 1992 prélimirnires

Tableau VI. Nombre et nature des manipulations réalisées pour l'étude des paramètres de viabilité
des cellules THP- I .

Mode de culture Cinétique : durée de la
manipulation

Date no Plnse
gazeuse

débw fin MTT ATP ADN

20.M.95 I Non Oui 0h 72h Oui Oui Non
2r.M95 2 Non Oui 0h 48h Oui Oui Non
3 I .01.96 3 Oui Oui 0h 72h Oui Oui Oui
03.06.96 4 Non Oui 0h 72h Oui Non Non

Tableau VII. Nombre et nature des manipulations réalisées pour l'étude de la cinétique de viabilité
des cellules THÈ 1.
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4.2. Mode de culture en phase gazeuse

Les cellules TFIP,I sont distribuées sous atmosphère stérile dans les boîtes de culture munies de

membranes de culture, puis placées dans I'incubateur à COz avant leur analyse : la durée d'incubation

gui précède l'étude de la viabitité cellulaire et l'étude de l'activité cellulaire antiorydante est de 3

heures ; la durée d'incubation qui précède les essais de cinétrque cellulaire varie de 0 à72 heures.

Chaque essai est réalisé en triplicat : les cellules sont distribuées dans trois boîtes (six boîtes pour les

dosages de SOD) à raison d'l million d'unités (dans 100 pl) par tube pour les essais au MTT et les

dosages d'ATP, d'ADN ou de CAT, de I,4 millions pour les dosages de GSH+GSSG, de 2 millions

pour les dosages de LDH ou de SOD.

Lorsque l'étude porte sur des MA et/ou des cellules U-937,la technique ne varie pas, mais le milieu

de culture employé est alors du RPMI lffi coloré au rouge de phénol (Biowittaker).

Après trois heures passées dans I'incubateur, les membranes de culture sont rincées trois fois (face

inférieure) à I'eau physiologique puis découpées pour récupérer le dépôt de cellules au centre de

celle-ci. Chaque recueil de cellules est placé dans une boîte de Pétri (tv(IT) ou dans un tube d'analyse

(ATP, ADN, LDH).

Lorsque l'étude porte sur des MA eUou des cellules l)-g37,la technique ne varie pas, mais le milieu

de culture employé est alors du RPMI 1640 coloré au rouge de phénol (Biowittaker).

I I .  MODES D'ETUDE DE LA VIABILITE CELLULAIRE

1. Organisation des manipulations

1.1. Essais de quantification la viabilité cellulaire

Trente-huit analyses sont menées, réparties en huit essais. Læs diverses analyses biochimiques sont

préparées simultanément, sur un même lot de cellules THP-I. La manipulation est répétée huit fois

(sept fois avec le MTT), afin d'autoriser des calculs statistiques (tableau VI). Iæs essais sont entrepris

simultanément sur des cellules Tt{P- 1 cultivées en phase liquide et des cellules THP- 1 cultivées en

phase gazeuse.

1.2. Essais de mesure de la "cinétique[ de viabilité cellulaire

Quatre-vingt-dix-sept analyses sont menées, réparties en quatre essais découpés chacun en huit ou

neuf étapes. Une culture cellulaire est suivie du temps zéro (t = 0) de la mise en contact des cellules

avec leur environnement de culture (milieu + support), jusqu'au temps t = 48 h ou 72 h. La

manipulation est répetée quatre fois (tableau VII). [æs essais sont entrepris simultanément sur des
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cellules TFIP-1 cultivées en phase liquide et des cellules TFIP-l cultivées en phase gazeuse.

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

2.1. Maténel

z.l.L Pour le contact des cellules avec le sel de tétrazolium

. Sel detétrazoliumMTT lyophilisé,,414,3 g/mol., approx. 9f3 To, réf. M 2I?3 de Sigma; préparé

en solution mère à5 mg/ml dans du PBS, pH = 7,4: la solution mère sera diluée dans du PBS.

. Phosphare buffered solutionPBS, solution tamponnée au phosphate, liquide (1X), pH = 7,4 +'

0,05 ;réf. Sigma.
. Diméthyl sulfoxyde DMSO, pur ou dilué dans de I'eau.

. Boîtes de Pétri 60 x 15 mm2.

. Incubateur à 5 To de CQz,37 oC, humidité à saturation.

2.L2. Pour la mesure colorimétrique

. I-ecteur de microplaque MULTISKAN RC de l-absystems, Life Sciences International; muni des

filtres 570 nm (lecture) et 650 nm (référence).

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

. DMSO (blnnc de I'expérience).

. Plaques de microtitration Microtest Microwellg6 cupules, fond plat, transparence optique-

2.2. Mode d'emploi du MTT sur les cellules

Un ml de solution de MTT stérile, de concentration comprise entre 5 mg/ml et0,25 mg/ml, est mis au

conLact des cellules pendant une durée à définir de plusieurs heures dans I'incubateur (voir Troisième

potie : Résultus). Pour les essais en phase liquide. les tubes sont à nouveau centrifugés avant

d'éliminer la solution surnageante de MTT ; pour les essais en phase gazeuse. la solution de MTT est

réaspirée de la boîte qui supporte la membrane de culture. [,es cellules ainsi isolées sont recouvertes

de 2 ml d'une solution de diméthylsulfoxyde dans de I'eau, d'une concentration donnée (voir

Troisième Partie : Résultats). t es tubes et les boîtes sont agitées pendant I minute ; les cristaux de sel

de Form azan se dissolvent.

Trois lectures spectrophotométriques sont réalisées à partir de chaque tube ou de chaque boîte de

culture (soit un total de 9 lectures pour un essai en phase liquide et de 9 lectures pour un essai en

phase gazeuse). La longueur d'onde de lecture est lîxée à 570 nm, d'après la bibliographie et après

quelques essais; une longueur d'onde de référence est de même fixée à 650 nm. (Slater et coll.,

Ig6j; Mosmann, 1983 ; Gerlier et Thomasset, 19t36 ; Riddell et coll., 11)86 ; Borenfreund et coll.,

1988 ; Holt et coll., 19U8 ; Monner, l9B8 ; Ponsoda et coll., 1990 ; Guo et coll., IWz; Roguet et

coll., lgEZ; Romet-Haddad et coll., 1992; Barile et coll., l9g3 ; Giridhar et Acosta, 1993 ; HusÉ]
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Figure 16. Formules chimiques du sel de tétrazolium MTI et de sa forme réduite, le sel de Form azan.

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

( D%.rrutes témoinJ - ( DO.euules 
"^x,ré"JI .C .nn ,  =  x  100

gN-.N

L.Ç.r'orr = indice de cytotoxicité en pourcentage, obtenu par la méthode au MTT.
DOçs11uqss rémoins = 

{ensj!é optique mezurée 1ux longueùrs d'onde 57016fi nm, après la réaction
de réduction du MTI par les cellules préalablement exposées â I'air témoin,

DOcellutes exposées = densité optique meiuré_e:ux longueurs d'onde SiOrcn offi, upier la
réaction de réduction du MT.I par les cellules préalablement exposéeô av Eaz
ou aux fumées de I'essai.

Equation e2. Expression de la cytotoxicité à partir de réactions colorées
cel lu les-MTT.

20ctrF planche d'illustrations
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et coll., 19F/3; Mercusot et Engstrom ; 1994).

2.3.L Réaction biochimique

Ir MTT esr le bromure de 3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl)-25-diphényltétrazolium (figure 16).

l-e colorant MTT est le sel de tétrazolium le plus utilisé pour estimer la viabilité cellulaire. Il est réduit

par les cellules vivantes sans qu'il soit besoin de le coupler à un intermédiaire transporteur d'électron

(quand I'emploi d'autres sels de tétrazolium -XTT ou le MTS par exemple- nécessitent ce couplage).

I-p MTT jaune est réduit en cristaux bleus de Formerzan sous I'action de la succinodéshydrogénase

mitochondriale (Slater et coll., 1963) : ce test donne une indication précieuse sur le fonctionnement

mitochondrial des cellules testées (Adolphe et coll., 1995). L'intensité de la couleur qui apparaît dans

l'échantillon cellulaire sera proportionnelle à la quantité de cellules capables de générer Ie sel de

Formazan à partir du MTT, c'est-à-dire à la quantité de cellules vivantes (photo C). lâ température

(37 'C), I'acidité (5 Vo COz) et I'humidité ambiantes d'un incubateur favorisent cette réaction.

2.3 .2. Mesure colorimétrique

Une fois le délai de la réaction cellule-MTT observé, trois volumes de 200 7zl sont prélevés de chaque

tube et de chaque boîte pour être distribués sur une microplaque de 96 puits, dont trois puits ont

d'autre part été chacun remplis par 200 pl de solution de DMSO (dans de I'eau) appelé blanc de

lecture. [æ spectrophotomètre effectue deux lectures de la microplaque : I'une à la longueur d'onde de

570 nm, I'autre à la longueur d'onde de référence de 650 nm. [,a lecture de référence permet

d'évaluer la part de DO due aux seules interférences (membranes de cellules, traces de doigt sur la

microplaque, couleurjaune...). On note DO la densité optique lue pour chaque puits moins la densité

optique moyenne lue pour les trois puits remplis de blarrc. Puis on calcule la DO effective

tDO(à 570 nml - DO(à 650 nm)l pour chaque puits. Enfin I'on calcule la moyenne des trois DO

effectives lues pour chaque tube ou chaque boîte de culture, nommée ici DO : DO"rrut pour des

cellules exposées à des gaz ou fumées et DO166s1n pour des cellules exposées à de I'air pur témoin.

2.3.3. Calcul de la cytotoxicité à partir du MTT

Appliquée à I'emploi de MTT sur les cellules, l'équation e I permettant le calcul de la cytotoxicité

s'exprime selon l'équation e2 et donne I'indice de cytotoxicité : I.C.vrrr.

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

3.1. Matériel utile Èour le dosage d'ATP

Appareil Biolurnat LB9500T Berthald, conçu pour l'étude de la bioluminescence'

Dméthylsulfoxyde DMSO (Sigma D 5879).

a

a
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Luciférine + ATP Luciferase * Mg2* * O, , Adényloxyluciférine + HzO + photcns

Figure 17. Principe de la méthode de mesure de I'ATP intracellulaire.

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

(ATP, vecteur d'énergie cellulaire).

où: I.C_Arp= indice de cytotoxicité en pourcentage, obtenu parla méthode de dosage de I'ATP.
_[ATP]""nules témoins = concentration d'ATP mésurée dani des cellules exposéesâ I'air témoin,
lATPlceuules exposées = 

ffâ?t"iflt,q:r:âtP 
mesurée dans des cellules èxposées au gaz ou aux

I '  c'or, = IATP ]."ttut., te*oin, 
- [ATP ]".ttut"r.*poré",

x 100
IATP ]cettules témoins

Equation e3. Expression de la cytotoxicité à partir de mesures d'ATP intracellulaire.
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. Tampon MOPS stérile ( I litre), pH = 7,4 : morpholino-propone (2,093 8, Sigma M L2Y) et

[MgSO+ ,'7 HzO] (2,ÆS g, Sigma M 1880) ; ajuster le pH à I'aide de soude I N (Aldrich).

. Etalon ATP (ajouts dosés).

. AMomen de lucioles (luciférine et luciférase).

3.2. Méthode de dosaee de I'ATP

Dans chaque tube de 15 ml congelable sont introduits 900 pl de DMSO et 100 pl d'H2o stérile, et les

cellules d'un échantillon de culture (y compris la membrane support, pour les cultures en phase

gazeuse). Après une pause de 2 min. à temperature ambiante, 5 ml de tampon MOPS sont ajoutés

dans le tube, qui, apÈs avoir été mélangé, peut être congelé.

L'ajout d'un ml de diméthylsulfoxyde à 9XJ 7o permet aux cellules de libérer leur contenu ; puis la

solution tampon (5 ml) maintient à pH = 7,4 et prépare I'extrait cellulaire avant le dosage par

bioluminescence de I'ATP qu'il contient : I'atténuation de la lumière Provoquée par I'extrait cellulaire

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

culture(soi t18lecturespourunessaienphasel iquideet18lecturespourunç!s4L@.

3.3. Principe et lecture du dosage diATP

. Intérêt biochimique

L'ATP est un bon marqueur de viabilité cellulaire : les processus d'oxydation et de phosphorylation,

conditionnés par la présence d'adénosine diphosphate (ADP), conduisent à la formation d'ATP

témoin des activités mitochondriales des cellules. Quand un travail est accompli, I'ATP est transformé

en ADp lequel permet une respiration accrue qui approvisionne à nouveau les réserves d'ATP.

.  Mesure d'ATP

[a mesure d'ATp s'effectue par chimiluminescence suivant la méthode de McElroy et Seliger ( 1963)

modifiée parJakubczak en ce qui concerne I'extraction cellulaire (Voisin et coll., ln7ù. En présence

d'oxygène, d'ions magnésium (Mg2+) et d'ATP, la luciférine émet lors de son oxydation par la

luciférase, un éclair lumineux d'intensité proportionnelle à la quantité d'ATP présent (figure I7). I-e

dosage est effectué au moyen d'un luxmètre (photos D).

. Calcul de la cytotoxicité à partir du dosage d'ATP

Appliquée à la mesure d'ATP cellulaire, l'équation el permettant le calcul de la cytotoxicité s'exprime

selon l'équation e3. Voisin et coll. (IT:,7a) nomment le pourcentage de cytotoxicité ainsi calculé

indice de cytotoxicitéou /.C. Ê'indice l.C.nrp augmente lorsque la quantité d'ATP cellulaire diminue.

4. Dosage de la lacticodéshydrogénase cellulaire après 24 h (LDH'24 h)

Ces essais préliminaires ontfait partie de la "première série de dosages". LDH-%+h est la LDH dosée
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Photo E. Des mesures spectrométriques indiquent le taux de LDH que les cellules ont relarguée
suite à leur intoxication.

Tocytotoxicité = x l0O

où : !9 gytgtoxicité = cytotoxicité en pourcentage,
llDH]extracellulaire = concentratiôn de LDFI mesurée dans le milieu de culture des cellules du

test,
[LDH]intraceltulaire = concentration de LDH mesurée dans des cellules du test,
avec llDH]"*tracelulaire + [LDH]inrracellulaire = [LDH]totale.

Equation e4. Expression de Ia cytotoxicité à partir de mesures de LDH
intra- et extracellulaiies.
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pour des cultures cellulaires après 24 heures d'incubation. Dans le cas d'essais d'exposition aux gaz

ou fumées, les cellules sont placéesZ4heures à I'incubateur après I'exposition.

Après la centrifugation des tubes d'gSgjs en phase liquifu le liquide surnageant est soigneusement

placé dans un nouveau tube d'analyse et son volume est mesuré. Pour les essais en phase gazeuse,

c'est le milieu de culture situé dans le réservoir de la boîte sous la membrane de culture (revoir la

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

4.2. kincipe et lecture du dosage de LDH-'4 h

. Intérêt biochimique

La détermination du pourcentage de cytotoxicité est, par cette méthode, totalement indépendante de

I'existence d'une culture cellulaire témoin. En effet, c'est la perméabilité membranaire aux molécules

de LDH qui détermine le degré de cytotoxicité. Vingt-quatre heures sont laissées à la culture cellulaire

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

. Mesure de LDH-24 h

En présence de pyruvate et de NADH en excès à 30 oC, la LDH induit, à la longueur d'onde de

365 nm (UV), une extinction molaire proportionnelle à la quantité de I'enzyme dans l'échantillon

(photo E). I-es quantités de LDH intracellulaire (extraite des cellules) et de LDH extracellulaire

(présente dans le milieu de culture des cellules) sont ainsi appréciées ; la quantité de LDH totale est la

somme des mesures de LDH intracellulaire et extracellulaire.

. Calcul de la cytotoxicité à partir du dosage de LDH

La cytotoxicité est exprimée par la proportion de LDH extracellulaire par rapport à la LDH totale

produite par les cellules de la culture (équation e4). Plus les cellules perdent leur cohésion

membranaire, plus il est dosé de LDH extracellulaire par rapport à la LDH totale, donc plus la

cytotoxicité est grande.

5. Dosage de I 'acide désoxyr ibo nuctéique de la cel lu le (ADN)

5.1. Matériel utile pour le dosage d'ADN

. Spectrophotomètre (À = 600 nm). Centrifugeuse. Glace pilée.

. Cuvesàusageuniquepour fiOploumicroplaques(puits 2fr0 1;/')etfiltredulecteurà6OOnm.

. Tampon de lyse à A,ZVo deTriton X100 (Sigma) dans du PBS lX (LifeTechnologies), pH=7,4.

. Tampon Phosphate de potassium 50 mM, pH = 7,0.

. Acide perchlorique (PCA) 1 N.

41
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ADN de Salmon testis (gamme étalon).

Réactif chromogénique (préparer chaque fois) : l0 ml de diphénylamine-O,3 Vo + 0,2 ml d'acide

sulfurique concentré + 0,1 ml d'acétaldéhyde-1,67o-

5.2. Protocole d'extraction et de mesure d'ADN

Le dosage de I'ADN est réalisé selon la méthode colorimétrique de Cookson et Adams ( 1978). Il

consiste en des extractions successives de I'ADN cellulaire, puis en I'ajout d'un réactif chromogène

qui permet une lecture par spectrophotométrie à 600 nm.

. Extraction d'ADN. Après trois heures passées dans I'incubateur :

- les tubes de culture cellulaire en phase liquide sont centrifugés 10 min. à 2000 RPM, alin d'en

éliminer le milieu de culture ;
- chacune des trois membranes de culture cellulaire en phase gazeuse sont rincées trois fois sur du

pBS, découpee afrn de récupérer le dépôt cellulaire central, puis introduite dans un tube stérile.

Chacun des six tubes reçoivent I ml de tampon de lyse, sont agités une minute, puis sont placés dans

de la glace pilée à 0 oC pendant 30 minutes. Les tubes sont divisés en 2 aliquots de 450 7zl, dans des

microtubes (Robbins) 0,5 ml stériles, avant la congélation.

I-es 12 microtubes sont décongelés à température ambiante. Chacun d'eux reçoit 108 pl de PCA avant

d'être placé pendant 30 minutes 4 oC ; les acides nucléiques précipitent. Une centrifugation de 15 min.

à 15 000 RpM permet d'éliminer le surnageant. Chaque tube reçoit 0,5 ml de PCA à 70 oC avant

d'être maintenu 30 min. à 70 oC (avec une agitation) ; le culot d'acides nucléiques est ainsi hydrolysé.

. Marguage de I'ADN. I-e surnageant est alors délicatement transféré dans un nouveau tube,

additionné de 0,5 ml de réactif chromogène, avant de passer 18 heures à 70 'C. Une dernière

centrifugation de 15 min. à 15 000 RPM précédera la lecture de la DO.

.  Mesure d tADN

Chaque tube du départ fera I'objet de deux mesures distinctes du contenu d'ADN (soit au total 6

mesu reSPou runessa i ,@commeenphasegazeuse ) .L 'ADNmarquéabso rbe la

longueur d'onde de 600 nm. Des mesures spectrophotométriques menées conjointement sur les

échantillons cellulaires et sur une gamme étalon indiquent le taux d'ADN. I-a solution mère

d,ADN contient 1 mg/ml d'ADN de Salmon testis dans du tampon de lyse ; la gamme étalon

(courbe d'étalonnage) est échelonnée entre 1 et 50 pg d'ADN par ml de tampon de lyse.

L'ADN est le constituant du matériel génétique de chaque cellule. Si I'on fait I'hypothèse que chaque

cellule TFIP- I vivant au sein d'une même culture contient le même équipement génétique à un stade

donné du cycle cellulaire, alors I'ADN est un bon témoin du nombre de cellules vivantes en présence.

En outre, I'appréciation du nombre de cellules vivantes par la mesure d'ADN est amélioré par un

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

s'exprimerait selon une équation tout à fait comparable à e7 appliquée à I'ATP.

6. Suivi de la cinétique de viabil i té cellulaire

Des cultures cellulaires, placées dans I'incubateur à 57o CO2à37 oC, sont interrompues aux instants

t = 0 h, I h,2 h, 3 h, 4 h, 5 h,24 h, 48 h, et 72 h, alin de préparer les cellules aux différentes

analyses qui permettront d'évaluer leur viabilité. Il s'agit de quantifier l'évolution de trois paramètres

distincts : la capacité cellulaire à réduire le MTT, la concentration d'ATP cellulaire et la quantité

d'ADN cellulaire.

I-es cellules sont distribuées dans trois fois vingt-quatre à vingt-sept tubes à raison d'un million

d'unités par tube de culture. Régulièrement, entre zéro et soixante-douze heures d'incubation, trois

triplicats de tubes sont centrifugés pour isoler les cellules de leur milieu de culture. Puis s'ensuit

I'application des trois protocoles de mesure de la viabilité cellulaire : par I'emploi de MTT, par le

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

Iæs cellules sont distribuées sur trois fois vingt-quatre à vingt-sept boîtes de culture, à raison d'un

million d'unités par boîte. Régulièrement, entre zéro et soixante-douze heures d'incubation, trois

triplicats de membranes de culture sont prélevés, la face inférieure des membranes est rincée trois fois

à I'eau physiologique, puis les membranes sont découpees pour récupérer le dépôt de cellules en leur

centre. S'ensuit I'application des trois protocoles de mesure de la viabilité cellulaire : par l'emploi de

MTT, par le dosage d'ATP intracellulaire et par le dosage d'ADN intracellulaire.
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Tableau VIII. Nombre et nature des manipulations réalisées pour l'étude des paramètres de défense
anti-oxydante des cellules THP-I.

GSH total et GS.SG SOD totale et SOD-Mn Catalase

Besoin en cellules par tube ou
par boîte pour I'application
du protocole d'analyse :

1,4 millions 4 millions en PL
2 millions en PG (x 2 boîtes)

2 millions

Tableau IX. Nombre de cellules distribuées par tube (phase liquide PL) ou par boîte (phase gazeuse
PG) de culture cellulaire en vue des diverses analyses 6iochimi(ues.

ANTI-OXYDANTS
Mode de culture Glutathion Superoxyde dismutase Catalase

Totahe(n') Date Phase liquide Phase gazeuse Total Orvdé TotaJe Manganèse
I 12.10.95 Oui Non Oui Oui Oui Oui Oui
tz 16.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
3 17.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
4 19.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
t

t 23.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non
6 24.10.95 Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
7 26.r0.95 Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
8 7 .r t .95 Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
9 10.04.96 Oui Oui Oui Oui Non Non Non
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I I I .  MODES D'ETUDE DE L'ACTIVITE CELLULAIRE

ANTI-OXYDANTE

1. Organisation des manipulations

Cinquante-huit analyses sont menés, répafties en neuf essais. Les diverses analyses biochimiques

sontpréparées simultanément, sur un même tot de cellules TI{P-l. I-a manipulation est têpêtée neuf

fois, afin pour I'analyse statistique (tableau VIII). Les essais sont entrepris simultanément sur des

cellules TF{P- I cultivées en phase liquide et des cellules TFIP-l cultivées en phase gazeuse.

2. Mesure de I 'act iv i té du glutathion (GSH' GSSG)

Deux mesures sont effectuées sur chaque échantillon pour I'analyse du glutathion :

- une mesure de glutathion total (GSH+GSSG)'

- une mesure de glutathion oxydé (GSSG).

2.1. Solutions pour la fréparation des échantillons et pour I'analyse

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

. Solution de HCI 0,1 N (Sigma).

' Tampon phosphate de sodium 125 mM pH = '7,5 : [Na2HPO+] (Sigma S 0S76) I25 mM +

lNaHzPO+l (Sigma S 0751) nS mM.

. TamponNa-EDTA,pH =7,5:234 mg [EDTA,2 HzO] (Sigma E 5134) dans 100 ml de tampon

Na-phosphate (6,3 mM).

.  TamponTri ton:1,9mlTr i ton-EDTA+ l0OplHCl 0,1 N+ 100 placidesul fosal icyl ique500dl.

. Solurion deTriton X-100; puis solution de tamponTriton-EDTA pH = 7,5: Triton X-l0O (Sigma,

T 828î: solutions deTriton-mère O,5To en tampon Na-phosphate à pH ='7,5; puis Triton O,O5 Vo

(dilution encore par 10) dans de I'EDTA à pH =7,5.

. Glutathion réducrase 50 U./ml : glutathion réductase Typ" III (Sigma, 160 U./mg prot., 1,3 mg

pror./ml dans 3,6 M (NFI+)zSO+, pH =7): fi ttl dans 150 pl de tampon Na-EDTA (50 U./ml).

2.2.L A partir de la culture en phase liquide

[-es cellules sont distribuées dans trois tubes (tableau IX) à raison de 1,4 millions d'unités Par tube

dans 1,4 ml. Après trois heures d'incubation, les cellules sont isolées de leur milieu de culture puis

rincées au milieu de Hanks par centrifugation (2000 RPM). Un ml de tampon de lyse Triton O,O5 Vo

dans I'EDTA à pH =7,Spermet aux cellules de libérerleur glutathion dans le milieu. Ainsi préparés,



D€UX\Efti€. pART t€. : i ltAT€R / ÉtS €T ft\eTHODÉS

les tubes peuvent être congelés. Chaque tube permet trois dosages de glutathion totâl et trois dosages

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

2.2.2. A partir de la culture en phase gazeuse

Les cellules sont distribuées dans trois boîtes (tableau IX) de culture à raison de 1,4 million d'unités

par membrane. Après trois heures d'incubation, les membranes de culture sont rincées sur du PBS

puis découpées afrn de récupérer le dépôt cellulaire central. Plongées dans un tube contenant I ml de

tampon de lyse Triton 0,05 7o dans I'EDTA à pH ='7,5,Ies cellules d'une membrane libèrent leur

glutathion. Ainsi préparés, les tubes peuvent être congelés. Chaque boîte de culture perrnet trois

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

[æ glurathionesttirré selon la méthode de Tietze (1%9) modifiée par Griffith (1980) : tæ glutathion

oxydé est au préalable réduit par le NADPH en présence de glutathion réductase, puis le GSH est

oxydé par le réactif d'Ellman (5,5'-dithiobisl2-nitrobenzoTque] ou DTNB), toujours en présence de

glutathion-réductase. C'est I'apparition de 2 NB, issus de la réduction de DTNB, qui est mesurée par

spectrophotométrie. Une comparaison des valeurs obtenues par rapport à une courbe étalon

préalablement établie permet de déduire la qt'antité de glutathion en présence.

2.4. Protocole de dosage de GSH

[-a décongélation des six

tubes sont agités.

tubes contenant les extraits cellulaires se fait à température ambiante. [æs

2.4.L Extraction du glutathion

Chaque tube contenant 1ffi 1tl d'extrait cellulaire, N 1A de HCI 0,1 N et N 1A d'acide

sulfosalicylique est agité pendant | à 2 minutes ; il est centrifugé pendant 10 min. à 2000 RPM. Le

glutathion est dosé immédiatement dans le surnageant.

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

L,e, dosage de (GSH+GSSG) est direct. Le dosage du seul GSSG nécessite une neutralisation

préalable du GSH, par ajout de 2 pl de 2-vinylpyridine pour 100 pl d'échantillon qui bloque les

groupements thiols ; le pH doit être supérieur à 5,5. Après une agitation d'une minute, le tube est

laissé 20 à 60 min. à25"C.

Dans un tube en verre à usage unique, maintenu à 30 oC, sont mélangés 1400 pl de NADPH ,2OO yl

de DTNB, 200 pl de rampon Na-EDTA et 2OO yl de surnageant-échantillon (représente 0,25.106

cellules).Lezérodespectrophotométrie est fait sur chaque suspension transvasée dans une cuve ; il

est réglé sur )', - 4l2nm ; le porte-cuve est thermostaté à 30 "C.

5 l
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L'ajout de 20 1A de glutathion-réductase 50 U.ml-1 correspond au temps t = 0 (homogénéiser aussitôt

l aso lu t i on ) .No te rDO1s ,à t= l0m in .e tDO16 ,à t=16min ,pu i sca l cu le rÀDOo '=DOl6 ' -DOIO ' .

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

Deux mesures sont effectuées sur chaque échantillon pour I'analyse de la superoxyde dismutase :

- une mesure de SOD totale (SOD.I),

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

. Solution tamponnée au phosphate (PBS lX, pH =7,4+ 0,05, LifeTechnologies 20010-015).

. Solution de Hanks (Sigma H 2513), ajustée à pH ='7,O par une solution de bicarbonate de sodium

(7 ,5 7o, Sigma S 8761).

. Tampon phosphate de potassium 50 mM pH = 7,8 : 5,70 g / 500 ml [K2HPO+, 3 HzO] (Sigma P

5504) ajusté avec 0,68 g / 100 ml [KH2PO+] (Sigma P 5379).

. Tampon carbonate, pH - 10, 5O mM : 053 g / 100 ml [Na2HPOa, 3 HzO] (Sigma) ajusté avec

O,42 g / 100 ml [NaHzCQ] (Sigma).

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

. Solution de KCN.1û3 M : 3,9 mg/ml tampon carbonate pH = 10,0 (Sigma).

. Triton-mère: 200 pl Triton X100 (Sigma T-6878) dans 10 ml d'eau physiologique (1/5$me) ;

(conserver à ToC ambiante).

.  Tr i tonpH=7,8: di lut ionduTri ton-mère aul l l0dansdutamponphosphate50mlv0pH =7'8.

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

3.2.L A partir de la culture en phase liquide

[,es cellules sont distribuées dans trois tubes (tableau IX) à raison de 4 millions d'unités par tube dans

4 ml. Après trois heures passées dans l'incubateur, les cellules sont isolées de leur milieu de culture

puis rincées au milieu de Hanks par centrifugation (2000 RPM). Les culots cellulaires peuvent être

congelés. Chaque rube permet trois dosages de SOD totale et trois dosages de SOD-Mn (soit 9 + 9

mesures au total).

3.2.2. A partir de la culture en phase gazeuse

Læs cellules sont distribuées dans six boîtes de culture (tableau IX) sur six membranes à raison de

2 millions d'unités par membrane. Après trois heures passées dans I'incubateur, les membranes de

culture sont rincées sur du PBS puis découpées alîn de récupérer le dépôt de cellules en leur centre ;

elles sont rassemblées deux par deux dans des tubes (4 millions de cellules par tube). Deux ml de
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solution tampon phosPhate

être congelés. Chaque tube

9 mesures au total).

de concentration 50 mM et de pH = 7,8 sont ajoutés.

permet trois dosages de SOD totale et trois dosages de

[,es tubes peuvent

SOD-Mn (soit 9 +

Læ titrage s'effectue selon la technique de McCord et Fridovich ( 1%9) modifiée par Crapo et McCord

OqTq en ce qui concerne le pH. Elle est basée sur la capacité de la SOD à inhiber la réduction de

cytochrome C par les ions superoxyde obtenus par oxydation de la xanthine par la xanthine oxydase.

[a mesure de I'inhibition se fait sur la partie linéaire de la courbe de réduction du cytochrome C. Elle

doit correspondre à une différence de densité optique de 0,025 par minute. Une unité de SOD

corespond à fl Vo d'inhibition de la réduction du cytochrome C sous un volume de 3 ml.

3.4. Protocole de dosage de SOD

La décongélation des six tubes contenant les extraits cellulaires se fait à température ambiante. Sur les

quatre millions de cellules issues de culture en phase liquide, on ajoute deux ml de solution tampon

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

S.4.L Extraction de la SOD

placerles tubes dans de la glace pilée. Sonication, par I'appareil solglpnEP 150 MSE, dans la glace,

30" (p - 5, 20kc/seconde). Pour les tubes contenant les cellules issues de la phase gazeuse' on

observe une nouvelle pause de 15", avant une nouvelle sonication de 15". Puis les membranes sont

ôtées des tubes. Centrifuger tous les tubes : 10 min., 2500 RPM (800 8),4 "ç'

kélever le surnageant ; mesurer son volume, et ajouter 10 To du volume mesuré, en solution de

Triton XlO0-mère.

Récupérer les nouveaux mélanges dans 6 tubes à centrifuger. Après un contact de 30 min. dans de la

glace pilée (0'C), centrifuger les tubes pendant 20 min. à 15000 RPM, à 4 oC.

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

3.4.2. Dosage de I'activité de la SOD totale et de la SOD-Mn

tampon carbonate-EDTA pH = 10,0 (ml)

cytochrome C (pl)

xanthine (pl)

KCN.l0-3 (t l)

Triton pH = 7,8 (sol.mère 1/10 ds Tp Ph)
nsion cellulaire (tl

1,85
600
150
0

zfl
I

1,85
600
150
0
I

zfl

1,80
600
150
50
zfi

I

D totale manganese

1,35
600
150
50
I

700

+ 150 1A de xanthine-oxYdase à t = 0
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3.4.3. Conditions générales des mesures de densité optique (DO)

I-e porte-cuve est thennostaté à 25'C. [-a longueur d'onde de lecture est 550 nm. Faire \e zéro'

Uajoutde 150 1Àdexanthine-oxydaseinduitlaréaction: mesurerlaDOàt= l min- etàt -25 min'

3.4.4. Mode de calcul

.So i tÀDo71nin=W( lesÂDodoiventses i tuerverS0,020.0 ,025) .

. Soit voLDo - 
^DQe.g+t; ^DOttil"ro x 100, la variation sur les DO en pourcentage (7o ÂDO doit

ÂDO16me1n

se situer autour de 5O 7o).

' Soit un volum e v d'échantillon en pl, utilisé pour les mesures de DO. Alors est le volume

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

Si l'échantillon cellulaire contient 4.lff cell./ml, alors n =

correspondent à 1 U. et il y 
" ] 

U.1106 cell.

v  x50  x4
ToLDO x 1000

.106 cellules

3.4.5. Interprétation des résultats

I-e nombre d'unités par cellule varie dans le même sens que l'activité de la SOD intracellulaire.

4. Dosage de la catalase (CAT)

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

. Solution de Hanks (Sigma H2513), ajustée à pH = 7,0 par une solution de bicarbonate de sodium

(7,5 7o, Sigma S 8761).

. Tampon phosphate de potassium 50 ffiM, pH = 1,0 : 5,7O g / 500 ml [KzHPO+, 3 HzO] (Sigma

P 5504) ajusté avec 0,68 g / 100 rnt [KHzPO+J (Sigma P 5379).

. Solurion de Triton Xl0o-mère : 200 1A Triton X10O (Sigma T-6S78) dans 10 ml d'eau

physiologique ; température ambiante.

. Hzb-30 Vo (Sigma)

. Solution substrat : lO0 1À HzQ-30 7o dans environ ?0 ml de tampon phosphate de potassium

5O mM à pH 7,0.

. Glace pilée.

4.2.L A partir de la culture en phase liquide

[.es cellules sont distribuées dans trois tubes (tableau IX) à raison de 2 millions d'unités par tube dans
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Z nn. Après trois heures d'incubation, elles sont isolées de leur milieu de culture puis rincées au

milieu de Hanks par centrifugation (2000 RPlvf). [æs culots cellulaires peuvent être congelés. Deux

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

4.2.2. A partir de la culture en phase gazeuse

[æs cellules sont distribuées dans trois boîtes de culture (tableau IX) sur trois membranes à raison de

2 millions d'unités par membrane. Après trois heures passées dans I'incubateur, les membranes de

culture sont rincées sur du PBS puis découpées alin de récupérer le dépôt de cellules en leur centre.

Deux ml de solution tampon phosphaûe de concentration 5O mM et de pH = 7,0 préparent les cellules

au dosage de la catalase. [-es tubes peuvent être congelés. Deux dosages de catalase sont effectués à

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

I-e dosage de

décomposition

quantifiée.

la catalase est réalisé selon la méthode

de H2O2 par la catalase : la disparition

de Beers et Sizer (1952) basée sur la

de HzOz de l'échantillon de mesure est

[a décongélation des six tubes contenant les extraits cellulaires se fait à température ambiante. Sur les

quatre millions de cellules issues de culture en phase liquide, on ajoute deux ml de solution tampon

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

4.4.L Extraction de la CAT

Placer les tubes dans de la glace pilée.

Sonication, par I'appareil solgrpR Ep Is} MSE, dans la glace, 30" (P = 5, Z}kclseconde). Pour les

tubes contenant les cellules issues de la phase gazeuse, on observe une nouvelle pause de 15", avant

une nouvelle sonication de 15". Puis les membranes sont ôtées des tubes.

Centrifuger tous les tubes : l0 min., 25OO RPM (800 8),4oç.
prélever le surnageant ; mesurer son volume, et ajouter l0 7o du volume mesuré, en solution de

Triton Xl0o-mère.

Récupérer les nouveaux mélanges dans 6 tubes à centrifuger. Après un contact de 30 min. dans de la

glace pilée (0 "C), centrifuger les tubes pendant 20 min. à 15 000 RPM, à 4 oC.

Doser immédiatement.

4.4.2. Dosage de I'activité de la CAT

prendre la DO de2r9 ml de lasolution substrat en cuve quartz à?Æ nm (UV) ; le blanc est fait sur

3 ml de tampon phosphate de potassium pH = 7,O;la cuve de mesure est thermostatée à 25"C.
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Ajuster la DO entre 0,520 et 0,550 ; une DO trop faible demande un ajout de HzQ.

Ajouter 100 pl d'artrait cellulaire à t = 0 ; homogénéiser. Noter le temps requis pour la diminution de

DO de 0,450 à 0,400 : cela correspond à un nombre défini de micromoles de H2Q décomposées par

minute et par 106 cellules. Le coeffîcient d'extinction molaire de HzOz est e = 43 ,2 l.mol- 1.cm- 1.

DO=e.d.c<=>r=f f i ,avecd la largeurde lacuve=lcmetc laconcent ra t iondeHzQenmol / l .

Par conséquent une diminution de DO = 0,450 à OZm (^DO = 0,050) signifie que 1,16 .103 mol/l =

l,16 pmollml de H2O2 a disparu, dans le volume de mesure de 3 ml. En conclusion, ÂDO = 0,050

correspond à 3,47 micromoles (pmol) de HzQ, décomposées.

4.4.3. Mode de calcul

Sachant que le volume de mesure est 3 ml et qu'il contient 105 cellules. Soit t le temps en

secondes pour une chute de DO = 0,450 à DO - 0,400. Cela corespond à :

3,47 /rmol x 60 sec./min. x 106 cel lu les l
t sec. x l0s cellur;;- Trmol de H2O2 dégradée parttriltttte'par 106 cellules'

I pmollmin. de HzC2. dégradée par un million de cellules définit une unité ( I U.)
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B M+TÉRlÉIS ET MËTHOD€S, POUR
L',EN,?OS IT lOlV CE{_{_U LAIRÉ 4UX GAZ- ET f Ulvt€ÉS

I .  MODE D'EXPOSITION CELLULAIRE

Les cultures de cellules THP- I en phase gazeuse consistent en des boîtes de Pétri de 6 cm de diamètre

comprenant chacune un réservoir de milieu nutritif surmonté d'une membrane qui supporte un million

de cellules prêtes à I'exposition directe avx gaz ou fumées. L'objet de ce chapitre est de décrire

comment les cellules peuvent être mises en contact contrôlé avec des gaz ou fumées.

Deux chambres d'exposition ont dans ce but été conçues et fabriquées en IgY+. Ce chapitre décrit leur

mode d'alimentation en gaz ou fumées, ainsi que le mode de conditionnement des gaz ou fumées

préalable à leur entrée dans les chambres d'exposition ; puis il propose un protocole d'exposition aux

Eaz ov fumées des cellules THP-I en culture en phase gazeuse.

l. Critères d'une exposition satisfaisante

L'évaluation de la qualité de fumées d'incinération nécessite I'emploi de deux chambres

d'exposition identiques : I'une destinée aux expositions des cellules aux fumées d'incinération, I'autre

aux expositions conjointes d'autres cellules à I'air pur témoin. Cette double exposition permet, lors de

chaque expérience, de comparer l'évolution des cellules-essais à celle des cellules-témoins, puis

d'évaluer I'indice de cytotoxicité des fumées.

Les chambres d'exposition ont été conçues pour :

. maintenir les cellules dans des conditions idéales de vie, comptant une température ambiante de

37 "C et une atmosphère enrichie à 5 Vo de dioxyde de carbone (COz) et saturée d'humidité ;

. contenir douze boîtes de culture simultanément ; bien qu'un essai d'exposition ne nécessite I'emploi

que d'un seul triplicat de boîtes, il nous a fallu prendre en compte les diverses manipulations de mise

au point du test prévues, celles-ci nécessitant le plus souvent la comparaison de nombreuses boîtes ;

. être aisément démontables et transportables d'un site expérimental à un autre.

Les chambres d'exposition seront alimentées pour I'une, en air pur témoin ; pour I'autre, en fumées

prélevées directement à leur source, qui pourront être diluées avec de I'air pur témoin avant d'être

présentées aux cellules. [æs deux chambres seront de plus alimentees en dioxyde de carbone (COz), à

la proportion de 5 Vo de la totalité des gaz entrants.

Ainsi, des conditions stables d'incubation sont garanties aux cellules introduites dans la chambre

d'exposition, et toute variation de viabilité cellulaire, constatée entre les cellules de la chambre

exposée aux fumées et la chambre exposée à I'air pur témoin, seront a priori imputables à la qualité
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SORTIE ENTREE gaz

CHAMBRE DD(POSITION

HzO
(source d'humidité ambiante)

Boîæs de culture

HzO,37 "C
(nnrx n luunnsroN.)

Figure 18. Enceinte d'exposition des boîtes de culture cellulaire aux fumées et gaz.
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des fumées. Si ces conditions sont respectées pour toute expérience menée dans les chambres

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

2.  Chambres d'exPosit ion

. Une cuve en acier inoxydable hermétique (L320 x I 200 x H 120 mm3) d'un volume approchant les

S litres, se ferme sur sa partie supérieure au moyen d'une plaque de Plexiglas que I'expérimentateur

bloque parfaitement et rapidement au moyen de barres de fixation à vis.

. !-efond de la cuve inox. est muni d'une grille amovible sur laquelle seront déposées les boîtes de

culture cellulaire à exposer aux gaz ou fumees ; elle permet de surélever les boîtes au dessus d'une

réserve d'eau déminéralisée qui joue le rôle de source d'humidité ambiante Pour les cellules.

. Sur la partie supérieure de la cuve inox., de part et d'autre de la plaque de fermeture, se ffouvent

deux orifices. Uun joue le rôle d'entrée pour les gaz et fumées à amener au conûact des cellules ; il est

prolongé par un peigne coudé, une sorte de tuyau inox. horizontal qui parcourt toute la largeur de la

cuve, percé de multiples grands trous, qui a pour mission d'éviter que les gaz et fumées n'empruntent

un chemin préférentiel le long de la cuve. L'autre est une sortie de la cuve pour les gaz et fumées

introduits.
r I a cuve inox. est plongée dans un bain thermostaté inox. rempli d'eau déminéralisée, sa partie

supérieure pouvant être aisément émergée pour y introduire les boîtes de culture cellulaire. Ce

système de bain intégral garantit le maintient homogène, à I'intérieur de la cuve inox., d'une

température de 37 "C idéale pour les cellules qui y séjournent.

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

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

2.2. Alimentation des chambres d'exposition

2.2.1. Nature des gaz d'alimentation

Læs sources de COz et d'air témoin (et de dilution) sont des bouteilles de gaz de qualité médicale

(absence de microorganismes), détendus à la pression atmosphérique (AP = 0) avant leur mélange et

leur entrée dans les chambres d'expositions.

. I-a bouteille de COz medical comprimé (CODEX Air Liquide Santd) est munie d'un détendeur (BS

300/01 Atphagaz) qri permet de régler la pression de sortie du gaz Pour une ÂP = 0.

. [.a bouteille d'air médical comprimé (RESPAL Air Liquide Santd) contient de l'air reconstitué à

partir deTBVo d'azote (Nz) et de 227o d'oxygène (Oz) ; elle est munie d'un détendeur (HBS 31513

Atphngaz) qui permet de régler la pression de sortie du gaz pour une AP = 0.

[æ relais entre la source de gaz ou fumées à tester et la chambre d'exposition est assuré par une

pompe à membrane (N 79 KV.18 HostalenA/iton KNF,9 Nl/min.).
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Air de dilutian

t

Echsntillon
brut +

Qé"hrntillon

(dilution ?)

Figure 19. Schéma du système de dilution des fumées et de mélange des gaz et fumées précédant
I'alimentation des chambres d'expositiôn.

EXEMPLE POUR Qr*.r = Qe"n"oruton = Qu. = Qca, =

( I ) air enrichi à 5 Vo de CO2 (rémoin) 2 l lm in .  de  ( l ) o 1,9 l /min. 0 ,1  l /m in .
(2) ur ennchi à 5 Vo de CO2 et chargé de 50 ppm
de droxyde d'azote (Nq)

Zllmin. de (2) 0,5l/min. d'air à
200 ppm NO2

1,4 l /min. 0,1 l /min.

(3) fumée diluée au demi er enrichie à 5 Vo de COr 2 l lm in .  de  (3 ) I l/min. de fumée 0,9 l /min. 0,1  l /m in .

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

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

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

Si Qe.hantillsn €st le débit d'échantillon (gaz ou fumées) à tester, Q*i. le débit d'air de dilution de

l'échantillon, Qco, le débit de COz qui permet I'enrichissement du gaz d'essai à 5 7o, et Q1s1gs le

débit de l'échantillon conditionné avant sa présentation aux cellules du test, alors les gaz et fumées

sont dosés et mélangés comme il est montré sur la figure 19, en amont de la chambre d'exposition. Et

ainsi par exemple, à température et pression égales et constantes (tableau X).

Iæ contrôle des débits d'entrée des gaz et fumées a également pour intérêt majeur de permettre à

I'expérimentateur de fixer des conditions de manipulation reproductibles d'un essai à I'autre.

En amont des chambres d'exposition, des débitmètres sont installés sur chaque ligne porteuse de la

phase gazeuse.

. Deux débitmètres à air (GTV/I Plnton, max. 20-2fl cm3/min.) permettent de contrôler : pour I'un,

I'air pur témoin, à I'entrée de la chambre témoin i pour I'autre, les fumées à tester et éventuellement

I'air de dilution, à I'entrée de la chambre d'essai.

. Deux débitmètres à air (GTV Il Platon, max. 0,G5 Vmin.) permettent de contrôler le CO2 à I'entrée

de chacune des deux chambres d'exposition.

2.2.3. Mélange des gaz d'alimentation

Les mélanges de gaz s'effectuent dans des boules de mélange, en verre borosilicaté, d'un diamètre

moyen de 7 cm, comportant chacune deux entrée et une sortie. La configuration de ces boules

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

3.  Méthode d'exposi t ion

3. l. Protocole d'expositioq

. Préparation à I'exposition des cellules aux gaz ou fumées. Trois boîtes de culture (triplicat) sont

introduites dans la chambre-essai ; trois boîtes de culture (triplicat) sont introduites dans la chambre-

témoin (3 boîtes de culture restent dans I'incubateur).

. Conditions physiques imposées aux gaz ou fumées. l-e débit de gaz à I'entrée de chaque chambre

est réglé à 2 litres par minute ; la pression relative dans I'ensemble du circuit est nulle ; la température

de lecture des débits est celle de la pièce.

. Contrôle des débits de gazoufumées. [-a chambre-essai est alimentée par 1,9 l/min. de fumées ou

de gaz à tester (préalablement dilués ou non) et par 0,1 l/min. de COz (figure 2O ; photo F). La

chambre-témoin est alimentée par 1,9 l/min. d'airpurtémoin et par0,1 l/min. de CO2.

59
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Photo F. Exposition des boîtes de culture cellulaire à la fumée. L'enceinte d'exposition comprend une
entrée pour la fumée (ou I'air témoin) enrichie à 5 Vo de COz et une sortie à I'air libre : I'eau qu'elle
contientetlebain-marieà37 oCdans lequel elle est plongée, assurent aux cellules des conditions
d'humidité et de température comparables à celles de I'incubateur.

Echantillon + air --+

A t = 6 0 m i n

vanne mi-limite +

manomètre +

Annosphère enrichie à
5 7o de CO2

Figure 20. Schéma du système d'exposition des cellules aux fumées.
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. Durée d'une exposition aux gaz ou fumées. la durée d'exposition a été fixée à I heure (dans la

troisième partie,elle sera exceptionnellement de t h 20 dans le cas d'une exposition à 10 cigarettes)'

. Après l,exposition, les boîtes sont sorties des deux chambres d'exposition ; les membranes de

cultures sont extraites de leurs boîtes et traitées en vue d'établir la proportion de cellules vivantes et de

cellules mortes sur chaque membrane.

3.2. Avantages et inconvénients de I'exposition

3.2.L Avantages

. l-achambre d,exposition reproduit les conditions physico-chimiques qui règnent dans I'incubateur à

CO2 où les cellules sont cultivées. Cette attention particulière Permet aux cellules de n'être

éventuellement perturbées que par le seul flux de gaz ou fumées qui lui arrive, et donne tout son sens

au test biologique, pour le calcul d'un indice de cytotoxicité relatif à la source polluante.

. l-aconception pratique des chambre d'exposition favorise la mobilité sur les sites industriels. Car ce

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

3.2.2.Inconvénients

. Chaque chambre d'exposition a un volume de près de 8 litres, ce qui signifie qu'il faut attendre

plusieurs minutes(î avant qu'elle soit remplie exclusivement du mélange de gaz ou fumées testées.

. [-e contrôle de plusieurs détendeurs et de plusieurs débitmètres à gaz alourdit un système de

manipulation qu'il faudra simplifi er.

I I .  GAZ SIMPLES ET FUMEES DE TABAC : ESSAIS DE

TABORATOIRE

[,es essais de laboratoire sont menés sur au moins un triplicat de boîtes de culture cellulaire pour

chaque concentration de gaz ou chaque échantillon de fumées. Autant que possible, ils bénéficieront

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

1.  Essais sur des gaz simPles

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

TSoi t t r= IC(dd)min . ,avecx=7od 'équ i l ib re ,K=constanæd'équ i l ib re=4,6(s ix=99%),a-vo lumede lachambre

d,expos i i ion=8 le td=déb i td 'a i r=2 t lm in .  <=>bgqo=4,6 . (8 /2 )=1E,4min . ( te5 ,6=12min . ; lgow=9,2min ' ) '
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I-e premier objectif est de vérifier la reproductibilité de la réponse cellulaire face à des gaz définis. Ces

expériences permettront d'acquérir une base de données de référence, de posséder des "témoins

positifs" du test biologique. S'y reporter permettra de contrôler régulièrement la sensibilité du test

(qualité de la préparation des cellules, qualité du système d'exposition des cellules aux gaz...), en

particulier en cas de variation du protocole ou du matériel employé pour le test (vers une

miniaturisation du test par exemple).

I-e second objectif est de construire des échelles de réponses du test biologique (réactivité, sensibilité)

par rapport aux concentrations en polluants courants du compartiment aérien ou des rejets de

combustion. En d'autres termes, découvrir la sensibilité des cellules du test vis-à-vis des différents

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

1.2. Choix et source de trois gaz simples

plusieurs types de gaz sont choisis pour couvrir la gamme des polluants toxiques des fumées. Il

s'agit d'une part d'un initant primaire (ex. dioxyde d'azote NOz), d'autre part de produits de

dégradation rhermique (ex. chlorure d'hydrogène HCl, dioxyde de soufre SOz). NOz, HCI et SOz

représentent en fait trois polluants majeurs issus de I'incinération de déchets.

. l-a,source de gazNOz est la suivante : une pompe péristaltique distribue un goutte à goutte de nitrite

de sodium (NaNOz) dans une solution d'acide sulfurique, pour que se forme du gaz NOz. Celui-ci

est dilué avec de I'air purifié utilisé cofilme vecteur, avant son entrée dans la chambre d'exposition à

des taux variant de 0 à plusieurs dizaines ppm (concentrations vérifiées par un analyseur à gaz).

. Ia source de gaz SOz est un mélange de gaz comprimés en bouteilles (Airgaz), composé

principalement d'azote à 78 7o et d'oxygèn e à 22 To (ur reconstitué), et enrichi de 200 ppm de

dioxyde de soufre (SOz). De I'air pur témoin permet la dilution du mélange, pour balayer les

concentrations de 0 à 200 ppm de gaztoxique au contact des cellules du test.

. Ia source de gazHCl est égalementun mélange de gaz comprimés en bouteilles (Airgaà, composé

d'azote à 78 7o, d'oxygène à22 7o, eT enrichi de 200 ppm de chlorure d'hydrogène (HCl). De I'air

pur témoin dilue le mélange, pour balayer les concentrations de 0 à 200 ppm de HCI au contact des

cellules du test.

Une bouteille similaire, d'air comprimé enrichi de 200 ppm de NO2, sera également préparée et

employée pour quelques essais comparatifs.

2.  Essais sur des fumées de combust ion

Afin de comparer la réactivité des souches U-937 et THP-I à cetle des macrophages alvéolaires de

Cobaye, les trois types cellulaires ont été soumis aux mêmes expositions de fumées de combustion.

6 l
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2.2. Choix et source des fumées de tabac

[a fumée de cigarette (Guttoise sans filtre) a été choisie parce qu'elle a fait I'objet d'une étude à

I'IIpL, parce qu'elle est de constitution complexe et parce qu'elle est un produit de combustion.

Une bouffée par minure (l puff lmin.), 8 puffs par cigarette (Gaaloise sans filtre) ; 35 cm3 de fumée

pré-filtrée (0,45 ttm) par puff, dilués dans 500 cm3 (dilution au Il7ème) avant I'arrivée à la chambre

d'exposition où sont placées les boîtes de culture. Chaque expérience compte 10 cigarettes (80

minutes d'exposition cellulaire). [,a chambre d'exposition aux fumées employée pour ces essais a un

volume de l1litres ; elle fonctionne en parallèle avec une chambre d'exposition à de I'air purifié (ou

chambre témoin). l,a cytotoxicité de la phase gazeuse des fumées est évaluée simultanément sur les

trois types cellulaires (TFIP-1, U-937, MA) et selon trois méthodes différentes (MTT, ATP, LDH).

Lors des quatre essais, la chambre d'exposition contient au moins trois triplicats (parfois ùtplicata) de

boîtes de culture d'un type cellulaire, soit au total au moins neuf triplicats (ou duplicata) de boîtes de

culture. [-a chambre témoin contient au moins neuf triplicats (ou dttplicata) de boîtes de culture (deux

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

III. PRELEVEMENT ET ECHANTILLONNAGE DES FUMEES

D'INCINERATION DE DECHETS : ESSAIS DE TERRAIN

1. Prélèvement de fumées

Læs prélèvements de fumées en vue de I'application du test biologique seront effectués directement à

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

1.1 . Nature des fumées

1.1.1. Fumées totales

[,es fumées totales sont telles qu'elles sont émises à I'atmosphère, constituées de ses gaz, de ses

aérosols et de ses particules. Plus elles sont chargées en particules, plus elles sont délicates à

échantillonner et à conduire le long d'une tuyauterie. Notre objectif est de conserver ces fumées

totales jusqu'aux chambres d'exposition, d'une part pour approcher l'évaluation de leur toxicité

globale, et d'autre part pour simplifier la mise en place du dispositif de prélèvement des fumées et en

simptifier I'entretien. I-es fumées d'incinération de déchets à partir desquelles nous utilisons notre test

sont laissées totales.

1.I.2. Fumées chaudes et humides

I-es fumées d'incinération de déchets chaudes (plus de 200 oC) sont prélevées à la cheminée pour être

présentées aux cellules du test biologique, maintenues quant à elles à la température relativement
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basse de37 "C. Il est par conséquent nécessaire d'envisager d'abaisser la température des fumées au

cours de leur échantillonnage. Parallèlement, les fumées d'incinération de déchets sont humides (20 à

30 7o volumique d'eau), mais cela n'est pas une limite à leur présentation aux cellules, qui vivent

elles-mêmes dans une atmosphère saturée d'humidité.

Les conditions physico-chimiques propres aux fumées d'incinération nécessitent des aménagements

particuliers et des mises au point soignées. Pour aboutir au contact de fumées d'une part et d'un

matériel biologique (des cellules) d'autre part, il faut :

. abaisser la température des fumées jusqu'à une température supportable pour le matériel biologique

qui leur est exposé ;
. éviter la condensation de I'eau contenue dans les fumées, pendant l'échantillonnage de celles-ci ;

notre calcul du point de rosée(8), sur la base d'une fumée composée de 3O Vo d'eau en volume et

comprenant34mg/Nm3 de chlorure d'hydrogène, aboutit à une température proche de 70'C !

. régler le flux de fumées au con[act des cellules en exposition (couple concentration-temps).

I.2.L Matériels

. sonde de prélèvement, verre borosilicaté, diamètres (interne/externe) = 6/8 mm

. 2 boules de mélange, verre borosilicaté, diamètres 7 cmet 10 cm,Z entrées / I sortie

. tuyau FÂncanûl

. pompe KNF 9 litres par minutes

. 1 débitmètre à ur Platon max. 0-5 l/min.

. air comprimé

I.2.2. Méthode

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

séchage des fumées d'incinération de déchets.

. Sonde de prélèvement.

Une canne cylindrique résistante aux hautes températures est introduite dans un trou formé sur le côté

de la cheminée de I'usine, bien en aval du ventilateur qui permet I'extraction des fumées vers

I'atmosphère. Cette canne pénètre jusqu'au centre du conduit avant d'être solidement bloquée ; ainsi,

un tuyau peut y être branché qui, suivi d'une pompe, acheminera fumées, du conduit jusqu'à la

chambre d'exposition. L'installation d'une sonde de prélèvement permet de mesurer directement et en

simultané la qualité chimique (contrôles continus de I'usine) et le potentiel cytotoxique des fumées.

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

. Ligne d'échantillonnage des fumées.

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

I æmpérature de formation de la première goutte de condensation d'un liquide dans une fumée.



D€.Uil€/v\€ pART l€. : rvtATÉRlÉ{.S tT tvt€THODÉS 27 ère planche d'i ll ustrations

sonde
de

préIèvement

boule dc mélange
(dilution)

PRELEVEMENT, DILUTION, CONDUCTION
DES FUMEES D'INCINERATION DE DECI{ETS

boule de mélange
(condensation

résiducllc)

dlbinnètres munis de
vcrnnes de régulation bouteilles dc gaz enccinte d'exposition

Figure 21. Système de prélèvement et de conditionnement des fumées à la cheminée.
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mélange à deux entrées et une sortie dans laquelle la fumée est diluée dans de I'air pur sec capable

d'absorber une part de l'humidité des fumées ; puis une boule de condensation retient, en amont du

circuit, le surplus d'eau de condensation. Un tuyau conduit les fumées vers la pompe, puis vers un

débitmètre et vers la chambre d'exposition qui contient les cultures cellulaires (figure2I)-

I-e débit à I'entrée de la chambre d'exposition est de 2 litres par minute ; mélanges et débits sont

régulés par des débitmètres. l-a durée de I'exposition est fixée à I heure.

2. PréIèvement de poussières de fumées

Les 10 à 150 mg/Nm3 de particules qu'il est autorisé de rejeter à I'atmosphère(e) sont capables de

retenir, par adsorption, métaux et hydrocarbures ; elles peuvent être le siège de réactions donnant

naissance aux P/Cs(10). [æs très petites particules sont relativement plus chargées en éléments

polluants que les grosses particules qui ont été éliminées avant rejet des fumées à I'atmosphère. (Lisk,

19t38; Olier et coll., 1989 ; Maës, 1990).Cette partie de l'étude consiste à mettre en culture des

cellules TFIP-l sur des membranes sur lesquelles des poussières auront au préalable été collectées.

Elle permettra de noter I'impact des seules poussières sur la cytotoxicité mesurée.

. Læs poussières sont déposées sur une membrane fîltre : un porte-filtre (Polylabo), placé directement

en amont de la sonde de prélèvement des fumées d'incinération de déchets (sortie cheminée vers

I'atmosphère), permet d'intercaler, pour chaque essai, une membrane de culture cellulairc (Gelmatt

Scierrces,O,ZZ pm, enpolyéthersulfone) entre la cheminée d'usine et une pompe réglée au débit de

2 litres par minute. Les poussières, microparticules encore présentes dans les fumées après la

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

. Chaque membrane, séchée, est montée dans une boîte de culture pour accueillir un million de

cellulesTHP-1. Toutes les boîtes (ainsi que leurs témoins sans poussières) sont alors placées dans

I'incubateur à COz (37 "C, 5 7o COz, humidité à saturation) pendant trois heures.

. Deux types de témoins accompagnent ces cultures de cellules sur des poussières de fumées :

- un témoin (T 1) de culture cellulaire sur des membranes vierges, simultanément aux cultures sur

poussières et dans les mêmes conditions que celles-ci ;

- un témoin (T2) de culture cellulaire sur des membranes témoins au travers desquelles sont passés

deux litres par minute d'air médical témoin, pendant 20 minutes à une heure, simultanément au

déroulement de la récolte de poussières de fumées.

NB.les manipulations sont distinctes ; elles correspondent chacune à l'échantillonnage des poussières

de fumées variables, dans des conditions variables.

9 . l0 mg/Nm3 (ll go 02, gusec ) : proposition de la Commission des Communautés Euro@nnes du 19 mars 1992

er prqet d'arrêté ministériel (Ministère de I'Environnement) du 15 janvier 1996 (D,1.) ;
.30'mÛNm3 ( l  lgo02ouggoCOZ,gazsec):  arrêtédu25janvier 1991 retat i f  auxrési .dt tsurbairc(OM) ;
. l5O Àg/Nm3 (7 % C12,gaz humide) : circularre du 2l mars l9B3 relative aux déchets industriels (DI) ;

1un projet de directive de la Commission des Communautés Européennes,1993, fixe la limiæ à 5 mg/Nm3).
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3. Avantages et inconvénients

3.1. Les poussières

Les poussières risquent d'encrasser, à la longue, les débitmètres et la pompe. En outre, leur présence

au sein des gaz prélevés tendrait à abaisser le point de condensation de I'eau (Ministère de

I'Environnement, 1990). Enfin prendre rigoureusement en compte la masse et le nombre des

poussières et mesurer leur contribution à la cytotoxicité globale nécessiterait un prélèvement

isocinétique de l'échantillon brut à la cheminée, à I'aide notamment d'une sonde coudée et d'un tube

de pitot, conformément aux nonnes NF X 43.003 ou NF X M.O52 préconisées pour le contrôle de la

qualité des poussières rejetées.

3.2. L'humidité

L'humidité des fumées génère, lorsque la température de l'échantillon est fortement abaissée, une

condensation d'eau le long de la ligne de prélèvement. Outre le fait qu'elle peut obstruer les conduits

et les appareils d'échantillonnage, I'eau est potentiellement corrosive. De plus, les condensats sont

capables de piéger le chlorure d'hydrogène et les autres gaz acides, ainsi qu'une partie des particules

du flux de fumées : ils sont donc source d'erreur sur la représentativité de l'échantillon à acheminer

vers le réactif biologique du test.

3.3. La dilution des fumées

. Avantages. I-es fumées d'incinération peuvent être diluées avant leur exposition aux cellules ; le

taux de dilution est modulable :

- les cellules sont particulièrement sensibles aux faibles concentrations de polluants ; la dilution des

fumées dans de I'air pur est un moyen d'adapter la réactivité du test mis en place au type d'échantillon

auquel I'on veut soumettre le test ;
- les fumées ont, en sortie de cheminée, une température encore élevée qui contraste avec les 37 oC

de la chambre d'exposition des cellules ; une dilution calculée des fumées dans de I'air pur peut

limiter grandement le phénomène de condensation de la vapeur d'eau tout au long du dispositif et

favoriser la baisse de la température dans de bonnes conditions.

. Difficultés. I-e choix du taux de dilution de l'échantillon brut, le contrôle de la température de I'air

de dilution, de l'échantillon brut et du mélange final, ainsi que le réglage et le contrôle des débits

volumiques, sont des manipulations délicates.
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X mg.Nm'3 -  (x  PPm) x  (M g ' -mol - l )
(22,41.mol - l )

avec I'approximation qu'il s'agit d'un gaz parfzut pris dans les conditions normales de température et de pression :
X est sa concentration en mg/Nm3, .r est sa concentration en ppm ; M est sa masse molaire.

Equation e5. De la partie par million volumique au milligramme
par mètre-cube normal.
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4. Contrôle de la qualité des fumées

Il s'agit ici de la surveillance de la quatité chimique des fumées. Elle assure à I'exploitant qu'il est

conforme à la législation auquel il est soumis, ou I'incite agir rapidement sur son installation pour en

améliorer les rejets. Un recueil systématique de ces données instantanées (cas d'une analyse en

continu des rejets) tandis que nous soumettons les rejets au test biologique, nous permettra

d'appréhender un lien potentiel entre les variations de qualité observées par le test biologique et les

variations, dans les effluents de I'usine, des concentrations en composants chimiques majeurs.

4.1. Utilisation de I'instrumentation in situ

[æ site d'accueil(l I ) sur lequel ont été réalisés, pendant près de deux ans, les mises au point

successives et une grande part des essais de terrain, est équipé en techniques de contrôle continu des

fumées avant leur rejet comme suit :

. contrôle à l'émission des poussières : par un pulvérimètre à laser ;

o mesures à l'émission de monoxyde de carbone CO, dioxyde de carbone CO2, monoxyde d'azote

NO, dioxyde de soufre SO2, chlorure d'hydrogène HCl, eau HzO : par spectrométrie infrarouge ;

. contrôle -avant le traitement des fumées- de I'oxygène Oz: par une cellule magnétodynamique.

Ces analyses en continu autorisent des comparaisons entre la toxicité mesurée Par le test biologique en

cours de construction et les concentrations en polluants majeurs à l'émission.

4.2. Conversion des concentrations à l'émission en ppm volumiques

1.e ppm (ou la partie par million volumiguo, aussi notée ppmv) se définit, dans le domaine des gaz,

comrne étant le volume du gaz en question (en cm3) sur le volume de l'échantillon global (en m3), les

volumes étant rapportés aux conditions norïnales de température et de pression (équation e5).

5. Conditions et calendrier des manipulations sur site

Les résultats présentés sont obtenus dans les conditions d'expériences suivantes.

. Fabrication des boîtes de culture cellulaire en phase gazeuse, àl'Institut Pasteur de Lîlle (lPL), puis

transport des boîtes vers le site de Limay, jusqu'au2JO6|9I.

Tout ce travail sera effectué in situ,au laboratoire du CREED, à partir du 15/lll94.

. Utilisation de deux méthodes de révélation de la toxicité cellulaire, ATP et MTT :

- ATP: à I'issue de leur exposition aux fumées, les cellules sont fixées dans leur solution d'analyse

puis réfrigérées à 4 oC jusqu'au jour de leur analyse àI'IPL, à j+4 ou à j+5 ; ceci jusqu'au l5l1 1194.

Dès 1995, les tubes destinés aux analyses d'ATP seront congelés jusqu'au jour de I'analyse à l'IPL.

I I SARP Industries Limay (7E)
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- MTT : les manipulations antérieures à la mise au point des matériels et méthodes retenus pour le

bio-test ont été effectuées dans des conditions un peu différentes de ce qui est décrit (usqu'au

UA&94). Ainsi, le taux de dilution de la solution-mère de MTT atteint l/8, le tampon de lyse qui

dissout les cristaux de Formazan est à base de dodécyl sulfate de sodium et la lecture

spectrophotométrique est effectuée àl'lPL au jour j+4 ou j+5.

L-e travail sera effectué in situ (laboratoire du CREED) au jour j, à partir du 15/lll% (comme décrit).

C OUT IL STAT ISTIQUÉ

Afin de comparer les moyennes obtenues pour chaque pool de résultats (activité anti-oxydante,

quantité moléculaire, densité optique, pourcentage de cytotoxicité), on utilise le test de comparaison

entre deux moyennes de Student (ou /esf du 7) :

. le nombre des échantillons étudiés est en effet petit (N < 30),

. les paramètres à analyser suivent tous une loi normale de distribution.

I^a probabilité p est telle que le seuil de signification du test soit respecté. Si p . 0,05 (5 To),le test est

significatif ; si p < 0,01(I %o),le test est très significatif.

Dans le cadre de la mise au point de la méthode au MTT, ainsi que dans celui de l'étude des réponses

cellulaires face à leur intoxication par des gaz simples, on envisage des régressions linéaires simples

et I'on calcule le cæffîcient de régression r et son carré P : compris entre 0 et l, il approche I lorsque

les points du graphe approchent au mieux cette droite idéale.

I-e test de Student (apparié), ainsi que la régression linéaire simple, seront appliqués à nos résultats

par I'emploi du logiciel Statview 4.O2, version FPU de 1992-93 (Abacus Concepts, Inc.).
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Figure 22. Nouveau système de prélèvement des fumées à la cheminée, évitant la condensation
de I'eau.
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A. ADAPT4T ION DE TECHfVIAU€S POUR L€. TEST

I .  MISE AU POINT D'UNE LIGNE D'ECIIANTILLONNAGE AVEC

SECHAGE DES FUMEES PAR PERMEATION

Rapidement, des inconvénients se sont révélés, dans la manipulation de la ligne de prélèvement mise

en place pour collecter les fumées d'incinération de déchets à partir de la cheminée d'usine. A partir

de ces observations, 1l a êté prévu de fabriquer un nouveau montage, qui améliorera notablement la

qualité du prélèvements des fumées chaudes et humides. Celui-ci permettra d'opérer dans des

conditions expérimentales constantes quels que soient les aléas ambiants (conditions météo...). Il

évitera une condensation d'eau le long de la ligne de prélèvement tandis que la température des

fumées est abaissée jusqu'à37'C (æmpérature de ctrlture cellulaire) ; il pÉservera la représentativité

des fumées échantillonnées, puisque I'eau ne risquera plus de piéger les gaz acides en paniculier.

Description : la sonde est suivie d'une ligne chauffante régulée à 130 "C (temperature supérieure au

point de rosée des fumées d'incinération) ; les fumées parcourent un tube à perméation où elles sont

asséchées jusqu'à atteindre le point de rosée théorique de 30 oC. l-e tube est constitué d'une

membrane cylindrique contenu dans un cylindre plus grand ; celui-ci est alimenté d'air sec en

contresens des fumées (au débit de 10 l/min contre 2 l/min pour les fumées). l-e dispositif est

maintenu à 90'C.

Jusqu'à la chambre d'exposition, la ligne est ensuite maintenue à la température de37 oC. [-es fumées

traversent ainsi successivement : la pompe, le débitmètre, la chambre d'exposition.

Une boule de mélange (calorifugée) en sortie du tube à perméation permet une éventuelle dilution des

fumées. (Figure 22).

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

régulés par des débitmètres. [a durée de l'exposition est fixée à I heure.

I I .  CHOIX DES CELLULES, LE REACTIF BIOLOGIQUE DU TEST

1. Comportement en culture des cellules

Pour chaque lignée de cellules, plusieurs mélanges nutritifs ont été testés. [,es cellules HL-60, puis
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les cellules Fti88-Dl, n'ont pas survécu au laboratoire.

Les cellules U-937 et TFIP-I ont retenu notre attention. En particulier, la lignée cellulaire TFIP-I

demande un entretien hebdomadaire en culture en phase liquide (en flacons) et présente une

croissance régulière. Elle se cultive facilement et supporte des transports hors de I'incubateur pendant

plusieurs heures (en flacons hermétiques stériles). Pour chaque lignée cellulaire, le choix du milieu

nutritif et la surveillance du développement des cellules en culture a été déterminant. Seules les

cellules conservées en pleine santé au laboratoire ont pu être utilisées. Enfin, ce sont les essais de

culture en phase gazeuse qui ont été déterminants : cette technique originale de culture cellulaire,

proposée par Voisin et coll. (l9T7a), a été retenue comme la technique de base pour le test biologique

que nous allions mettre en place. Dans ce type de culture, les cellules sont tenues d'adhérer à une

membrane de culture et d'y rester en survie dans les conditions imposées (en particulier les conditions

de durée).

2. Comparaisons avec le macrophage alvéolaire

2. 1. Viabilité cellulaire

Plusieurs paramètres témoins de la viabilité des cellules ont dans un premier temps été choisis pour

comparer le MA aux cellules U-937 ou THP-I : la quantité d'ATP cellulaire, la quantité de LDH

cellulaire. Ces premières mesures ont en particulier montré :

. que lorsque les cellules sont cultivées en phase liquide, la quantité d'ATP intracellulaire de U-937

ou THP-I ne sont pas significativement différentes de celle du MA ;

. que lorsque les cellules sont cultivées en phase gazeuse, la quantité d'ATP intracellulaire de

lJ-937 (2800 r 1028 ng/106 cell., n = 11), de THP-I (2307 t 474 ng/106 cell., n = 10) et du

MA (Iæ2x7}2ng/106 cell., n = 8) sont à peu près équivalentes (p > 0,14).

. que lorsque les cellules sont cultivées en phase gazeuse, la quantité de LDH cellulaire est un peu

plus importante cbezlJ-ï37 ou chez THP-l que chez le lvIA (tableau XII).

2.2. Réaction aux gaz toxiques

Face à la fumée fîltrée de tabac par exemple, la toxicité en pourcentage paraît équivalente pour les

cellules lJ-937 ou THP- I d'une part, et pour les MA d'autre paft, que ce soit par la méthode de

mesure de I'ATP intracellulaire (p > 0,70) ou par la méthode utilisant le MTT (p > 0,21). Par la

méthode de mesure de la LDH, toxicité est équivalente pour les IdA et les cellules THP-t (p > O,g7),

mais elle s'avère significativement différente pour les MA et les cellules U-937 (P = 0,03).

2.3. Phagocytose de 4qlcroparticules

Des poussières de mines de charbon du nord de la France (nature et composition : c/, Gosset et coll.,
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DILUTIONS DE MTT DANS DU PBS
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Figure ?3.Evolution de la densité optique issue du contact d'un million de cellules cultivées
en phase gazeuse avec le réactif MTr dilué dans du pBS.

DILUTIONS DE DMSO DANS H"O
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Figure A.Evolution de la denslg.optique issue du contact d'un million de cellules cultivées en phase
gazeuse avec le réactif MTT, en fonction de la dilution dans I'eau du solvant final DMSO.^
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lggl), d'un diamètre inférieur à 5 pm, ont été mises en culture en phase liquide, au contact de MA

d,une part, et de cellules lJ-937 ou THP-I d'autre part. Quelques minutes ont suffi aux MA pour

phagocyter I'ensemble des particules en solution, tandis que plusieurs heures de contact n'ont abouti

qu'à la phagocytose d'une ou de deux particules par cellule lJ-937 ou TFIP- l. Cette simple

observation montre qu'une différenciation moindre de la cellule s'accompagne, par certains aspects,

d'une moins grande spécificité cellulaire.

2.4. Arsenal biochimique de défense cellulaire

I-es résultats de cette comparaison enffe les types cellulaires sont rapportés plus loin.

I I I .  ADAPTATION DE LA METHODE AU MTT (VIABILITE)

l .  Concentration de MTT et intensité de coloration

L'objet des essais suivants est de déterminer la quantité minimale de molécules de MTT qu'il faut

amener à un million de cellules en culture en phase gazeuse, pour obtenir une coloration maximale des

cellules qui soit fonction de leur viabilité. I-a figure 23 présente la densité optique lue en fonction du

facteur de dilution de la solution-mère de MTT (5 mg/ml) révélatrice du test colorimétrique : cinq

triplicats identiques de ltr cellules THP- I en culture ont été confrontés simultanément à cinq

concentrations d'une même solution de MTT . l-a solution de lyse des cristaux de Formazan est

constituée, pour cette manipulation, de 100 Vo de DMSO.

Ces essais éliminent I'option d'une dilution superieure à 5 fois et ne montrent aucune différence

significative entre les essais réalisés avec la solution mère de MTT 1/1, diluéeaull?ou diluée au 1/5,

la variation autour de la moyenne (n = 3) étant la plus faible avec la solution au 1/1.

2. Dissolution des cristaux de Forma,zan

I-es molécules de MTT, réduites par les cellules vivantes, se transforment en molécules de Formazan

sous forme cristalline. Ces cristaux violet-bleu nécessitent un solvant organique pour être dissous

dans et rendre la couleur des échantillons cellulaires qwnrirtable par une technique

spectrophotométrique. I-a {igure VI présente la densité optique lue après I'emploi de MTT (au ll2,

soit 2,5 mg/ml) sur six triplicats identiques de 106 cellules THP- I en culture en phase gazeuse, en

fonction de la concentration de DMSO (en%o volumique) qui compose la solution de lyse.

Suite à ces essais, le DMSO sera utilisé pur sur les membranes de culture cellulaire ayant au préalable

réagi avec le MTT.
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Figure Zl.Evaluation de la réponse du test au MTT, en fonction du nombre de cellules en culture,
en phase liquide (en tubes) ou en phase gazeuse (sur membranes).
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Figure 26. Viabilité des cellules THP-l après trois heures d'incubation : évaluation par la
méthode utilisant le MTT.
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3. Coloration au MTT et nombre de cellules

[æs deux expériences suivantes ont pour objet de déterminer si la réponse colorimétrique obtenue par

le test au MTT est linéaire par rapport au nombre de cellules THP- 1 vivantes, en culture en phase

liquide (culrure n" 2) et surtout en phase gazeuse (culture no I et culture îo 2).Cinq à sept triplicats de

cultures sont préparés puis mis à I'incubateur durant trois heures. Chaque triplicat comporte un

nombre variable cellules en culture, entre 0 et 106 cellules. I.a figure 25 représente le pourcenlage de

cytotoxicité calculé à parlir des densités optiques qu'a donné chaque triplicat par la méthode au MTT,

en fonction du pourcentage de cytotoxicité théorique déduit du nombre de cellules vivantes que I'on

sait avoir introduit dans les cultures.

. I a cytotoxicité calculée et la cytotoxi citÉ théori{pe sont corrélées de façon linéaire (P > 0,90). Il

existe une bonne correspondance entre ces deux paramètres pour ( 1) en phase gazeuse et (3) en phase

liquide : la pente de la droite de régression est approximativement égale à 1. Pour (2), on a pu lire une

DO même sur les membranes sans cellule (100 To cytotoxicité) ; cette imprécision a fait chuter la pente

de la droite de régression sous I'unité.

. Au regard de (l) et de (3), la méthode au MTT, suivant le protocole que nous avons arrêté, semble

être un bon moyen d'estimer les proportions de cellules vivantes et de cellules mortes, non seulement

au sein d'une culture en phase liquide corlme le préconisent de nombreuses études tirées de la

bibliographie, mais aussi au sein de la culture sur membrane en phase gazeuse que nous employons.

(2) nous incite toutefois à de grandes précautions dans I'application du protocole opératoire (un soin

particulier est à obseruer dans la manipulation de la membrane de culture).

4. Remarque sur le choix du sel de tétrazolium MTT

Deux autres sels de tétrazolium ont été testés dans [e cadre de cette étude : le MTS, et le XTT. A

I'issue d'un travail comparatif mené pendan trois mois, ni le MTS mi le XTT n'ont été jugés plus

pmtiques à I'emploi que le MTT ([,oing, 1991.). En effet :

. leur réaction nécessite I'adjonction d'un transporteur d'électron, la phénazine méthosulfate (PMS) ;

. le temps de réaction avec les cellules est supérieur à deux heures pour MTS et bien supérieur à

quatre heures pour XTT ;
. la réponse colorimétrique obtenue lors d'essais conjoints des trois techniques s'est avérêe

finalement mieux corrélée au nombre de cellules présent en culture par MTT que par MTS ou XTT.
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Quantité d'ATP dans I million de cellules THP-1 (moyennes)
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Figure 2T.Yiabilité des cellules THP-1 après trois heures d'incubation : évaluation par le
dosage de I'ATP intracellulaire.

Type
de cel lules

Mode de culture Adénosine triphosphate

en ng/ l06 cel lu les

MA
de Cobaye

après adh.érerrce au verre @)

phase liquide 3 h

phase gazeuse 3 h

951 È 443 (n - 54)
&A + 600 (n=2)

1832 t 7OZ (n = 8)

u -937 phase liquide 3 h

phase gazeuse 3 h

2781 È 775 (n = 3)
2800 t 1028 (n = 1l)

THP.T
phase liquide 3 h

phase gazeuse 3 h

I8r';g (n = 1)
2306 + 474 (n = 10)

Tableau XL Dosages de lhTP intracellulaire, menés sur des macrophages alvéolaires de Cobaye
(MA), des cellules U-937 et des cellules T[IP-I.

Quantité d'ADN dans les cellules THP-I

7,79 + 8,00 (n = 6) 1,56 + 1,29 (n = 3)
aàg
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=l
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Figure 28. Dosage parcolorimétrie de I'ADN des cellules THP-I après trois heures d'incubation.
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B COIVIPORTEIVIE|VT D€S CELLUTÉS EN CULTURÉ
ÉfV PH4SE G4ZEUSÉ

I. RESULTATS ET ANALYSE DES MESURES BIOCHIMIQUES

1. Viabi l i té des cel lu les THP-l

1.1. Méthode au MTT

Par cette méthode au MTT, le paramètre de viabilité cellulaire est la densité optique (figure 26), notée

DOvn. En phase liquide, les cellules conduisent à la mesure d'une DOprrr de 0,I79 x. 0,062. En

phase gazeuse, les cellules conduisentà une DOv.1 égale à 0,192 t 0,026.

l-a viabilité que présentent les cellules TI{P-I maintenues en phase gazeuse n'est pas

significativemenr différente de la viabilité que présentent les cellules THP-1 cultivées en phase liquide

(test de Student). En outre, l'écart-type sur sept essais au MTT se réduit sensiblement lorsqu'on

passe d'une manipulation des cellules en phase liquide (35 Vo) à une manipulation en phase gazeuse

(14 7o).

1.2. Adénosine triphosphate (ATP) intracellulaire

Les cellules TFIP-l (figure?l), cultivées en phase liquide ou en phase gazeuse, possèdent un taux

comparable d'ATP, qui atteint respectivement z,fi + O,& pgllff cell. et 2,55 + 0,39 ygllff cell.

Mais comme par le test au MTT, l'écart-type calculé sur I'ensemble des essais de mesune de la

viabilité cellulaire se réduit sensiblement lorsqu'on passe d'une manipulation de cellules en phase

liquide à une manipulation en phase gazeuse.

Le tableau XI présente les quantités d'ATP intracellulaire mesurées dans les MA et dans les cellules

U-g3j etTFIP-I lors de manipulations simultanées et aux conditions strictement identiques (sauf *).

Les trois types cellulaires présentent des taux d'ATP situés entre I et 3 FgllÉ cellules.

Immédiatement après leur sélection par adhérence au velre, les MA ont un contenu en ATP variable

d'un animal à I'autre : 0,95 t O,4 FgtIC6 cell. pour n - 54 ; après trois heures d'incubation (air

enrichi à 5 7o de CO2, maintenu à37 oC), ils contiennent en phase liquide moins d'ATP qu'en phase

gazeuse. (tableau XI). Læs cellules U-937 sont plus chargées en ATP que les MA, en phase liquide

comme en phase gazeuse (p < 0,09, p < 0,20), et plus chargées que les cellules TFIP-I en phase

gazeuse (p < 0,16). De même en phase gazeuse, les cellules THP-l ont (p < 0,14) un taux d'ATP

intracellulaire supérieur à celui des MA. Mais les résultats ne sont pas significatifs, compte tenu du

faible nombre d'essais comParés.



TR0lSl€. lvt€ PART /é :  R€SU LTATS 33èrr planche d'il I ustrations

Type
de cel lules

Durée de la culture
en phase gazeuse

Lactico déshydro génase
en U.SI / I

MA
de Cobaye

phase gazeuse 3 h
phase gazeuse Ylh

185 t  53  (n=3)
216 t  34 (n=4)

u-937
phase gazeuse 3 h
phase gazeuse Uh

2Æ +  2  (n=2 )

362 x. ?33 (n = 3)

THP. l
phase gazeuse 3 h

phase gazeuse Z/+ h
t  6  ( n=2 )

t  47  (n=4 )
zffi
508

Tableau XII. Analysgl {g_LDg intracellulaire, menées sur des macrophages alvéolaires de Cobaye
(MA), des cellules U-937 et des cellules THP-l après une durée de cùlturl en phase gazeuse Oe i tr
ou de 24h.

| ig.  29 (essai  3)

f i g .30

Figures 29 et30. Cinétique de culture de cellules THP-I, en phases liquide et gazeuse
(paramètre de viabilité : MTT).

Evolution de la densité optique (D.O.. méthode À/ff) lue à partir d'! mirlion (à t=0)
de cellules THP-l
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L,a figure 28 montre les résultats des dosages d'ADN dans les cellules TFIP-I, en micrograrnmes par

million de cellules(p{16 cell.) en culture en phase liquide ou en phase gazeuse.

I-es dosages d'ADN entrepris sur des cultures de cellules THP-I, selon la méthode arrêtée au

paragraphe II précédent, indique que les cultures en phase liquide contiennent 7,0 + 7,8 pg ADN/106

cell. et que les cultures en phase gazeuse contiennent 1 ,7 x.1,5 ItgADN/106 cell.

1.4. Mesure de la lacticodéshydrogénase (LFH) intracellulaire

I-e tableau XII présente une évaluation des quantités de L,DH intracellulaire mesurées dans des MA,

des cellules U-g37 et des cellules THP- 1. Lâ LDH a êté mesurée soit au bout de 3 heures de culture

cellulaire sur membrane en phase gazeuse (LDH-3 h), soit à I'issue de ?A heures du même mode de

culture (LDH-Z h). LDH-3 h nous renseigne sur l'équipement en lacticodéshydrogénase des cellules

après le temps d'adaptation à la phase gazeuse que nous laissons classiquement aux cellules avant

toute manipulation des boîtes de culture (c/ tous les autres protocoles d'analyse ou d'exposition).

LDH-?A h nous permettra de comparer l'équipement en lacticodéshydrogénase de cellules exposées

un certain temps à des gaz ou fumées puis replacées à I'incubateur jusqu'à 7I hewes, avec celui de

cellules restées à I'incubateur pendant 24 heures. Car le retentissement d'une intoxication cellulaire

sur le contenu enzymatique des cellules n'est souvent effectif qu'après plusieurs heures.

I-es MA possèdent visiblement moins de LDH-3 h que les cellules U-937 ou THP- 1 (respectivement,

p = 0,05 et 0,07). De plus, les IvIA possèdent significativement moins de LDH-Z4h que les cellules

TFIp-l (p < 0,02) ; cette différence n'est pas signifîcative entre les MA et les cellules U-937, ni entre

les cellules THP- 1 et les cellules U-93'1 . En comparant les taux de LDH après 3 h et après 24 h

d'incubation, il apparaît que sauf pour les cellules U-937,la LDH-U h a tendance à être plus élevée

que la LDH-3 h (p = 0,13 pour MA, P = 0,08 pour THP-l)'

2. Cinétique de la viabil i té cellulaire

Iæs figures 29 à 33 représentent les résultats de réaction cellulaire au MTT et d'analyses d'ATP et

d'ADN cellulaires, menés sur des cellules THP- 1 de O à 72 heures de leur incubation en culture en

phase liquide ou gazeuse. I-es essais, numérotés de I à 4 dans toutes les analyses, perrnettent de

repérer les manipulations réalisées simultanément. Les figures29,3l et 33 correspondent à I'essai 3,

qui a pour particularité d'avoir été mené sur des cultures en phase liquide et en phase gazeuse.

La figur e 29 (essai 3) indique des densités optiques issues du test au MTT (DO) qui oscillent entre

O,ZI1 et 0,482 en phase liquide, et entre O,L37 et 0,365 en phase gazeuse. L^a figure 30 indique des
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Ouantlté d'ADN dans les cellules THP-I (Cinétique)
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Figures 31 et 32. Cinétique de culture de cellules THP-1, en phases liquide et gazeuse
(paramètre de viabilité : ATP).

Evolution de la ouantité d'ATP cellulaire,à partir de I million (à t=0 h) de cellules THp-l
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Figure 33. Essai de cinétique de cultures, en phases liquide et gazeuse, de cellules THP-l
(paramètre de viabilité: ADN).
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DO sur des cultures en phase gazeuse, qui oscillent de 0,440 àO,ffipour I'essai 1, de 0,2t2à0,437

pour I'essai 2, de 0,137 à 0,365 pour I'essai 3 et de O,I22 à 0,3&1 pour l'essai 4.

L-a ligure 3l indique des teneurs en ATP cellulaire (essai 3) qui oscillent entre 0,52 et 2'N

microgrammes par million de cellules (lrgl1C6 cell.) en phase liquide, et entre 133 et 2,85 Fgllff

cell. en phase gazeuse. La figure 32 indique des teneurs en ATP cellulaire en culture en phase

gazeuse, qui oscillent de 2,96 à 6,85 p/lÉ cell. pour I'essai 1, de 1,08 à2,?8 1tgll06 cell. pour

I'essai 2 et de L,33 à 2,85 ltgllÉ cell. pour I'essai 3.

I-a figure 33 indique les teneurs en ADN cellulaire obtenues lors de I'essai 3. Elles oscillent entre

l,ZO et 7,80 pglIg6 cell. en phase liquide ; en phase gazeuse, la teneur en ADN cellulaire serait de

0,65 pgllff cell. au début de I'incubation , de 0,56 ygl1C6 cell. après ?Aheures d'incubation, puis

successivement de 6,?3 puis 8,,n pglIff cell. après 48 et T}hetnes d'incubation.

3. Activité anti-oxydante des cellules

3. 1. Glutathion cellulaire

Après 3 heures d'exposition, les cellules THP-1 maintenues en culture en phase gazeuse contiennent

davantage de GSHtotal guê les cellules cultivées en phase liquide (figure 34) : 147,2 t 66,0 ng/106

cell. contre I\3,2 t 51 ,9 ngl106 cell. (p < O,OI7, n = 8,9).

De même, les cellules T1IP- 1 maintenues en culture en phase gazeuse sont plus riches en glutathion

oxydé GSSG que les cellules cultivées en phase liquide (figure 35) : 3,O x 2,1 ng/106 cell. contre

0,9 t 1,5 ng/106 cell. (P < 0,008, n = 8,9).

En outre, le rapport GSSG/GSH1.1d est plus grand (p = 0,134) pour les cellules maintenues en phase

gazeuse (2,0 7o) que pour les cellules cultivées en phase liquide (l,O Vo).

euelques essais (n = 4), menés simultanément au laboratoire sur des MA de Cobaye, des cellules

U-g37 et des cellules THP-I, nous avaient au préalable montré que les teneurs en GSH1o131 étaient

comparables pour les trois types cellulaires (Géry ,1994).

L2. Superox),de dismutase cel lulaire

Uactivité totale de la SOD des cellules TFIP-I est, après 3 heures d'incubation des cultures,

sensiblement plus faible pour les cellules maintenues en culture en phase gazeuse que pour les cellules

14
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Figures 34 et 35. Dosage du glutathion total et du glutathion oxydé dans les cellules THP- l
après trois heures d'incubation.
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culrivées en phase liquide (figure 36) : 1,80 t 0,15 U.SI/106 cell. contre 2,53 + 0,29 U.SU106 cell.

(p < 0,0001, r I  = 7,8).

Au contraire, si I'on considère la seule SOD-Mn mitochondriale des cellules TFIP-I (figure 37), on

observe que son activité tend à s'accroître quand les cellules sont maintenues en culture en phase

gazeuse (figure 37) :0,38 t 0,05 U.SI/106 cell. contre 032 + 0,13 U.SI/106 cell. en culture en

phase liquide (p < 0,13, n = 7, 8).

Ainsi, la proportion de SODMn par rapport à la SOD.61" vârie de façon significative entre les deux

modes de culture cellulaire (p < 0,0007) : de 6 à 19 Vo (moyenne 13 7o) pour les cellules cultivées en

phase liquide, elle passe à 20 à 23 Vo (moyenne 21 To) dans les cellules maintenues en culture en

phase gazeuse.

Au préalable, quelques essais (n = 2) menés simultanément sur des MA de Cobaye, des cellules

lJ-937 et des cellules THP-I avaient montré qu'après 3 heures d'incubation en mode aérobie,

I'activité de la SODo,ur" était plus grande pour les cellules U-937 et TFIP-I que pour les IvIA

(résultats significatifs entre les cellules U-937 et les MA : p < 0,09). Toujours en culture en phase

gazeuse, I'activité de la seule SOD-Mn était significativement plus faible pour les cellules U-93'7 et

TI{P-1 que pour les IMA (respectivement p < 0,02 et p < 0,08).

On peut aussi comparer les cellules TIIP- I aux MA de Cobaye en culture en phase liquide, grâce aux

titrages de SOD effectués par I'Institut Pasteur de Ulle (Voisin, communication personnelle) : î = 4,

essais ontabouti au calcul d'une activité moyenne de la SODlshls des MA de 1,31 + 0,26 U.SI/106

cell., inférieure à celle de nos cellules TFIP-I, ainsi que d'une activité moyenne de la SOD-Mn des

MA de 0,55 + 0,2I U.SI/10É cell., quant à elle notablement supérieure à celle de nos cellules THP-1.

Ces mesures permettent de calculer pour les IvIA un rapport SOD-Mr/SOD1961 
" 

de 42 To, contre 13 To

pour nos cellules THP- l.

NE Nos essais sur des cellules U-937 ont donné des résultats un peu supérieurs aux résultats

obtenus avec THP-L :4,3 U.SU106 cell. pour la SODlotale êt 0,5 U.SI/106 cell. pour la SOD-Mn

(n = 2), soitun rapport de SOD-Mn sur SOD1sh1" de 1I Vo (Géry,1994).

3.3. Catalase cellulaire

L'ensemble des essais menés à partir des cellules THP-I (ainsi que des cellules U-937) n'a permis de

mesurer aucune activité catalasique.

En revanche, il y aurait une activité catalasique de 33 + 10 U.SI/106 cell. chez les MA (n = 53 :

Voisin, communication personnelle), immédiatement après leur adhérence au verre en phase liquide.

15
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Figures 36 et37. Mesure de I'activité de la superoxyde dismutase dans les cellules TFIP-I
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après trois heures d'incubation.
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II. DISCUSSION DES RESULTATS BIOCHIMIQUES

l .La phase gazeuse constitue un nouyel état de culture pour la cellule

I-e passage de la phase liquide à la phase gazeuse engendre des modifications majeures auxquelles la

celluleTHP-I (ou l)-937, ou dans une moindre mesure, le MA) doit s'adapter.

. [.e liquide nutritif ne baigne plus la cellule. Il reste à son contact, pour une paft seulement, au

niveau de la membrane de culture. L'accessibilité aux métabolites est par conséquent moindre, et cela

peut faire baisser I'activité de nutrition de la cellule.

. I-a cellule est au contact direct de I'air ambiant ; celui-ci contient 2l To d'oxygène, directement

accessible pour la respiration cellulaire. [-a cellule peut alors augmenter sa capacitê respiratoire, à

condition toutefois qu'elle en ait besoin. En effet, la cellule peut simplement oxyder moins de

combustible quand elle dispose d'Oz que quand elle en a moins, pour remplir les mêmes fonctions et

accomplir les mêmes travaux (Berkaloff et coll., InB)-

Il est à noter que le lvIA est une cellule entraînée au contact presque direct de I'air. Collecté depuis peu

lors de sa mise en culture en phase gazeuse, il est sensé s'y adapter plus rapidement que la cellule

THP-I (ou IJ-937), novice pour ce mode de survie.

. La,cellule est posée sur une membrane de culture inerte (en polyéthersulfone), sur laquelle elle peut

aptatir sa forme originellement ronde. Ce support peut I'amener à y trouver une certaine adhérence.

Ce dernier comportement est démontré dans le cas de MA (Voisin et coll., 1%6) et est lié à la faculté

de phagocytose de la cellule; il est incertain dans le cas de cellules TFIP-I (ou U-937). Ce facteur

potentiet de stimulation aurait pour conséquence une consommation d'O2 accrue chez le macrophage

et le monocyte qui activeraient leur métabolisme du glucose (voie de l'hexose phosphate). Elle serait

suivie d'un relargage d'espèces réactives de I'oxygène (O2'-, HzC2) dans le milieu extracellulaire, par

le biais d'une oxygénase membranaire couplée au NADPH ( "respiratory burst" ; Oberley, 19t35 ;

Byczkowski et Gessner, 19t38).

Enfin, le fait que les cellules soient correctement étalées sur une membrane de culture offre à celles-ci

des conditions de survie identiques pour chacune d'entre elles. Au contraire, dans un tube de cuhure

en phase liquide, des cellules restent en suspension dans le milieu de culture ; d'autres sédimentent au

fond du tube, en formant une couche plus ou moins homogène du point de vue de leur contact avec le

plastique, le milieu de culture et leurs voisines. Ce fait entraîne des écarts-types plus grands autour de

la valeur moyenne mesurée pour les différents paramètres biochimiques étudiés (sauf GSH).
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2. Appréciation de la viabilité cetlulaire par la mesure de paramètres métaboliques :

méthode au MTT, ATP intracellulaire et LDH cellulaire.

Il n'y a aucune différence dans la capacité de réduction du MTT en sel de Formazan (figure 26), ou

dans la quantité d'ATP intracellulaire (figure TI), entre les cellules THP-I maintenues trois heures

dans les deux modes de culture distincts. Par contre, le MA contient plus d'ATP après trois heures de

phase gazeuse qu'après trois heures de phase liquide (tableau XI) : une constatation que nous

pouvons relier à la capacité d'adhérence du MA à la membrane, qui entraînerait une activité

intracellulaire intensifiée en phase gazeuse, et donc un besoin d'énergie.

Iæs deux paramètres, MTT et ATP, peuvent être considérés comme des témoins du fonctionnement

des activités mitochondriales liées à la respiration cellulaire, dans la mitochondrie. Ils interviennent au

niveau de deux étapes successives sur ce cycle (revoir la figure 14), puisque :

. la majorité des molécules d'ATP qui sont générées en aérobiose au niveau des mitochondries le sont

par phosphorylation oxydative. Une liaison riche en énergie ( 1 GTP) est produite lors du clivage du

succinyl-coenzyme-A en acide succinique ; ce GTP, en retournant à la forme GDP, pennet à I'ADP

présent de devenir ATP (Berkaloff et coll., 1978) ;
. le MTT, quant à lui, intercepte, pour sa réduction par la succinodéshydrogénase, les électrons

destinés à réduire I'accepteur FAD en FADH2.

[æs mesures de LDH-3 h et de LDH-24 h (tableau XII), ainsi que les essais destinés à I'observation

de la cinétique de la viabilité cellulaire par la méthode au MTT et la mesure d'ATP (figures 29 à 32),

montrent néanmoins des fluctuations en dents de scie. Ainsi, I heure seulement après la mise en

culture des cellules, les résultats sont supérieurs, par MTT et ATP, en phase gazeuse comme en phase

liquide (sauf essai 2), aux résultats obtenus après 3 heures de culture. En outre chez les cellules

maintenues en phase gazeuse, le taux de LDH après Vl h est supérieur au taux de LDH après 3 h

(LDH est un témoin plus tardif de I'activité cellulaire, qui nécessite classiquement Uh; Géry, L994 :

Adolphe et coll., 1995). Ces résultats témoignent d'une activité cellulaire accnre dans les premiers

temps en phase gazeuse, d'une augmentation temporaire de la consommation d'oxygène cellulaire,

d'un accroissement de la production d'ATP cellulaire, précédant une consommation rapide, également

accrue, d'ATP pour différentes fonctions cellulaire (en particulier, pour la fabrication de polypeptides

-GSH- et d'enzymes), qui au final masquerait I'augmentation de la concentration d'ATP dans la

cellule après 3 h de culture.

17

. Il faut plusieurs heures aux cellules pour adopter à nouveau un rythme de croisière. Au bout de 3 à
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4 heures, I'activité des cellules THP-I semble se stabiliser, en phase gazeuse (figure 30 ; figute 32)

comme en phase liquide (figure 29 ; figure 31 en particulier). On note quelques inégularités dans la

réponse cellulaire (par exemple figure 30, essai 2-5 h et essai 34 h; ou figure32, essai l-5 h).

En fait, la manipulation des cellules est longue et délicate, de leur collecte dans les flacons d'entretien

des cultures, jusqu'à leur distribution dans les boîtes de culture en phase gazeuse (ou dans les tubes

de culture en phase liquid e, cf. essai 3, figures 27 et 29). Elle peut être source d'erreurs. Dans tous

les cas, elle perturbe les cellules pendant de longues minutes, ce qui peut expliquer en partie les

grandes variations que I'on observe dans les premières heures, tant dans I'activité de transformation

cellulaire du MTT que dans la quantité d'ATP intracellulaire.

. Parmi les quatre essais réalisés en phase gazeuse, I'essai I se singularise en montrant des DO en

moyenne plus élevées (MTT, fîgure 30) et des concentrations d'ATP cellulaires plus élevées

(fîgure 32). Cette singularifé montre que :

- soit les cellules THP- I sont plus ou moins actives suivant leur progression dans leur cycle de

croissance, et dans ce cas il faut être très vigilant sur le moment de la collecte des cellules dans les

flacons de culture, en vue de leur installation en culture en phase gazeuse ;

- soitlenombredecellulesTHP-Iaété surévalué lors de I'essai I (plus de 106 cellules parboîte)

avant leur répartition en boîtes de culture. Cette hypothèse est la plus probable. Car les concentrations

d'ATP de I'essai I (2,% à 6,85 FglIC6 cell.) sont supérieures à la moyenne des concentrations

d'ATP (2,55 r 0,39 pgt16 cetl.) calculée lors des essais de viabilité cellulaire ; de même laDOl;r'r

de I'essai I (0,440 à 0,664) se trouve largement supérieure à la moyenne des DOvrr (0,192 t 0,026)

évaluée lors des essais de viabilité cellulaire.

3.  Appréciat ion du nombre de cel lu les en cul ture,  par des mesures d'ADN cel lu laire

3.1. Tentatives d'évaluation de la quantité d'ADN cellulaire

Des essais réalisés à l'/nsriut Pasteur de Lillc par l'équipe du k Voisin ont donné de bons résultats

pour une concentration cellulaire de 1 à 2.16 cellules/ml (communication personnelle). Selon ces

essais, 1.106 cellules contiendraient environ lO pg d'ADN. Nos résultats sont en deçà, s'agissant

surtout des cellules maintenues en phase gazeuse. Ils sont de surcroît très variables (les écarts-types

calculés sur les différents essais sont grands). Les deux types de mesure d'ADN cellulaire, en phase

liquide et en phase gazeuse, sont très différents. Or il n'y a a priori aucune raison pour qu'il y ait des

quantités différentes d'ADN dans des deux modes de culture, en phase liquide ou en phase gazeuse,

quand toutes les cellules sont issues de la même culture d'origine, quand elles ont toutes été numérées

de la même manière au sein d'une unique suspension cellulaire, et quand elles ont toutes été

distribuées lors d'une même manipulation, soit en tubes (cultures en phase liquide) soit sur

membranes (cultures en phase gazeuse) au même moyen d'une micropipette.

Une fois de plus apparaît ici la difficulté d'adapter aux cultures sur membranes de cellules en phase

gazense, un test de viabilité en théorie simpte et dont I'efficacité a êté démontrée sur des cellules en
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suspension dans un milieu liquide. Il y a plusieurs hypothèses.

( l ) Certaines difficultés sont dues à la présence d'une membrane de culture hydrophile : elle rend

imparfait le contact entre les cellules et la solution de lyse des cellules qui doit permettre la libération

de I'ADN dans le milieu extracellulaire. L'ensemble de I'ADN des cellules n'est pas récupéré.

(2) Iæs difficultés peuvent être dues à la méthode. Augmenter le volume de la solution de lyse pour

submerger la membrane de culture et les cellules qu'elle supporte diminue la concentration d'ADN

dans la solution de dosage. [a sensibilité de la méthode ne peûnet plus une bonne mesure. Découper

la membrane de culture en petites surfaces afin d'en assurer le contact parfait avec la solution de lyse

conduit à la perte de cellules pendant la manipulation.

De nouveaux essais sont nécessaires pour mettre au point un meilleur protocole de mesure de I'ADN

des cellules TFIP-1 en culture en phase gazeuse. Il faut envisager, pour améliorer la méthode :

. d'augrnenter le nombre de cellules en culture sur chaque membrane (2.1ff cell-/ml ?) ;

. le décollement et l'éclatement des cellules dans le tampon de lyse au moyen d'ultrasons.

Uessai 3 est incomplet et témoigne des nombreux problèmes rencontrés lors de la préparation aux

analyses d'ADN. Cependant trois points attirent I'attention (ci-après).

. Au début de I'expérience, on ne mesure pas la même teneur en ADN des cellules, suivant qu'elles

sontcul t ivéesenphasel iquideouenphasegazeuse(respect ivement3,6+ I ,50 Fgl l f f  cel l .àt= I  h

et 0,65 + 0,85 ygt\Cl6 cell. à t = 0 h). Ce résultat surprenant, nous I'avons vu précédemment, est

probablement dt à I'emploi d'un protocole d'analyse inadapté à la culture en phase gazeuse.

. pa r l asu i t e ,pou r l esce l l u l esenphase l i qu idede t=2hà t=5h ,  l es résu l t a t sson tp l usbasqu 'à

t = I et nous incite à nouveau à réviser le protocole d'analyse ; cependant ils restent constants, autour

de 1,4 + O,j /g ADN/106 cell., ce qui nous laisserait penser qu'il n'y a pas de réplication du matériel

génétique en culture pendant au moins cinq heures.

. A partir de t = 24h en phase liquide et de t = 48 h en phase gazeuse, les valeurs d'ADN cellulaire

s'élèvent au-delà de 6 yg\6 cell. En outre, elles sont comparables pour les cellules cultivées en

phase liquide et les cellules cultivées en phase gazeuse. Si I'on s'en tient aux résultats obtenus pour la

phaseliquide, laquantiréd'ADNintracellulaireauraitdoubléentret= t hett -Uà72 h (en ygll06

ce l l .  :3 ,66àt= t  h ,cont re7,g0àt= 24h,7 ,00àt=48hpuis7,2O àt=72h)-  ce la  inc i te  à  penser

qu'il s,est opéré une duplication des cellules en culture après ?A hevres de culture en phase liquide'

Entre Z4het'72h, il n'y a pas d'évolution significative de I'ADN mesuré ; mais d'autre part il n'y a

eu aucun apport nutritionnel supplémentaire aux cellules en culture depuis le début de I'expérience !

A cause de notre difficulté à mesurer I'ADN intracellulaire sur des cultures en phase gazeuse' le faible

résu l ta tenphasegazeuseàt=?/+h(0,56t030Fg) ,équ iva lentàce lu idet=0h,n 'aprobablement

aucune signification. Toutefois il est possible qu'en phase gazeuse, les cellules, contraintes par leur

support de culture (une membrane en polyéthersulfone), n'aient pas la même cinétique de croissance

que ces mêmes cellules gardées quant à elles en suspension libre dans leur milieu de culture.

ï
I

I
!
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4. Equipement antioxydant de la cellule

L'activité de la SOD totale chute visiblement dans les cellules THP-I maintenues en phase gazeuse

par rapport aux mêmes cellules cultivées en phase liquide, témoignant d'une baisse de l'activité de la

SOD-Cûn cytoplasmique, et masquant I'augmentation de la SOD-VIn mitochondriale. Cette dernière

estrendue plus visible par le calcul du rapport SOD-Mn/SOD.I pour la cellule THP-1, qui passe de

13 Vo en phase liquide (un taux conforme à ce qu'annonce Tsan -1993-, dans le tissu pulmonaire

oxygéné) à 2l Vo enphase gazeuse. Contrairement à toute attente, I'activité de la SOD cytosolique

diminuerait, tandis que le GSH cytosolique augmente. La chute de I'activité de la SOD-CrtZn montre

qu'il n'y a pas de production accrue d'ion O2'- dans le cytoplasme des cellules TFIP-l lorsque celles-

ci sont maintenues en culture en phase gazeuse. Au contraire, l'élévation dans I'activité de la SODMn

témoigne d'une production amplifiée de O2'- au niveau de la mitochondrie, O2'- que la SOD est

capable de convertir rapidement en 02 et H2O2 (Oberley, 1985). Seule SOD-I\4n est inductible ; son

augmentation est précoce et tenue au niveau de la mitochondrie, bien avant celles, éventuelles, de la

SOD-CuZn (cytosol, peroxysomes) ou des autres enzymes antioxydantes, en particulier dans les

cellules pulmonaires de type II (Lewis-Mollock et coll ., 1994).Son action précoce est déterminante

lors d'un choc oxydant par Oz.Finalement, I'activité de la SOD augmente dans la mitochondrie, là

même où O2'- est un produit de I'activité de respiration cellulaire. Plopper et coll. (Ig94) notent, après

I'intoxication de rats par I'ozone (Os), que la réponse de la SOD cytoplasmique est plus tardive et

que, de plus, cette réponse varie (baisse ou hausse de I'activité enzymatique) en fonction du

compartiment de la voie respiratoire étudié ; on comprend alors que I'on peut retrouver ces mêmes

variations suivant le mode de culture que I'on impose aux cellules THP-I.

L^a SOD, qui élimine I'ion O2'- en générant le peroxyde d'hydrogène Hzù' travaille en tandem avec

la catalase etlou d'autres enzymes antioxydantes, comme la glutathion peroxydase (G-Px) et la

glutathion réductase (GSSG-R), qui neutralisent à leur tour HzÙ,.S'il existe bien cette coopération

enzymatique, alors I'augmentation de I'activité de la SOD protégera certainement I'animal contre la

toxicité de I'oxygène (Tsan, 1993).

Le rapport G-PK/GSSG-R conditionne la résistance cellulaire face au stress oxydant (Amstad et coll.,

lgg4).Nous ne mesurons pas, dans cette étude, I'activité de G-Px ni de GSSG-R, mais les GSH et

GSSG qui sont leur substrat, et dont les variations témoigneront de I'activité des premières.

Après 3 h de culture des cellules THP- l en phase gazeuse, le GSH1s1s1 a augmenté. l-e raPport

GSSG/GSHtot"r a doublé : de I 7o, il est passé, à 2 Vo. L'augmentation de GsHrotal témoigne de
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I'augmentation du GSSG cellulaire, mais surtout du GSH réduit, par rétrocontrôle (Adolphe et coll.,

lggs); cela signifie bien qu'il y a une nécessité de la cellule à réduire un excès de H2O2 en H2O.

Notons que la fabrication du tripeptide GSH est consommatrice d'énergie, et donc d'ATP.

Contrairement aux remarques sur le ldA, il n'y a pas d'activité catalasique mesurée chez les

monocytes THP-I (ou lJ-937),ni en culture en phase liquide, ni en culture en phase gazeuse. Cette

observation surprenante ne pennet cependant pas de conclure que ces cellules sont dépourvues de

catalase. Parallèlement, puisque ces monocytes sont par contre bien pourvus en GSH, il est assuré

que H2O2 produit par I'action de la SOD sera de toute façon neutralisé.

8 l
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figutt Jp. Cytotoxicité_e_n_po_urce1_E€er selon les deux méthodes MTT et ATP, mesurée après
I'expgsition de cellules U-937 et THP-1 pendant I heure à des concentrations de 0,5 à 50 ppm
de NOz.
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C. ÉSSAIS DE L4BORATOIRE :
suR GAT- S/ tnptÉs tT suR f utvtlÉs D€ TAB4C

I .  RESULTATS ET ANALYSE D'ESSAIS SUR GAZ SIMPLES

l .  Exposition des cellules au dioxyde df azote (NOz)

La figure 38 présente les résultats d'évaluation de la cytotoxicité d'un Eaz simple, NOz, en

concentration contrôlée (mise en place d'un analyseur en continu) au contact de cellules TI{P-I

comme de cellules U-937.

Emptoi de MTT. Læs résultats obtenus sur les cellules THP-I et les cellules U-937 sont

relativement bien conélés (respectivement 0,66 et 0,80 de coefficient de conélation) avec la

concentration de NOz à laquelle elles sont exposées. En particulier dès 3 à 5 ppm, I'on n'observe plus

d'activation cellulaire mais bien une toxicité due à la présence de NOz dans I'environnement

cellulaire. [^a réponse cellulaire est linéaire (le cæfficient de corrélation atteint 0,91 !) de 0 jusqu'à 15

ppmoùelleapprochesavaleurmaximale.La réaction des deux types cellulaires ([HP-I, U-937) au

gaz NO2 ambiant semble identique (taux de corrélation entre les deux réactifs biologiques = O,9|Z).

Dosage d'ATP. Les résultats obtenus à partir de cellules THP-I comme de cellules U-937,

correspondent à un pourcentage de cytotoxicité conélé à 70 Vo avec la concentration de NO2 ambiant

(domaine : 0 à 50 ppm NOz). Cette méthode de révélation biochimique met elle aussi en évidence une

certaine activation cellulaire plutôt qu'une cytotoxicité aux très faibles concentrations de NOz (< 3

ppm).Les cellules THP-I et U-937 ont, vis-à-vis de cette technique de quantification de I'ATP, un

comportement similaire (taux de conélation entre les deux réactifs biologiques = 0,89).

En outre, la corrélation entre les deux méthodes employées (emploi de MTT ; dosage d'ATP) est, vis-

à-vis du gaz NOz, excellente : elle atteint 96 To que l'on se base sur des cellules THP- I comme sur

des cellules U-937.

2. Exposi t ion des cel lu les au dioxyde de soufre (soz)

La figure 39 représenre I.C.r,,nr (méthode IttTT) et l.C.nrp (méthode ATP) obtenus à partir de la

réaction de cellules TFIP-l face à des concentrations ambiantes de 0 à 200 ppm de gaz SOz.

Emploi de MTT. Face à des concentrations allant de 0 à 200 ppm de SO2, I.C.r.,rn augmente

progressivement de 0 à43 %o.L-a pente de la droite de régression liant l.C.lvrrr à [SOz] est de 0,2 etle

cané fr du cæfficient de régression atteint 0,774. Cette série de manipulations, présentée à la

figure 39,, a été confirmée par une nouvelle série d'expériences (pente de la progression de l.C.rurrr
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figure 1?. Cy.totoxicité lqgourcentage, selon les deux méthodes MTT et ATP,, mesurée après
I'exposition de cellules TFIP- 1 pendant t heure à des concentrations de 0 à 200 ppm de SÔ2.
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identique, de O,2 : 12 = 0,887 ; résultats non présentés).

Dosage d'ATP. Face aux mêmes concentrations, croissant de 0 à 200 ppm de SOz, I.C.arp

dessine une pente de régression deux fois plus forte (de 0,4) que I.C.MTT, 12 atteignant alors 0,931.

la cyroroxicité par la méthode ATP est évalu ée àTI To pour une [SO2] ambiante de 200 ppm.

Dès le calcul d'indice à 100 ppm, l'écart semble se creuser entre l.C.nrp et I.C.lvrm : I Vo (moyenne

sur deux expositions de deux triplicats- de culture cellulaire) contre 36 7o povr 100 ppm, et 77 7o

contre 4i 7o pour 200 ppm ; mais les écarts-types paraissent grands (I8 Vo pour I.C.nrp = Jy', To à

100 ppm), ce qui réduit la significativité de l'écart observé entre les deux techniques d'évaluation de

la cytotoxicité. En outre, I.C.arp et l.C.prrr sont fortement corrélés (cæfficient de 0,96).

3.  Exposi t ion des cel lu les au chlorure d'hydrogène (HCl)

[æs manipulations de gaz HCI au contact des cellules du bio-test ont été menées en trois étapes.

Dans les conditions du test telles qu'elles ont été prévues et décrites à la deuxièrne putie de ce

rappon, une exposition d'une heure à des concentrations de HCI comprises entre 0 et 200 ppm génère

des l.C.rrrrr dans tous les cas inférieurs à 12To !

Un second type d'expériences consiste à orienter le flux d'air chargé de 0 à 200 ppm de gaz HCI

directement sur la membrane de culture cellulaire. Cette manipulation est réalisée à I'aide d'un

entonnoir qui, fixé par sa partie étroite à I'arrivée de la ligne de gaz dans la chambre d'exposition

fermée comme d'habitude, arrive par sa partie large juste au-dessus de la boîte de culture cellulaire.

[.es mêmes dispositions sont adoptées dans la chambre témoin. Ces expériences conduisent à des

I.C.rurrr supérieurc aux précédents, atteignant jusqu'à 63 7o pour une exposition à 200 ppm de HCl.

Une sorte de soa s-clnrnbre d'exposition,d'un volume restreint à I,4litres, est placée à I'intérieur de

la chambre d'exposition. C'est dans cette sous-chambre qu'aboutit le peigne qui amène le gaz à tester

et que sont placées les boîtes de culture. Un couvercle vient la fermer dans sa partie supérieure, tandis

que son pourtour est perforé pour permettre les échanges gazeux entre la chambre d'exposition et la

sous-chambre. [-es mêmes dispositions sont adoptées dans la chambre témoin. Ce troisième rype

d'expériences aboutit à des l.C.prrr importants, d'une moyenne (n = 3) de 32 7o (t 3 | 7o) pour 50

ppm HCl, de37 To (t3 Vo) pour 100 ppm HCI et de &7 Vo (t l47o) pour 200 ppm HCl. [^a droite de
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_ Figury 4O. Pourcentages de cytotoxicité mesurés après une exposition des cellules à la
fumée de 10 cigarettes surM.A., U-937 etTHP-1, pârquantificàtion de I'ATP, de la LDH

après Z4heures, et du pouvoir réducteur mitochondrial du MTT.
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régression qui passe par ces trois points présente un cæflicient P de 0,938 ; seuls les I.C'ps-1 entre

100 ppm er 200 ppm sonr très significativement différents par le test de Student : p = 0,02 (Par

comparaison, p = 0,15 entre 50 ppm et 200 ppm ; p = 0,&l entre 50 Ppm et 100 ppm).

I I .  RESULTATS ET ANALYSE D'ESSAIS SUR FUMEES DE TABAC

Lâ figure N représente la cytotoxicité des fumées de combustion de dix cigarettes, évaluée

simultanément sur trois types cellulaires et selon trois méthodes différentes (4 expériences).

. par le dosage d'ATP, les trois types cellulaires THP-I, IJ-937 et MA expriment une même

cytotoxicité (I.C.nrp) : respectivement, des moyennes de 63 Vo,57 To et527o.

. par la méthode au MTT, on observe que les cellules TFIP- I et U-%7 expriment la même

cytotoxicité, respectivement par des l.C.vrrr moyennes de 49 Vo et de 44 %o ; tandis que les MA

expriment une l.C.vrrr moyenne plus faible, de?3 Vo.

. par la méthode de dosage de la LDH-24 h, les cellules THP-I et les MA accusent un même

pourcentage de cytotoxicité : en moyenne respectivement 50 7o et 49 To ; celui-ci étant plus faible pour

les cellules U-937 : une moyenne deVIVo.

[æs écarts-types sur les valeurs de cytotoxicité calculées au cours de quatre expériences identiques

sont relativement grands (ne sont pas représentés sur la figure 4O). Par la technique au MTT, ils

représentent11 To (TItP-l) à 74 Vo (MA) de la cytotoxicité calculée ; par les mesures d'ATP, ils

oscillent entre 45 7o (U-937) et 80 7o (MA) de la valeur de la cytotoxicité ; par les mesures de LDH,

ils corresponden t à 24 7o (MA) jusqu'à 45 Vo (U-937) de la cytotoxicité.

Deux essais supplémentaires ont consisté en l'évaluation de la cytotoxicité des fumées de tabac par la

mesure du taux de glutathion intracellulaire. Menés en parallèle sur des MA et des cellules THP-1,

ces essais ont abouti aux pourcentages respectifs suivants : 93 Vo de cytotoxicité (MA) et 91 7o de

cytotoxicité (THP-1).

I I I .  DISCUSSION DES RESULTATS DES ESSAIS DE LABORATOIRE

l .  Une réponse l inéaire du test biologique face aux gaz simples NOz, SOz et HCI

1 .1 .  NOz

Une bonne corrélation positive est obtenue entre I'I.C.urrr ou I'I.C.nrp et la concentration de NO2 du

milieu gazeux, au contact des cellules THP-I ou lJ-g37,après I heure d'exposition au gaz dans la

chambre d'exposirion (figure38). Les cellules THP-1 (ou U-937) sont donc sensibles à I'oxydation

par NO2, tout comme le sont les MA (Voisin et coll., 1987), seulement après I heure d'exposition, et
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cette sensibilité se traduit immédiatement par une chute du contenu cellulaire en ATP et du pouvoir

mitochondrial de réduction du MTT. Ce point est important : il a souvent été montré que le tissu

bronchopulmonaire in vivo et les MA ,n vitro réagissent à des concentrations faibles de NOz après

des expositions de longue durée (Azoulay et coll., lW ; Maffiolo et coll., 1977 ; Voisin et coll.,

1987) ; nous constatons que des monocytes in vitro sont également capables d'une réaction aiguë

(après t heure) à des concentrations réalistes pour ce qui concerne le gaz NOz dans les fumées

d'incinération de déchets. NOz oxyde les cellules à son contact ; le taux d'Oz'- intracellulaire

augmente, et I'indice de cytotoxicité évolue dans le même sens que les taux de superoxyde dismutase,

de catalase et de glutathion-peroxydase intracellulaire (Voisin et coll., 1987). De plus, Voisin et coll.

(1985a) notent que le contenu cellulaire en glutathion total, s'il est augmenté artificiellement dans le

MA, augmente la résistance cellulaire et se corrèle à la susceptibilité cellulaire à NOz ; on voit bien

I'importance du GSH, dont, nous I'avons préalablement vérifié, les cellules THP-I sont correctement

pourvues, en particulier lorsqu'elles sont maintenues en culture en phase gazeuse. [-es l.C.rurm

comme les I.C.ap, mesurés suivant une $amme de concentrations en NO2, Parcourent l'échelle

de0à lOO7o .

Deux remarques d'importance sont à prendre en considération lors de I'interprétation des résultats :

o aux faibles concentrations dans la phase gazeuse, une exposition de I heure à NOz induit une

augmentation du contenu des monocytes TFIP-I comme lJ-y37 en ATP au lieu d'une déplétion

attendue (1 et 3 ppm ; figure 38), de même qu'une augmentation de la capacité réductrice

mitochondriale du MTT en Form azan (0,5 et I ppm ; figure 38) ; c'est le résultat d'une stimulation

des activités métaboliques des cellules qui s'armeraient contre cette tendance dans leur environnement

(Voisin et coll., 1987).

. lors d'une seconde série d'expériences (non présentée), menée à partir d'une source de NOz

conditionnée en bouteille (charge de 200 ppm) puis diluée de façon variable avec de I'air pur, une

réaction moindre a été obtenue, de cellules THP- I étudiées par la méthode au MTT : cette dernière

remarque souligne I'importance d'un contrôle analytique, à I'entrée etlou à la sortie de la chambre

d'exposition, du taux effectif du polluant au contact des cellules du test (Maffiolo et coll., InT.

1 .2 .  SOz

Nos essais (figure 39) montrent une bonne corrélation entre la concentration du gaz simple SO2 et

I'I.C.MTT ou I'I.C.ATp, ce qui dénote dans un premier temps la capacité des monocytes TFIP-I à

réagrde façon aiguë à la seule présence de SOz. Plusieurs auteurs insistent en outre sur I'importance

des effets à long terme de SOz dans le cas où sa présence est couplée à celle de poussières ou de

benzo[a]pyrène avec lesquels il jouerait un rôle de cocarcinogène (Maffiolo et coll ., lgTT ; Reed et

coll., 1990) : source évidente de soufre, SOz perturberait I'action du glutathion et de la glutathion-S-

transférase dont le rôle est crucial pour la défense cellulaire (Reed et coll., 1990). De plus, comme

NOz, SOz affecte le tissu broncho-pulmonaire d'animaux exposés de façon prolongée à de faibles

concentrations de ce gaz(Azoulay et coll., InT. Après seulement t heure d'exposition cellulaire,
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SO2 induit une cytotoxicité visible, mais celle-ci n'atteint pas 100 Vo, même à la concentration élevée

de 200 ppm, que cela soit mis en évidence par I'une ou par I'autre des deux méthodes employées

(MTT, ATP). Car une perte non négligeable de SOz semble inévitable dans la chambre d'exposition ;

cette perte est due à une adsorption ou une absorption de SO2 sur la membrane de culture comme sur

le milieu de culture qui imbibe la membrane, mais surtout à la transformation chimique du dioxyde de

soufre en acide sulfurique principalement, dans I'eau et dans I'atmosphère humide de la chambre

d'exposition. Il convient, en conséquence, d'être prudent au niveau de I'interprétation des résultats

(Maffiolo et coll. ,1977 ; Lamy Environnement, 1995).

Une constatation majeure à I'issue de cette expérience avec SO2 et les cellules THP-I est que la

sensibilité de la méthode ATP pour la détermination de I'I.C.41p est supérieure à celle de la méthode

MTT pour la détermination de I'I.C.1y,11-1, au-delà de 50 ppm en tout cas. Aux fortes concentrations, la

transformation mitochondriale du MTT en Formazanest certes réduite, mais elle est encore pour une

part effective ; cette activité moindre s'accompagne probablement, dans une proportion semblable,

d'une inflexion dans la production d'ATP. Mais vraisemblablement, le stock en ATP des cellules est

d'autre part consommé massivement, par exemple pour contrer I'interaction de SOz avec les

mercaptans (GSH et autres) : cette double disparition |'ATP au niveau cellulaire se traduit par une

I.C.nrp supérieure à I'I.C.vrrr pour une forte concentration donnée.

1.3 .  HCI

HCI est un acide fort : il est aisément piégé par I'eau et I'humidité ambiante de mise dans la chambre

d'exposition. En conséquence, la même prudence que pour SOz s'impose lors de I'interprétation des

résultats. Les différentes expériences menées avec HCI et les cellules THP-I (essais en chambre

d'exposition, essais sous entonnoir, essais en chambres exiguës) montrent bien qu'il y a d'énofines

pertes de HCI entre sa source et sa cible. En outre, il peut y avoir de grandes variations dans les

réponses cellulaires suivant les différentes boîtes exposées (c/. pour 5O ppm).

Si HCI arrive au contact des cellules, il se révèle être extrêmement toxique, parce qu'il impose aux

cultures une forte et brutale chute du pH qui, outre générer une irritation, affecte les activités

métaboliques cellulaires. Ainsi si I'on parvient à limiter les interactions de I'environnement sur la

source d'HCl, I'I.C.prrr s'élève en même temps que la concentration de HCI jusqu'à atteindre près de

90 To pour 200 ppm.

2. Une réponse mitigée du test biologique face aux fumées de tabac (phase gazeuse)

2.1 . Méthodes MI.T et ATP

L-a fumée de l0 cigarettes (phase gazeuse ; dilution : au 117ème ; débit : 0,5 l/min. ; durée de

I'exposition : 80 min.) aboutit à des calculs de la cytotoxicité, dans tous les cas de figure inférieure à



T RO I St 6. lvtË p ARTl€ :  R65U LT ATS 4Oente planche d'illustrations

I

I K
iitÏ

fi
: i

:lji:i:i:iil
\ :::i

f \
$l

F
Ê{s
Ell
{l

É
É

.a
rÈa

Ë
.Ê

E

Ë
o
U

320

280

2N

200

160

t20

80

Æ

0

100
e0Ë
80H
708
60 .i
s0s
ÆH
30 #-
20Ë
10Ê
0 Êf'

-10 H-20 s-30
231æ193 Ulælg3 3OlælY3 3OlWlE3 IllC/g3 llllt% 7rlg3 BlIOty3 glltg3

dates correspondant aux expositions

320
Ê'

Ëoo
$ z4o
.s
É 2OO
E
i 160
Ei

#no
JJ

Ë80
H
EÆ

0

100
!t

e0 H'
80 Ë.

ID

70J
E ^ Ë
\rLr 

É

soH
NË

30F
20Ê

Ft,

10Ë
cf,

0$
-10

28nOt93 29trot93 29nÙt93 4trug3 5t1vg3
dates coffespondant aux expositions

5lru93

SO2 ppm

[I,. iiFT NO ppm

CO ppm

HCI ppm

+ ATP(I .C.%o)

MTT (1.C. To)

Figure 41. Essais sur site : polluants majelrs à lacheminée (en ppm) et toxicité globale mesurée
par le test biologique.



TROtSt( . /v t ( .  PART /É :RÉSU LTATS ( /v t tS€ AU P0tNI  DU IV\OD€L€ CêLLUL4IR€)

63 Vo.Les cellules THP-l ou lJ-937 montrent, à I'issue de I'exposition, une l.C.vrrr deux fois plus

élevé6 que les MA, ce qui tendrait à montrer que le MA serait mieux armé pour résister à une phase

gazeuse chargée à la fois de gazorganiques, de gaz oxydants et de très fînes particules (< 0,45 pm).

Voisin et coll. (19t35a) pour leur part, montrent que le MA est extrêmement sensible à la fumée (phase

gazeuse) généree par une seule cigarette (dilution: au llzs,me ; O,7 l/min., 8 min.) : I'I.C.a1p

augmente car le contenu en ATP cellulaire baisse, accompagné d'altérations, irrémédiables, de la

synthèse protéique, de I'activité phagocytaire, de I'activité bactéricide et de la morphologie des

cellules. L'I.C.ATp que détermine cette équipe (ibid.), immédiatement après I'exposition de MA aux

fumées (phase gazeuse, diluée au llàû,me), atteint en moyenne plus de 60 7o dès le nombre de deux

cigarettes ; ce résultat, nous I'obtenons après 80 minutes d'exposition des cellules à la fumée (phase

gazeuse, diluée au 177ème) de 1O cigarettes, y compris à partir des MA, ce qui laisserait penser

qu'après une certaine dose, la viabilité des cellules se stabiliserait pour un temps.

De plus, Voisin et coll. (19[35a) montrent qu'un bon équipement en GSH ne protège que paftiellement

le Ir,IA contre les fumées de tabac ; ils en déduisent que les fumées de tabac contiennent des gaz qui

sont pas neutralisés par le GSH. Nos propres mesures de glutathion sur des cellules THP-I et des

MA confirment leurs résultats : plus de 90 To du GSH disparaît des cellules pendant I'exposition,

mais la cytotoxicité atteint néanmoins 60 7o (ATP).

?.2.Mêthode LDH-24 h

I-a cytotoxicité après I'expérience apparaît, par la méthode de dosage de la LDH ÙI heures après

I'exposition aux fumées (phase gazeuse), plus grande pour les MA que pour les U-937 ou THP-l ; la

quantité de LDH relarguée dans le milieu extérieur dépend non seulement de la viabilité cellulaire,

mais également de la teneur initiale des cellules en cette enzyme. Ia différence notée dans la viabilité

des cellules U-937 par rapport aux cellules THP-1 pourrait ainsi s'expliquer. [,e MA, quant à lui, est

une cellule plus évoluée que les monocytes : malgré un contenu initial en LDH plus faible que les

monocytes, elle semble réagSr face aux fumées par une perrnéabilité membranaire importante. Au

fînal, les cellulesTHP-1 et les MA mesurentune cytotoxicité équivalente parla méthodeLDH-24 h.

3. Une sensibil i té comparable des méthodes MTT et ATP face à NOz, Gt une

sensibil i té plus forte de la méthodeATP face à SOz et aux fumées de tabac

Comparés aux essais, plus "classiques" (Voisin et coll., 1977b), de dosage d'ATP dans les cellules

cultivées sur des membranes en phase gazeuse, la détermination de la cytotoxicité par I'emploi de

MTT s'avère être, pour l'étude de la toxicité du gaz oxydant NOz, d'une qualité équivalente

(figure 38). La méthode MTT semble par contre un peu moins sensible que la méthode ATP face au

gaz acide et soufré SOz, ainsi que face à la phase gazeuse des fumées de tabac ; cette dernière est

d'ailleurs fortement chargée, entre autres gaz, de SOz (Reed et coll., 1990). Rappelons que l'écart de

sensibilité entre les deux méthodes face à certains gazréside probablement dans la disparition plurielle
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de I'ATP cellulaire : un ralentissement de sa production, et une consommation accrue.

4. Une réaction similaire pour les trois types cellulaires

4.1. Cellules THP-l et cellules U-937

I-es cellules U-937 ou THP-I, maintenues en culture en phase gazeuse, accusent une cytotoxicité

globale comparable, par les méthodes MTT et ATP, face au gaz NOz ou face à la phase gazeuse des

fumées de tabac ; par la méthode LDH-24 h, les cellules THP-I paraissent plus affectées par les

fumées de tabac que les cellules U-937.

4.2. Cellules THP-I et MA 
,

[æs cellules THP-I se comportent cofilme les MA, du point de vue de l'expression de la cytotoxicité

globale par les méthodes ATP et LDH-?A h, face aux fumées de tabac (phase gazeuse) ; par la

méthode MTT cependant, toujours face aux fumées de tabac, les cellules THP-I expriment une

cytotoxicité deux fois plus forte que les MA.
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C. ÉSSI/S DE TERR 4IN SUR DÉS f UIVIEÉS
D'I/VCI fV€R AT IOfV DE DECHETS

Les essais préliminaires menés au laboratoire ont rapidement paru insuffisants pour confirmer

I'adéquation de nos choix en matière de matériel et méthodes pour la mise en place du test biologique,

et ce, à tout niveau du dispositif. Des travaux sur site nous ont d'abord semblé prématurés ; mais

étant donné que nous n'avons trouvé aucun précédent auquel compzuer notre projet, il nous a paru

finalement sage de colleraux conditions de terrain auxquelles le test devra se conforrner.

I .  TOXICITE DES FUMEES TOTALES PAR LE TEST BIOLOGIQUE

1. Présentation des graphes des résultats

Les graphes des figures 4l à43 présentent les concentrations de quatre polluants majeurs ( 1) présents

dans les fumées d'incinération de déchets et la toxicité mesurée (2) pour ces mêmes fumées.

(1) Læs concentrations de quatre gaz sont mesurées avant leur rejet à I'atmosphère, au point même où

sont prélevées les fumées guidées vers le test biologique. Elles représentent les concentrations

horaires des gaz (moyenne sur I'heure pendant laquelle est mené le test biologique), exprimées en

parties par million (ppm) alin de pouvoir être cumulées ou comparées. Il s'agit du dioxyde de soufre

SOz, du monoxyde d'azote NO (rapidement converti en dioxyde d'azote NOz), du monoxyde de

carbone CO et du chlorure d'hydrogène HCl. En parallèle ont été observés, lors de chaque

expérience, deux témoins de la qualité de la combustion : 02 et COz'

(2) L'indice de toxicité (I.C.nrp, relatif à la méthode ATP et/ou l.C.unr, relatif à la méthode MTT)

est calculé pour les cellules exposées aux fumées par rapport à des cellules témoins à I'air pur.

euarante-six observations sont groupées sur ces graphes, parce qu'elles colresPondent à quarante-

sept expositions comparables de par le matériel et les méthodes mis en pratique au fur et à mesure des

mises au point du test sur le terrain et au laboratoire. [æs expositions ont duré chacune une heure,

dans la periode du Z3.W.g3 au 15.11 .g4. l-e, fruit d'expositions successives de boîtes de culture

distinctes mais préparées ensemble à partir d'un matériel commun, est réuni sur un même graphe' Il

fait en outre référence, pour chaque graphe, au même taux de dilution des fumées avant I'exposition

(dilutions 1/20 pour les 7 er 8/10/93, ll2 du28tI0l93 au2tt6l94; aucune dilution le 15/lll9t+),
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Tableau XIII. Coefficients de corrélation liant: (1) les concentrations de composants des fumées ou le
débit des fumées, (2) I'indice de cytotoxicité (en Vo) basé sur I'utilisation de MTT ; T7 observations
(manipulations sur fumées diluées au 1/2).

Caf f i c i en t s  de
c o r r é l  a t i o n I . C . lozl lcozl tH2ol

[Pous-
sièresl lHCrl ICO] Nol lSozl I[4 gaz] *

Débit
fumées

I .C.  (MTT) . . I 0,30 - 0,?4 - 0,25 0,14 0,04 0,02 0,41 - 0,40 0,3I 0 ,17

[o2] post-combustion .. I - 0,8'7 - 0,81 0,08 o,2l 0 , 1 8 -  0 ,13 - 0,29 -  0,16 0,24
tCO.rl I 0,88 0,06 -  0,12 - 0,30 0,06 0,27 0,07 -  0 ,17
tHeOl 1 o,27 -  0 ,18 - 0,34 - 0,09 0,30 - 0,09 -  0 , 1 I

[Poussières] . I 0,04 0,22 - 0,42 -  o , l7 - o,4 0 ,10

tHcrl I 0,33 0,27 - 0,4 0,28 0,74

tcol . I - 0,04 - o,24 0 , 1 I 0,29

tNol . I - 0,32 0,96 0,30

tsozl . I -  o , l  I - 0,4I

lHCll+ [Col+ [No]+ [Soz] I 0,29
Débit fumées .. I
* avec : >[4 gaz] = [HCI]+[CO]+[NO]+[SOz]
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2. Analyse des résul tats

2.1. Compor"tement des indices I.C.vrrr (&f/lD et l.C.nrp (AIP)

. I.es indices de toxicité cellulaire obtenus par la méthode ATP (l.C.nrp) sont Pour la plupart au-

dessous de 0 To. Ce type de résultats pourraient signifîer qu'il y a eu une activation des cellules plutôt

qu'une cytotoxicité. Mais les résultats obtenus par la méthode MTT ne sont pas en accord avec ceux-

ci ; par conséquent il s'agirait plutôt d'un défaut systématique dans I'emploi de la méthode ATP.

. Certains indices de toxicité obtenus avec MTT (I.C.r.,nr) sont inférieurs à zéro (d les 301W193,

l9t13lç7+,31103194).t es problèmes de méthodes que nous avons rencontrés dans cette période (perte

progressive de couleur avant sa mesure), ont éTé réglés par la mise au point des matériels et méthodes.

. I.C.Arp et I.C.ps1 évoluent de façon parallèle (c/. les 8110193,28-29110193 ou2lù6194).

[æ tableau XIII présente les coefficients de corrélation calculés pour 11 paramètres, y compris I'indice

I.C.l,rrr et les composants des fumées mesurés en continu sur le site (données chiffrées : en annexe).

Sur les 47 essais sur site retenus pour avoir été effectués dans des conditions comparables, 33 essais

ont abouti à une révélation de la toxicité cellulaire par la méthode MTT, parmi lesquels 27 essais ont

été menés 
'.de façon strictement semblable (fumées diluées au demi avant leur exposition aux

cellules).
. Il n'y a pas de corrélation majeure entre l.C.rtrrr et I'un ou I'autre des composants des fumées (le

coefficient le plus élevé est O,4l obtenu avec la concentration tNOl de monoxyde d'azote.

. Les concentrations d'oxygène [Oz], de poussières ([poussières]), de monoxyde d'azote tNOl, ainsi

que la somme des quatre concentrations de gaz 2[4 gau], le débit de fumées, et dans une moindre

mesure les concentrations de chlorure d'hydrogène [HCl] et de monoxyde de carbone [CO], sont

corrélés positivement à I'indice de cytotoxicité I.C.prm.

. [-es concentrations de dioxyde de carbone [COzJ, d'eau tHzOl et de dioxyde de soufre [SOzJ sont

corrélés négativement à I'indice de toxicité.

2.3. Intervalles de mesures

Si I'on considère la série de 33 tests réalisés dans des conditions expérimentales comparables : une

grande part des essais qui présentent une toxicité globale (l.C.nflT, par la méthode I'fm de lO Vo à

3O Vo correspond à des concentrations totales de polluants majeurs dans les fumées d'incinération

proches de 130 à 180 ppm. La toxicité dépasse souvent 3O To pour des concentrations cumulées

(It4 gazl) supérieures à 180 ppm, avec plusieurs pointes de7O7o ùX) Vo qtû semblent liées :

, soit à des concentrations cumulées (I[4 gaz]) élevées (280 ppm,320 ppm)'

. soit à la teneur exceptionnellement forte des fumées en un polluant majeur (exemple : ftgure 42,

Z4l4lg4l I.C.= 78To et [CO] = 16,8 ppm,c'est-à-dire21 mg/Nm3 -une concentration très supérieure
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trssai A Essais C Essais D

l00Vo

80Vo

6O7o

4OVo

AOVo

OVo

-207o

-4DTo

-6O7o

Quatre séries d'essais : tous les essais d'une série sont réalisés le même jour avec la même
crllture de cellules THP-1. et fait référence au même témoin cellulaire sur une membrane
sans poussières.

Figure 44. Cytotoxicité (méthode employant le MTT) mesurée à partir de cellules TFIP-I cultivées sur
des poussières de fumées d'incinération de déchets filtrées à la cheminée ;

filtration : I h - contact cellules-poussières : 3 h - l4essais.
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au I mgÆ'{m3 le plus fréquemment mesuré),

. soit encore probablement à la modification d'une condition physique ou chimique mais qui n'a pas

été mesurée dans I'expérience (exemple : une modification liée aux poussières).

2.4. Description des graphes

. [æs cæfficients de corrélation reliant l.C.prrr à [HCU, [CO], [NO], [SOz] ou (I[4 gazl), montrent

pourtant que l.C.prrr varie suivant un assez large intervalle autour des différentes concentrations.

Mais ces concentrations mesurées en continu sur le site, n'offrent pas de gammes suffisamment

larges de valeurs pour visualiser les conélations ; les valeurs à l'émission sont en effet plutôt

régulières : [SOz] de I'ordre de l0 à 20 ppm, tNOl de I'ordre de 100 ppm, [CO] de l'ordre de 0 à I

ppm et [HCl] de I'ordre de20 ppm.Seuls des pics accidentels nous permettent d'agrandir I'intervalle

de variation de chaque polluant mesuré ; cela n'est pas suffîsant pour tracer une corrélation

concenrration-toxicité : voir les pics de tNOl en figure 42(<?ffi,z ppm le ll4l94), le pic de [CO] en

figure 4l (<4O ppm le?319t93) ou en Iîgure 42(<38,4 ppm 2ll4l94), de [SOzf enfigure 42(< 32,6

ppm le 2513191, < 52,21e 3ll3l94), [HCl] en figure 41 (< 79,51e7110/93).

. Les variations de [NO] et les variations de I.C.ps-1 sont liées ; comme NO (en ppm) est le polluant

le plus abondant à l'émission, les variations de I[4 gazl et les variations de I.C.ps1 sont aussi liées.

. L'indice de cytotoxicité I.C.ps-1 suit l'évolution des concentrations des polluants majeurs à la

cheminée (observation de46essais, utilisation des méthodes MTT ou ATP comme moyens d'analyse

de la viabilité cellulaire). t-a variation des concentrations influence visiblement l'évolution de I.C.prrr

sur presque toute sa gamme de mesure : de < O 7o à environ X) 7o.

. L'augmentation de [SOz] fait monter I.C.t'nr.

. Mais les variations de l.C.prrr ne sont pas systématiquement liées à une quelconque variation des

macropolluants surveillés. En particulier à la date du 1/10 (figure 37), on note une tendance contraire

de I.C.vmr er de tNOl ou [CO]. De même le 8/10, le 29ll},le 5111 (figure 37) ou le 3ll03 (pour 2

essais sur 5, figure 38), il n'y a pas de variation mesurée des concentrations de polluants émis, tandis

que I.C.1ys1 chute ou grimpe.

II. CULTURE CELLULAIRE SUR DES POUSSIERES DE FUMEES

Chacune des quatre séries d'essais (notés A, B, C et D) correspond à la mise en culture en phase

gazeuse de cellules issues d'une même culture en phase liquide, sur des membranes comportant des

prélèvements successifs de poussières réalisés au couls d'une même journée. [-es calculs de

cytotoxicité, après trois heures de contact (dans I'incubateur à 5 Vo de CO2, à 37 oC), sont tous

représentés sur la fÏgure 44.

. Tout d'abord (cela n'apparaît pas sur le graphe), les deux types de témoins, T1, réalisé sur un

triplicat de membranes vierges stériles, etT},réalisé sur un triplicat de membranes exposées pendant

9 l
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une heure à de I'air pur témoin, ont tous deux abouti à la lecture, Par la technique au MTT, de DO

identiques(12).
' L'essai Dl est isolé : il révèle une cytotoxicité rægarive de - 42 7o i en d'autres termes, cet essai a

donné lieu à une lecture de densité optique (méthod e lt[TT) supérieure à son témoin de culture

cellulaire sur une membrane sans poussières.

. Læs quatre séries d'essais montrent que, dans les conditions d'expérience, les poussières induisent

une cytotoxicité de 9 7o (C2,D2) à 99To (83). Ces I.C.ps1 sont relativement fortes, comparées aux

I.C.rurrr que I'on a obtenu avec les gaz simples (SOz, HCI)-

. Il y a une variabilité des résultats, d'un prélèvement à I'autre et d'un jour à I'autre : les essais B

donnent par exemple des l.C.r,,rrr globalement plus élevés que les autres essais. Tout ceci montre :

- qu'il subsiste de nombreuses poussières après l'épuration des fumées d'incinération de déchets ;

- que la nocivité des poussières de fumées est variable, et par voie de conséquence, que la

composition des poussières de fumées varie en fonction du déchet qui les génère.

I I I .  DISCUSSION DES RESULTATS DES ESSAIS DE TERRAIN

1. Une évaluation globale de la qualité des fumées

L'indice I.C.trrr, obtenu par la méthode MTT, reflète une qualité globale des fumées :

. il n'y a pas de corrélation prépondérante. Voisin et coll. (19t36) font la même remarque après des

expositions similaires (mais de ?Ah) aux nôtres de cellules macrophagiques à de I'air urbain. En fait,

outre la toxicité liées à I'exposition prolongée à de faibles concentrations de polluants, il existe une

toxicité accidentelle due aux pics de concentrations de faible durée mais de forte amplirude.

. I'indice varie d'un essai à I'autre même si I'on n'observe aucune variation des composants mesurés

à la cheminée. Il est probable que les cellules réagissent alors à la présence d'autres produits qui ne

font pas I'objet de contrôles continus : les COV (composés organiques volatils) tels que des P/Cs

(produits de combustion incomplète), ou les métaux lourds (mercure, cadmium...) en particulier, sont

présents dans les fumées d'incinération de déchets en plus ou moins grande quantité suivant la nature

du déchet entrant et les conditions de combustion.

2. Corrélations négatives à la toxicité

I-es concentrations de CO2 et de HzO sont corrélés négativement à I.C.rvrrr lls sont tous deux les

produits majeurs de la combustion complète. l,orsque leurs concentrations baissent, elles peuvent

témoigner d'une baisse de la qualité de la combustion ou encore d'une baisse de I'activité du four

suivie d'une baisse du volume d'eau injecté au niveau de la tour de refroidissement des fumées ; cela

peut expliquer que I'indice de cytotoxicité l.C.rurm augmente simultanément. Une autre explication

majeure est que plus les fumées contiennent de vapeur d'eau, plus on observe de condensation d'eau
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à I'entÉe de notre ancien système de prélèvement (revoir Iîgure 2l) ; cette eau piégerait une partie du

flux des poussières et des gaz acides et rendrait par te fait les fumées moins chargées en éléments

toxiques. Cette dernière observation a motivé la mise en place du nouveau système de prélèvement

conçu pour éviter la condensation (revoir figure22).

De même la concentration de SOz est corrélée négativement à l.C.rurm Ce résultat n'est pas explicable

au vu des essais sur le gaz simple ; des essais supplémentaires, de dopage des fumées par SO2,

permettraient certainement de parfaire la discussion sur ce point.

3. Corrélations posit ives à la toxicité

L'oxygène est nécessaire à la combustion des déchets, et sa concentration est corrélée positivement à

I.C.urm: à I'inverse de COz et de HzO, son absence relative témoigne d'une bonne combustion et

s'accompagne d'un indice de cytotoxicité plus faible.

[NO], l[4 gaz], [poussières] et dans une moindre mesure tHctl et [CO], sont eux aussi positivement

corrélés à l.C.vrn. Le NO, les poussières et la somme des quatre gaz, sont en effet des toxiques

cellulaires ; le CO témoigne d'une combustion incomplète et affecte à ce titre I'I.C.Mrr. Le HCl,

quant à lui, n'a pas I'impact attendu sur les cellules du biotest ; ceci, pour au moins deux raisons :

. [HCl] est en fait très stable à l'émission ; sévèrement contrôlé et régulé, cette concentration

témoigne d'une quasi-absence de variation lors des essais sur site, qui nous empêcherait de mettre en

évidence une éventuelle corrélation mathématique la liant à I'I.C.vrrr I

. I'extrême solubilité de HCI dans I'eau et l'humidité ambiante laissent penser qu'une grande part du

gazHClpourrait être piégée avant tout contact avec les cellules.

4.  Impact des poussières de fumées

[æ test qui consiste à cultiver des cellules THP-1 pendant 3 heures au contact de poussières prélevées

à ta cheminée, donne une indication intéressante sur une nocivité des poussières probablement

variable en fonction du déchet incinéré. Il manque à cette étude une analyse des poussières recueillies,

ainsi que des renseignements sur la nature des produits qui sont à I'origine de la génération de

poussières -des renseignements matériellement diflîciles à obtenir sur une grosse unité de production.

Ces expériences de culture cellulaire sur poussières suggèrent I'importance qu'il y a à préserver les

fumées dans lew totalité en vue d'appliquer le test. Les poussières sont très variablement toxiques ;

elles pourraient donc jouer un rôle dans certaines variations notées dans I'expression de la cytotoxicité

globale due aux fumées totales. Voisin et coll. (19t35) avaient précédemment montré, concernant les

fumées de tabac, que la fumée de cinq cigarettes (dilution 1/100 ;3,5 l/min.) impliquait une

cytotoxicité I.C.ap quinze fois plus élevée en présence des poussières de fumées qu'en leur absence

(fumée préfiltrée), et ce dans des conditions expérimentales comparables aux nôtres.
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D D ISCUSS 'O/V GE(V€ RALE ET CO/VC LUS IOfV

I .  CHOIX DE CELLULES THP-I

Les cellules choisies comme réactif biologique sont des monocytes de la lignée THP-l (Tsuchiya et

coll., 19t30). Moins différenciées que les macrophages alvéolaires, elles ont par contre I'avantage de

se diviser pour se multiplier dans un milieu de culture adapté, en restant stables dans le temps.

. Elles sontfaciles à cultiver,à37 oC, dans une atmosphère est enrichie à 5 %o de COz et saturée de

vapeur d'eau. Entretenues deux fois par semaine dans du milieu MEM de Dulbecco, elles n'adhèrent

pas au flacon de culture : cela facilite leur collecte et leur dépôt sur les membranes de culture. Elles

s'adaptent parfaitement à la vie en culture en phase gazeuse telle qu'elle est préconisée par Voisin et

coll. (Ig77a). Par contre, elles ne sont pas capables, contrairement au MA, de phagocyter rapidement

et abondamment les poussières fines.

. Elles possèdent, comme les MA, un équipement biochimique qui exprime leur viabilité (ATP'

activité mitochondriale réductrice du MTT, LDFI) ; elles ont en outre un arsenal antioxydant

comparable aux MA : une activité des superoxyde dismutases, un taux de glutathion (mais pas

d'activité catalasique), qui leur permet de se défendre comme des MA face aux attaques oxydantes de

la phase gazeuse.

. Elles réagissent, en culture en phase gazeuse, aux gaz oxydants, aux gaz acides, ou aux fumées, de

façon comparable aux MA si I'on considère différents paramètres de viabilité (ATP, MTT, LDH). La

cytotoxicité qu'elles expriment alors (indices l.C.rurrr et l.C.nrp), croît au fur et à mesure

qu'augmentent les concentrations en gaz toxiques à leur contact.

par conséquent, I'emploi de la lignée des cellules TFIP- I répond parfaitement à I'objectif fixé depuis

le début de ces travaux : tout en évitant les contraintes liées à I'emploi de macrophages alvéolaires

d'animaux, il facilite les manipulations et permet d'orienter le futur test biologie vers une

utilisation de routine sur un site industriel.

I I .  BONNE SURVIE DES CELLULES THP-1 EN PHASE GAZEUSE

. Adaptation des cellules THP-1, pour leur survie en phase gazeuse

Les monocytes THP- 1 survivent bien au-delà de ?A heures sur une membrane de culture déposée sur

un réservoir de liquide nutritif, délai après lequel la multiplication et la mort cellulaires restent

possibles. Après 3 heures de contact avec I'air, le métabolisme cellulaire paraît se modifier. I-a

respiration mitochondriale est activée et génère des ions superoxyde Oz'-. Cette hypothèse est

soutenue par la mesure d'une augmentation immédiate d'ATP (après I heure de culture sur

membrane) et par celle d'une augmentation de I'activité de la LDH en VI h (la LDH est une enzyme
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consommatrice de NADH, un autre produit du cycle de lftebs). En ouû€, I'activité de la SOD-Mn

augmente aussi ; elle est chargée de débarrasser la cellule des ions O2'- ; elle les transforme en

molécules d'H2O2 qui à leur tour sont pris en charge par le GSH et ses enzymes associées. En

conséquence, le surplus d'ATP cellulaire est immédiatement consommé, par exemple pour la

fabrication de SOD-Mn et du tripeptide GSH (dont la concentration cellulaire augmente également).

Le résultat étant qu'au bout de 3 heures de culture en phase gazeuse, le taux d'ATP intracellulaire,

ainsi que la réduction du MTT en Formazan, sont stabilisés.

Au final, en conservant la même viabilité, les cellules THP-I cultivées en phase gazeuse semblent

mieux armées contre les agressions oxydantes ou radicalaires qu'en phase liquide.

. Comportement cellulaire à long terme sur les membranes de culture

L'hypothèse d'une multiplication des cellules THP-1, sur la membrane de culture en phase gazeuse

après 48 heures, est réaliste. Ce phénomène, inexistant pour les MA, doit absolument être pris en

compte dans I'appréciation de la cytotoxicité par le test biologique tel qu'il a été, décrit jusque là. Plus

précisément, si Voisin et coll. ( l9S8a) approuvent une préparation des boîtes de culture à partir de

MA jusqu'à 7 à 10 jours avant leur exposition, nous préconisons une préparation des boîtes de

culture, à partir de cellules THP-1, tout au plus de24 heures avant leur exposition aux fumées.

NB.II manque à notre étude une quantification de I'ADN cellulaire, ainsi qu'un dosage des protéines

cellulaires totales, qui permettraient de relier les résultats des différents dosages effectués à un témoin

du nombre de cellules présentes et à un témoin général de l'évolution de I'activité cellulaire.

I I I .  EMPLOI DU MTT POUR ESTIMER LA CYTOTOXICITE

l-a technique d'évaluation de la viabilité cellulaire employée dans le test biologique de qualité des

fumées sera basé sur un paramètre métabolique : la réduction du sel de tétrazolium MTT par des

déshydrogénases mitochondriales qui ne sont actives qu'au sein des cellules vivantes. A I'instar du

dosage d'ATP (mais contrairement au dosage de LDH-24 h), la méthode MTT peut révéler la

cytotoxicité d'une fumée dans un délai de deux heures suivant I'exposition. Son emploi est plus

aisé que celui de la méthode ATP ; il peut commencer sur le site même de travail ; il ne nécessite

qu'une série de mesures fort simples. [æs résultats obtenus par la méthode MTT sont, Pour la plupart

d'entre eux, comparables à ceux que donnent la méthode ATP.

. MTT

C'est une solution de MTT à2rS mg/ml sera mise au contact des cellules: car d'une part nos essais

éliminent I'option de concentrations inférieures à I mg/ml, et d'autre part il n'est noté aucune

différence significative entre les essais réalisés avec une solution à 5 mg, 2,5 mg ou I mg/ml, mais la

variation autour de la DO moyenne résultante (n = 3) est la plus faible avec la solution à 5 mg/ml.

95
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. DMSO

Læ diméthyl sulfoxyde s'est avéré être meilleur dissolvant des cristaux de Formazan qu'une

solution de dodécyl sulfate de sodium (SDS) ou qu'un alcool ; il n'interagit ni avec la membrane, ni

avec le milieu nutritif résiduel ; il dissout les cristaux de Form azan en quelques secondes quand la

solution de SDS nécessite plusieurs heures. De plus, le DMSO stabilise la couleur à la fin de la

réaction, contrairement aux méthanol, éthanol ou isopropanol (Géry, 1994).1Æ DMSO sera employé

pur sur les membranes de culture cellulaire ayant au préalable réagi avec le MTT.

. Colorimétrie et comparaison des DO

Par souci de répétabilité, chaque essai est Éalisé en triplicat ; chaque boîte faisant à son tour I'objet de

troismesures colorimétriques doubles,à 570 nm et 650 nm. Chaque essai est accompagné d'un essai

témoin, d'exposition à I'air pur. Ces mesures aboutissent à une moyenne de densités optiques

effectives DO"rru, et DQ6moin. I-e pourcentage de cytotoxicité calculé à partir des DO représentera un

indice de cytotoxicité (I.C,rwrr) des gaz ou fumées que I'on veut tester :

r  ^  @ x loo.A ins i ,onobserveque:f . L .n f f f -W

- les DO sont en général inférieures à 1,000 ; le plus souvent, elles se situent entre 0 et 0,600.

- Les trois lectures effectuées à partir d'une même boîte de culture ne sont jamais significativement

différentes (test de Studenl ; observation d'une centaine de résultats).

- L'écart de DO rencontré au sein d'un essai en triplicat de boîte de culture (répetabilité)

représente au pire des cas 4 7o dela valeur de DO mesurée (quelques cas), mais plus généralement, il

représente environ I Vo de la valeur de DO mesurée (observation de plus de 100 résultats).

IV. APPLICATION DU TEST BIOLOGIQUE FACE AUX GL7'

SIMPLES, AUX FUMEES ET AUX POUSSIERES

. Gaz simples

[æ test biologique se révèle être sensible à la nature, ainsi qu'à la concentration de gaz simple, bien

que I'humidité ambiante dans la chambre d'exposition piège en grande partie le gaz HCI (et dans une

moindre mesure SOz),Les l.C.rurrr inférieures à 55 7o (NOd,43 Vo (SOz) et 12 Vo (HCl), obtenus

dans les conditions strictes des essais de terrain, par I'exposition des cellules aux gaz simples

conditionnés en bouteilles à la concentration de 200 ppm, imposent une remarque : il serait

nécessaire, pour mieux appréhender I'impact toxique de chaque gaz sur les cellules, de coupler au

montage des analyseurs, pour mesurer la concentration effective des gaz au contact des cellules lors

des essais de laboratoire.

NB. I* gazNOz pounait être un témoin positif idéal pour les cellules du test biologique.

' Fumées totales

[æ test de cytotoxicité est effectivement un test global : il n'y a aucune corrélation prépondérante
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entre les concentrations de gazet de poussières pÉsen(s à la cheminée et I'indice de cytotoxicité, mais

les cellules s'avèrent néanmoins sensibles à HCl, NO, NOz, SOz, CO, ainsi qu'aux micropolluants

des fumées qui n'ont pas été spécifiquement identifiés ; elles réagissent en outre aux gaz, mais aussi

aux poussières. Ces résultats soulignent I'importance d'un échantillonnage total des fumées : notre

nouveau montage conduit les gaz en évitant d'une part le piégeage des gaz acides (Pas de

condensation d'eau), et d'autre part le piégeage des particules (pas de condensation d'eau, tuyauterie

et membrane de perméation rectilignes). L'indice de cytotoxicité des fumées (I.C.lrrr) est capable de

varier entre 0 et 100 7o suivant les essais. I-e test biologique est un bon complément des contrôles

chimiques, qui propose à I'exploitant une approche nouvelle de la qualité globale.

NB. Sur le terrain, I'utilisation d'un analyseur (par exemple, un trigaz CO2, CO, Oz), branché à la

sortie de la chambre d'exposition, permettrait assez facilement de contrôler que I'intégrité de

l'échantillon est bien préservée jusqu'au contact des boîtes de culture cellulaire.

.  Pouss ières

La préservation les poussières lors de l'échantillonnage des fumées est primordial. C'est pourquoi :

. les poussières potentiellement présentes dans les fumées échantillonnées ne sont pas filtrées ;

. la membrane à perméation du nouveau système d'échantillonnage, qui réduit I'humidité des fumées

pendant leur prélèvement, est rectiligne (elle est hélicoidale lorsqu'elle précède les analyseurs

chimiques) pour éviter leur piégeage.

L,e problème mis en évidence est lié à I'accumulation des poussières au contact des cellules vivantes.

La seule présence physique de ces particules jouerait un rôle dans la toxicité (Reed et coll., l99O).

Alors que les gaz, dilués dans I'atmosphère après leur rejet de I'usine, passent au contact des

organismes vivants (animaux ou végétaux), les poussières se déposent sur les tissus vivants, s'y

accumulent, puis exercent une forte toxicité en augmentant la concentration et la diversité des

polluants au contact des cellules.

Cette application particulière du test de cytotoxicité à l'étude du danger lié à certaines natures de

poussières de fumées d'incinération paraît par conséquent tout à fait intéressante.

V. MOBILITE DU TEST DE TERRAIN

Le transport des boîtes de culture cellulaire, nécessaire en l9g3 et l99I de I'Institut Pasteur de Lille

jusqu'au site d'expérimentation, s'est avéré efficace. Par ailleurs, la technique de mise en évidence de

la toxicité cellulaire (utilisation de MTT) est rapide (2 heures) et simple. Cette expérience plaide en

faveur de la mobilité du test d'un site à un autre, même s'il s'agit d'un site sans laboratoire. Il peut en

outre être envisgé d'exploiter le test biologique dans un laboratoire mobile (véhicule équipé).
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Notre objectif a été la mise au point d'un test de terrain, qui mesure rapidement la toxicité globale des

fumées d'incinérations de déchets. Des cellules en lignée, de type macrophagique, sont cultivées en

aérobiose sur des membranes poreuses imbibées de liquide nutritif, suivant une technique mise au

point par Voisin et coll. (1977). Ces monocytes de la lignée THP-I, ainsi que nous l'avons vérifié,

s'adaptent bien au contact de I'air. t orsqu'ils sont placés au conlact direct des fumées pendant une

heure, leur métabolisme se modifie ; un t€st de viabilité cellulaire, basé sur I'emploi du sel de

tétrazolium MTT, permet alors d'éval:uer la santé de la culture par le calcul d'un index de cytotoxicité,

en comparant les cellules exposées à des cellules témoins placées au contact d'air Pur.

Læ dispositif prévoit un échantillonnage le plus représentatif possible des fumées totales (gaz'

particules, aérosols), chaudes (temperaturc supérieure à 200 'C) et humides (plus de 30 7o), vers les

cellules maintenues dans une atmosphère idéale à 37 "C, de pH proche de 7 et saturée d'eau'

Chaque iniervention sur le site de SARP Industries Umay a, mis en évidence les difficultés de notre

mission et nous a contraint de rechercher, de mettre en place et de coordonner des techniques en

adéquation avec les conditions physico-chimiques et le contexte industriel. Nous sommes capables :

. de prélever des échantillons gazeux et de les conduire vers une cible vivante (des cellules de type

pulmonaire), quelle que soit leur température, quelle que soit leur taux d'humidité, qu'ils contiennent

ou ne contiennent pas de particules ;
. de mesurer de façon simple (mesures coloriméniques) et relativement rapide (deux heures) la

toxicité relative des gaz ou fumées par rapport à de I'air pur (azote + oxygène), exprimée par les

cellules cibles après une heut seulement d'exposition ;
. de comparer entre elles les toxicités mesurées sur divers échantillons, dans diverses conditions

d'expérience (fumées, air pollué, émanations gazeuses. '.).

[æs Ésultats présentés dans ce rapport montrent que :

1) le test répond de façon linéaire jusqu'à un certain seuil, à une exposition à un gaz simple comme

NOz (figure 38) ;
2) les cellules sont sensibles non seulement aux gaz, mais aussi aux poussières de fumées ; celles-ci

ont un potentiel toxique qu'il ne faut pas négliger dans la mise en place du test biologique (figure 44) ;

3) la toxicité globale des fumées n'est pas liéæ à la présence ou à I'augrnentation de la concentration

d'un composant en particulier des fumées d'incinération de déchets, mais plutôt à la combinaison de

plusieurs facteurs de qualité des fumées (figures 4l à zl3) ;

(4) les poussières contenues dans les fumées d'incinération de déchets sont probablement Plus

préoccupantes que les gaz de ces mêmes fumées (figure 44). En effet, les gaz sont contrôlés en

continu, qualitativement et quantitativement, en sortie de cheminée ; ils parviennent dilués au contact

des organismes vivants et présenlent donc une faible agressivité aiguë. Tandis que les poussières

(contrôlées de façon pondérale et non par leur nombre) sont bioaccumulables et concentrent des

substances nocives au contact des cellules vivantes.
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PERSPECTIVES
' Validation du matériel

I-e nouveau système d'échantillonnage des fumées d'incinération nécessite une validation.

.  Essais sur gaz

- Oxygène et dilution des fumées : L'air pur témoin contient 22 %o d'Oz, quand les fumées

d'incinération de déchets en contiennent I à 1 I7o avniveau de la sortie-chaudière, soit jusqu'à 14 7o

au niveau de la sortie-cheminée, soit encore, lorsque les fumées prélevées sont diluées de moitié dans

de I'air pur médical à 22 7o d'O2, environ 18 Vo d'Oz. Il nous faut vérifier qu'un manque de 4 7o

d'oxygène n'influe pas de façon importante sur la toxicité mesurée au niveau des cellules.

- Essais supplémentaires : envisager des essais avec un cancérogène (ex. composé hydrocarboné)

et un métal (ex. mercure).

. Collecte des données sur site

: un relevé instantané (au lieu des

moyennes horaires avec lesquelles nous avons travaillé) permettrait de mieux apprécier d'adéquation

du test biologique comrne complément global des outils de suivi des émissions à I'atmosphère.

: cette étude

approfondirait une éventuelle étude de la cytotoxicité des poussières de fumées.

- Nature des déchets ou produits incinérés : connaître le déchet dont le traitement est à I'origine des

fumées étudiées permettrait de comprendre (d'éviter ?) les pics de cytotoxicité mesurée à l'émission.

Les deux dernières suggestions seraient plus vraisemblablement applicables dans le

cadre d'un travail sur une installation pilote dont on maîtriserait les paramètres.

. Données analytiques
: il est nécessaire d'être assuré

systématiquement des concentrations réelles des gaz amenés au contact des cellules pour définir les

domaines et les échelles de sensibilité du test.

- Sacs de prélèvement pour les fumées : l'échantillonnage des fumées d'incinération de déchets en

sacs inertes de grande capacité permettrait d'amener, au contact des cellules THP-I, différentes

dilutions d'une même fumée, pour ainsi valider la méthode concernant la réponse dose-effet du test

biologique.
. Analyses complémentaires sur les cellules

Employer, outre la technique de révélation au MTT, au moins une autre technique de révélation, dite

teclnique de référerrce, parmi la mesure d'ATP intra-cellulaire et les mesures de

lacticodéshydrogénase (LDH) intra- et extracellulaires (Géry, lW4).

DE NOUVEAUX DOMAINES D'APPLICATION
Il est envisageable d'employer ce test biologique pour l'étude des rejets atmosphériques de différentes

d'usines, des échappements automobiles, ou de la pollution atmosphérique urbaine. L'extension du

test à d'autres domaines d'application que les fumées d'incinération de déchets justifieraient alors

plusieurs adaptations ayant attrait au mode, au débit, à la durée de l'échantillonnage, ou même au type

cellutaire employé conune réactif biologique.
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ANNEXE 1
SCHEMA D'UNE USINE D'INCINERATION DE DECFIETS (INDUSTRIELS) :

SARP-/ND USTP. JES LLMAY (781

(D'après une plaquette de SARP Industries, janvier 1989.)

Poussières

NATURE DES DECHETS TRAITES
Lunité permet d'incinérer des d6dtets sous toutes lormes : vapouts,
liqulCes, soliies, pâleux. non chbrés et chbtés (iusqu'à 7% & drkcre
en moyenne).
Les d6chets'sont d'ori3ine et de nalute tràs diverses. Cilons principa.
loment : solvants et mélarçes ds solvants, déchels huihux, déchets
de peinturo.vernis, ercres. déchets de syrihèsos oçanQues. rebuB
dutilisatbn, etc.

PRINC|PE DU TRAITEME}IT
Le traitement comprend trois phases piæipales :
. irrinôralbn proprement dhe
. réanp{rdbn de ôaleur
. traitement dos lumôes
L'irrin6ntbn æt conduile à une tempôrature mhimum de 9@'
(powant ôtre port6e à 1200') et pendant un temPs de séirur
(>- 2 socondes) tels quo les molécuhs loxiluos so trowent sysl6ma'
ùquomenû brùl6es el dôæmposées.

Le har.rt niveau de tompdrature atloini à la sortie du syslàme dircinô'
ralbn et de poslombustbn p€rmet une téanpôration de la dtaleur
des fumées sous lorme de vapeur harne pressbn (40 baæ). laquelh
peut ôtre rnlisde soit en fôta! soit pur produire de f6le<fri:il6 (l est
abrs ai:utô une so<lbn compronanl un turbo-altemaleur).
e la sohie de la chaudiàre les lum6es quicontionnent entte aulres les
m6taux lourds et les anhydrUes dacides. sont mbes au corlacl de
chaur grhérulento.
Les complexes et sols fourn's par laclbn de la chau sonl succæsi'
vemont séparôs sous lorme de poussiàre dans une banerie de
cycbnes pb de fillres à matæftos.
L-es turnôôs ainsi épurôes pewenl ôtre reietées à latmophàre à une
tempôrature denviron 250'.

AVA}TTAGES DU PFOCEDE
Un tel procédé doit pr6senter deur av?ntag€s : la fiahTt6 dexproilatbn
(compie tenu de t'ihvsstissemont m'rs en ieu), la regodtuibtritÔ des
Èertoimarces de rejets atmosphôrhues aussi bien d1ns le temp que
iuivant la nature doi d6chots introduits dans h tour dont h speare de
quaûté est extrômement latge.

FTl,btttté dbrylol/r,tbn.
Le traitement de podu'lts afant des caradédstiquos physQues et
dr'mhues tràs vaiées a nécessh6 la mbe au poittt de matôdeb spô-
cjlhues au gooédé. Dôsormab les dispositils ulilbds sont teb que lo
cretfrcient dexploitatibn permet datteindre un londionnemont supô:
/rsur à 8000 lVan (>9?/.1.

fuptdudlbllW &t prlætru,tu.s d'ôpuztlon des lutttdr.s.
trs dillôrents critùres régbsant fadito de la ôaux : coræentrâtbn des
prduïs en prôseno. tcmpôraturr. lcmps de Cirur. lormes st con-
ceplbn du rÔadeur mt 6gelement tail rotriet de m'ses au poinl
mhuietrses. C'est purçcli pour des dôchets dont la loneur en Cl2
perll vzier de O à 7'h,æle en S de 0 à 4%, ce!,e en t'12 de 0 à? /. à
tentrôo du lour on obtient de laçon oonstanle les por{omaæos
anrærp6es ciaprès

CAPACITE LT.ÛTAIRE
Le pæ6dô cst conthu f3 postes do trarail , 24 hewos / 24).
S'agissant dirrinératbn, c'ed la puissarrce thermQue qui d6termhe
la capæit6.
Une unlô type est bas6e sur un four de 15 000 ttvh.
Cæi 6tan! le d6bll de dédrets traitôs vaie en bnclbn du potrcit
cabrfque des d6dtets. Pour un PCI moyen de 3000 lGal / Kg teg&
senlatil des dôclrets adue[ement ællocl6s la capacit6 en tonnes de
produits trailôs est do :5 Tô. soit. complo lenu du cætfrcient derpbL
.tdbq erwiron 4O 000 T/an

PEBFORMANCES
D6chols so[dos (mâôeter. cetÉres. poussiàres) : hortes et admb
en dédrarye (apès lraitement cnplémentaLe dlnsohrhlbatbn sin&
cessaire).
Elllwnts amoçhôripos pour un d6chet tnoyen à lcntrôe du lour
æfllenanl :
M, -7lo pUr,, S - 4% poUs. N, - ?!. crirjs
Les ellluents tesp€ctont les rpmels suivantos :
poussièrcs : < l0O mg / Nml )
èh fo re  :  < l@mg/Nmt  )  àTLon .æ2
m6tanr buds : <Sfiq|Nmt )



AN N€.XES

ANNEXE 2

DONNEES BIBLIOGRAPHIQI.]ES

A. ARRETE DU 25 JATWIER ]99]

relatif aux lnstallations d'lncinération de Résidus Urbains.
ni*ài Officiel de la République Française du I mars 1991.

Lc ministre détègué à I'cnvironnement ct à la prévcntion

d;H'q*iti..finoËgiques et naturcls majeurs'

Vu lcs dircctivcs europécnn-cs no 89'369 - C.'E'E' ct

no Ee_42e c.E.E. ii' à'-j"-ii; 2ï juil l98e relativcs à la

ïre"lniion oi t" lôttution atmosphérique en Provenance
àcs installations tttJ;;ii;;' tt--iiÉ"ntti d'inciriération de

déchcts municiPaux ;

vu la loi no 76-663 du 19 juillct 1976 rclativc à la législa'

tion dcs instattatiËii ;Ë;lJ; Fur 1a protection de I'envi-

ib*t*nt, ct notamment son article 7 ;

Vu le décret rLo 77'1133 du 2l septem.br" \?T- pris pour

uppri..iiJn-à. i. t;i ;; 76-6Oia" 19 iuittet 1976 susvisée :

Vu l'avis dcs organisations professionnelles'- dcs associa-

tions représenta,ii?i"âli'Ïiut' J àtJ collcciivités locales

concernées;
V u l , a v i s d u C o n s e i l s u p é r i c u r d c s i n s t a l l a t i o n s c l a s s ê e s

cn date du 26 oclobre 1990,

Arrête :

Artlcle l't

Les dispositions applicables au titre de la. protection de

l,cnvironncment "uitiniiiù;iio;; 
à'incinératio-n de résidus

urbains sont défini. i OÀnt I 'anncxe au présent arrêté'

Artlcle 2

La circulairc ct I'instruction technique du. 6 jui.Î. 1972 et

l,arrèté du 9 juin'lô.gï-i"i. i i f aux initallations.d'incinéra-

iilïïi iciiaui urbains sont abrogês'

Artlcle 3

L e d i r c c t e u r d c l , c a u e t d e l a p r é v c n t i o r r . d e . s p o l l u . t i o n s e t
a.I-riîïuï;i l;, iiirJir-i"n,.-éharcés de I'clêcution du

orèsent arrêté, quitittl'-puuïie av-Jo"nol fficicl de la

hépubliquc française

Fait à Paris, lc 25 janvicr l99l'
BRICE LALONDE

A N  N  E X E

LES INSTALLATIONS D'IN CINÉ,RATION
DE RÉSIDUS URBAINS

fu1içls tor

Domllnc d'ePPllcrtlon

Les prêscntcs règlcs s'appliqucnt aux installations

"ci.,i"i' 
irrî'iiiil"i,itu"ihi ritevant dc la rubriqu c

;; i; ;;;ènctatut.- ais install ations cl assôcs'

d'inci-
3228 4

A cc titre, ellcs s'appliqucnt À I'inci*?lt:t1..*t ""t"ly:::,"â,"i'#::'àJ,"ii'n?i"Ë-;;"'*.^,q:i:g,îiii, jj"f.1
ii;Ë""['i;"";fi ;'."J".àinîgîiîi:i-,1.]i,'l:il:'::',:n."di,:'icifilrt'";; 

;il;i"tJ pro-vcnant d'établissemcnts sanr-
taires et assimilés.

L'incinération des .dêchcs "9nhF11-*'-^,1Y'9f i"Jiit'".iii-':lilil;.0.:l'.,?,'"'*:ï*H"lr1
iii;"'âiï'irii", îiu"ins, sers . aurorisée dans lcs
nrlrnrrc nar l'errêtC minlstCriel du 23 aott 1989'préwes Par I'arrêté mi

Eens de la
d'incinéra'
conditions

Article 2

Iæ dêbit volumétriquc dcs gaz résiduaires cgt' cxprimé cn

rff;;î;Fï;i;-'9Pq;+ê.' à dcs conditions nortrr8'

lisécs de tempér"Ëlîii7i {nilt) ii-oJ pttssi.ol-(l0tJ

kilopascals) après îià'tfi6tîi it-i"pcur d''eau (gaz sccs)'

sec).

Article 3

Ceprcltê de I'lnstrllrtlon

Lacapac i ténomina ledc l ' ins ta ] la t iond ' inc inéra t iones t
la somme ar, 

""piËiiei-o{".inération 
des fours qui compo-

scnt l'instatt"tiontiJiË q* âicr"rées. par.le t9lLtÏtd"ut tt

l'cxploitant, comptc tenu e.n p"ttituiiJt du'pouvoir--caf91-

i-;"ri'. 
"â;'îe.Ïiii,-.iptitit'en quantitê de déchets tnct-

nérés par heurc.

TITRE I"

. INSTALLATIONS NOUVELLES

Articlc 4

Domrlne d'rPPllcrtlon

I'aPPliquent à to-utcs installa'
tions cïistantes faisant I'objct
cur capacitê de traitcmcnt ou
rr rcnoivcllemcnt dcs fours ct

r dc la datc dc Psrutlon 8u

Articlc 5

Lanêtépréfccorald,autor isat ionprêcisclcscaractÉr is.
tiqucs tellcs quc :

- I'emPhccment (emPrisc) :
- puissancc thcrmique maximalc cn kilowatts ;

capaci tés maximales dc t ra i tement horairc ct

annuclle ;
- capacités de stockage dcs déchcts'
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Articlc 6

Implutrtlon

L'installation est conçue de manière À s'intégrer au site.
t _ prtr en place de servitudes permettm de préserver
l'éloign-ement vis-À-vis des habitations qui sera ju!é indis-
pensablc.

L'étude d'impact, définie à I'article 3 (lo1 du décret du
2l septembre 1977, doit préciser notsmment la nature ct
Ioriginc des.déchets incinérés, les flux de polluants et justi-
f,rer leur mode de traitement.

L'arrêté préfecrorat i"diltï 1. rirt, par nature er par
origine des déchets autorisés.

L'exploitant vérifie que les déchets réceptionnés sont
conforures à ceux autorisés.

Article 8

Déchrrgcmcnt dæ rérldsr urbrlu
I-cs résidus urbains à traiter doivent être déchargés dès

lcur arrivée À I'usine iur une airc étanchc ou dene une
fogre étnnche permettant la collecte des eaux d'égouttage.

moyen d'un dispositif qui isole le camion de I'extérieur
pendant le déchargement ou par tout autre moyen condui-
sant à un résultat analogue.

L'arrêté préfectoral peut autoriser dautres dispositifs s'il
est démontré qu'ils sont aussi eflicaces.

Article 9

Condltlonr d'lnclnérrtlon

Iæs conditions d'incinération cn tennes de température,
de temps de séjour et dc taux d'oxygène doivlnt être
conçues dc manière à garantir I'incinération des déchets et
I'oxydation des gaz de combustion.

Les gaz provenant de la combustion des déchets doivent

.Iæ tcmps .de séjour dewa être vérifié lors des essais de
Blte cn scrvrce.

l*g gauz de combustion ne dewont pæ contenir cn
Eoyenne ho?ire plus de 100 mglNm' de monoxyde de
carbone et 90 p. 100 de toutes lés mesures effectuêes sur
u^ne période de vingt-quatre heures, plus de 150 mglNmr.
Ccr moyenncs sont cslculées en tenant conpte uniquement
der. heures dc fonstionnement effestif de I'installition, y
compris lcs phases de démarrage ct d'extinction des fouri.

Toute installation nouvelle d'incinération de dêchets
urbains oera équipée de br{lleurs d'appoint. Ces brtlcurs
doivcnt entrer en fonction . automatiquement dès que la
température des gtz de combustion deicend cn dessôus dc
t50 oC.

Iær brtleun d'appoint ront aussi utilisés dsns les phascs
de démarage ct d'extinction afin d'assurcr en pcrnÀnencc
le température minimale susmentionnée pendant ces opéra-
tions et tant que des déchets sont dans la chambre dc com-
bustion.

Les programmes d'utilisation ct les conditions de fonc-
tionnement pour les phases de démarragc et d'extinction
doivent être précisés dans I'arrêté d'autoriiation.

Article l0

Condltlonr d'évrcurtlon dcr gez
dc conburtlon vcrr I'etmorphèrc

lç - Camctéristiques des cheminées

La forme des conduits de fumée, notemmcnt dans leur
partie la plus proche du débouché À I'atmosphère, esr
conçue de façon à favoriser au marimum I'ascension des

susc€ptibles de gêner la dispersion des gaz de combustion.
Elle est définie aux points 10.3 et 10.4.

10.3. On calc'ule d'abord la quantité s - k q/C^ pour
chacun des polluants suivants :

- oxydes de soufre, exprimês en équivalent SOr ;
- poussières,

o ù :
- k est un coelTicient qui vaut 340 pour les oxydes de

soufre et 680 pour les poussières ;
- q est le débit théorique instantané maximal du pol-

luant considéré êmis à la cheminée en marche maxi-
male continuc, exprimé en kilogrammes per heure ;

- C' est la concentration maximale du polluant consi-
déré admissible au niveau du sol du fait de I'installa-
tion, exprimée en milligrammes par mètre cube
normal ;

- CE est déterminé de la façon zuivante : Ca est égal à
C. - Co où Co cst la moyenne annuellc de la conccn-
tration mesurée au lieu considéré et Cr une valeur de
référence, fixée à 0,15 pour les oxydes de soufrc, et
0,15 pour les poussières.

En I'absence de mesures de la pollution, C6 peut être
pris forfaitairement de la manière suivante :

OXYDES
dr roufrr PoussrÊREs

Zonc pcu polluôc....,....
Zonc moycnncmcnt urbanitôc ou

moycnncmcnt Indurtnlltôc..............
Zonc tràr urbrnicôc ou.tràr induttrr.

f irôc......................................:................

0,01

0,0{

0,07

0,01

0,04

0.08

On déterminera ensuite S qui est égal à la plus grande
des trois valcurs suivantes :

- valcur s calculée pour les oxydes de soufre :
- valeur s calculée pour les pouseièrcs ;
- valeur s -7 000 q coffespondant à l'acide chlorhy-

drique, lorsque la teneur en chlore du combustiblc le
justifie.
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10.4. Lr hauteur de la cheminéc-doit être supéricure ou
Cgiii à la valeur ho calanlêe par la formule :

hp  -  S tn  (RAT) ' t l t

otl :

I'air ambiant.

téquivr tcocc-kct lc.H

Iæs valeurs de a T et de R sont Priscs dans les condi-
tions correspondant aur rejets polluants maf,lmaux en

marche normale.

10.5. si une installation est équipée de- plusieurs che'

minlJi ôu i'it riiiir a"* son voisiàagc. d'autres.rcjets.dc

"ôiiirâns 
a I'amôiphtrr, le calcul de tâ hauteur de la che'

"ff;;;ilolii. 

tTot"dtment les paramètrcs q et R) est

effectué comme suit :

- on dél-rnit ainsi la dépendance dc dcux cheminécs i ct
j :
-so ien tgre tq l lesdéb i ts .dcpo l luantsdesd.cuxchc-

ili"âit, n .ilry leurs débits-de gaz dc combustion ;

- on calcule la valeur he, délÏnic au point lO'4-Poul
th"ou. ctreminei : soi['hr la valeur- hp calculêe à

;;-i; d.-ôr Jt pu, et h1 celle calculée à partir de q; et
Rr ;

- on considère que les deux cheminées -i et i
àipJnàÀnttt si' les trois conditions suivantes
sirirultanément remPlies :
- la distancc cntre lcs deux axes dcs deux cheminêes

Jst inférieure à la sommc hl * h1 + 6 ;
- hr cst inféricur au double de h1 ;
- h1 cst inférieur au doublc de hl I

- s o i c n t q e t r l e s d é b i t s d e p o l l u a n t s e t d e g a z d e - c o m .
il;ti"ii àe la cheminéc cônsidérée, 91, &, 9',- R', 91,tî;tilrii ài li tnininéc cônsidérée, qr, $' 9',. R', 91,
D ^o^ l-o âlhitc .rrÉêsnôndnnts des ChCmtnèCS VOI'i;;;;:, tJt âcuitt conesPondants des chcminécs
.iî.i aÉo.ndantes de la chcminée considérée ;sincs dépendantes de la

- la hautcur de la cheminée considérée doit êtrc sPPq'-';;;;.'r, 
éqnlê À le velcur h". définie au point 10.4';;;;;r ctÀtc À.la valeur bp, définic.au- Potll I

sont
sont

Lalculéc f partir dc I * 9' * qr i qr, Gtc.' ct
R * R' + R'. + Ro, etc'

10.6. S'il y a dans le voisinage.des obstacles nsturels ou

artiircieli dé natwe À perturbir la dispcrsion^dcs gaz de

;;;Ë;il"* f"-tt"utrur-dC la chemineë doit être corrigée
commc suit :

- on calculc la valcur he dêfinic au point 10.4 en tcnant
ôtptt dcs sutres -tejets lorsqu'il y en q comme
indiqué au Point 10.5 ;

- on considère comme obstacler - lcs. structurcs' .y
èômpris les-immluUtes abritant dcs installations de
Ii'm[irhiôn ri notarrent c€lui abritant I'igstallation
iiuàiC., t*piiti.ttt iimultanCmcnt les conditions sui'
Yantes:
- e l l c s s o n t s i t u é c s à u n e d i s t a n c e h o r i z o n t a l e

rJip;mce 
-cn 

miiics) inférieure à l0 hP + 30 de
i'aic de la cbcminée congidérée ;

- elles ont unc largeur oupêrieure à 2 mètrcs ;
- c l l e s s o n t w e g d c l a c h e m i n é c c o n s i d é r é c s o u s u n

i-nift- supCriJur- n 15 dcgrés dans le plan hori'
zontal :

-so i tHnlaplusgrande.dcsvalcursHl-ca lor lêespour
rcr; i;5 poi'oti-aE-iàuJ trs obstscles définis ci-dessus ;

- la hautiur dc la cbcminéc -doit -êrre supérieure ou
c-g.i;îË-prui grande dcs valeurs Ht et ho'

B -'i!Y':::ih^"0î##::liques

10.7. Afin dc permenrc la détegination dc la co-99!i'

ti# i;;Ëtt"f #';fô"qi ti.t J, . H.ç1, méta-ux I ourds' c o 
"

,t-..t îi oï àtuii d;-sa iljetas'à. I'atmosphèrc,. uge platc-
F;-#t'i;;ffi;; r']-';t* Éplantég sur lrcheminée ou rur
iJ ôiaït l-";""tî; rinstattÀtion dc traitenent dcs gaz

Ht-s /4(br+3) ( t  #J

valente.
La norme NF X44052 décrit not8mment les- dispositions

à Ëtfr; poui-t" ttture du débit de gaz Êt de la conccn-

tration en Poussièrcs.
Lcs autres appareils de mesure devant être mis cn -placc

po-ui-r"tiiï"it.'iui *ttit contrôles préws dans I'arrêtê, ct

notammenr aux JJnliOt.t en côntinu, . dcvront être

Nota. - Si unc même chcminéc reçoit ler t8z. Provcnrnt dc plu-

sicun unitês d'incinéretion (fourr), -unc^rcctioi di mcrurc conforoc
lî*-'ir]iË"ptiil d, i;ï;d;-N'ËX44052 sera aménesée pcr unité,
dc manièrc I pcrmltiie'iî t**tt iêparéc dcs clllucnts dc chrque
unitê d'incinération.

Article I I

Norucr d'émlrslon

Valeur d'émission en mglNm' rapportéc.8.ux conditions

ACnnics-al'ilËi,; r-o-f*-etion ae n capacitê nominale de

I'installation d'incinération.

Lcs caractéristiqucs dc ccttc platc'formc P:tt^-tn:1t*I Jgù  lC l  Cv lYr  r t r 'YEv '

trtpt"tJi iet norôcs. 9n^, -"iqlcTrl- t9ff:ttr-to-.f.,,fl
;Ë-j; i; 

"ddériitiqué 
{:t scctions dc E''uîe :

ilpÉ;;'-'iitrtôilJiîitîti-àIl;écoulcmcot"-sg:lt)'équi'emplaccment
lI#;î6iià'ti. 

-* 
Ë at o c gasc mcnt (pl atc' fo rm c)'

lnf.
t t/h

D r t V h r
molnr 3 Vh

3 r/h
ri plur

Vitcuc Ycrtictlc dcr gar dc
combuttion cn ronic dc chr'
minô0...........

Pouuiôru totrlcr.'........
Acidr chÉrhydriqur (HC|1.............
Comporôt orgrniqucr crPdmÔr

en crôonc t0t11.............
Môuur lourdr: Pb + Cr + Cu

* Mn.........'..

> 8m/r
200
M

æ

> Em/r
rm
r00

20

6

> l2mlt
30
60

n

6
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Inf.
I r/fi

D r t U h l
molnr 3 Uh

t t/h
rt plur

lrll +
c d + H g

grt url-,
(pr r t lcuh l rcr  c t

Addr lluorfrtdriqur (HFf ...............
Athydddo tulfu nur lsO'l ............

t

02
I

3m

t

02
2

3qt

Article 12
Læs périodes de pannes ou d'arrêts der dispositifs d'épu-

rrtion pendent lcsquelles ler tencurs cn substances dépas-
rent les vsleun fixécr À I'article I I dernront être inférieures
ù huit heures conséqrtiv$ et leur durée cumulée sur une
rnnée derrra êtrc inférieure à quatrc-yingt.seize hcures. Pen.
dant les périodes visécs ci-dessus, la tcneur en poussières
des rejets ne doit en ausun car dépasser 600 mglNm' et
toutes les autrcs conditions, notamment etr natière de com.
bustion, doivcnt être respectées.

Article 13

Autmrrclllrlcr

l. Comburtion.

La teqpérature_dct gaa daql la zone où sont respectées
lcs conditions déIinies à I'article 9, est mesurée et enregis-
trée en continu.

A la miso cn cewicc, une canprgne de mesure complètc
doit être effcctuée et cn partiarlier le tcmp de séjour-à la
température de E50 oC doit faire I'objet d'une vérification
danr les conditions d'exploitations les plus dêfavorables
envisagées.

Iæ dépouillemcnt de I'enregistrcnent de ccs contrôles est
edrescé mensuellemcnt à I'inspecteur des instellations
classées.

2. Gaz rejetés.

Lcr mecurcs viséer ci-dessous ront raDDortécc aux condi-
tions définies à I'aniclc 2. Si la connaiiiancc dc la reneur
en vapcur d'eau r'avère néccsrairr pour satisfaire aux dis-
poritionr de I'dinéa précédenÇ alon elle scra Ecsurée et
enrcgistrêe en continu. Iæc méthodes utilisées seront
conformes aux normes françaisÊs en vigueur.

a/ Installations do capacitê nominale égalc ou supérieure
ù l  t / h :

Lcs teneun cn poussières totales, en monoxyde de car-
bone, cn oxygène et en acide chlorhydrique sont mcsurées
et enrcgirtrées cn continu.

â/ Installations de capacité nominale inférieure à I t/h :
[æs concentrations en pouruièrcr totrtes, en acide chlory-

drique, cn monoxyde de cerbone, en oxygène et en com-
porés organiques (cxprimés en caôone total) sont mesurées
su mohr une fois par en.

3. Danr lc cas de la surveillancc cn continu des pous-
rièræ ct de I'ecide chlorhydrique telle que prénrê ci.
dccrur :

a/ Auorne moyenne mobile sur scpt joun des valeurs de
concentration mesurées pour ces cubstances nc doit
dêparser la valeur timite co-rrespondante ;

ô/ Aucune Eoyenne jouraelière des valeurs dc conccntra.
tion- nesuqé-cs pour ccs substance! nc doit dépasser de plus
de 30 p. 100 la valeur limitc coræpondante.

Pour calculer lcr valcurs moycnncs mcntionnées ci-
dellul, grr ne tieut compte que des périodcs de fonstionne-
ment effcctif . dc I'instsllation, y compris .les phases de
démarragc et d'cxtinction des fours.

'4. Daus le ces où ne sont crigécs que des mcsuree dis-
continues, les valeurs limites d'êmissibn lont considérêcs
comnc rÊlpectéc! si'les rfuuttats de chasune des sêries de
Eesures, défrnies et déterminéer relon les normes françaires
en vigueur, ne dépa.uent pu la vdeur lirnite d'émission.

5. L'arrêté d'autorisation prêcirera explicitcurcnt la pério-
dicité dec contrôler préws ci-deuur et les modalités 

-dc 
le

tnrnsmicsion dc leurs résultrts à I'irupection dcs instclla-
tions clarséÊc.

Article 14

Rélldur rolldcl dc I'lrchéntlon

Définition :

L'incinération des ordures nénagères peut créer trois
tlpcs de rêsidus :

- les mâchefers, scories récupérées en fin de combus-
tion ;

- les cendres volantes, fines, entrcîn&s par les gaz de
combustion, qui lont captées par le système de
dépoussiérage ;

- les récidus de lc déchloruration qui peuvent Ee
retrouver mélangés avec ler ccndres voltntes, ri un
dépoussiérage préalable ne précède par lc aystème de
déchloruntion.

Nota, - Ler rbidur d'épurrtion der funécr comprtnncnt cn perti.
olier lg ccnùu volentæ et ler rtridur dc h dêôloruntion.

Stockage :

Lce réeidus d'épurrtion des fumées et lcs mâchcfcrs doi-
vent être stockés céparément et déposês our une aire ou
dsns un réceptaclc étanche perncttent la collecte dc I'eau
d'égouttage et dc I'eau dc lavage par la pluic.

Iæ stock de résidus d'épuration préscnt avant évacuation
sera protégê de la pluie ct dca envols.

Transport:

Iæ transport dcs résidus de I'incinêration entrc le lieu dc
production et I'unité de prétraitement ou le centre d'cn-
fouisgement tcchnique doit se faire de manière À éviter tout
envol de matériau, notamment drns le cas de déchets pul-
vérulents.

Elimination :

La tcneur maximale en imbrtlés dans les mâchefers
mesurée sur les produits sccs nc doit pas dépasser 5 p. 100.

I-es résidus d'épuration et les mâchcfcrs sont séparés et
éliminés conformé:ment aux dispositions ci-dessous.'

l. Mâchefen :

a) lls pcuvent feirc dans ccrtains cas I'objet d'une valori-
ration, notrmnent en tnvaur publics à condition d'ob-
scwcr des précrutions visant à protêger les nappes ct points
dc captage des crux.

Ile ne devront pas être utilisês cn zone inondable, ni à
moins de 30 mètres d'un coun d'cau. Ils ne serviront pas
pour rcmbhyer des tranchécs (risque de corrosion et d'elfet
de pile. s'il y a des canalisations).

Ccttc valorisation est conditionnée par une bonne
connaissance des caractéristiquer der mtchefers produits ct
p8r une vérification périodique de celles-ci (composition,
imbrûlés, lixivirtion...).

ô/ Sinon ils doivent'êtrc éliminés dans des installations
autorisées'au titre de la loi du 19 juillet 1976,

Ils peuvent être stockés sur le site de I'usine d'incinéra-
tion, à condition qu'il présente de bonnes garanties d'étan-
chéitê et se trouve en dchors des zones inondables. Iæ site
devra faire I'objet d'une autorisation au titre dc la
rubriquc no 322-8.2 de la nomenclaturc. La dépôt doit pré-
scnter de bonncs garantics de stsbilité mêcanique.

Nota. - [ær zoner inondrbler conridéréer ront définier drnr ler
doqrmentr d'urbanirme telr quc lot plenr d'crporitioa rux ùqucr
d'inondrtion (P.E RI.) ou lec pleru d'occtpetion der rolr (P.O.S.) ou
par référcncc aux rclevér dc plur hruter clux connue!.
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2. Rêsidus de l'épuration dæ fumécs :

Ilc nc peuront êtrc.edmis quc danc lcs rculcs inrtalla-
tions ôui y sont explicitcment iutorirécs par anêté préfec'
iorat phs iu titre dé le loi du 19 juillet 1976-

En tout état de caurc, lcc r&idus de l'épuration dcs
fumCcs. même prêtraités, ne dewont en aucun cas êtrc
mélangh avcc déc résidue urbainr.

ces décheB de la dépotlution peuvent être, relon lcur
composition:

classe I ;
c,l hénraitês avant d'êtrc admis en décharge contrôlée de

accitre6-industriels ou de résidus urbainr, sclon la qualité
du traitement.

pour oouvoir êtrc admis cn déchargc dc résidqs urbainr,
fcs OCcÉeB prétraités dewont aatisfiirc 8Px .dilpgritionr
æ*;a pai 16 arrêtés _préfectonux d'autorisation dædites'alcniigri 

et en partiantier ctockés danr des alvéolcc opéci-
fiques.

. Dcns tous les css d'élimination cD oentrc d'enfouiscenent
techoique, un drainage dcr lixiviau corrcspondants tetl
;a;f"C-e" fur ct à âcsurc de l'avsncemcnt dc I'alvéole
lii" 

- 
risc sn plac: une couverturc étanche deg dêchcts

déposés.
Y Autosuneillancc :

L'arrêté d'autorisation précisera explicitcment !l.perioai-
cité des contrôles préws ci'dcssus ct lcs modalltès de ta
tr""t-iirion Ae terin résultsts À I'inspection des instella'
tions classées.

Chaque trimestre et dans -la -quinzainc dc joun -gu.i lc
,uit" i.Ëxploitant t'"nsmcttra à I'iispecteur dc-s installations
li"siC.J i,rJ bordereaux donnant, pdr nature de déchets, lcg
il;tiriJ;roduites et êliminées,- lès coordonnées dc's trans-

fortcurs ci lcs lieux d'élimination choisis.

Article 15

Prévcutlon dcl pollutlonr dcr crur

Lcs divcrscs esur résiduaires (efllucnts du laveur évcn'
tua,l"nx de ruissellemcnt souilldes, fractions aqucuses dcs
déclrets) sont collcctéer puis traitées.

ouclles que soient.leg dicpocitiong retcnue! par I'indur-
trie-i pour tê traitemcnt.des eaux rêridugirct' lec co-nccntrs'
iiô;- iimit"s avagt rejct danr le milieu naturel lcront
conformco aur prescriptionr ruivantcc :

- pH comprir cntre 5,5 ct 8,5 ;
- hydrocarburer < 5 mgllitre (norme NFT 90.203) ;
- DCO
- MES < 30 mgllitrc ;

m é t a u x  l o u r d r  t o t a u x
Ct'; I o,l mg/|, Cd < 0,2 mg/|, Pb < | mgA,
Hg < 0,05 mg./l;

- phénols ( 0,5 mg/l;

- CN libre ( 0,1 ûE/l i
- Al ( 0,5 ûg/l i
- fluorure < 15 mEA.

usrêté prÉfectoral d'autorirati.o4 prÉcirera égelcocnt la
ronoott:tiôn in âtrtor.tteq le dêbit'd-cs rÊjcu -qn m'ljogr
;-;%;ù, cil.s nru udites dec dilfércnu poll'an6 Pré'
cités.

Articlc 16

Article l7

Articlc lE

- sruit
L'instsllgtion sera construite, éqqipêc- ct .cplgitf do

facon--queiôo foo.tionnemcnt ie piris-sc être à I'ori.gi-ne dc
tiri6 ËCi.* oo aJ 

"iUrations 
m€caniques susccptibl6 de

ôrôrorrttte la gantC ou la résurité ôu voisinagc ou de
constitucr unc gêne Pour sa tranquillitê.

L'émercencc est définie commc étant la dilïêrcncc cnEc
fcr nivJÀii de bruit mesurés lorsque I'installation ert en
fonctionnencnt ct lonqu'clle cst à I'arrêL

lr mecurc du nivcau dc bruit incluant lc bnrit particulier
OcÏo-statiÀtion dcvra être effcctuéc gur une du-réc -représcn-
tsti";an a;nctionnemcnt le plus bruyant de cclle'ci'

[.cs nivceux de bruit rcront appréciés par lc nivcau de
prcsoion continu équivalent L.q.

L'émerrcncc due gux brui6 générés Par l'inttallation
dcvra resier inféricure à le vslcur fixée ci'dessus :

- cn rour points de I'intéricur dcs locaux riverainr
UiUitCs pâr dcr ticn, que les fcnC6er coient ouvertct
ou fermêce ;

- le cas échéant, cD tous pointr dcs parties extêricurer
(cour, jardin, teratse' etc.) de ccs m0mes locsur'

Articlc 19

Mclnra rlc récnrlté

L'exploitant précirc ler dirpocitionc qu'il prévoit cn car
de pnnïs élcctrique (anet recoun).
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Article 20

hddcnt

En car d'incident danc le fonctionnement de I'inrtallation
ou de dépa^rsenent des vs,leurs limiter fixéer dans le pré.
3ont amtté, I'cxploitant dcvra en inforuer I'inrpecteur des
iarallationr claméa dans lcs plur brefr déleir.

Article 2l

Déarltèlcncnt

lâ démentèlcment fcra I'objet de prcrcripions spéci-
fiqucr portant notamment sur l'évsqration des matières
rouillées.

L'cxploitant dcvra ttnettre le cite de I'instsllation dans
un éta! tcl qu'il ne e'y manifectc aucun des dangen ou
inconvénientc mentionnés à I'article lrr de la loi du
19 juillet 1976 (art 34 du décrct du 2l rcptcmbre 1977).

TITRE II

INSIALL/UIONS EXISTAFITES

Article 22

Donrho d'rppllcrdon

tær règfcr du prércat titrc r'appliquent À toutct installa-
tioar dont le prrmièrc autoriration a été détivrée evant la
date de panrtion at Jounal olficfcl du prérent arrêté.

Iær prercriptions des arêtér préfcctoreux d'autorisation
déliyrér svûrt la date dc panrtion sv Jourlal olficlcl du pré-
rent arrêté reront complétée! par læ dirporitions fixées ci-
dcrcour.

A. - Installations dc capacilé nominale
supérianre ou égale à 6 tonnet dc déchets pr hanre

Article 23

A compter du llr déccmbrc 1992, les dispositions de I'ar-
ticle 14 ront applicables.

A conptcr du læ déccmbre 1996 les dirporitionr du
titre Ic, à I'exception de I'articlc lGÀ ront applicables. LGs
preqcriptiong frxfet à I'article 9 sont complétéa par les dis-
PO$UOD! tUrVsntCE :

( En cs! de difliqrltés tcchniqucr, lc temps de réjour de
deur reconder doit r'eppliqucr eu plur tard à comptcr du
EoEGnt où il cct procédé au rcnouvèllement dcs fours. >r

B. - Installations tlc capacitë nominale
t4fértanre à 6 tonncs dc déchcts par hanre

Article 24

Ecbéuclcr

Iær inrtallatons d'incinération exirtantca de capacité
nominale infêricure à 6 tonnes de déchets par heure
dcvront rËspcctcr:

- à conptcr du la déccmbre 1992, lec disporitions dc
I'articlc 14:

- ù conptcr du lr dêccmbrc 1995, ler disporitionr der
anicles 25, 26, 27, 28 et 29 :

- à comptcr du la déccmbre 2000, lec dirpositions du
titre I-, rauf en cè qui conocrne les conditionr
imporées À I'etticle l0-A ct À I'aniclc 9 qui sont rem-
placéer par celler de l'anicle 25.

Article 25

Coldltlonr d'lnchéntlon

l*t jaz provcDaDt dc le comburtion des déchetr dewont

Pour læ inrtallationr de capacité inférieure à 6 t/ll nai.l
égale ou rupérieurc à | Vh, les gaz de combuction nc
derrront pas contcnir plus de 100 mglNmr de monoxyde de
carbone ctr Eoyenne horaire.

Pour les inrtallations de capacité infêrieure à I t/b, ler
g!{ de --comburtion ne dcvront p8E contenir pfur de
100 mglNm' de monoxyde de carbonc cn moyennc journr.
lièrc.

Ces moyennes Jont celsulêes cn tcnsnt compte uniquc.
Eent der heurps de fonetionncment effcstif de I'inrtdluioq
y compris les phaser de dêraarrage et d'extinction
dcs foun.

Article 26

Norua d'énhrlon

Pour lcs inrtallations dc capacitê nomincle inférieurc
à 6 tonnes de déchets par heure, meir égale ou rupérieurc à
I tonne par heure, la conccntration en pourièrrs à l'émir.
sion egt inférieure à 100 mg/Nm'.

Pour leg instsllations dc capacité inférieure à I t/h" la
concentrstion cn poursières à l'émiscion Glt inférieure ù
600 mglNmr.

Article 27

Les périodec de psnner ou d'arrêtr des dirporitifr d'épu-
ration pcndant leequelles lcs teneun en pouarièrcr et en
acidc chlorhydrique déparsent les veleun limiter fixêer
dang lec arrêtés préfectoraux dewont êtrc inférieurcs ù
ceize hcures conréeutivcs et leur durêe cumulêe rur unc
année devra être inférieurc à deux ccnts heurpr.

La teneur en poussièrcs dcs rejets pendant lcs pêriodes
mentionnées au prcmier alinéa ne doit cn aucun css
dêpasser 600 mg/Nm' et tout6 les autres conditions, '
notamment en matièrc de combustion, doivent êtrc rcs-
pectées.

Articlc 28

Autonrncllhncc

l. Combustion :
[.a température des gaz, dans la zone où sont rerpectées

lcs conditions dêf'rnies à I'erticle 25, est mesurée et cnrcgir-
trée en continu.

Iæ dépouillement de I'cnregistrcmcnt de ccs contrôlcs est
adressé mcnsuellemcnt à I'inspccteur des inatallations
classées.

Unc campagne de mesure complètc doit être cffectuéc, et
cn particulier lc temps de séjour À la tcmpératurc de
t50 oC, doit faire I'objct d'unc véril'rcetion dsnr lcr coodi-
tionr d'cxploitation les plus défavorables cnvicagécr.

2. Gaz rejetés :

Iæs mcsurcs visées ci-dcssous sont rapportées aux condi-
tions définies À I'article 2. Si la connaissancc de la teneur
cn yapcur d'eau s'eyère uêccsssirc pour ratirfaire aur dir-
poritionr de I'dinéa précédcnt, alon ellc lera Ecrurée ct
enregictréc en continu. Iær méthodec utilicêer tcront
conformes sux norncs françaiscs cn vigueur:

a/ Pour leg instsllationr de capacitê nominale égalc ou
rupérieure à I tonne/heure ct inférieure à 6 tonner/hcurc.

La conccntration en poursières totalct, cn Eonoxydc de
carbone ct en orygènc icra mesurée et cnregirtréc cn
continu. Der contrôler pondéraux der émiuionr doivent
êbe effcctués au moinc uïe foir par an. Cer contrôlcr doi-
vent déterminer les flux ct les conccntrations de poursièrer,
d'acidc chlorhydrique, dc dioxyde de carbonc ct d'autrer
polluantr ;

ô/ Pour les i$tslletionr de capacité nominalc inférieure
à I tonne/hcure.

La conccntration en pousrièrer totsler, cn Eonoryde dc
crôone et cn oxygènè ert mesurée su moinr uoc foir
P8r 8n.
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3. Danr lc car d'une curveillencc cn continu dcr pous'

sièrcg tclle que Prhrue ci'derrus :

a/ Ausune Boyenle mobile Eur-scDt iours des valeurs de

eonoentrstioo ,rr-rrî'. î"-pd$tfiei ie doit dépasser la

;;;ettfision applicabli À I'installation ;

ô/ Ausune Eoyenne journalièreder valcun de conocntrs'

tion mesuréo cn-poùisièrcs ne doit dépa^r--ser d-e plus de

td;.100ï oorrr-a:E itiion applicable à I'installation.

Pour calculet les valeun moycnnæ mcPtionnéer ci'

O.iiî ol-or ùlo;;rpli q"e aci périoder dc fonctionne-

;Ë;-tÉ;.df ?Ji"iirriùitiîq y &nprir lcr phrser de
AC.rtàgc ct d'extinction des foun'

4. Dsnr lc cer der pouuières totalcr' quend 9:1-t3"-
périodiquer,-oo,'Ëfttît',-iË 

-"{t"i"' 
ae conccntratio'

mesurêcs conroroémént aux notmri d'émisrion applicable

À I'installation.

5. U8ntté d'autoriretion précircra erplicitcEcnt la pério-

AâtC-OËËottOiJI';té',it; e-d*rur ct lec nodslitér de la

traosmission dc Éir#';ËftË;-l- t'inspeccnt dec i$tslla-

tions clasrécs.

Article 29

En c8! de déparcmeot dæ..valcun linitcr fixécr ci'

dslus, I' expl o itaslicT Ë6't-. f inr-pectcur dcr inrtallationr

irËtcig a.tii ler meillcun dêlair'
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Lc ninistre de I'environnemenl

à

Messiann les préfets.

J'ai I 'honneur de vous adresser ci-jointe une instruction
relative à I ' incinêration des déchets industriels.

Cette instruction a été approuvée par le conseil supérieur
des installations classées, lors de sa séance du 4 mars 1983.
Ellc réunit I 'ensemble dcs prescriptions d'ordre technique
que je vous demande d'imposer aux installations d'incinéra-
tion ie déchets industriels, qui relèvent de la rubrique
no 167 C dc la nomenclature des installations classées, que
l'activité soit exercée à titre principal (centres spécialisés),
ou à titre annexe (cimenteries, centrales thermigues, unités
d'incinération de plates-formes chimiques, installations
importantes d'incinération d'ordures ménagères).

Les règlcs l-rxées par cette instruction sont immédiate-
:3?::: ':':1.:2.:,):: i 
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la t ions c lassées.  Je vous demande d 'y  ve i l le r  avcc un so in
tout  par t icu l ic r ,  conformément  à  mes d i rect ives du
2 févricr 1982 relat ives à l ' instruct ion des demandes d'auto-
r isat ion d'act ivi tés nouvelles. J'att irc votre attention notam'
ment sur les prescript ions d'éloignement et sur les disposi-
t ions à adopier d'emblée dès la concePtion des ouvrages
pour permeitre un contrôle ultêrieur str ict des rcjcts et
émissions.

Ces règles doivent être progressivement imposées aux
unités exi i tantcs selon un calendrier d'appl icat ion que vous
définirez avec un nécessaire réal ismc technique et écono-
mique, tout en respectant I 'exigence d'un rattraPage rapide
des situations les moins satisfaisantes.

Je vous saurai gré de bien vouloir me faire part des dif f i -
cultés qui pourraient surgir dans I 'appl icat ion de la pré-
sente instruct ion.

Pour le ministre et par dêlégation :
Le directeur de la prévention des pollutions.

T. CHAMBOLLE

L'incinération de résidus urbains et de déchcts industricls
assirnilables, objet de I ' instruction du 6 juin 1972, n'cntre
pas dans le champ d'application de la préscnte circulaire.

l. Implantation :

.L'implantatio.n de I'installation sera conçue. dc manière à
minimiser son impact au plan esthétique ct à contribuer à
prévenir lcs pollutions ct nuisances.

l. l. Installations nouvelles :

L'étude d'impact examinera en détail les cffets prêvi-
sibles de I ' installation sur son environnemcnt et précisera
les points particulièrcmcnt sensiblcs à protéger. Au calcul
de la hauteur de cheminéc devra s'ajouter un examen dcs
conditions de dispersion des gaz tenant comptc des condi-
tions locales.

Un rideau d'arbrcs sera créé de façon à constituer un
écran visuel efficace.

Un éloignement d'au moins 200 mètres de tout immeuble
.t-i i. ' : j i - j. iJ-:-.j :.:-- : ls ::.-r ::.- r. 't 'r. i-T-j.
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candi à l ' intérieur d'un périmètre à dél inir sur la basc des
200 mètres évoqués ci-dessus, si  la nature, la vocation ou le
mode d'occupation des l ieux n'apportent pas les garanties
nécessaires d' isolement à long terme.

L' implantat ion en zone industr icl le pouffa être faci l i tée
sous réserye que I ' instal lat ion ne soit  pas situêe en pourtour
de zone.

1.2 .  Ins ta l la t ions cx is tantes :

L' implantat ion des unités existantes ne pouvant être
renrise en cause, l 'cffort d'aménagement devra être accru.

I l  sera fait  appel à l 'établ issement de servitudes alÏn de
préserver  I ' i so lement  de I ' ins ta l la t ion.

Pour toui projet de modil ' icat ions notables ou d'cxtension
de I ' instal lat ion, la qual i té du site sera un élémcnt impor-
tant d'appréciat ion pour I 'octroi dc l 'autorisation ou sotr
refus.

7. Capacité de traitement :

L' instal lat ion est autorisée pour une puissance thermique
maximale de... . .  kt i l  ( thermies par heure) ct Pour une capa-
citê maximale de traitement journal ière de... . .  tonncs de
déchets. Si I ' instal lat ion est équipéc pour traiter des déchcts
chlorés, le tonnage journal ier de déchets chlorés Pouvant
.être incinérés sera Ryécisé.

3. Stockage :

Tous lcs stockages doivcnt être pourvus de disposit i fs
étanches du rétentiôn des êcoulcments dont la capacité scra
inférieure ou égate à la plus grande des 2 valeurs sui '
vantes :

-  100 p.  100 de la  capac i té  du ptus Sros contenant :
- 50 p. 100 du volume total stocké.

Les cuvcttes dé rétention devront êtrc correctcrnent cntrc'
tenues et dêbarrassées, cn tant quc dc bcsoin, des écoulc-
mcnts et eaux pluviales.

INSTRUCTION

RELATIVE A L'INCINÉNNION
DES DÉCHETS INDUSTRIELS

Ces instal lat ions rclèvent dc la rubriquc 167'C de la
nomenclature des installations classées et, à cc titre, sont
soumises à autorisation prêfectorale.



3.1. Stockages cn réservoirs (fosses ou cuves) d'une capa-

cité dc -..- m' :

'u, dans la mesure où les Pol'
,u'  I ' inertage' sont êgalement

acccptables.
Tout autre procédé évitant la dispersion des vapeurs peut

e"lË.*'t'ii piettnti tn" efhcacité équivalcnte'

Des dispositifs de mesure dc niveau équipcront les cuves

de dêchets l iquides'

Ces prescriptions (3. et. 3'l) s'appliquent aux citernes

*o-ùitt'iejouàant sur le site'

3.2. Stockage en fûts d'une t

La quantité de déchets sto<

traitemint ne Pourra cxcéder--
ii;;;î; ttaitemcnt' Toutes di

["i"" i"i tt séjourne en stock

L'empilement des fûts sera

nrË s"ir Palettisés et en bon.

iout 
-ftt 

âutrcs .cas' La stabi

devra être assuree'

Les dépôt, ,.'ont. conçus ̂d:- l"çon I permettre I'accès

facile aux divers ie'ipitni' ct la liËie ciriulation entre les

piles de fùts (à .i",i',t'i^tl;t*;;;-de quatre palettes de

îûts ou des rang['et'J'înt-iar-gtui de deux palettes parars'

scnt accePtables)' .lés avec
I-es autres contenants mobiles ne seront pas empl

marche normale - '  
_ ._:- a-a ÉÊ€r,ré dans les condit ions I à;;  *ndit iont dc combustion'

[æ volume de gaz êmis scra-t-t-t^*j".^iltÊ tlnl"r. 
., I t. déoouillement de ces

I miné semestr lep l u s d e :  _ -  |

ii*,",'.ffi f,f *-*-lli{iîl,ïfit'iiIfitil'l:.j'jin$}t",1't'*;1'$rs#,;ir'ïi'

terrompuespendant.Ptg::ll.îitt,lil,::*n::.f ïit'lfliit."iterrompues penoanr rçùrl'e"vJ '-- 'i;G 
fixéei à I'article 5

.î-cietn.nt thlore dêpassent les. val
,r-,'anr Êtra d'unc i;té."iti'tituit-e ro htYt::--!1.-lt"l
devront êtrc d'une t i6 heures et leur
devront être-o untr qtrrsE ""-"--il"à être inférieure à
ËitË" tututet sur. une annle^-i  r- ^-e wrrprrrs l 'exoloi-iËôï."'J.Tii.#i.d;p+iù;r^i!'^:"H.:"1:::''o';ii$:"i100 heures. Pn "T 

(rs trsPcJùe"rv"' 
râ d.utgance déFrnie à

i"ti't'îeîrc"chera la procêdure d'ar

I'articlc 14.

cisées à I'article 6'

;:î'';ractéristiques de h'l",Tlll'-1' .*TT:tl"tL".ia'itn.iï"el"ni"';l""iii"i'iiài':g'il*,:î,iï:l':1""fl i:tlili'J'ill"""i,"i:ï;"ïùÈîli{*:,:.ll.x.lJ"liilJ;
lii:' iiÀiiii.ff iiij,i,ÎI :1r:* après êpuration
. , 's t r  r , r 'erveG 

l t t i l t  de I ' insta l lat ion '
lors du fonctionncment oe I lnstarrôr'"';;i;riî. 

*.minéc doit.êtrc détinie en fonction des

teneurs en poussrË;'-;;-en élêment chlore qui sont pre'

Pour
valeur
l3 août

ce qui concerne
H |  

'se lon 
les

r971 .

les poussières' on calculera une

açoliiioïi aC la ei1çglaire dI

Pour la dispersion de l 'êlèmcnt chlore' on calculera :

H 2 - 7000 s

R ô T

o ù :

A T est la différencc, exprimét--:n,:C' entre la température

des gaz oe tôàUulrion-au débÀuchê de la cheminée

et la tempé;ïi;ï;'i;"iiâtuiant (a r z '50 
oC) ;

R est le débit dt' ;;;r-txnrimf.91.mètres cubes/heure' cal'

culé à la température ttr t t t tut-â'éject ion des gaz de

combustion :
a est le débit maximal d'êlém-ent chlore susceptible d'être
' 

rejeté à Ia c-trlminee' exprimé en kilogrammes/heure'

Pour ce qui concerne. I'anhyd,ttdt- ïll:ttî:',ï 
"l':it1T;lcs fûts. ' to"' 

:'":i'i":ii'lir"""1iÏilç"rrtiàns dc la circulairc'"ïiJJ*g,t1 
q,1",L1L1a I'airc dc stockagc dc tout conte' 

I âTio'll*ror" tt'to.*ï,î::iï::::1i':l;,.hargcments sc rcront sur "- I ;li",:I",,*,,.+i'ffi'}::*:l'iy:ï:iîi}îî9'il'-:i:
4. conditions d'ircinërution : "1 "1lioi'a"1"t""àii.- t;;Ë;*. à 8 inètrcs/sccondc'

"in'ËyiiihÏ'ir;'.::"5:*if1","1"":l*"iJff'ft*?': I ;i:#,"g:friu.:#tiiilfifi[:*:i,îh,lii
(cf. commcnhires). 

ésatcmcnt aux résidus I à":ii,o:.j""0i"t""",:i.?T:j':iÏli"iiiii,,ii'i'"i-iJ 
ài,*,i;"

*Lï,.fi:i:llli",Ho'iTo3i'Ii"iio'0",,,""'. ,. -- I *.: r#:ii'ii-'-:i".nij','i;.,*",. dcs saz dc combu!.
::".:ml;;::iï:,':Ï",:;li"'i"r'o''o'pne'" '" I -"É"'i;:+È'*mlî"",'âi:i,'i.'""î'i"1ïi'ï'li'::SHi

.-*,,m:'ltp,:r,:'î:::i*cn'l 
sous ressrvc "" I i!li:Hi:iliË:j'1i#1""',:';iiii***",riii*hÉ

- ; , . , - rc jctésàl 'atmos9hèrcnGdcvfontPascontcnir lËi iËî*." .u, ' . " , .

aiiiiJii * 'eïiniion' I "Ï";j;";;i""r. ",".na"*' .d:Ti:::?L.1'"ïi* 
d'

I,or'o'n,rr*",, dc poussièrcs, I 
-';:"Ë;ô; 

;.:Jl,Xtl'.';.*l.,lit"ï:[i"",t:ïli:',iir ::: î'JÀi,i:,*iTiilii' ï -lïiii+'ifi"$i-i'.d1t'n:*i"'.:'ill::*:m:
_ 
-..;.;'ii;|#, S'i?iii iou,a, , I i$$",:1'Jh:"i,ï"ï'adr:'Ë;; o;n"l' non conrormer

- r00 ,!2N., dJêr!'.nt chrore T ::$f.:i,til:liii:,tlïl*""""* '*ïHl{-:::i]'.:..
Le ftux sera timité à : I 

ttï:iÏ'.on,rô1...- 
des caractêristiq-1:-t.9:i:tîj:::.::,1;l lux sera um'lç 4 . 

I 10. Un controltr... usr "-'-:Ëi;-;-* un lot représentatr

:::::::::::::: lËil:ï Iî#H,ï:i" ' 
I Hi:,"',iTïed#l'i:i"ii:i$,.1"1,:#r,- lt":*'l............... tlziour d'imbrùlés ; | ôonstitué.d'échanrttrons"' '= 'i"r-,i"5ft-.î'iirite à .........= Il

lfrË* :T,H'#J.1,:::::' I îËjiil',i,1i [,'ffil',';'io;à,ion '"'oi' iïifri;e!
,Ëu "ii" 

il 
-t-e 

gtiiett titti-t-àuto;tet à cct effet a:::::::_::-.:;il;;; àjérémcnt chrorc. , t* *"ii,iï.j.,j""iiïî,,i:i,,i;,r*r,tt*séc à cct crrcr I

",xi,*:lrtiii:iil":i'lll 
:ËJ:r,il'"#ïi:"::":# I 

itï*:., condirions. d:!rrre,-,-",i:i*s:.::t""':"ï!îl



plosion.

14. L'établissemcnt sera pourvu de moyens de secours

contre l'incendie ffi;ô;tét'l tt n"tttre et âux quantitês de

produits et de déchets stocKès'

L'exploitant prendra toute mqlu--ri, (n-otammen!^-secours

il;;iiJ;;;ii""qi:;' i;;i;pôniuinte d'une source d'ap-
provisionnement 

t'n-iiti'gi.-'nt, 
.te. pas d'émissions pol-

iuantes supplemciil"iiit.-ï"e .étude détaitlée d.s installa-

tions à secourir ." î"t-â1i*inait dt tt ryPe sera établie'

L'installation sera conçue

appropriée.

15. Les niveaux sonores à respecter en limite

oriitl ;;;";ï àen"it ï" fonction 
-des 

dispositions

i;;i";-;initteiiiiit du 2l juin le76 relative au

12. Les diverses eaux rêsiduaircs (cm111tt-,ju
."ùi- Jluviales souillées, fractjgns aoueuses oes

lli*, "JËri;;Ë, 
-;;i, 

iàite.r. L' arrêté' prescrira I es

trations ct flux limitcs :
- pH comPris entre 5,5 ct 8'5 ;
- ir,teS s 3o mgllitre ;
-  DCO
- métaux s mgllitre ;
- phénols
- débit

I 3. Les installations électriq.ues . seIgn! -T",l"JP:t^*t""i
dir;,;riiil"r"ï.-i:iiiiiJ .irirleàel .du 3 I mars le80 portant
rê ei e m c ntat i o n a ti'ii t lTi i ;li;F . f I 9c1 ri gu-et - - 9-t:^"él t-:*f :rëg
fi :[ÏË"ilH:;;;""J'ii;;î; 1; légisrati,on. su r .les instar I a'

tions classées et ;;;.;ii'ù.i a. présenter des risques d'ex'

à;-ilti;iiations .électriques a1--e11!li:::-

installations classées.

16. Le démantèlement fera I'objct de prescriptions spêci-

lïoues portant 
";;fi;;;i-1"f 

Éévaciràtion des matières

rli-iiie.I ii-ii ieamenasement du site'
L'exploitant devra 

"tt t t"- le 
site de I ' instal lat ion dans

un"i,T'i;i-ô'ii tit iV. ù."if.e.ste aucun des dangers ou

inconvênients t.niionitei- À t'"ttittt lcr de la loi du

ïe ilîiË'iï?6 (-;;:'ii'Ju ae.rer du 2l seprembre le77).

17. Nature des déchets :

Lana tu redesdéche tssusceP t i b l esd 'ê t re t ra i t éspa r l ' i n s .
taffatiôn sira prêcisée Par I'arrêté'

18. Caractërisation des déchets :

Les déchets feront I'objet d'un conttOl:-q1?*l:^Ort'tilLes (rcçIrsr) rçtv'$ ' vvJvù - --- 
I sa respbnsabilité. L'ar-

acceptation par- I 'exploitant,^tt -t:.u..t-- ôr rq frÉnrrencê desacceptatron P4r ' 
;lJtti;"r"'n"tutt tt là fréquence des

rêtê préfectoral  I  -  ,  ._r :_r-  t^-^ Aa ro rÂr. rnr ion des
lïi,r5l"i=;;Ï'i:"i;;î'eïr. iE"riiés -tors de la rêception des
dêchets afin de ;:;in;;itur tonrormité aux échantillons
dêchets afin de ;:;in;;itur tonrormité aux échantillons

analysés.

L e s r é s u l t a t s d e c e s c o n t r ô l e s s e r o n t a r c h i v é s . L ' e x p l o i -
tant transmertra a rii"p*teur des installations classées un

récapitulatif qui mentionnera :

- la date de récePtion :
- la nature et lei caractéristiques du

rence aux analYses effectuées) :
- la quantité (en Poids) ;
- le mode de traitement i
- la raison sociale du transporteur :
- la ou les origines'

déchet (Par réfé'

de besoin,
L'exploitant devra être en mesure' cn cas oe osrurlr'

r" "alii"ili;"à;-i;;ti.tttut att initallatio-n: :!.T::::'
oréciser l 'orisine .. i;";;;;-dechet.(ou de ses diverses

Ëin"r t;il-t;agit a'un déchet composite)'

19. Déchets Produits :

Les dêchets résultant de I'activité même
.t qùi 

-nt 
pouttont être traités :"t^.Pli::

ài.]-'aii dtablissements autorisés au trtre
l9 ju i l let  1976.

laveur,
dêches)
concen-

de pro-
de I ' ins-

bruit des

de I ' instal lat ion
seront envoYés

de la  lo i  du

Un comPtc rcndu
tallations classées.

20. Délais :

l-a presente instruction technique est immédiatcment

nlicable aux unitésïôùvelles ct aux extensions dcs unitês

"oiii""TË="ii "ffii;ïôù"e'es "t "i* 
extensions dcs unitês

en sefir adressé à I'inspecteur des ins-

existantes.

déchets.
L'excès d'air

combustion des
I'effluent qui
d'êpuration.

L'efficacité de Ia destruction scra ."9^Ltt-o-lér1,,::i:.t "fl17r.:ïi:';".::,ï.".i-;9iùiï*',ç,"::*1t":'î"0;fi '*ï31:î
iart. 8) et d'autre Part Par la. oc
;-hni iAc des saz de combustlon.imbrùlés des gaz

la détermination de la tcneur en

Dans les cas où le taux. d'impdl.é: tl't:!-t1t- T:-t^"tÉ,::
,o Ï,iii,' Ë ;;à p é r",ir rr- ïi "-i "f 

i". d' i n c i n é rai t :i. .=:1, 
.ïl:

iiÏi'iïriË,ei'e"iiË'à'.*.-pri, les déchets pourront être
. -J - -  À  . , - i  t r rnnêrâ lu re;li:J;H';t;;F"tld,ï'hi:f *'i#":."'T"i:'T::ffi*fr"ffi'ËiJ-E':-:.;ô 

-osô -.oc 
.ou ,901^^"çÀ,,p-ï: l::

âir,iJ;r'ïiaiiiri.r, J.....;i(de I'ordre de e00 oC) pour les

I. - Remrrques générrlcs

Article 3 (ParagraPhe l)

Stoclcage en résenoirs

Article 4

Condit ions d' inciné rat io n

Les conditions dc réaction en termes de température' de

,.tipt J;';àirËtiio" et dc taux d'oxygèle devront être

conçues o. ,n"n,lîï-l'g"i.nt1r une incinéiation correctc des

sera réglé de façon à assurer ule bonne

déchets sans une trop grandc dilution de

.Ëâpto'n.iiiâir I'effiiacîté du traitement

Pour les unités ancienncs gui .1: sonl pas actucllcment
-famrc ir <ara 

"i;;;i;; 
ài aennit dei délais de.réali'rour ls5 urrrtsù crrervrfuYe .-- - 

nnii a"i aet"is de réali-
aoniotrn.t, i l sera-nécessaire {9, 

dét 
rÊ-r^-..g ^^-aramrn-

ï,ïiiii';;riïi;-;:;"*êtq-n',!lei^'f ul"'o,ll,o':1'i'i;
;:,ÏË Ë'.";;i;" "i;; 

'{;::-ài 
l*.il",,.l: -gl*i"'ii:

l i 'ï i lri j ioiî'r"pt.murr tgi', à I' issue d'un examen cas

par cas.

COMMENTAIRES

suR ut NSTRUCTION TEçHNLqqE REI-ATIVE

n iT i.i ci i.i È-RArr 6 ii 
-o 

Es o Êc x srs r N o usrR I E Is

sur
de

ori-

déchets chlorés.

D a n s l e c a s d e d é c h e t s c h l o r é s p a r t i c u l i è r e m c n t . s t a b l e s
(PCB notamment), la- timper"t"re devra être plus élevée et

iiip,eiî';;;d,Jspè"J 1d' I'ordre de 1200 "c)'

Article 5

Caractéisriques des g9z reietës à I'atmosphère' 
en marêhe normale

'. Le terme << métaux lourdsr désigne..toYt l::-têtaux 
à

r'ri..piiàn acs èietents alcalins et alcalinoterreux'

2n . . . ) .



no

La fréquence d'analyses sera fixêe au cas par cas'

période ne devant ;Ëiâ;;jâmais excéder trois mois'

Article 12

Lcs normes de rejets liquides sero.nt fixêes au cas par cas

dans la mesure oiii"niiirËo_.i1rnu.nts est très variablc'

Eres tiendron, .otnp',r'âîi;rr?i"".ité-d.t techniques dispo-

nibles ct de lcur é'conomie ainsi quc de la'  qual i té et la

ïà".t ion des mil ieux environnants'
I'un établissement Plus vaste

un ii"ititnent centralisé' le

rester conforme aux normes

iudice d'êventuelles nonnes

in d'incinération comPte tenu

)mmune'

Article 16

Les prescriptions rclatives au démantèlement seront

définies dans teuË;;e;; lig.nes lc-plus tôt possible al-rn

dc permeure à ll;-;i;ii;;i ârintegt.t'les dépenses cores-

Ë ""d;Ë'.i 
ri ririôi' J"' âl r"t.h e 

-e 
n li n d' e x pl o itation'

Unc surveillancc dans l'environnement pourra êtrc réa-

UsË'iu "oisinage 
dc I'installation'

II. - Remrrques Perticulières
rux déchéts helogênés

Lc terme a êlêmcnt chlorc >

foile 
-CU 

.t acidc chlorhYdrique'

Lc traitement des E^7 .d? to.tPl1li-ti lét::it?:Jf'Tl'"tiÏ."';h".i Ëic"rii" î i;'94 l' ::l'-:êH::';',:'.'."oii":ià,3,'ii"';;iËil.;;lËi?1:;!:i.-"prêsente
des po

Ëi tiË;iiiJr t à * 
-fo 

rm c d' acid e c.n t o rnra 
1t 1t1c-'

c e t ra ite mc nt dcs q= -i TtI 1','',.d." î'::, Ïi: i:ii Til'ï'*:Ce traitemcnt des ga:z lmPuquc- s

l'élémcnt chlore soit dans unc phase liquide' soit

concerne le chlore

phase solide.

la fréquencc des mesures frondéralcs sera lTxéc cn

tion de la quantrtiï;';é;-h;i introduite dans lcs fours

I-a première possibilité suppose la mise en Guvre d'unC

solution de lavage dont il. faut prévoir le rcjet progressif

âii"T"",:f ,ï51;.'5idlpj1,,':1"'.";;"0.îl"oii;\1";;ï":iè1:
;il;;;ùtit"tion dé I'acide recucilli'

l,a seconde possibilité est de faire usage ll^lithides 
dc

tr.it.t.nt à sic qui consistent. en une absorptton sur pro'

duits solid., u*iiu";-ilËillenrs suivie d'une opêratioi

de dépoussiérage-iui plrmet A: tlp-"11-l'absorbant chlor'

iinti ôu. les au-trei poussières de combustlon'

L'incinération de dêchets halogénés autr-es que chlorér

pouffa fairc l'obji; Ë;Ë441-"Ï particulièr":-:."j :-il:
ËËili d; pi.iériptiohs spe-cirleuei de cette instructton

tout en tenanr ;;i; ;; ËiàiiJite relative des différent

i'ïàgrn.'. I
I I I . -Commen ta i res re lg t i f seux ins tg l l e t i onsd 'é l im i i " I - q

d e d é c h e t s i n d u s t r i e l s t u t r e s q u e c e l l e s d c s c c n t r e s c o l
lectifs

A. - Utilisafion de déchets

à titre de combustible d'aPPoint

L'ut i l isat ion de déchets industr iels spéciaux comme col

bustible d'appoint-; ; ; ; î-"; ; ; t tabre-que si eltc n'engend

la

pas de nuisances'

Les équipements antipollution- des installations thr

miques concernees ne sont pa.' .conçus ltour 
ép.u-r-e.r tous I

iôiir."ti susceptibles d'êtrc- libérês par la combustron'

L'exploitant devra donc so-it réaliser un équipement co

plémentair. a'epurâ,ioî,- ôii n'".LcPter qire- les déch

qu' i l  peut éPurer.

En tout état de cause, les.prescript ions'-t iendront coml

A."f 
: i ,nîâ n" n rc ï if iTùï' e. " 

é i é e_p.a i I a f a i b I e p ro P o rtr o n

déchcts par raPport a-ux combustibles t"t^tlt,":dt'

norrnes .n .on..niàtion étant réduites en proportlon'

Les centrales thermiques et. les fours d' incinêration d'
rrv" ' ' ! ' --- t i  

(+ t /h au moins) perrnett

t  suff isante Pour dècomPoscr

s systèmes d'éPuration,des gu

uti iér"ge' A ce t i tre'  les non

de l97i sont adaPtées à ce t

t...n. ris Pôussièies' Les décl

rds et les 
-déchets 

chlorès sct

i  l" t t i .ut ier d'êPuration n'cst

réalisé.

La limite des 200 mètres pourra ètre revue eu cas pal

sur le plan local.

Les conditions d'incinération prévues

htg;;;t resPcctées dans la mesure

atteinte est suPcneure à I 200 oc'

Les normes d'émissions globales.. hxées par

.;;ili-'i;"iiùtl 
"àtiginë 

de I'installation

à I 'articlc 4 st
où la temPér

I'arrêté t
seront

à 7 n .  l 0 0 d e

une

plétées comme sult :

-  l0  mglNm'd 'é lément  ch lorc

-  0 ,5  mglNm'de métaux lourds

mglNm'  d ' imbrû lés organlques '



B. - Incinération de déchets chlorés

dans les unités chimiques



ANN€,X€.s

ANNEXE 3

LES PRODUTTS DE COMBUSTION

A. PICS RELEVES EN SORTIE DE CHEMINEES
D'USINES D'INCINERATION DE DECHETS INDUSTRIELS.

(1). D'APRES TRAVIS ET COOK. 1989

PIC

Benzene
Chloroform
B rornoclich loromethane
Dihromoch loronrethane
Bromofornr
Naphthalcnc
Chlorobenzcne
Tctrachloru:thylcnc
I ,l , [-Trichloroclhanc
Hcxachlorobcnzenc
Methylene chloridc
o-Nitrophcnol
Phenol
Tolucnc
Brornochloromethanc
Carbon disulfide
Methylene bromidc
2,4,6-T r ichlorophcnol
Bronrorttcthunc
Chloronrcthane
Pyrcne
Fluoroanthcns
Dichlorobcnzcne
Trichlorobcnzcnc
Mcthyl cthyl kctone
Dicthyl phtlralatc
o-Chlorophcnol
Pcntachloropltenol
2,4 l)inrcthyl phcnol

Numbcr of sites
Conccntrstions

(ns/l)

r2-670
l -1 ,330
3-32
l -12

0.2-24
5-100
r-r  0

0.1-2.5
0 .  r -1 .5
0.5-7

2-27
25-50
4-22
2:15

l 4
32
r8

I  l 0
I
3
I
I

2-4
7
3
't

2-22
6

r-21

6
5
4
4
3
3
3
3
3
2
2
2
2
2
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I



AN N€XES

Q\. D' APF.ES GREENPEACE INTERNATIONAL. IO9I

Acelone (1,3)
Aceroni t r i le  f5 l
Acc :ophencne  f t l
Ee r :a ldehy .oe  t t . a1

6snzene (r .3. : .5)

B.- .e i  e nedi :a '  orro lCc-h y de ( ,  l
Bee:cluran 1s-t
B:r :o ic ôc:d f t ,
6 i t  (2-ethylh3 ryt : ; r ;16"14c f  r .5J
l .9romodeJane ( : )

Br :nol luore5€ :Jene fg,
B:omolorm F;J
Eromornci!-.sn: f5l
B.-:; ' lblnzyi; h:lalate /t)
Ca'ocn tevccl'. ie?id ? (t.2. 3.1.5)
C.ii31 e6",- : ne ft. i..3/
l .Cnlorob'- ' : !1? ( ! )
C:'.1:; ocycl=.\e r z no! /l/
r .Chfo;odc z=-.? (€)
C r.i r.' ocji br or. ;-.--elhane fJ,f
?-Shloroe!:':r ' l  r..nr.l c:her (3/
C.-.:..: 61or- (i.2. 3. 1.5)
1 . Chls: orne::.ene f.r-. 5/
l .Chroronel .ô?."  (1)
1.C5loropc: ' . tene /4/
Cv: ich:xane 11, ;
Ctc iohero: :o!  (U

Q': !chexcre f l l
l . ) ecene  /3 /
D.:r.1.tpntlats:: ft l
Di :hforooce: ; izne @)
D.:hf or obro=rsreethane f3/
1.?.  Dichlorobc rrene 6.5;
l . : .Dichlorobeucnc l | ( .  57
l .  1 -Dichloroe:nane (5,1
1.?-Dichlorc er iane (3. : .51
1.  l .Dichloree: l ryrenc fJ.5)
Dchlor odifluo,omcthcne {5,
î ) :hf  orome:hêne (r .3.1,5)
2.c. Oichlorophenol (5,;
Dliethl,tp hthstrrc (r,
Dmc:hyl erhe: f3l
3.7- Oimcthyloctônol (4/
Doctyl odipate ftl
E thcny le thy lb rnzcne  f t )
Ethylbcnzaldehyde ( t  )
Ethytbcnre ne (1,3)
Ethylbcnroic acid (t)

try T.".rhoh 1936 (cgrrf lyrrcrk hrt rotrri ,.,1c r?,tr.loôl

Qi lr"ât€tâ l9€t (tvlrùc.t rtt.r, tr.t r!,âc..rtl

ô, TJSSPA t ortrbrrr | '. ' LTSFP^ tÊ!9: lrore ol .T..^b.t Orr. .r
rr'(a u^{l

Erhylphenol frl
(Elhylphenyt)ethonone (l/
Ettrylnylben:ene fry
Formaldehyde (5t
Freon 113 (d)
Hcptàne (1)
Herachlorobenzenc .?.5,
Herachlct obutaciie.-.r @)
Hexonal (J)

l -Hcrene ({

lJ..:hane 15J
Ltethyl b:omidc (--i
l.'!r'.hyl+r,clohe xo n: fsl
h{::hyl ethy! leron: f-)
?.Ltt'thyl heran: f.3.,
3 t/,elhyleaehcÊtr:l i f iJ
$ÀtetÉythc xone (:J
5.7-À{e:.\ylu në,e. è".? (: )
l iephihc:c:re (t,
Nclcnc /i/
l.rrnanel (i,
:.Ocrer.e (j/
Plencl f5/
Polychlc: inoied b:=iÊnyts (7C3r)  Bl
Folychlo;inslcd ir3:nlop.s,lrins {PCiCr) (?.5.61
Polyehfo:incrcd C:=::uolu:a.r (PCDis) (:J
Pcntons! f3l
Phenol (t.5/

Phcnylace|lene (r)
Phenylbr,renone /t,

.  l . l  (1.1 Phenylenet  $scthc:rorc ( l /
Phenylpro;renot ftJ
Propenrlme:hytbc :..:enc (r,
1.  1.2.?.T etrôchlcr  +: :hane
T e'.r achlcroeihyle;r: (r.?.3.:.:;
Teuade:ane f i1
Tc'; ame::rylcriraee ftl
Toluenc (t t '3..n.S1

'  l .2.a.Tr ichlorobea;çne ( ,  1.Sl
l . l . l .Tr ichloroerhrnc ( l ,3.St
l.l.Z.Tri:hloroeth!-rc f5,
Trichfor octhyle ne ( i.Z. a,S)
Tric hlo: otluorome:hsne (3/
2.3.&Trimethylde :anc (</
Trimethylhexone f|
2.3.$ï richlorophenot (5/
Vinyf chtoride (3.51

O?ltrg"r l9!É lrr.Ua'rrr h;ç rçr3çrr1

Câ..ri t9t3 ltÉ*.alr traç r3r3sr1

t SEtÂ regtb lr-:l t: 'rrc.t lçt.y tir âaâ.'.rorrl

e,
l.t

tî,



ANNEX€S

B. EMISSION A L'ATMOSPHERE DE QUELQU-ES PRODU/7S DE COMBUSruON i FIEMPLE-ï'tiiiïiiùiie 
nnnÈn suR'tulôfrbÈ fuo^rteusAN pAR GoNNoRD Er coLL.' Iese'

Température dans la chambre de combustion : 1O4O oC.

Capacité du four : 32 000 t OlWan.

A la cheminée :

C02

Oz

co
Soz
NO

Hydrocarbures totaux

Particules

5à7 7o

13àl5%o

<25ppm (<3I,2mgÆ'{m3)

<?.5ppm (<71,4 mg/Nm3)

L25 à 150 ppm (167,4 à 200,9 mg/Nm3)

< 1 ppm (Eq. CH4)

2à4mglm3, t2Vo COz Eazse'c

100- 16O pglm3

lG50 Fglm3
2-lO F9lms

.2 Fgl#
indétectables (inférieurs aux seuils de détection)

0,3-0,6 mg/m3 (température de ?Aà2m "C)

HCI (variable d'un jour à I'aute)
avant épuration (sortie de chambre de combgstion)

| 1246 à Ig54 ppm, 12 vo COz

après épuration (en général 97 Vo; jusqu'à ,2 ?; 
jamais 19-I-Vo)^ 

| 12-l li ppm (193 ̂  178'4 mg/Nm3)

Métaux ,12 Vo COz, gaz sec

Zn+Pb

Al, Mg, Cu, Sn

Ba, Cd

Mo, Sb, Co,
Ni, Mn, Cr, V

Ag, Be, Se

Hg

Dioxines et furannes (mesures reproductibles d'un jour à I'autre)
sur les particgles pour roio, de 5 Vo 

^ 
| o,za-0,70 ng/N m3 , gaz sec (calcul en TEQ, EPA, 1985)

| .=t moyenne lgaz+ solidel = 0,51 ng/Nm3'
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ANNEXE 4

TABLEATJX DES RESULTATS PRESENTES DANS LE RAPPORT DE THESE :

FIGURE 23. Evolution de Ia deruité optique issue du contact d'un million dc cellules cultivées en
phase gazeuse cmec Ie réactif MTT dilué dans da PBS.

Facteur de dilution du MTT dans le PBS ur u2 us uto U20

Mesures de DO
(moyennes de 3 mesures par boîte)

(Manipulations du I 0.l 1 .94 )

o,269
o,27r
0,310

0,290
0,303
0,348
034s
0,26'l

0,327
o,?31
0,302

0,20r
0,187
0,226

0,138
0,156
0,133

Moyenne des DO
Ecart-type sur les DO

0,283
0,0æ

0,311
0,035

0,287
0,050

0,205
0,020

o,142
0,012

F IGURE 24. Evolution de la dcruité optique issue du contact d'un million de cellules cultivées en
phase gazeuse avec le réactif MTT, en forrction de Ia dilution dars l'eau du solvan rtnal DMSO.

Pourcentage de DMSO dans l 'eau 20 Vo 4O Vo 6O 7o tO Vo 9O Vo IOO Vo

Mesures de DO
(moyennes de 3 mesures par boîte)

0,026
0,021
0,019

0,039
o,o27
0,033

0,056
0,065

0,1æ
0,168
0,175

0,258
o,2Æ
0,252

0,272
o,274
0,31 I

Moyenne des DO
Ecart-type sur les DO

o,022
0,004

0,033
0,006

0,061
0,006

0,169
0,006

0,253
0,005

o,,286
0,022



ANN€X€3

FIGIIRE 25. Evaluation dc ta réporue du test au MTT, en forrction.du rnmbre de cellules en

;;tt";; e" pt,ati tiquide (en tubes) ou en plnse gazeuse (sur rnembranes).

Nombre de cellules
en culture x 1000

I.Q. théorique
(/ nombre d" g"!Elgt)

culture no 7 en Phase gaz,euse

Mesures de DO
(moyennes Par boîte)

Moyenne de DO

Ecart-tYpe sur les DO

I.Q. mesuré
(/ valeurs de DO/TvITT)

culture no 2 en phase gazeuse

Mesures de DO
(moyennes par boîte)

Moyenne de DO

Ecart-tvpe sur les DO

I.Q. mesuré
(/ valeurs de DO/]vITT)

culture no 2 en Phase l iquide

Mesures de DO
(moyennes par boîte)

Moyenne de DO

Ecart-type sur les DO

I.Q. mesuré
(/ valeurs de DO/]vITT)
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F IGARE 26. Viabilité des cellules T-HP-I : évalwtion W la métlndc utilisant le MTT.

DO MTT
(moyennc sur 3 boîtes)

phase liquide phase gazeuse

1
2
3
4
5
6

0,169
0,169
0,252
o,179
o,?33
o,w4

o,212
0,2r2
0,203
0,186
0,199
0,138

Moyenne des moyennes 0,17  9 0,192
écart-tyæ o,062 0,026

(ss %) ( 14 7o)

F IGURE 27. Viabilité des cellules THP-I : evahntion pu le dosage de I'ATP intracellulaire.

pg ATP / Iæ cellales
(moyenne sur 3 boîtes) phase liquide phase gazeuse

I
2
3
4
5
6
7

I 863 179
2ffi341
27æ6v
2751 7M
zffi t4l
2286 t26
| 8/125 9r7

2525804
3 r73 4r
29063v7
2 436 157
2 578 0t6
2 tæ782
2ffi7 9Æ

Moyenne des moyennes 2 579 968 2 553 792
écart-type 639 691 385742

(25 7o) (15 vo)
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Tableau XI. Dosages de I'ATP intracellulaire,
menés sur des rracroplngei alvéo,Iaires de Côbaye (il,LA), des cellutes U-937 et dcs cellulcsTTIP-I'

Fg I mill ion cellules

Nature des cellules
etpluse de cultwe c@

MA U-937 THP.T
gaz g4z g4z

MA U.937 THP.T
liquide liquide liquide

Mesures d'ATP,

en pgl106 cellules

| 974 3 588 2 683
730 3313 2836

1 693 23n 2 9L
z04r 2262 2 435
1746 2r f i  1834
1 868 910 2 tvz

3 2s3 1 8&t 2 Lsr
| 452 4529 2622

- 3892 21n
- 2152 | 3U
-  3193

4',t4 1886 l&+9
tnT 3224

- 3233

Moyenne des teneurs

Ecart-type sur les teneurs

1 832 2 800 2307
702 I 028 474

848 2781
600 Tl5

F IGIIRE 28. Dosage pu colorimëtrie de IADN des cellules THP-I -

ADN
( moyenne sur 3 boîtes )

Moyenne Ecart-type Vos lM

12.10.95 Liq. 7,r5 4,72 66 Vo

16.10.95 Liq.
17.r0.95 Liq.
19.10.95 Liq.
19.10.95 Gaz.

1,&[
4,47
8,56
3,86

1,00
5,41
3,53

A4 Vo

12l 7a

4I To

23.10.95 Liq.
23.10.95 Gaz.

25,18
0,99

0,19
0,43

l Vo
44 Vo

U.10.95 Liq. 3,61
26.10.95 Liq.
26.10.95 Gaz.

3 ,71
0,99

2,36
0,58

64 Vo
59 7o

7.1 I .95 Gaz. o,79 0,01 I clo

31.01.96 Gaz. 3h t,20

MoYenne

Phase l iquide

Phase gazeuse

mill ion cellulesFsl
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Tableau XII. Analyses de LDH intracellulaire,
nænées sur des macropLnges alvéolaires de Cobaye (lt'IA), fus cellules U-937 et des cellules THP-I

après une ùnée de cultwe en pltase gæeuse dc 3 h ou dc 24 h.

FIGURE 29 et 30. Cirætique de culture de cellulcsTHP-L, enphase liquidc et gazeuse
(puamètre dc viabilité : MTT).

Durée d'incubation précedant I'analyse 3 heures 24 heures

Nature des cellules en phase gazeuse MA U.937 THP.I MA A.N j  THP-T

Mesures de LDII,
en U.SVlitre

161 2Æ 252
r49 U9 ?Ér
2Æ

185 140 450
213 3Æ 514
2æ 605 505
201 - 565

Moyenne des teneurs
Ecart-type sur les teneurs

185 28 ?S
5326

216 362 508
34 233 47

ph.  GAZ.
(20.06.es)

ph.  GAZ.
(21.06.e5)

ph. GAZ.
(03.06.96)

ph.  GAZ.
(3 r.01.96)

ph.  LIQ.
(31.01.e6)

Temps (en h) essai I essai 2 essai 4 essai 3 essai 3

0

I

2

3

4

5

6

24

48

72

0,52r
t 0,034
0,507

r 0,071
0,551

r 0,019
o,479

t  0 ,111
0,507

+ O,MZ
0,560

*,0922

0,566
t.0,w
o,ffi

* 0,033
o,440

r 0,031

0,301
*,O,M7
0,2L2

r 0,039
o,270

r 0,002
0,316

+ 0,038
0,336

r 0,046
0,198

r 0,045

0,354
+ 0,10O
o,437

r 0,045

0,161
t 0,065
0,L22

r 0,006
0,186

t 0,037
0,133

t  0,011
0,166

x. O,027
0,2@

+ 0,016
0,159

* 0,016
0,384

r 0,050
o,243

r 0,049
o,23t

t 0,031

0,287
t,O,MZ
0,385

t 0,051
o,229

r 0,040
0,242

t 0,053
0,L37

r 0,054
0,2'77

t  0O19

0,310
t 0,029
0,285

+ 0,031
o,291

r 0,074

o,N7

0,455

0,288

0,372

0,482

0,386

0,2r9

DO/ I  Mcel l .  DOI I  Mcel l .  DO/ I  Mcel l .  DOI lMcel l .  DOI I  Mcel l .
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Ph.  L IQ,
(3 1.01.e6)

Ph. GAZ,
(3 1.01.!)6)

Ph.  GAZ.
(21.06.es)

Ph.  GAZ.
(20.06.es)

Temps (en h) essai 3 essai 3 essai 2 essai I

0h

th

2h

3h

4h

5h

6h

24b '

48h

72  h

637 5W

2395n5

r 835 013

2 069 588

| 7r7 W3

| 534390

I 59t3 156

514912

| æ223
t237 318
28/,5828
r 48 &15
I n2 492
t827 794
I 331 5&1
+. 1352Æ
2279 ræ
*359 557
2 ffi76s
x7@ 028

2 490 585
t3021W
2W23r5

I 753 888
r 569 045

l 080 314
x 129 I33
1 408 059
r 18 406
| 326 416
r 152 780
| 534772
t42I 4f l
I 557 385
r 181 005
| 391 376
t 472 901

1 828 047
!218 rÆ
2 r902W
t342809

3 130 533
!.2963ffi
3 732 r34
t637 473
3 120 s00
r 389 261
3 t77 316
t307 570
29æ 4ll

r l 113759
4 236 76r
r 860 105

6 850 001
r. | 957 376
5'729 46"1
+ 358 719

F IGARE 3 I et 32. Cinétique dc cultare de cellules THP-I , en plnse liquide et gæeuse- 
(paranètre de viabilité : ATP).

en pg / million cell. en ns / million cell- en ps / million cell. en pg / million cell.

F IGARE 3J. Essai de cinétique de cultures, en phases liqui.de et Sazeuse, de cellules THP- I
- 
(paranètre dc viabilité : ,4DN).

ph.  LIQ.
(31.01.e6)

ph,  GAZ.
(31.01.e6)

Temps (en h) essai 3 essai 3

0h

th

2h

3h

4h

0,00
r 0,00
3,66

t 1,50
1,50

Lo,74
1,20

r 0,60
l ,æ

t 0,80

0,65
f 0,85
0,00

r 0,00
0,00

r 0,00
0,00

i 0,00
0,00

r 0,00
en vo I million cellules

ph.  L IQ.
(3 l .01 .e6)

ph .  GAZ.
(3 r.01 .e6)

essai 3 essai 3

5h

24h

48h

72bt

1,28
x.0,62
7,80

+  1 ,10
'7,W

r 1,00
7,20

x, t,o2

0,00
r 0,00
0,56

f 0,30
6,23

r 0,85
8,27

n  1 ,10
en pg I million cellules
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F IGU RE S 34 et 3 5 . Dosage du glutathion total et ùt glutathion oxydé dans lcs cellules THP- I .

GSH total Moyenne Ecart-type %slM

12.10.95 Liq. 78,791 4,9'19 6Vo

16.10.95 Liq.
16.10.95 Gaz.

L7/+,8?n
161,938

Ls526
2,y20

L2 7o
27o

17.10.95 Liq.
17.10.95 Gaz.

69,611
172,675

7,762
8,517

I l  Vo
5Vo

19.10.95 Liq.
19.10.95 Gaz.

85,427
tzt+,959

8,653
s2J8r

lO 7o
42 Vo

23.1O.95 Liq.
23.10.95 Gaz.

8T,T26
l2l,77l

?8,990
33,æ8

36 Vo
27 7o

24.10.95 Liq.
24.t095 Gaz.

53,418
63,O?S

5,071
7,IO9

97o
l l  Vo

26.10.95 Liq.
26.10.95 Gaz.

93,176
79,221

2,168
8,277

2Vo
l0 To

7.11_95 Liq.
7 .11.95 Gaz.

94,916
67,45

18,260
4,380

19 Vo
6Vo

10.04.!)6 Liq. (1)
10.04.!)6 Liq. (2)
10.04.e6 Liq. (3)
10.04.!)6 Gaz (l)
10.04.96 Gaz (2)
10.04.96 Gaz (3)

19L,429
LTl,l43
195,476
225,952
231,190
223,8t0

12,556
39,0G1
5,948
4,æ2
30,924
20,69

7Vo
22 Vo

3Vo
27o

13 Vo
97o

I

GSH t Moyenne Ecart-type N

Phase l iquide lr3,2l 5r,29 1t
Phase gazeuse 147,20 66,00 l0

n g  I  1  m l l l i o n  d e  c e l l u l e s
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GS.SG Moyenne Ecart-type Vo s / M

12.10.95 Liq. 0,824 0,850 lO3 Vo

16.10.95 Uq.
16.10.95 Gaz.

1,824
4,700

3,013
0,080

165 7o
2Vo

17 .10.95 Liq.
17.10.95 Gaz.

0,057
2,191

0,098
1,881

LT3 Vo
86 Vo

19.10.95 Liq.
19.10.95 Gaz.

1,630
0,æ3

126 Vo
173 Vo

?3.r0.95 Liq.
23.10.95 Gaz.

0,480
1,652

0,815
1,674

I7O 7o
l0l 7o

24.to.95 Liq.
24.10.95 Gaz.

0,079
1,028

0,136
t,4y

173 7o
l4t Vo

26.r0.95 Liq.
26.10.95 Gaz.

0,,M2
1,24I

0,073
2,W5

173 7o
169 Vo

7.11-95 Liq.
7.11.95 Gaz.

5,066
3,022

8,174
t,186

L13 Vo
59 Vo

10.o4.e6 Liq. (1)
10.04.e6 Liq. (2)

10.o4.e6 Liq. (3)
10.04.96 Gaz (1)

10.04.96 Gaz (2)
10.04.9,6 Gaz (3)

0,238
0,000
0,024
6,619
4,833
4,429

0,251
0,000
0,041
0,&34
2,026
4,860

105 Vo

lT3 7o
13 7o

42 7o
ll0 Vo

MoYenne

Phase l iquide

Phase gazeuse

n g  /  I  m i l l i o n  d e  c e l l u l e s
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F IGU RE S 3 6 et 37 . Mesure de l'activîté dc la superoryde dismutase dans les cellules THP- I .

SOD totale Moyenne Ecart-type Tos lM

12.10.95 Liq. 2,78 0,24 9Vo

16.10.95 Liq.
16.10.95 Gaz.

2,52
1,62

0,06
0,30

27o
19 Vo

17.10.95 Liq.
17.10.95 Gaz.

2,75
2,05

o,27
0,10

lO Vo
57o

19.10.95 Liq.
19.10.95 Gaz.

2,50
1,90

0,o7
0,17

37o
9Vo

æ.10.95 Liq.
23.10.95 Gaz.

2,65
l ,8 l

0,09
0,04

3To
2Vo

24.10.95 Liq.
24.10.95 Gaz.

2,65
1,81

0,09
0,04

3Vo
27o

26.10.95 Liq.
26.10.95 Gaz.

2,52
1,76

0,20
0,00

8To
O7o

7.rr.95 Liq.
7 .11.95 Gaz.

r,87
1,63

0,08
0,06

47o
4Vo

SOD t Moyenne Ecart-type N

Phase liquide 2,53 0,29 8
Phase gazeuse 1,80 0,15 7

U n i t é  S I  /  1  m l l l l o n  d e  c e l l u l e s

SOD-Mn Moyenne Ecart-type Vos lM

12.10.95 Liq. o,4 0,00 O 7 o

16.10.95 Liq.
16.10.95 Gaz.

o,43
0,34

o,o2
0,10

5Vo
29 Vo

17.10.95 Liq.
17.10.95 Gaz.

0,47
o,4

0,00
0,00

OVo
OVo

19.10.95 Liq.
19.10.95 Gaz.

o,2l
0,45

0,00
0,06

O 7 o

13 To

23.ro.95 Liq.
23.10.95 Gaz.

0,28
0,36

0,10
0,09

35 To
26 Vo

2J+.1O.95 Liq.
24.10.95 Gaz.

0,19
0,40

0,1  1
0,00

55 Vo
OTo

26.10.95 Liq.
26.10.95 Gaz.

0 ,15
0,36

0,1  I
0,02

69 To
6Vo

7.11.95 Liq.
1.11.95 Gaz.

0,35
0,32

0,20
0,06

56 7o
l'7 vo

SOD-Mn Moyenne Ecart-type N
Phase l iquide 0,32 o,r2 8
Phase gazeuse 0,38 0,05 7

U n l t é  S I  /  f  m i l l l o n  d e  c e l l u l e s
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ppm NOz 0 '5 t 3 5 t0 15 20 50

THP.I

Vo cyt. MTT

-9,9 -10,7 L',l,6
4,9
65,5

46,7
63,3
97,3 94,8

74,O 95,8

THP-I

Vo cyt. ATP

1,9 2,8 -4,2
40,5
'7O,2 74,9 er3

82,8 91,5

u -937

7o cyt, MTT

3,3 -27,4 0,0
4,5
18,8

38,7
82,0
5',7,3 75,6

85,1 97,0

a -937

7o cyt. ATP

8,6 -50,6 -L5,'.7
26,9
53,3

32,8
47,6
30,7 53,9

81,9 7  5 ,1

F IGURE 38. Cytotoxicité en pourcentage,_selon les deux métlndcs MTT et ATP,
mesurée afrès I'expositton dc celtulés U:93J et THP-I p:ndant I lrcwe' 

à des'concenlrations de 0,5 à 50 PPm dc NOz'

FIGURE 39. Cytotoxicité en pource!7tag9,-selon les deux méthodes MTT et ATP, mesurée gprès- - 
iuporition ii cettules THP! t lenAanîl'heure à des concerûralions dc 0 à 200 ppm fu SOz.

MTT : DO
pour 106 cellules

(moyenne 3 boîtes)

Dlution du
gaz SO2

à 200 ppm

Conc. [SOz]
théorique Moyenne Ecart-type

Incubateur(essai 1) o,t52 0,,029

AIR (essai 2) o ppm 0,339 0,016

SOz (essai 2) U2 100 ppm o,226 0,004

AIR (essai 3) o ppm o373 0,009

SOz (essai 3) u4 50 ppm o,2Æ 0,026

AIR (essai 4) o ppm o,343 0,015

SO2 (essar 4) 1/10 20 ppm 0313 0,009

AIR (essai 5) o ppm 0,353 0,000

SO2 (essai 5) Ltt 200 ppm 0,200 0,057

moyenne AIR
e2à e5 (successifs)

o PPm 0,352

Conc. [SOz]
théorique

l .Q .7o

o ppm 0
20 ppm l l

50 ppm 30
100 ppm 36
200 ppm 43

I
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ATP I en pg
pour 106 cellules

(moyenne 3 boîtes)

Dlution du
gazSO2

à 20O ppm

Conc. [SOz]
théorique Moyenne Ecart-type

lncubateur (essai 1) 2æ4U7 329 7t4
AIR (essai 1) o ppm 3 05r 37t l stt 478
SO2 (essai I ) v2 100 ppm L 790 74 725748,
AIR (essai 2) o ppm 2ffi9 533 1206767
SO2 (essai 2) v2 100 ppm *13 301 302Û79
AIR (essai 3) o ppm 2814 420 534 028
SO2 (essai 3) U4 5O ppm t8€/J.229 &19 058
AIR (essai 4) o ppm 3 47 2s3 46.2285
SOz (ess^r 4) 1/10 20 ppm 3 2æ730 æ0 038
SOz (essai 5) Ur 200 ppm 7ffi 108 16226/.
moyenne AIR

e2 à e5 (successifs) o PPm 3 M3 749 350 565

Conc. [SOz]
théorique

I.C. Vo

o ppm 0
2O ppm 5
5o PPm 33

100 ppm v
200 ppm 71

PAS DE FIGARE. Cytotoxicité en pourcentage, selon la métlndc MTT, mesurée après
l'exposition de cellules TIIP-I perdant I heure à des concentralioru dc 0 à 200 ppm de HCI dans

divers e s conditions d' exposition.

1.  HCI dans chambre d'exposi t ions cnamDre o 'exDost f ron 3

Concentration Cytotoxicité (MTT) Moyenne Ecart-tyæ

5O ppm
100 ppm

I57,5 ppm
200 ppm

12 7o
IOVo  SVo  6Vo
57o
QVo

7Vo 3Vo

2. HCI + entonnoir orienté :
Dans la chambre, hors de I'entonnoir Sous I'entonnoir

Concentration Cytotoxicité (MIIT) Moyenne Ecart-type Cytotoxicité (MTT) Moyenne Ecart-type

50 ppm
100 ppm
200 ppm

12 Vo
OTo

23Vo  3Vo 13 Vo 14 Vo

387o
57o

63 Vo 39 7o 51 7o l'7 Vo

3. HCl, boîte 1,4 l i tres
Concentration Cytotoxicité (MTT) Moyenne Ecart-type

50 ppm
100 ppm
200 ppm

347o t Vo 62Vo
35To 4OTo 35To
97 Vo T2 To 7l 7o

32 Vo
37 Vo
ll 7o

3t 7o
3To

14 Vo
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F IGURE 40. pourcentages de qtotoxicité mesurés apr.ès uy -lp::itiory dls c-ellut"l 44.f*née de

I0 cigarettes sir-Me,,., u-"gsz ,t fttp-t, par qwtificationde I'ATP, de Ia LDH après 24 heures, et' 
da powoir réductèur mitoclnndrial da MTT'

Révélateur Exposition / cellules: M.A. %cytotox.THP-1 %cytotox.

Exffrience I
("fumée 5")

1 8 . 1  L 9 2

MTT
densité
optlque

pour I l,'{ cell.

a i r
2 essais

0,199
o,214

4%

0,214
0,8?

5lVoclgaret te

2 essais

0,186

0,209

0 , 1 l 2

0,107

ATP
nanogramme
par million
de cellules

alr
2 essais

r2%
q34

'7%

I 671
2Æ6

'l4Vo
cigaret te

2 essais
79
| 276

5n
472

LDH
poucentage

de I-DH
extracellulaire

a l r
I essai l l ,1 différence:

3Vo

3,4 différence:

Æ%cigarette
I essai &,9 51,7

Révélateur Exposition / cellules : M . A . %cytotox. T H P - I %cytotox. u-937 %cytotox.

Exffrience 2
("fumée 6")
24.11.92

MTT
densité
optique

pour I M cell.

a l r
2 essais

0,341
0,321

n%

0,307
0,302

7r%

0,410
0,35'3

7ZVocigarette

2 essais

0,250

0,æ5

0,096

0,ffi3

0,L24

0,089

ATP

nanogranrme

par mtllion

de cellules

air
2 ou 3 essais

3 ?Â9
2 857

6lVo

2219
I Tl3
2ff i

g7%

t74É.
I 857
2 2s0

7SVocigarette
2 ou 3 essais

tw4
| 329

2%
?Æ
2U

471
510
505

LDH
poucenuge

de LDH
extracellulaire

alr
I essai 10,8 différence :

36Vo

6,3 différence :

67Vo

13.9 différence :

3 l %cigarette
I essai Æ,6 73,7 4,8

I
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Révélareur Exposition / cellules : M . A . %cytotox. T H P . I %cltotox. u-937 %c1'totox.

2A%

Experience 3
("fumée 7')

2 7 . 1 1 . 9 2

MTT
densité

optrque

pour I M cell.

alr
2 essais

o,24
o,247

37%

0,305
0.309

74:Vo

0,384
0,435

eigaret te

2 essais

o,148

0,160

0,178

0,228

0,299

0,353

ATP
nanogramme

par million

de cellules

a l r
2 ou3 essais

2 638
| 328
I 901

887o

2 291
2v2
2 720

29%

6 1 9 3
3 388

39%cigaret te
2 ou 3 essais

) ) q

zfl
224

2 245
1 324
| 799

3 222
2 633

LDH
poucentage

de LDH
extracellulaire

air
I essai 9 ,1 différence:

fiVo

3,9 différence:
y%

5,0 différence :

167ocigaret te
I essai 67,5 38,3 21,7

GSH to ta l
nanogramme
par million
de cellules

a i r
I essai | 277

93%
l  195

9r%
l 837

cigarette
I ou 0 essai 89 r02

Révélaleur Exposition / cellules : THP. I 96cvtotox. u-937 96cytotox.

4 lVo

Expérience 4
("fumée 8')

7.t2.92

MTT
densité

optique

pour I M cell.

a l r

2 essais

0,141
0,136

39Vo

0,108
0 , 1 l 7

cigarette

2 essais

0,071

0,099

0,067

0,066
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F IGURE 4l à 43.Essari sur siîe : polhnnts majews à ta ctwminée (.en PPm) et toxiciîé globale

rncsurée par le trtt biologique.Etn nLEAIl-flll. Coefficients de corrélation (pn gras)

DATE
Débit
fumées

Dilution
fumées

q
%

CO:
%

H:O
7o

POUSS.
mg/Nm3

HCI
mg/1.{m3

co
mg/Nm3

NO
mg/Nm3

SO:
mg/Nm3

?3tæt93 0,05 13 6 11 I 80 50 r50 80

ulæt93 0,05 l l 7 20 I 20 I 150 20

30lwtv3 0,1 13 T2 27 o 35 7 l l 0 25

30tæt93 0,2 1 l 11 ?Â 5 35 5 90 20

u rol93 48,8 0 ,1 I  1,3 23 29 I 30,6 I 1 1 3 24

u tot93 45.,8 0,2 t2 6,1 243 I 40,5 4 158 .r.,

7/ro/93 36,7 o,2 76,5 5,6 6,4 2 129,6 a, ty 3

8/10t93 42,6 o,2 10,2 6,1 26,3 ') 21,4 I 125 24

8/10/93 42,6 o,2 l0 6 ?6 2 27.4 I 125 24

2u ro/93 4 l , t 0 ' 5 l l , l 7 , 4 2 0 2 3 0 ,  I l 6 r 5E r5

29 l r0 l93 4 7 0 , 5 t , 6 1 0 3 2 l 6 3 2 , 5 4 t 3 2 6

291L0/93 4 7 0 , 5 I l 0 3 2 l 6 3 2 4 t 3 2 6

4/1u93 46,1 0,5 8,6 9,4 26,5 24,5 I 3û 30

5/11/93 MJ 0,5 l0 9,1 26,4 38,6 I 263 26

5t rU93 44,7 0,5 t0 9,1 26,4 38,6 I 263 26

r7t03194 53,9 0,5 8,4 8,6 28,9 3  1 , 1 I 293 6

17to3l94 55 0,5 8,5 8,6 ?Â,3 29,6 I ?33 45

18t03lg+ 52,5 0,5 10,8 7,5 24,9 28,8 I 188 7 l

18/03/94 v 0,5 8,2 8,4 26,9 22,5 t 26 47

241 03l  I  4 49,s 0 ' 5 9 ' 4 t ' 4 2 7  , t 3 2 9 , S I 2t r 2 E

24103194 4t,7 0 . 5 9 ' 3 t ' 5 2 7  , 2 3 3 5 , 7 2 0 24t 4 0

241031944 t , 6 0 , 5 9 1 2 8 . 2 2 6 3 3 1 . 9 I 219 2 t

241031944 t , 6 0 ' 5 9 1 9 7 , 9 2 6 3 32,9 I 2t9 3 3

25 lOt l94 5 l , 3 0 , 5 1 0 , 4 E ' 3 26,9 3 34 ,4 I I t l 3 0

25l03l94 52,4 0 r 5 l 0 , 4 8 ' 3 26,1 3 4 3 ' l I l 7 - ( 9 3

25/O3le4 5  l , l o r 5 lo,7 7 , 6 23, t 3 3 7 , 7 2 E l t l 4 9

3u03194 42,t 0 . 5 1 0 , 4 E 2 7 , 1 3 2 l , E I 9 0 1 0 6

3U0319  4 4 3  1 4 0 , 5 9 ' 3 E ' 6 2 E 3 26,2 I l l 6 t47

3r l03 l94 4 3 , t 0 ' 5 t r 7 t , 7 2E rt 4 25 ,2 I l l 5 I  l 9

3r  I  03 l9  4 4 3  1 4 0 ' 5 t , 4 t 'E 2t,2 4 26,7 I 1 3 6 124

3r103/94 44,2 0 r 5 9 ' l 8 ' 6 2E,3 3 28,6 I I  l 3 1 4 9

t l 04194 45,2 0 ' 5 9 r 4 t ' 3 26,9 4 t l ,2 I 3 E 2 3 4

L  lo4 l9  4 5 0 , 2 0 r 5 1 0 , I 7 1 9 2 5 , E 4 3 2 I 3 2 t 3 2

2r  lo4 l94 4 7  , t 0 , 5 12,7 5 , I 2 l ,6 7 3 0 , t 2 9 9 3 2

2110419447 ,g 0 ' 5 1 2 , 3 5 ' 3 2l ,9 I 3 l , 4 I r 09 2 7

2uo4194 4 9 , 1 0 . 5 [  1 , 1 6 ' l 2 3 9 3 5 , 6 3 6 t 2 t 3 4

2r lo4 l94 49,7 0 ' 5 1 0 . 4 6 1 7 2 4 l 0 3 5 , t 4 t r52 32

22104194 5 0 , t 0 ' 5 t , 9 E r 2 26,2 4 3 1  , 1 2 l r t l 4 0

22104194 44  r t 0 r 5 9 1 6 7 1 6 25,6 5 29,3 I t 4 l 2 4

22104194 44,6 0 ' 5 9 ' 3 7 1 9 26,6 3 3 0 , 9 2 l t s2 3 2

2l06l94 47,3 0 , 5 9 . 6 7 , t 25,S 0 3 0 , 6 1 I t 7 2 2

2l06l94 46,7 0 . 5 9 1 4 t 26,4 0 3  5 , 9 I t92 23

2ls6l94 4 6 , t 0 , 5 9 ' 3 t ' 1 2 7 , l 0 3 6 , 6 I 177 2 4

tslrll94 Æ,4 I 9 6,4 J'' ' ) ) 4 7 ) 182 27

LslLLt94 4l,l I 8,6 6,9 24,8 4 3 l , l I r29 30

tsnU94 40,3 1 8,4 7,2 1'' < ) ) ) 4 28 ta| 23

I
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DATE [HCl] ppm [Co] ppm tNOl pprn [sQ] ppm ToTAL [HCU+ [Co]+[Nol+ tsQ ]
23t09tv3 49,1 4 t12 28 ?29,1

24tWt93 12,3 0,8 tt2 1 132,1

30tæl93 2r,5 1,6 82,1 8,75 I l4,O

30tælv3 21,5 4 67,2 7 99,7

urot93 18,8 0,8 u,4 8,4 112,4

urol93 24,9 3,2 I18,0 7,7 153,7

7not93 19,5 1,6 115,0 1,05 l9-l,2

8l rolv3 16,8 0,8 93.3 8,4 I19,3

81/10/93 16,8 0,8 93,3 8,4 I19,3

2t l rol93 1 8 , 5 l 2 , t l l t , 0 5 , 2 5 1 5 4 , 5

29l ro193 1 9 , 9 3 1 2 62.0 9 . 1 9 4 1 2

29l t0 l93 l 9 , 6 3 .2 6 2 . 0 9 ' l 9 3 , 9

4nt/v3 15,0 0,4 253.9 10,5 279,8

5nu93 23,7 0,9 l!)6,4 9,1 230,0

5nu93 ?3.7 0,8 196,4 9.1 æ0,0

t7 to3t91 19,1 0,8 218,8 16,1 2y,8
t7tu3l94 18,2 0,8 174,O r5.75 208,7

r8lo3t94 17,7 0,8 TÆ,4 24,85 183,7

l8/03/!x 13.8 0,8 l9{3,6 16,45 229,7

241O3194 I t , l 7 , 2 1 5 7 . 5 9 ' t 192,7

24103194 21,9 l 6 I  t 5 , 2 t 4 237 ,1

24103194 1 9 . 6 0 . t 1 6 3 , 5 9 ' E 1  9 3 , 7

24103194 20,2 0 . t 1 6 3 , 5 1 1 , 5 5 1 9 6 , I

2S lO3 l94 2 l  r l 0 ' t 1 3 5 , 1 1 0 . 5 1 6 7 , 6

23 lg3 /g4 26.5 O ' t 1  3 0 , 7 3 2 , 5 5 1 9 0 , 5

2SlOs194 2 3  r l 2214 1  3 5 , 1 1 7 , 1 5 lg7 , t

3r  l 03 l9  4 1 3 . 4 0 ' E 6 7  1 2 3 7 , 1 I  1 8 , 5

3 t  1 0 3 1 9 4 1 6 ,  1 0 , E t 6 . 5 5 l , 4 5 1 5 4 , 9

3 r  l 0 3 l 9  4 1  5 , 5 0 ' t E 5 , 9 4 1 . 6 5 1 4 3 ,  E

3l  lo3 l94 16 .4 0 . 8 l 0 l , 5 43,4 162 ,1

3r  lo319 4 l T  r G O ' E t4,4 5 2 , 1  5 1 5  4 , 9

l104194 l 9 ,  l 0 ' 8 2t5,2 l  l , 9 t l 7 , t

I  lo4 l94 l 9 , 6 0 . E 244,9 l l  1 2 2 7  6 , 5

2r l04 l94 I  t , 9 l ' 6 7  3 , 9 l l . 2 1 0 5 , 6

2r  lo4 l94 1 9 . 3 0 . t t  l , 4 9 ' 5 I  1 0 , 9

2LlO4l94 2 l  , t 2 t , t 9 5 . 6 l  l , 9 l 5 t ,  I

2 t  104 /94 2 2 . 0 3 E , 4 I  1 3 , 5 l l , 2 l E 5 , I

221O4194 l 9 , l 1 6 . t 1 3 5 .  I l 4 1 E 5 , 0

22104194 I  t , 0 0 ' E 1  0 5 , 3 E ' 4 132,5

22104194 1 9 , 0 l 6 . E I  1 3 . 5 l l  1 2 1 6 0 , 5

2l06194 I  t . t 0 ' t 1 3 9 . 6 7 , 7 166,9

2l06le4 2 2 , O 0 . t 143,4 E ' l 1 7  4 , 2

2lg6194 22,5 0 ' E 132,2 E ' 4 1 6 3 , t

tslIU91 17,9 1,6 135,9 9,5 l&,9

t5ltuv+ 19,1 0,8 1)6,3 10,5 126,7

tSnugl, 13.8 22,4 92,6 8,1 136,8

I
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DATE Cytotoxicité
M T T . I P L

Cytotoxicité
MTT. SI

MTT:
r.Q. %

ATP:
l . c .  %

?3tæt93 A t l

24t09193 B -t2

30/09/93 A 4

30tæ193 A -2r

u rol93 B 49

Lltol93 B 20

7nol93 A 59 59 -24

8i/10/93 B 52 52 22

8/to/93 C t7 17 - 1 0

2t  I  ro l  93 A 6 7 6 7 5

29l ro l93 B 3 0 3 0 3

29l ro /93 B 3 9 3 9 5

4lrU93 A 6 l

5tr l t93 B 63

Strt/93 C 4

t7to3t94 A 3?

t7 to3t94 A l5

r8/03/94 B 6 1

l8/03/9,+ B -3

24 /03 /e4 A 4 3 2 7 3 5

24103194 A 6 7 6 0 6 3

24103194 A l 9 r t 1 9

24103194 ^A' 4 2 4 0 4 l

2s  l03 l94 B 3 4 3 4

2  5  10319  4 B 2 3 2 3

2S/03 /94 B -21 -21

3 1 / 0 3 / 9 4 A 3 2 3 2

3  r  l 03 l9  4 A 3 9 3 9

3r l03 l94 A 3 0 3 0

3 r l 0 3 1 9 4 A - l o . 4 5 -2t

3 l  l 0 3 l 9  4 A. t 2 -49 - 1 9

r l04 l94 B E 7 E 7

I  lo4194 B E 3 E 3

2r  lo4 l94 A t 7 5 E 7 2

2r  lo4 l9  4 A 6 l 3 1 4 6

2 t  l o 4 1 9  4 A 5 l 4 0 4 6

2 L l O 4 l 9 4 A 4 6 3 3 4 0

22104/94 B t l 7 4 7 8

221û4194 B 2 4 2 l 2 2

22lO4le4 B - l l - 7 - 9

2 l06 l94 A l l 4 l 4 l 5

2l06l94 A r 3 7 3 7 I

2l06l94 A ' 2 4 2 4 - 5 1

tstrIt94 A' ?5 e S

l1llllgt+ A' t3 l3

t5,lrll94 A' 2 1

(Remarques)

A : cultures cellulaires

préparées à I'I.P.L.

e texposéesàt=24h

B : cultures cellulaires

préparées à I'I.P.L.

e t e x p o s é e s à t = 4 8 h

C : cultures cellulaires

préparees à I'uine

e t e x p o s é e s à t = 3 h

Cytotoxicité MTT - IPL:

mesures colorimériques liées au

test Mfi, pratiquées en différé

(à j3 ou 4) à I 'IPL

Cytotoxicité MTT - SI :

mesures colonmétnques liées au

test MTT pratrquées in situ

(à jO) à I 'usine

Moyennes
dæ % de cvtotoxicité

3923 33 4 l
Méthode ATPMéthode MTT
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F IGARE 44. Cytotoxicité (métlnde employant le MTT) mesurée à panir de cellules THP-I
cultivées sur des poussières de furnees d'incinération de dechets filtrées à la cheminee :

filtration I h - conlact cellules-poussières 3 h - 14 essais.

dae prélàv.t poussière s 1 5 . 1  I  . 9 4

Témoin  A e s s a i  A l

0,586

0,666
0,53',7

0,350

0,596

Movenne témoin

4 t %

Expressions de la cytotoxicité

date prélèv.t poussière s

NB. compte est lenu

du témoin rnembrane

réalisé conjointerneu

date prélèv.t poussières

date prélèv.t poussière s

2 l  . I  I  . 9 4

e s s a i  8 4 e s s a i  8 5Témoin  B e s s a i  B l essai  82 essai  83
o,223
0,222
0,222
0,170
0 ,181
0,176
0,157
0,160
0 ,7&
0,121
0,124
0 , 1 1 5
0,165
0,193

0 , 1 7 8
Moyenne témoin Expressions de la cytotoxtcité

I  3 . 1  2  . 9 4
e s s a i  C 4e s s a i  C l e s s a l  C 2 e s s a i  C 3T é m o i n  C

0,374
Moyenne témoin Expressions de la cytotoxicité

1 3 . 1 2 . 9 4
e s s r i  D 4 e s s a i  D 3T é m o i n  D e s s a i  D l e s s a i  D 2

0,391
Moyenne témoin Expressions de la cytotoxicité
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ANNEXE 5

COMMUNICATIONS, PUBLICATIONS, POSTERS, REI-ATIFS AU BIOTEST

LISTE DES PUBLICATIONS - reyues t.i""tinquet 
"t 

a" ou de colloque

GERY A., F. ENGUEHARD, p. GOSSET et B. WALL-A,ERT ; 199_6 ; Building 1 Pio-As_say.to
Evaluate V/aste Incineration Siack Gas Quality ; L'Ecotoxicologie du Compartiment Aérien, Société
An"otô*icologie Fondamentale et Appliquée (éd:)r _Communiéations du Congrès International de

Rouen (F) des 13,14 et 15 septembre 1995:299-303-

GERY A., H. MARTEL er B. WALLAERT ; 1995 ; Incinération des Déchets : un Test Biologique
de Qualité des Fumées, Techniques Sciences et Méthodes, (5, mai 1995),43I-434.

GERY A., F. ENGUEHARD, P. GOSSET ET B. WALI-AERT ; 1995 ; UtiIiSAtiON d'UN TESI

Èiologiqué pout la Surveillance des Fumées d'Incinération de Déchets; Proceed.ings.vol.I .Emissions
and Ôoilrois, lgth World Clean Air Congress organisé par l'Union lrxernational des Association
ptour la Prévàntion de ta Pollution AtrnsphZrique, Ilelsinki (FIN), ?8 mai-Zjuin 1995 ; n" 017, 4 p.

GERY A., F. ENGUEHARD, G. VALENTIS, P. GOSSET, B. WALIAERT ; 1993 ; MiSC AU
point d'un Test de Toxicité Adapté aux Fumées d'Incinération des Déchets ; Communication,
Citttq"i-pollution Annosphériq"à_à I'Echgtle l-ocalc et Résiornle,.CN!.!, Ademe, Ministère de

l,Environnement, Ministèie de'to Sorue ; Cachan,7,8 et f décembre I9g3 i Actes ùt Colloque,
pp. 197-198.

LISTE DES POSTBRS ntés lors de coll , de con , de concours

GERY A. (C.R.E.E.D.) ; 1995 ; Qualité de I'air
mise au point d'un test biologique_ i pQler ; Partit
I'Environnement et le Déchet (CREED) au Cg
d'Honn e ur de I'Association Yvelines-Environneme
d'Industrie de Versailles Val-d'Oise-Yvelines el
5 octobre 1995.

GERY A., F. ENGUEHARD, p. GOSSET et B. WALLAERT ; 1995 ; Building 
"Pig-Assay 

to

Evaluate Waste Incineration Stack Gas Quality ; poster ; Collaboration Centre de Recherches et

AÈir"ir pour l'Environnement et le Déchèt, tZg t-iryay).- Institut Pasteur de Lille et unité INSERM

UZ1O tSg Liffô ; Cdgtès Internarional de la Société'd'Ecotoxicologie !2fu*ntale et Appliquée

CIEfnj , L,Ecàioiiiàto'gi" du Compartiment Aérien, Rouen (France), 13, 14, 15 septembre 1995.

ENGUEHARD F. et A. GERY ; 1994 ; Métaux l,ourds dans les Fumées d'Incinération des

Déchets : Analyse et Impact; poster ; Centie de Recherches_et d'Essais Pour I'Environnement et le

Déchet ; JournÉer S"i*tifiques de la Générale des Eaux : I-es Métaux Laurds, Paris, 17-18 avril

1994.
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Scierces et Méthodes. (n" 5 - mai 199

Incinération des déchets : un test biologique de qualité des fumées

A. GERY *, H.TVIARTEL **, B. WALI AERT ***

[a France produit 29 millions de tonnes (Mt) de dechets ménagers, 150 Mt de déchets industriels
(dont 6 Mt-de déchets spéciaux, suivant I'inventaire 1990) et 400 Mt de déchets agricoles et_ agro-
alimentaires, soit au lotal 580 millions de tonnes de déchets annuels. L'effort collectif tend
actuellement :
. à réduire la production de déchets, en révisant les concepts de fabrication et de consommation ;
. à améliorer le traitement, et le cas échéant le stockage, des déchets.

l. Traitement des déchets

Selon la nature du déchet, on peut envisager:
. une valorisation par la production de matière recyclée,
o un traitement et un rejet contrôlé dans le milieu naturel, avec ou sans valorisation énergétique.

L'élimination des déchets fait appel à quatre grandes techniques :

' la mise en décharge ou I'enfouissement technique, avec ou sans traitement préalable,
. les procédés p-hysico-chimiques de neutralisation, déchromatation, décyanurisation ou
soli dification- stabili sation,
. les procédés biologiques (décomposition de la matière organique par des micro-organismes),
. les procédés thermiques, d'oxydation des déchets.

1. l. [.es traitements thermiques

[-es traitements thermiques prennent en charge 4O 7o des déchets ménagers et environ l0 To des
déchets industriels.
. Ils sont adaptés aux déchets qui comprennent une fraction organique non négligeable ;
. ils permettent une réduction au dixième du volume des déchets solides ;
. ils génèrent de la chaleur, dont la valorisation vient en réduction du coût du traitement.

1.2. Les résidus de I'incinération

L-a dégradation thermique des déchets fractionne et concentre les polluants dans les résidus finaux. Ce
sont dîune part les dn*frrs, c'est-à-dire les scories retirées des foyers où se pratique la combustion
des déchets ; d'autre part les cendres volantes, seconde partie des imbrûlables, entraînées par la phase
gazeuse au-delà de là chambre de combustion. Ce que I'on appelle résidus d'épuratiory .d.es. furyë.es
éomprend non seulement les cendres volantes, mais également les boues (issues de procédés humides
de lavage des fumées) ou déchets pulvérulents (issus des procédés secs, semi-secs et semi-humides).

Rapporté aux produits entrés on a, en sortie d'incinérateur, le bilan massique suivant [l] :
. mâchefers / scories : 20 à35 Vo ;
. poussières (cendres volantes, chlorure et sulfate de chaux) : 3 à 5 Vo.

On peut dire que une tonne de déchets se transforne en 700 kg de gaz et en 300 kg de résidus
solides, par incinération [2J.
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2. Incinération des déchets et qualité des fumées

2.1. Combustion

I.a combustion se déroule en trois phases :

les matières volatiles ;
chets (ou pyrolyse);
és, jusqu'à combustion totale du carbone.
tanl tes gaz de sortie de combustion que ces trois

[æs matières combustibles formées essentiellement des éléments C, H, O, Cl, S, \ subi;sent une

oiyA"ùon conduisant à la génération de COz, HzO, et en quantité moindre, HCl, SO*, NO*, qui se

retrouvent dans les effluents gazeux.
pour assurer une combustioi la plus complète possible et éviter l'émission de produits polluants,

I'opérateur de I'usine agit sur les paramètres suivants :

. le débit d'introduction des différentes catégories de déchets dans le four,

. le temps de résidence des déchets dans le four,

. la temÉrature aux différentes phases du traitement,

. les débits d'air de combustion.

2.2.

[æs fumées de I'incinération sont refroidies et é1

à l'érude, tant Pour les déchets dangereux que pour
oujours plus les valeurs limites d'émission des
ns sur dés composés nouveaux (oxydes d'azote,
ntaires de traitèment des fumées pourront alors
onibles mais leur coût et leurs impacts autres

qu'atmosphériques (rejets liquides-dechets solides) doivent encore être évalués [5].

:ème d'épuration conditionnent la mise en æuvre
rble fonôdon la surveillance des émissions et la
r des fumées. L'évolution des prescriptions
le des méthodes d'analyse de la composition des
(abaissement des seuils de détection) et couvrir un

spectre plus large de comPosés.

Certains produits, connus pour leurs impacts sur I'environnement ou la santé sont systématiquement

mesurés ; t"r 
"ônÉdes 

physico-chimiquèr restent le meilleur moyen d'évaluer la qualité des effluents

atmosphériques.

pourtant l'analyse chimique présente des limite-s, -gl particulier dans le nombre et le choix des

substances à éontrôler. b'"rf pourquoi il est judicieùx de développer, €D -complément de ces

contrôles, des tests de toxicité, iour ùne estimatiôn directe et globale ilè la qualité des fumées vis-à-

vis de cibles biologiques.
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3. Un test biologique pour les fumées d'incinération

la fumée est un vecteur difficile à étudier par le biais de tests biologiques. En effet :

. le choix de matériel biologique pouvant s'accomoder d'une vie en aérobiose est fort restreint ;

. il est très délicat d'échantillonner une fumée totale, c'est-à-dire à la fois gaz, aérosols et particules
solides.

3.1. Matériels et méthodes

I-e principe du test est schématisé à la figure l. Il consiste à exposer des cellules à un flux de fumées
d'intinération, pour évaluer une toxicité globale de ces fumées. [: mesure de la Éactivité cellulaire
conduira à la mise en place, puis à I'utilisation en surveillance des fumées, d'une échelle de qualité
complémentaire des contrôles physi co-chimiques.

r

68ffi@-@69

Figure 1. Principe du test (voir les explications dans le texte)

(l) réactif biologique
Le bon fonctionnement du test repose sur le choix d'un matériel biologique sensible aux atmosphères
et capable d'en restituer la toxicité relative.
Des èetlules, de type pulmonaire, sont cultivées sur membrane en phase aérobie, selon une technique
originale de Voisin et collaborateurs décrite en IVTI pour l'étude in vitro des activités des
macrophages alvéolaires. Elles sont ainsi au contact direct de I'atmosphère environnante, tout en
continuant à se nourrir par I'intermédiaire de la membrane (fig. 2).

(2) prélèvement des fumées
A l'àide d'une sonde, les fumées sont aspirées direcûement depuis la cheminée de I'incinérateur
jusqu'à I'enceinte d'exposition dans laquelle ont été placées les boîtes de culture cellulaire. Un débit
constant de deux litres par minute alimente I'enceinte pendant I'expérience.

(3) exposition des cellules

L'enceinte d'exposition est maintenue à 37 oC, saturée en humidité et régulée à 5 Vo de dioxyde de
carbone ; elle mime ainsi les conditions idéales d'incubation pour les culfures. Elle est munie d'une
entrée et d'une sortie pour le flux de fumée (fig. 2). Une enceinte similaire, alimentée en -air pur,
prépare les boîtes de ôulture témoins. I-es celluiês sont mises en contact avec la fumée et I'air pur
pendant une heure.
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Figure 2. Mode de culture cellulaire et mode d'exposition des cellules aux fumées

(4) interprétation de la toxicité globale
t-"r Uoit"i 

"xporées 
aux fumées sont àomparées aux boîtes témoins. Pour évaluer en terme de vitalité

cellulaire I'impact des fumées sur les cultures, une cytotoxicité relative est calculée comme suit (en
pourcentage):

7o CYTOTOXICITE =
(vitalité des témoins Air pur) - (vitalité des essais Fnnée) x 10O

[æ pourcentage de cytotoxicité est un paramètre global. [æs composants des fumées sont en effet
multiples, et Eapablei de réagir entre eux, en--particulier au contact des organismes vivants ; leurs
impaèts rut c"ui,ci ne sont pâs forcément addi^tifs, mais peuvent être synergiques (pour exemple, la
réattivite combinée des pouisières et du dioxyde de soufré), ou au contraire antagonistes ! Notre test
tient compte de ces com'6inaisons : les cellulei réagissent au contact de nombreux produits, y compris
de micropolluants, qu'il serait impensable de mesurer chimiquement.
L'expresiion des pourcentages dé cytotoxicité peut contribuèI. à 1". c.omparaison de deux procédés de
traitêment, de derix usines, âe deux déchets, de deux modes d'exploitation.

3.2. Résultas préliminaires

. Exemple d'un gaz simple (NOz)

Des essais d'exposition à un gaz simple, _le d_ioxyde_-d'azote, ont été réalisés sur deux souches
cellulaires : la sôuche 1, S 1, et l-a souchè 2,, SZ (fig. f ). lts montrent une corrélation satisfaisante entre

les cytotoxicités mesurées et la concentration de No2 (Rsr = o,796, RS t2 = o,634 ; Rs2 = 0,661,



Rsz2 = 0,437). Dans cette expérience, la vitalité des cellules est révélée par une méthode
cotorimCtrique qu'il reste aisé de manipuler en particulier sur un site industriel.
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7o Cytotoxicité NO 2 | Nr
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Figure 3. Fonctionnement du test sur un gaz simple : le dioxyde d'azote

. Fumées d'incinération

Nos premiers essais sur site ont montré que le pourcentage de_ cytotoxicité varie entre deux
expositions successives de mêmes cultures c-ellulairès maintenues dans des conditions semblables,

""ôi 
enfonction de la composition des fumées. I-es expositions I etZ ont été réalisées. à partir.d'un

même lorcellulaire; de même pourles expositions 3 et4 (fig. 4).[-e chlorure d'hydrogène (HCl) ou
I'oxyde d'azote (NO) influencent visiblement la réponse des cellules.
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Figure 4. Réactivité des cellules du test aux fumées d'incinération

4. conclusions et  perspect ives

Actuellement, le CREED élabore une procédure de mise
une échelle de réfêrence vis-à-vis de polluants identifiés.
envisagées :

en euvre du test adapté au terrain et établit
Deux types d'applications sont d'ores et déjà
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o son utilisation comme élément de contrôle qualité inûerne arx installations d'incinération des déchets
et comme indicateur permettant de délinir des priorités el matière de réduction des émissions ;
o son utilisatioo poui des mesures en atmospirères pollu.ées autres que les fumées d'incinération de

déchets (effluents gazeux d'autres industries, air ambiant).

Enfin, la validation du protocole opératoire et des qualités "métrologiquesu du test (reproductibilité'

repet"Uitité, sensibilité) par des essais goryparél gott".plusieurs laboratoires,.pe{menrait de meffre ce

nouvel outii de contrôl'e des fumées à la disposition dês industriels concernés. [.e test pourrait, dans

ce cas, faire I'objet d'une normalisation ultérieure.
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RESUME

l-e traiternent thermique est une technique couramment employée pour les déchets contenant des
matières organiques ; I'incinération génère des produiæ de combustion constitués essentiellement
d'eau et dJ dioxyde de carbone. I-es fumees véhiculent également, sous forme de gaz ou de
poussières, des sous-produits de combustion dont le nombre et la nature varignt grandement, en
ionction de la performance de I'usine et des caractéristiques intrinsèques dl déchet introduit dans le
four (composés métalliques, composés organiques volatils,...). Pour limiter leur contribution à la
pollution atmosphérique, les usines d'incinération sont dotées de systèmes d'épuration et sont tenues
âe se conformei à unè Églementation sévère. Des contrôles physico-chimiques réguliers vérifient la
qualité des effluents atmosphériques ; cependant" ils ne peuvent couvrir la diversité des molécules
potentiellement émises. C'est pouquoi la contribution de tests biologigues à l'étude de la qualité des
iejets atmosphériques serait bénéfique : ces derniers réagissent en effet à un ensemble de composés
variés, sans qu'il soit besoin de les identifier au préalable.

Notre travail consiste en la mise au point d'un premier test de toxicité, basé sur la culture en aérobiose
de cellules de type pulmonaire. Drectement au contact des fumées d'incinération de déchets, les
cellules réagissenl enfonction de la qualité globale des effluents. Un pourcentage de qtotoxicité est
calculé en lès comparant aux cellules témoins placées à I'air pur ; il est d'autant plus grand que les
fumées sont d'une qwlité moindre.

SUMMARY

Thermal treatment is a widely used technic for organic-containing waste. Apart from general
combustion products such as water and carbon dioxid, waste incineration can generate a large variety
of combustion by-products under particular and gaseous form.

In order to minimise their contribution to atm<
equipped with flue-gas cleaning systems and co
monitoring (vfz physical and chemical analyses)
spectrum of compounds emiued. This is
help : living organisms integrate the effects of '

specifically each of them.

Present work aims to develop a toxicity test based on pulmonary-like cells. The cells are maintained
in close contact to incineration stack gases and react to the global stack gas quality. Using the
comparison of exposed cells to blank cells kept in pure air, one can attribute a cytoxicity rate to the
gases. The lower the rate, the better is the quality of the stack gases.
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L'Ecorortcologie du Comparthncnt Aérien, Société d'Ecotoxicologie Fondamentale et Appliquée (éd.), Communications
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BUILDING A BIO.ASSAY TO EVALUATE
WASTE INCINERATION STACK GAS QUALITY

A. GERY*, F. ENGUEHARD*, P. GOSSET **, B. WALI-AERT**

* Centre de Recherches et d'Essais pour I'Environnement et le Dechet, 78520 Limay, France
** Institut Pasteur de Lille et unité INSERM U416, rue Calmeue, BP 245,59019 Lille, France

1. INDUSTRIAL BACKGROUND AND GOALS

CREED and lrutitut Pasteur of Lille are developing a global bie'assay to evaluate on line waste

incineration stack gas quality. The interests of such a bio-assay in the industrial field of waste thermal

treatment have been previously detailed (1).There are two main conditions to accomplish this goal :

(a) The bio-assay must react not only to macropollutants, but also to mone global conditions. The

sampling is as representative of stack gases as possible. Dust is not eliminated from the sample.

(b) The test must be quite fast and above all specific to the gaseous phase. It can become a tool used

by plant operators to define a stack gas quality and to communicate with people about the potential

impacts of stack gases released to the atmosphere.

l. l. Thermal treatment for waste

France produces 580 million tons of waste per year (municipal solid waste, industrial waste,

biological waste). Thermal treatments represent 40 Vo of municipal waste treatment and nearly lO Vo

of industrial waste is treated thermally ! This treatment produces bottom ash, fly ash and flue gas

cleaning residues (i.e. lime against acid gases,...).

|  .2.  Flue gas cleaning

Roughly two third of waste which is incinerated is transformed into stack gases, which must meet a

certain quality before their release to the atmosphere. French and European legislation prescribes

maximum allowable concentrations : Table I gives an idea of the strictest stack gas quality required at

this time in the field of waste incineration (2, 3,4, 5).

D u s t s 30 ms /  Nm3

H e l 50 - n  /  N -3

H F a,
mp /  Nm3

S()z 300 -n  /  Nrn3

co < 100 mg / Nmr (hourly mean value)

90 % measures < 150 me i Nm-

Orsen ic  comoounds < 2 0 mp / Nm3

f lenvv mete ls

Pb+Cr+Cu+Mn 5 ms /  Nm3

N i+As mp /  Nm3

Cd+FIs o-2 mp /  Nm3

Table l. Maximum allowable concentrations for release to the atmosphere.

2. PRINCIPLE OF THE BIO-ASSAY - MATERIAL AND METHODS

Cells are prepared in culture dishes that allow their contact with an atmosphere. They are maintained

in an exposure chamber in close contact with incineration stack gases and react to the global stack gas
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quality. Using the comparison of exposed cells to blank cells kept in clean air,

cytotoxicity rate to the gases. The lower the rate, the better the quality of the stack

Figure 1. Test principle. (t) Cell culture : from liquid phase to gaseous phase. (2) Stack gas sampling-

(f)-Cett culture exporure (gaseous phase) to stack gases. (4) Cotoured representation of cell vitality or toxicity.

2.1.  Ce l l  cu l ture

The cells used are pulmonary-like cells able to multiply in a flask. They are specialised in the defence

behaviour face to a complex atmosphere (gases and particles). Their reactions with airborne pollutants

occur quickly and are measurable. The cell strain chosen for the bio-assay is called TFIP- 1. It was

isolated and described by Tsuchiya et al. in 19t30 (5). The cells was derived from the blood of a

patient with acute monocytic leukaemia. They are easily cultured in an enriched Dulbecco's MEM

growth medium, then incubate d at3l oC in a 5 To CO2-in-air moist atmosphere to mature and multiply

before their use in the bio-test.

Cells are taken from a single mother suspension to prepare assay-cultures exposed to stack gases, and

reference-cultures exposed to clean air. They are deposited on sterile Gelman membranes of O.2 pm

porosity that lie on an appropriate growth mediurn in small Petri dishes. Cells are therefore in direct

contact with the air and obtain the nutrient material they need via the membrane saturated by

capillarity, as described previously by Voisin et aI. (6) for alveolar macrophage culture.

2.2.  Stack gas samPling

lV'aste incineration stack gases are most often hot and very humid (IO7o to 5O VoH2O in volurne). To

avoid water condensation that could partly remove acid gases or particles from the stack gas during

the sampling, a new stack gas sampling method is used : stack gases are sampled by means of a probe

from the inside of the stack. The samples flow down into a cylindrical membrane called a permeation

tube. Water molecules are retained by a dry gas (dry air or dry nitrogen) which circulates in the

opposite direction, outside and around the membrane. The dehumidified stack gases can then attain a

lower temperature of 37 "C without further condensation. They are finally supplemented with 5 Vo

carbon dioxide to conform to good cell culture conditions.
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chamber (corresponding to 2 litres per minute) for I hour.

(2) Clean air with 5 Vo CO2 passes through the reference chamber simultaneously and under the

same experimental conditions.

2 .3 .  Ce l l  exposure to  gases

Culture dishes with gaseous cell culrures are put into the exposure chamber or into

chamber. Both exposure chamber and referince chamber have a single inlet and a

providing to the cell cultures a humidifÏed37 oC-regulated atmosphere (Fjgure2).

(l) A regular flow of cooled and 5 Vo CO2-enriched stack gases Passes through

[LO
( chambcr moi sturc sourcr) HaO.37 "C

(lmmcrsion batù)

the reference

single outlet,

the exposure

exposed to

a coloured

alive after

Figure 2. Cell exPosure to stack gases.

2.4.  Toxic i ty expression

A relative toxicity index (7oRTI) is calculaæd for cells exposed to stack gases versus cells

clean air. The method chosen is a colorimetric one : a tetrazolium salt is reduced into

formazan salt by only living cells. ToRTI corresponds to the proportion of cells still

exposure to the stack gases or to the clean air :

VoR.III =
(OD" t ' r ) - (ODe. ' )  

x100
(OD"t'r)

where : VoP{fl = relative toxicity index in percentage ; OD.trt = optical density read from reference-

cultures exposed to clean air as control using a colorimetric MTT-based method ; ODgas = optical

density read from assay-cultures exposed to stack gases using the same colorimetric MTT-based

method.

3. EXPERIMENTS AND FIRST RESULTS FROM PLANT TEST

Several experiments were conducted to make technical and strategic choices on how the bio-assay

should be designed. Three of them are Presented here.

3 .1 .  S imple  gas tox ic i tY

Testing the bio-assay on a simple gas is essential in order to identify its sensitivity to pollutants which

may be present in the atmosphere. The cell response evaluated as described in $ 2.4. (Eiggrg-D is

well correlated with NOz concentration from 0 to 50 ppm in the atmosphere (R = 0,661 with THP-l

cells).
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Figure 3. Toxicity index from a simple gas 3 No2

3.2. Stack gas dust toxic i tY

Cells are cultured on membranes on which stack gas dusts were collected. Figure 4 shows some

ZoRTI that attai n 20 Vo to D Vo after one hour exposure. Hence the gas sampling system must

preserve dusts transported by the gases from the source tested to the reactive cells.

% : Relative Toxicitv index i
200

Optlc ùulty (r lm0)

F3  F4  F5  F6

(F i) = (frlter i + ôrrs + cclls)

Optical density (method using MTT salt) read from cell
culturcs applied on dusts from stack gases.

l?5

150

125

l æ

1S

AJ

?5

0

Ft Refercnce
without dusts

Figure 4. Toxicity index from stack gas dusts (collecæd on cell culture membranes)

3.3.  Stack gas global  toxic i tY

Concentrations of four major pollutants measured in stack gases (8) are represented on the same

graph as the toxicity index (7oRTI) during consecutive periods. Figures 5 & 6 show that the ToRTI is

correlated to NO, CO, SOz and HCI concentrations, even weakly (this point has been analysed in a

previous communication (8).). In addition, ToRTI seems to be also sensitive to other parameters such

as micropollutants which are not measured here, for the ToP{II curve does not follow faithfully the

cumulate gas concentration profile. That is why this gl.obal bio-assay may be a good complement to

the routine controls.

,-: I 1:T. '  t  - l i " ; ;-
,.' -- ri'*'. -
:: i l:'-i:l:

ppm NO2 @xposare I hr,2 Umin)
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Figures 5 &.6. Toxicity index from stack gases-

4. NEAR.TERM AND FUTURE APPLICATIONS

To continue the evaluation of the efficiency of the bio-assay developed, we will install and test the

new srack gas sampling system (described in $ 2.2).ln addition, we will go on with measuring cell

reactions to several simple gases : tests will be performed with nitrogen dioxide again (NOz,

oxidising gas), sulphur dioxide (SOz, initating gas) and hydrogen chloride (HCl, a combustion

product).

The bio-assay developed may also be used on ambient air, or on stack gases in other industries.
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Quat i tê  des f  umë,es d ' inc inêrat ion de dëchets ê,valuëe par  mesure

de ta cytotox i  c i tê ,  sur  ce l lu les de tYpe macrophagique.

Notre objectif est de mettre en place un test qui mesure in situ la toxicité globale des fumées

d'incinération de déchets. Pendant une heure, des cellules de type macrophagique sont placées au

contact des fumées ; un index de cytotoxicité I.C. est calculé, en comparant la viabilité des cellules

exposées à celle de cellules témoins placées à I'air pur.

I-es fumées sont échantillonnées dans leur totalité (gaz. aérosols, particules). Elles sont conduites

vers une chambre d'exposition qui maintient les cellules dans leurs conditions de culture (37 oC,

humidité à saturation, 5 Vo COù.

L,es cellules sont des monocytes de la lignée THP-I. Cultivées sur des membranes qui les

maintiennent à I'interface entre leur liquide nutritif et I'atmosphère environnante, elles survivent aux

agressions de I'air grâce à leur équipement biochimique antioxydant.

I-e test de viabilité cellulaire est basé sur le changement de couleur du sel de tétrazolium MTT, du

jaune au violet, lors de sa réduction par les cellules viables ; ainsi, la santé globale de la population

cellulaire est estimée par simple mesure colorimétrique.

I-es essais menés au laboratoire ou in situ révèlent:

. qu'il existe une relation concentration-effet entre l'[.C. et les gaz simples NO2, SOz ou HCl, ainsi

qu'une réponse du ûest face aux mélanges complexes de gaz de combustion (fumée de tabac) ;

. que les cellules sont très sensibles au contact des particules ; il faut donc tenir compte de I'impact

des poussières de fumées en plus de celui des gaz ;
. que l'1.C. augmente lors des pics de concentrations relevés dans les fumées, mais qu'il Peut aussi

croître alors qu'il n'y en a pas ; cela indique que le test est sensible aux macropolluants comme aux

micropolluants.

I-es tests biologiques ont une grande contribution à apporter aux contrôles de qualité des effluents

atrnosphériques, car ils détectent la présence de polluants ou de combinaisons de polluants que

I'analyse chimique ne mesure Pas.

Cytotoxicité

Fumées d'incinération

Poussières

Déchets

Cellules de type macrophagique

Etude in vitro

Test in situ

Qualité
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