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RESUME

Introduction

Le Conseil de I'Europe étudie depuis 1972 les risques associés a la présence de nitrates dans les
denrées alimentaires. En 1989, le Comité d'Experts pour le controle sanitaire des denrées alimentaires a
été chargé d'élaborer un rapport sur les données existantes en tenant compte des aspects toxicologiques,
afin de fournir une base pour des lignes directrices de santé publique relatives aux quantités de nitrates et
de nitrites absorbées quotidiennement par l'intermédiaire des denrées alimentaires.

Le présent rapport comprend deux parties. La premicre est essentiellement consacrée a la
présence de nitrates et de nitrites dans les denrées alimentaires et aux divers modes d'exposition de
I'homme a ces substances. La seconde passe en revue les informations sur la toxicologie des nitrates et
des nitrites.

Sauf indication contraire, les anions de nitrate et de nitrite sont représentés par les symboles
chimiques NO; et NO, respectivement.

Iére PARTIE :PRESENCE DE NITRATES ET DE NITRITES DANS LES DENREES
ALIMENTAIRES

Les nitrates et les nitrites sont classés parmi les conservateurs officiellement acceptés dans la
Directive correspondante de la CEE. Un tableau des doses et des usages autorisés dans les divers Etats
membres du Conseil de I'Europe est présenté dans I'Annexe 11 de cette premiére partie du rapport.

L'exposition aux nitrites par cette voie est tres faible.

Les nitrates et les nitrites peuvent également étre présents dans certaines denrées alimentaires
sans avoir pour autant été utilisés comme additifs. La plupart des denrées alimentaires ne contiennent ces
substances qu'a des concentrations négligeables, a I'exception de certains types de légumes et, dans une
certaine mesure, des pommes de terre.

Des études sur l'exposition humaine aux nitrates par le biais des denrées alimentaires révelent
que l'absorption quotidienne moyenne (exprimée en NOs), peut, dans certains pays d'Europe, varier entre
56 et 140 mg, environ, par personne, et atteindre une valeur maximale de 254 mg de nitrate par personne
dans des cas accidentels.

L'absorption quotidienne totale de nitrites (exprimée en NO,) est généralement inférieure a 2 mg
par personne. Le Chapitre V insiste cependant sur la formation endogeéne de nitrites a partir des nitrates
ingérés, laquelle est susceptible d'étre responsable d'une exposition a une dose de nitrites excédant la
DIJA.

Les nitrates présents dans I'eau potable entrainent une augmentation considérable de l'exposition
humaine. Le présent rapport donne des exemples ou I'exposition quotidienne totale due aux denrées
alimentaires et a I'eau potable peut atteindre une valeur supérieure a 350 mg de NOs par personne.

IIéeme PARTIE: TOXICOLOGIE DES NITRATES ET DES NITRITES

Cette partie du rapport résume essentiellement les données d'ordre toxicologique publiées avant
1987.



Il ressort de ces données et d'articles plus récents que le regain d'intérét pour la toxicologie des
nitrates et des nitrites est di a deux raisons:

1.L'exposition humaine aux nitrates et aux nitrites peut atteindre des doses supérieures a ce que l'on
pensait initialement;

2.Les DJA actuellement fixées reposent sur des études effectuées avant 1975 et ne répondent pas aux
critéres toxicologiques actuels.

Le Comité mixte FAO/OMS d'experts sur les additifs alimentaires maintenait les DJA suivantes
en 1980 par manque de nouvelles données acceptables:

- Nitrate (nitrate de sodium) : 0 - 5 mg/kg de poids corporel
- Nitrite (nitrite de sodium) : 0 - 0,2 mg/kg de poids corporel (temporaire)

Calculées en NOs et NO,, ces valeurs sont les suivantes:

- NOs : 0 - 3,65 mg/kg de poids corporel, soit environ 220 mg par personne (60 kg)
- NO, : 0 - 0,13 mg/kg de poids corporel, soit environ 8 mg par personne (60 kg)

Certaines études portant sur l'administration a des animaux par adjonction a leur nourriture
fournissent des indications qui pourraient amener a reconsidérer la DJA dans un sens restrictif (voir
Chapitre VIII, point 1).

11 faut néanmoins préciser dans ce contexte qu'a part les effets de la nitrosation - qui ne sont pas
traités dans ce rapport en raison des nombreuses incertitudes a ce sujet' - aucune activité carcinogéne n'a
été décelée chez la souris ni chez le rat au cours de plusieurs études a long terme sur les nitrites et les
nitrates per se (voir Chapitre VIII, point 2).

Des ¢études portant sur la formation endogéne de nitrites a partir de nitrates montrent que 5 pour
cent de la quantité totale de nitrates ingérés sont convertis en nitrites, phénomeéne qui peut étre
responsable d'une exposition supplémentaire substantielle aux nitrites.

Le risque d'absorption de doses plus élevées de nitrates peut par conséquent se traduire par une
augmentation considérable de l'exposition a ces nitrites issus d'une synthése endogeéne (voir également
Iere partie, chapitre V).

Etant donné l'ubiquité notoire et l'ampleur de l'exposition de certaines catégories de la
population aux nitrites dans plusieurs Etats membres du Conseil de I'Europe, il semble justifié de
procéder a une réévaluation de la toxicologie des nitrites. Il convient en particulier d'é¢tudier de maniere
plus approfondie les mécanismes d'action des nitrites dans le corps humain avant de tirer des conclusions
concernant leurs effets sur la santé humaine.

L'ingestion de 100 g de Iégumes crus dont la concentration en NO; est de 2500 mg par kg
entraine déja, a elle seule, une absorption de 250 mg de NOs;, ce qui signifie un dépassement de la DJA
actuellement fixée pour le NO; de 12% pour la consommation de ce seul produit. Calculée en NO, (en
supposant que la conversion du nitrate est de 5%), cette valeur correspond a 12,5 mg de NO,, soit un

'Une étude approfondie des ouvrages spécialisés sur la nitrosation a paru dans Cancer surveys, vol. 8 numéro 2, 1989;
Nitrates, Nitrite and Nitrosocompound in Human Cancer.
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dépassement de 56% de la DJA actuellement fixée pour le NO.,.

Au vu de cette situation, il est suggéré au Chapitre VIII de la [léme partie du présent rapport, de
procéder comme suit:

a. Il faudrait encourager des améliorations de I'horticulture susceptibles de conduire a une
diminution de la teneur en nitrate de certain types de légumes. A la suite de ces progres les
bonnes pratiques horticoles pourraient étre définies en fonction des limites officielles fixées pour
la teneur en nitrates de ces légumes.

b. Les mesures visées au point a) pourraient étre complétées par des recommandations au public
concernant la consommation réguliére de certains types de 1égumes. Des recommandations dans

ce domaines pourraient se justifier notamment pour certains groupes a risque.

Compte tenu des multiples apports nutritionnels possibles des 1égumes, il faudrait toutefois
¢éviter les recommandations strictes concernant leur consommation lorsque cela n'est pas nécessaire.

C. Une réévaluation de la toxicologie du nitrite semble justifice.
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Iére PARTIE : PRESENCE DE NITRATES ET DE NITRITES DANS LES DENREES
ALIMENTAIRES

L INTRODUCTION

Le présent document dresse le bilan des principaux problémes toxicologiques relevés par les
experts du Conseil de I'Europe en liaison avec les nitrates et les nitrites des denrées alimentaires et
donne un apergu des directives de santé publique a envisager dans ce domaine. Sauf indication contraire,
les anions des nitrates et des nitrites y sont représentés par les symboles NO; et NO,.

1. Activités du Conseil de I'Europe

La présence de nitrates et de nitrites dans les denrées alimentaires préoccupe depuis longtemps
les autorités sanitaires. Ajoutés aux nitrates de l'eau potable, ils peuvent atteindre chez certains
consommateurs des doses ¢levées.

Les différents risques encourus ont également été étudiés par le Conseil de I'Europe depuis 1972.
En 1989, le Comité d'experts pour le contrdle sanitaire des denrées alimentaires a été chargé de préparer
un rapport sur la base des données recueillies, en tenant compte des aspects toxicologiques.

2. Rappel historique

Les nitrates et les nitrites sont notoirement utilisés comme additifs alimentaires depuis des
siécles, mais a l'instar de nombreux autres procédés de traitement empiriques, leur mode d'action
chimique et microbiologique n'a été connu que plus récemment.

En 1957, le Conseil de I'Europe a été le premier a utiliser, pour les additifs alimentaires, la
notion de Dose Journaliére Acceptable (DJA), notion reprise par la suite par le Comité mixte FAO/OMS
sur les additifs alimentaires (JECFA). Ce Comité a, sur cette base, procédé depuis 1961 a l'évaluation
toxicologique du nitrate et du nitrite et fixé comme suit les DJA correspondantes:

Nitrate (nitrate de sodium): 0-5 mg/kg du poids corporel (1)
Nitrite (nitrite de sodium): 0-0,2 mg/kg du poids corporel (2)

La DJA de nitrite avait été fixée de maniere "temporaire". Calculées en NO; et NO,, on obtient
pour:

NO;: 3,65 mg/kg du poids corporel soit environ 220 mg par personne (60 kg).
NO;: 0,13 mg/kg du poids corporel soit environ 8 mg par personne (60 kg).

Depuis 1960, diverses sources ont indiqué la formation de N-nitrosamines suite a la réaction du
nitrite avec des amines secondaires et tertiaires des aliments pour animaux et des denrées alimentaires
(3). Bien que de nombreuses études sur les N-nitrosamines n'aient pas encore révélé leur role exact chez
I'homme, on estime généralement souhaitable de limiter au minimum le contact avec elles.

Le nitrite a connu un regain d'intérét lorsque I'on a découvert qu'il pouvait se former dans le
corps humain par réduction du nitrate. On a ainsi ét¢ amené a reconsidérer l'importance de la
consommation de nitrates par 'homme, étant donné que 1'évaluation des risques y afférents ne tenait pas
compte au départ de la contribution des nitrites.

Ces derniers sont devenus tres préoccupants du fait que des denrées tres prisées telles que les
légumes a feuilles se sont révélées renfermer de trés fortes quantités de nitrates.
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La figure 1 donne un apergu des multiples contacts possibles avec ces substances.

NITRATES
NO;
exogene
consommation de légumes
consommation d'eau potable
consommation de viandes fumées

emploi dans l'industrie des engrais

endogéne

formation a partir des nitrites

NITRITES
NO,
exogéne
consommation de viandes fumées
consommation d'aliments

contaminés

consommation d'eau potable
contaminée

endogéne

formation a partir des nitrates
ingérés (salive, estomac)

N-NITROSAMINES
N-N=0
exogéne

consommation d'aliments

utilisation de caoutchouc

utilisation de cosmétiques
utilisation de médicaments

tabagisme
inhalation de fumées
ouvriers utilisant des huiles de coupe
endogéne

formation a partir des nitrites
(estomac)

Fig. 1 :Différents contacts possibles de I'homme avec les nitrates, les nitrites et les N-nitrosamines.

R et R' sont des groupes alkyls.

Nous nous contenterons d'étudier les effets de la présence des nitrates et des nitrites dans les
denrées alimentaires car ces dernic¢res représentent la source de contact la plus importante pour
I'homme. Nous avons aussi inclus certaines données concernant l'eau potable.

Les nitrates, les nitrites et les nitrosamines suscitent un vif intérét comme en témoigne
I'abondante littérature existant a leur sujet (3 - 6). Leur toxicologie semble encore toutefois

insuffisamment connue.

3. Méthodes analytiques

Elles ne seront pas présentées ici car elles sont généralement bien connues et dotées, pour la
plupart, d'une précision et d'une validité suffisantes. Les analystes peuvent vérifier leurs résultats a
l'aide de substances de référence normalisées telles que celles du Bureau Communautaire de

Références (BCR) de la CEE.

L'examen des mesures publiées laisse supposer qu'elles correspondent bien aux quantités
présentes dans les différents substrats.

Il est recommandé d'exprimer les concentrations de nitrates et de nitrites en ions NO; et NO,
et nous avons respecté cette régle dans toute la mesure du possible.

Nous donnons un tableau de conversion en Annexe 1.




-11 -

4. Collecte des données

Le Comité pour le controle sanitaire des denrées alimentaires a, ces derniéres années,
rassemblé des données sur les nitrates et nitrites présents dans les denrées alimentaires. Elles seront
examinées au chapitre II.

Il a également pass¢€ en revue la législation des états membres de 1'Accord Partiel dans ce
domaine (voir Annexe II ).

Le chapitre I1I présente les résultats des études chez I'homme.

II.LLES NITRATES ET NITRITES PRESENTS DANS LES DENREES ALIMENTAIRES
1. Les nitrates / nitrites provenant de I'environnement

La quantité de nitrates/nitrites que l'on trouve dans les denrées alimentaires est notamment
liée a l'azote et aux composés azotés présents dans I'environnement. L'azote intervenant dans les
réactions biologiques est principalement d'origine atmosphérique (N,). Le nitrate présent dans les
eaux peut en partie provenir de I'azote des roches souterraines.

On peut considérer que N,O et NO ont principalement une origine biologique, comme une
partie de 'ammoniaque atmosphérique.

Les nitrates présents dans le sol, dans les eaux superficielles et souterraines résultent de la
décomposition naturelle, par des microorganismes, de matiere organique azotée telle que les protéines
végétales, animales et les excréments animaux. L'ion ammonium formé est oxydé en nitrites et en
nitrates. La présence de nitrates et de nitrites dans I'environnement est une conséquence naturelle du
cycle de l'azote (voir fig. 2) mais les nitrites n'interviennent normalement qu'a de trés faibles
concentrations.

Les conséquences écologiques des composés azotés, notamment au niveau de la qualité de
I'eau potable, ont été largement étudi¢es et font I'objet de nombreuses publications tant nationales
qu'internationales (3 - 6, 9, 15).

Certains apports relévent d'activités humaines: engrais, déchets animaux, ordures ménageres,
déchets industriels, transports, adjonction délibérée de nitrates et de nitrites aux aliments. Seuls les
premiers et les derniers seront étudiés ici.
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Fig. 2. Le cycle de l'azote

2. Emploi des nitrates et des nitrites comme additifs

Les nitrates et les nitrites sont largement utilisés dans la production de viandes et dérivés
fumés et pour la conservation du poisson dans certains pays. La fabrication du fromage fait aussi
parfois appel a I'adjonction de nitrate.

Lors du fumage, le nitrate est partiellement réduit en nitrite par des bactéries. Vers 1900, on
s'est apercu que le nitrite était essentiel pour donner aux viandes fumées cuites leur couleur rosée et
leur gott caractéristique de "fumé". Le nitrite y a dés lors remplacé de plus en plus le nitrate.

On a ensuite constat¢ que le nitrite contribuait grandement a augmenter la durée de
conservation de ces produits et a protéger le consommateur contre les risques de détérioration
bactérienne due au Clostridium botulinum. On a aussi noté une action similaire contre certaine
contamination microbienne dans le fromage.

Dans la plupart des pays, 1'adjonction de nitrates et/ou de nitrites a la viande, a ses dérivés et
au fromage est régie par la loi. Certains pays l'autorisent aussi pour les poissons et leurs dérivés.

Les nitrates et les nitrites figurent parmi les conservateurs officiellement admis dans la
Directive CEE correspondante. Les concentrations autorisées dans les différentes denrées alimentaires
varient toutefois de pays a pays. Leur adjonction a la viande et au poisson fumés est également
autorisée ailleurs, aux Etats-Unis notamment.

Pour le nitrate, les limites de concentration (généralement calculées en nitrate de potassium)
varient de 50 mg/kg, pour le fromage, a 600 mg/kg, pour la viande, le poisson et leurs dérivés.

Pour le nitrite, (calculées en nitrite de sodium) elles vont généralement jusqu'a 200 mg/kg
pour la viande et ses dérivés. Certains pays fixent la limite 1égale a 2 ou 5 mg/kg pour le fromage. On
trouvera en Annexe Il un tableau de synthése des teneurs en nitrates et nitrites autorisées dans les états
membres.

3.Nitrates et nitrites présents dans les denrées alimentaires sans y avoir été ajoutés.
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On peut trouver des nitrates et des nitrites dans certaines denrées alimentaires sans qu'ils y
aient été utilisés comme additifs. Dans la plupart des cas et a I'exception de certains types de légumes,
les concentrations enregistrées sont faibles.

Viandes et dérivés frais

Ils ne doivent normalement pas contenir de nitrates ni de nitrites. Pour le bétail nourri avec
des aliments a tres forte teneur en nitrate, on peut noter une légere élévation a 11 mg/kg de nitrate. La
moyenne pour le nitrite se situe a 1 mg/kg (5).

Lait et dérivés

Les estimations varient entre moins de 1 mg de nitrate/kg, selon une étude américaine (7), et 8
mg/kg selon une étude danoise (8). Aux Pays-Bas, les études de consommation s'appuient sur un
chiffre de 0,5 mg de nitrate /kg, utilisé pour le lait (9).

Céréales

Les quantités de nitrates y sont soumises aux mémes variations que pour les légumes (voir
ci-dessous). L'accumulation est toutefois moins importante dans les céréales que dans les tiges et les
feuilles (10). Dans 1'é¢tude américaine mentionnée ci-dessus (5), on reléve une quantité moyenne de 12
mg de nitrate/kg pour les biscuits et les céréales. Le chiffre correspondant pour les Pays-Bas est 10
mg/kg. Pour le nitrite, I'étude américaine mentionne une concentration moyenne de 2,6 mg/kg.

Fruits

Selon les données disponibles, les fruits renferment de faibles quantités de nitrates (7). Il
arrive que les fraises en contiennent plus de 100 mg/kg, le raisin atteint 17 mg/kg et pour les oranges,
les pommes, les poires, les fraises, les cerises et le raisin, les quantités varient habituellement entre 0

et moins de 10 mg/kg (11).

Une étude francaise mentionne 34 mg de nitrate’kg pour les poires et 24 mg/kg pour les
cerises et les pommes (12).

Les chiffres allemands indiquent un maximum de 108 mg/kg pour les pommes, 11 pour les
poires, 31 pour les péches et 34 pour le raisin (13).

Aux Etats-Unis et aux Pays-Bas, les ¢tudes de consommation s'appuient sur une moyenne de
nitrate de 20 mg/kg. Au Royaume Uni, une ¢étude indique une concentration moyenne de 13,3 mg/kg
(6). La quantité de nitrite contenue dans les fruits est généralement considérée comme négligeable.

Boissons alcoolisées

Les teneurs en nitrate y semblent trés peu ¢€levées, celles du nitrite, négligeables. Pour la
biere, on observe des valeurs situées entre 0 et 54 mg/kg, avec une moyenne de 24 mg/kg (6, 13).

Dans les études de consommation, on utilise parfois une moyenne de 5 mg de nitrate/kg (9).
Pommes de terre

Les coutumes alimentaires de certains pays comme les Pays-Bas font de la pomme de terre un
aliment de base et elle doit donc figurer dans une catégorie distincte. Les quantités de nitrate détectées
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peuvent atteindre 190 mg/kg (13). Aux Pays-Bas, 60 mg/kg représentent une bonne moyenne. L'étude
britannique mentionne 118 mg/kg (6).

Légumes

Ils constituent la principale source alimentaire de nitrates et de nitrites non ajoutés. La
documentation existante révele de trés grandes variations dans les teneurs en nitrates de certains
légumes que I'on retrouve d'ailleurs en partie dans différents échantillons d'un méme légume.

Les quantités accrues de nitrate présentes dans les légumes s'expliquent notamment par
I'accumulation de cette substance dans les plantes. Nous consacrerons donc un bref chapitre (IV) aux
facteurs qui contribuent a la migration et a la transformation du nitrate dans les plantes.

Dans certains cas extrémes, les concentrations de nitrates peuvent atteindre, pour des légumes
donnés, jusqu'a 10.000 mg/kg (14). La dose journaliére de nitrate peut donc varier considérablement
suivant les habitudes alimentaires du consommateur.

On trouvera a 1'Annexe III la liste des concentrations relevées au cours de programmes de
surveillance en République fédérale d'Allemagne (15), aux Pays-Bas (16) et aux Etats-Unis (5) et a
I'Annexe IV, une classification des légumes selon leurs teneurs en nitrates. Les concentrations
autorisées dans divers états membres sont indiquées a 1'Annexe I1.

Les ¢études de consommation présentées au chapitre suivant démontrent que I'exposition aux
nitrates est avant tout le fait des légumes et de certains d'entre eux, en particulier. Les nitrates
contenus dans I'eau potable jouent aussi un role, comme nous le verrons dans ce méme chapitre I11.
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I11. L'EXPOSITION AUX NITRATES ET AUX NITRITES CHEZ L'THOMME
1. Introduction

Nous nous limiterons ici aux principales sources de contact, a savoir I'eau et les aliments.

Les oxydes d'azote sont surtout présents dans l'air pollu¢ (dans l'air ambiant, a l'intérieur des
maisons et sur les lieux de travail) et dans la fumée de tabac. Il existe de nombreuses données a ce
sujet (3-6, 9) mais il n'en sera pas tenu compte ici car il ne s'agit que d'une source mineure par rapport
a l'exposition due aux aliments et a I'eau potable.

Les programmes de surveillance menés récemment dans divers pays fournissent des données
sur le degré d'exposition chez I'homme et permettent ainsi une approche quantitative du probléme. La
formation endogene de nitrate tend cependant a le compliquer. Pour les nitrites, les calculs sont encore
plus difficiles. En effet, environ 5% (6,3 mol%) du nitrate absorbé se transforment en nitrite (17).

Les ¢études de la balance des nitrates chez I'hnomme n'ont pas totalement clarifié la question.

Dans un premier temps toutefois (paragraphes 2 et 3), nous calculerons les nitrates et les
nitrites sans tenir compte de ces phénomenes supplémentaires de formation et de transformation.

L'exposition alimentaire est calculée a l'aide de différentes méthodes. On peut soit doser
directement les nitrates et les nitrites dans des rations alimentaires types, soit utiliser les tableaux
officiels de consommation moyenne et appliquer les teneurs en nitrate ou nitrite établies dans la
littérature pour les divers composants alimentaires (18).

La méthode par dosage direct offre plusieurs avantages. La teneur des aliments est mesurée
apres leur préparation, ce qui donne une idée plus précise des quantités effectivement absorbées. La
consommation d'aliments est par ailleurs mesurée directement, ce qui évite d'avoir a se reporter a des
tableaux qui parfois sur- ou sous-estiment la réalité.

L'inconvénient est que la sélection des repas risque de fausser les données puisque les
habitudes alimentaires de chacun peuvent varier selon les jours et selon les saisons. Stephany et
Schuller (19) ont enregistré des différences d'un facteur 40 et d'un facteur 20 dans les quantités de
nitrate et de nitrite absorbées aux Pays-Bas, selon la saison.

Nous présenterons ici les données recueillies dans la littérature en précisant, le cas échéant,
les méthodes utilisées.

2. Exposition aux nitrates

Une étude de Corré et Breimer (20) rend compte des données trés nombreuses rassemblées
sur ce sujet entre 1965 et 1978.

Elle présente la dose moyenne de nitrate (en mg) absorbée par personne et par jour aux
Etats-Unis et aux Pays-Bas (voir tableau 1).
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Tableau 1 Nitrate absorbé
Source Pays-Bas USA

Légumes 98 86,1
Pommes de terre 15 -
Fruits - 1,4
Lait et dérivés 1 (fromage) 0,2
Pain 12 (céréales) 2,0
Eau 7 0,7
Viande et poisson - 9,4
Autres 4 -

Total 137 99,8

Le degré d'exposition de 137 mg, relevé aux Pays-Bas, est comparable aux résultats obtenus
par Stephany et Schuller avec la technique des rations alimentaires équivalentes (19):

dose moyenne de nitrate absorbée : 130 mg (été) ;
89 mg (hiver) : variation 9-706 mg.

Les paragraphes suivants sont consacrés aux résultats des études effectuées dans divers pays.

Pour le nitrate, nous examinerons brievement le cas des Etats-Unis, du Royaume Uni, de
I'Allemagne et des Pays-Bas.

11 existe aussi des données concernant la Suéde (20a) et la Suisse (20b), ainsi qu'une étude en
France effectuée en 1991 (43).

a. Etats-Unis d'Amérique
L'étude de la National Academy of Sciences de 1981 (5) fournit des données plus détaillées

sur ce type d'exposition aux Etats-Unis ; elles sont calculées a partir de consommations estimées et de
concentrations moyennes (voir tableau 2).
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Tableau 2 Trois estimations de la dose journaliére de nitrate alimentaire
absorbé par habitant aux EUA
ALIMENTS
Dose en mg/personne et en pourcentage
White 1975,1976 (7) Food and Drug Hartmann 1981 (23)
% Administration 1979 %
(5)
Viandes fumées 9.4 9.4 0 0.4362.0 0.6
Légumes 86 86 37 1.2 91.7
Fruits et jus 1.4 1.4 NR 2.0 1.8
Pain 2.0 2.0 NR 0.2 2.8
Lait et dérivés 0.2 0.2 NR 2.0 0.3
Eau 0.7 0.7 2 2.8
Total 100 39 70

" indique un apport alimentaire négligeable par rapport aux autres catégories énumérées
) NR = donnée non fournie

Le Tableau 3 présente une estimation de la dose de nitrate absorbée par le consommateur
américain moyen, par les gros consommateurs de viandes et de légumes et par les consommateurs
d'eau potable riche en nitrate (5) :

Tableau 3 Estimation de la dose journaliére de nitrate par habitant, dans la population moyenne
et dans trois sous-groupes, 1981.
Exposition en mg/personne et en pourcentages.
Moyenne E.U. Gros consommateurs de Végétariens Eau riche en
SOURCE viandes fumées nitrate
mg % mg % mg % mg %
Viandes fumées 1.2 1.6 4.8 6 0 0 1.2 0.5
Viandes fraiches 0.6 0.8 0.6 0.8 0 0 0.6 0.2
Légumes 65 87 65 83 260 97 65 28
Fruits et jus 4.3 6 4.3 6 4.3 1.6 4.3 1.8
Biscuits et céréales 1.2 1.6 1.2 1.5 1.2 0.4 1.2
Lait et dérivés 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 0.1
Eau 2 2.6 2 2 2 0.7 160 68
Total 75 78 268 233

Les "gros consommateurs de viandes fumées" sont estimés consommer par jour 4 fois plus de
viandes de ce type que le consommateur "moyen". On a, de la méme facon, supposé que le végétarien
consomme 4 fois plus de légumes que le consommateur "moyen".
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Pour les consommateurs d'eau riche en nitrate, les données proviennent des habitants de la
vallée de la Sangamon, au centre de I'lllinois, ou l'on relevait en 1971 des concentrations moyennes de
nitrate de I'ordre de 100 mg/litre (24).

b. Royaume-Uni

Les études du Steering Group on Food Surveillance (6) ont conduit a une estimation de la
consommation moyenne calculée a partir de la consommation totale (25) (voir tableau 4).

Tableau 4. Estimation de la consommation totale de nitrate alimentaire
(mg/personne et par jour) au Royaume-Uni

Catégories d'aliments Concentration moyenne Aliments consommés Dose de nitrate
mg/kg kg/pers/jour mg/pers/jour
Viandes 3.6 0.15 0.5
Poissons 55 0.02 1.1
Légumes a tubercules 118 0.18 21.2
Autres légumes 219 0.11 24.1
Fruits et sucres 13.3 0.17 2.3
Boissons sans alcool 14 0.12 8.25
Huiles et graisses 5.6 0.08 0.5
Céréales 8.8 0.23 2.0
Lait 1.5 0.40 0.6
Total/Aliments 61.0
Estimation pour I'eau potable : 10 - 20
consommation de 1 litre par jour, 10 - 19.99 mg/1
Total 71 -281

Dans cette étude, on a supposé que les doses maximales de nitrate provenant des Iégumes ne
dépasseraient pas 100 mg par personne et par jour (c.a.d. environ deux fois la dose moyenne estimée)
et que les doses alimentaires totales n'excéderaient pas 110 a 120 mg par personne et par jour. On
estime cependant que les doses peuvent étre plus élevées en cas de forte consommation de certains
légumes a trés haute teneur en nitrates (supérieure a 1.000 mg/kg). Les plus gros "mangeurs" ne
devraient pas absorber plus de 122 mg par personne et par jour (c.a.d. deux fois la moyenne estimée)
mais selon le Steering Group il se pourrait que pour les végétariens, la dose moyenne atteigne 200 mg
par personne et par jour.

Une ¢étude récente (1987) portant sur les habitants de quatre régions du Royaume-Uni et basée
sur des calculs intéressant 747 personnes (26) a estimé que l'exposition au nitrate alimentaire était de
'ordre de 95 mg par jour. Il faut y ajouter 13,5 mg diis a I'eau potable, ce qui donne un total de 108,5
mg par personne et par jour.
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c. Allemagne
L'étude pratique de la situation dans ce pays s'appuie sur une série d'analyses effectuées par le
Landwirtschaftliche Untersuchungs-und Forschungsanstalt de Speyer (15) pour des légumes et autres
aliments préts a la consommation. Cette étude couvre également des produits provenant de jardins

particuliers et les doses hebdomadaires sont mesurées pour six familles.

L'analyse de rations équivalentes donne les résultats suivants (tableau 5):

Tableau 5. Nitrates absorbés en mg par personne et par semaine (Allemagne)

Catégories sans jardin particulier avec jardin particulier changements en
d'aliments %
moy % max % moy % max % moy. max.
Produits d'origine
animale 23 8 75 14 46 9 146 16 + 100 +95
Produits a base de
céréales 11 4 23 4 22 4 47 5 + 100 +104
Fruits 18 6 81 15 18 4 74 8 0 -9
Légumes 215 71 419 79 308 63 762 84 +43 +82
Pommes de terre 33 11 114 21 100 20 188 21 +203 + 65
TOTAL 300 532 494 908 + 65 +71
Périodes '
d'échantillonnage
Automne 396 532 445 663 + 12 + 25
Winter 210 333 251 301 + 60 - 10
Spring 343 452 707 908 + 106 +101
Summer 250 328 572 795 +129 + 142
! automne 08.10.1980 a 14.10.1980;
hiver 23.02.1981 2 01.03.1981;
printemps 09.06.1981 a 15.06.1981;
éte 26.08.1981 a 01.09.1981.

L'exposition au nitrate contenu dans diverses boissons a été estimée séparément (voir tableau
6)
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Tableau 6 : Degré d'exposition au nitrate contenu dans les boissons - Apercu des résultats observés pour 20
familles en 1983 (Allemagne)

Boissons Consommation teneur en nitrate degré d'exposition
|/pers/semaine moyenne/mg/1 mg/pers/semaine
moy. max ' moy. max (1)
Café 2.02 6.73 50 101.0 336.5
Thé 1.22 0.79 50 61.0 39.5
Eau minérale 1.09 3.51 10 10.9 35.1
Jus de Fruits 0.46 0 5 2.3 0
Boissons sans alcool 0.71 1.02 10 7.1 10.2
Lait 0.51 0.31 0.3 0.2 0.9
Cacao 0.21 0 0.3 0.1 0
Biere 0.98 0.8 15 14.7 5.7
Vin 0.30 0 3.1 0.9 0
Alcools 0.02 0 0 0 0
TOTAL 7.52 12.74 - 198.2 427.9
'famille dont la consommation de boissons est la plus élevée ; teneur en nitrate de I'eau potable 50
mg/l.
En résumé, on obtient les résultats suivants (tableau 7).
Tableau 7 : Doses totales de nitrate consommées en Allemagne, avec ou sans jardins particuliers
Consommation Dose de nitrate en mg/pers/semaine
Totale sans jardin particulier avec jardin particulier changement en %
moyenne maximum moyenne maximum moyenne maxi.
abs. rel. abs. rel. abs. el abs.  rel. abs. rel. abs. rel.

Aliments solides 300 60 532 61 494 71 907 68 + 65 + 70
Boissons 198 40 347 39 198 29 428 32 0 + 23
Total 498 100 879 100 692 100 1335 100 39 52

Si I'on tient compte aussi du nitrate de I'eau potable, I'exposition alimentaire totale est donc en
moyenne de 498 mg ou de 692 mg par personne et par semaine, selon qu'on utilise ou non les jardins
particuliers. Les valeurs maximales correspondantes sont 879 et 1335 mg par personne et par semaine.
On peut en déduire les degrés d'exposition journaliers suivants:

moyens, sans jardins particuliers 71mg
moyens, avec jardins particuliers 99mg
maximum, sans jardins particuliers 126mg
maximum, avec jardins particuliers 191mg
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Les recherches sur les N-nitrosamines y ont, au début des années 70, suscité un nouvel intérét
pour les risques d'exposition aux nitrites et nitrates contenus dans les aliments et dans 1'eau potable.
Des études régulieres ont alors été entreprises par les Food Inspection Services et le National Institute
of Public Health and Environmental Protection, a l'initiative du State Supervisory Public Health
Service, dans le cadre du Surveillance Programme Man and Nutrition. Une fois le degré d'exposition
établi, ces études devaient servir a orienter la future réglementation en la matiére.

Tableau 8 Ingestion de nitrates per capita
Période d'échantillonage moyenne médiane variations référence
1976 été 130 89 18 -570 19
1978 hiver 89 52 9-706 19
1984 automne 54 33 2-500 28
1985 printemps 40 21 2-370 28

Les études de consommation ont permis de calculer les estimations suivantes : Tableau 9.

Catégories d'aliments

Concentr. moy.

Consom. d'alim.

Dose nitrate

mg/kg kg/pers/jour mg/pers/jour
aliments a base de céréales 10 0.160 2
pommes de terre 60 0.160 10
légumes voir Annexe III 0.154 120
fruits 20 0.154 3
noix, café, thé, cacao - 0.034 -
sucre, huiles, graisses - 0.155 -
lait et dérivés 1 0.420 -
fromages 8 0.025 -
viandes et dérivés 50! 0.140 7!
oeufs et dérivés 0.028 -
poissons et dérivés 0.014 -
boissons alcoolisées 5! 0.275 1
Total env. 143

eau potable : trois types de Concentr. moy Consom. moy Total nitrate

stations de pompage mg/kg kg/pers/jour mg/pers/jour
80 % < 10 2 20 163
15 % < 25 2 50 193
5% < 50 2 100 243

" selon les données publiées (voir 5,15 et 26).

On (27) a procédé a la fois par sélection de rations équivalentes (tableau 8) et par étude de la
consommation totale (tableau 9).
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Un rapport plus récent (28), publiée en 1988, donne une estimation détaillée des doses de
nitrate absorbées par certaines catégories de population a risque: homme de 18 et 35 ans, hommes et
femmes de 65 a 79 ans, propriétaires de jardins ouvriers et leurs familles. On prend au départ la
consommation de ces groupes et on calcule les doses pour différents parametres.

Les chiffres concernant la consommation de 1égumes des propriétaires de jardins ouvriers ont
¢été obtenus séparément (29).

Pour les légumes, comme il est d'usage de retirer les feuilles fanées et pourries des laitues ou
des épinards, la tige des choux et la peau des concombres - ou se concentrent les nitrates -, on a estimé
que 'on pouvait réduire les teneurs en conséquence. Il en va de méme lorsqu'on lave, fait blanchir ou
fait cuire ces aliments.

On a ainsi calculé les concentrations pour 144 sortes de légumes de saison, en rectifiant les
teneurs en nitrate de 25 ou 40 %, selon le cas.

On a pu ainsi en conclure que la DJA était surtout dépassée chez les propriétaires de jardins
ouvriers et chez les personnes agées de 65 a 79 ans.

Si I'on exclut I'apport de I'eau potable, la dose moyenne des propriéaires de jardins ouvriers de
55 ans et plus dépasse déja 220 mg de nitrate par jour, compte tenu de la correction de 25%.

Si l'on prend les conditions les plus défavorables (eau potable 50 mg/l, correction de 25%;
automne), un pourcentage non négligeable des autres catégories de population dépasse aussi la DJA.
Si la préparation des aliments abaisse la teneur en nitrate de 40%, ce pourcentage peut toutefois
diminuer considérablement.

Nous présentons ci-dessous un apercu des résultats pour les propriétaires de jardins ouvriers
(tableau 10).

Nitrates provenant des légumes et absorbés par les propriétaires de jardins
Tableau 10 ouvriers et leurs familles en mg/jour et en percentilles, printemps et été
age 1-12 13-19 20 - 54 20 - 54 55-77 55-177
sexe metf metf m f m f
nombre 76 65 108 106 57 55
dose moyenne A 90 149 194 181 234 224
B 81 133 177 159 203 195
variations P50 A 65-80 125-155 165-200 155-190 195-240 190-235
B 60-75 110-135 150-185 135-165 170-210 165-205
variations P90 A 150-185 205-250 265-325 250-305 330-405 295-360
B 140-170 180-220 245-300 220-265 285-350 255-310

A = Diminution des nitrates de 25 % due a la préparationB = Diminution de 40 %

L'autre groupe a risque semble étre celui des personnes de 65 a 79 ans.




11 et 12, avec indication du pourcentage des personnes qui dépassent la DJA.
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Les doses faibles et ¢élevées ont été calculées pour ce groupe et sont présentées aux tableaux

Tableau 11.

Tableau 11. Nitrates provenant des légumes, des pommes de terre, de 1'eau, des boissons et des repas préparés
avec ces ingrédients et absorbés par les personnes de 65 -79 ans

en mg par jour et en percentiles

dose élevée faible * élevée ! faible 2
saison automne automne hiver hiver
sexe m f m f m f m f
nombre 178 171 178 171 91 98 91 98
dose moyenne 155 149 119 116 126 128 96 99
variations 38-653 29-415 25-479 22-340 31-352 38-468 16-320 23-421
variations Pyq 87 79 62 56 67 68 48 47
variations Ps, 133 136 99 104 115 109 83 84
variations Py, 260 242 203 197 193 190 151 157
% >=DJA 12 11 8 5 3 6 1 5

diminution des nitrates de 25% due a la préparation ;
teneur en nitrate de I'eau potable : 25 mg/l

diminution des nitrates de 40% due a la préparation ;
teneur en nitrate de I'eau potable: 10 mg/l

Tableau 12. Nitrates provenant des légumes ', des pommes de terre ' et de I'eau 2 absorbés par des personnes agées

de 18 et 65-79 ans (doses calculées avec les concentrations maximales
autorisées, diminuées par la préparation)

en mg par jour et en percentiles

age

saison

sexe

nombre

dose moyenne
variations
variations P
variations Psq
variations Py
% >DJA

18
automne
m
92
190
42-587
95
190
283
39

18
hiver
m
93
155
51-337
78
140
250
23

65-79
automne
m
178
237
62-805
123
212
386
46

65-79
automne
f
171
234
36-743
116
213
382
29

65-79
hiver

91
185
47-463
93
166
298
24

65-79
hiver

98
192
56-731
101
172
303
24

diminution des nitrates de 25% due a la préparation

teneur en nitrate de 1'eau potable: 50 mg/1
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3. Exposition aux nitrites

L'é¢tude de Corré et Breimer (20) rend compte des recherches effectuées dans ce domaine
entre 1965 et 1978.

On dispose d'études détaillées sur la consommation de nitrites aux Etats-Unis, au Royaume-
Uni, en République fédérale d'Allemagne et aux Pays-Bas. Nous en présentons ici certains résultats.

a. Etats-Unis d'Amérique

Le tableau 13 reprend les données du rapport de la National Academy of Sciences de 1981
(5). Elles sont calculées selon des consommations estimées et pour des concentrations moyennes.

Tableau 13. Quatre estimations de la dose journaliére de nitrite alimentaire
absorbée par habitant aux E.U.A.

Dose en mg/personne et en pourcentages

White 1975, 1976 (7) Food and Drug Hartmann 1981 (23) Birdsall 1981 (30)
ALIMENTS Administration
% 1979 (5) % %
viandes fumées 2.4 92 0.22 0.37 68 0.35 61.5
légumes 0.2 7 0.12 0.16 29 0.2 35
fruits et jus 0.! 0 NR? 0 0 0 0
pain 0.020 1 NR <0.02 3 0.02 3.5
lait et dérivés 0 0 NR 0 0 0 0
eau 0 0 0 0 0 0
TOTAL 2.6 0.34 0.54 0.57

'0 indique un apport négligeable par rapport aux autres catégories d'aliments énumérées
*NR = donnée non fournie

Le tableau 14 donne une estimation de la dose de nitrite absorbée par le consommateur
américain moyen, par les gros consommateurs de légumes ou de viandes et par les consommateurs
d'eau potable riche en nitrate (5).

11 s'agit dans tous les cas de sources exogenes (ingestion) et non pas du nitrite formé in vivo a
partir du nitrate ingéré. Les chiffres sont grossiers et ne doivent servir qu'a déterminer l'apport relatif
des divers aliments.

Les gros consommateurs sont censés consommer chaque jour 4 fois plus de viandes fumées
ou de légumes que le consommateur "moyen". Pour I'eau potable, les données proviennent des
habitants de la vallée de la Sangamon, au centre de I'lllinois, riche en nitrates.
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Tableau 14. Estimations de la dose journaliére de nitrite par habitant dans la population moyenne

et dans trois sous-groupes (1981)

Exposition en mg/pers et en pourcentages

Moyenne E.U. Gros consommateurs Végétariens Eau riche en nitrates
de viandes fumées
ALIMENTS mg % mg % mg % mg %
viandes fumées 0.30 39 1.2 71 0 0 0.30 39
viandes fraiches 0.06 7.7 0.06 3.5 0 0 0.06 7.7
légumes 0.12 16 0.12 7 0.48 62 0.12 16
fruits et jus 0.01 1.3 0.01 0.6 0.01 1.3 0.01 1.3
biscuits et céréales 0.26 34 0.26 15 0.26 34 0.26 34
lait et dérivés 0.01 1.3 0.01 0.6 0.01 1.2 0.01 1.3
eau 0.01 1.3 0.01 0.6 0.01 1.2 0.01 1.3
Total 0.77 1.7 0.77 0.77
b. Royaume-Uni
Les études du Steering Group on Food Surveillance (6) ont permis d'estimer la consommation
moyenne calculée a partir de la consommation totale (25) (voir tableau 15).
Tableau 15. Estimations de la dose totale de nitrite alimentaire (mg/pers/jour) au Royaume Uni
Catégories d'aliments concentration moyenne aliments consommés dose de nitrite
mg/kg kg/pers/jour mg/pers/jour
(1) (i) (@) (i)
viandes 0.43 0.13 0.15 0.07 0.02
poissons 0.40 0.05 0.02 0.008 0.001
légumes a tubercules 1.25 1.10 0.18 0.23 0.20
autres légumes 0.45 0.15 0.11 0.05 0.02
fruits et sirops 0.40 0 0.17 0.07 0
boissons sans alcool 0.40 0 0.12 0.24 0
huiles et graisses 0.40 0.05 0.08 0.03 0.004
céréales 0.45 0.30 0.23 0.10 0.07
lait 0.20 0.03 0.40 0.08 0.01
TOTAL / aliments 0.87 0.32

(i)a supposer que les résultats prétendus inférieurs a la limite de détection sont égaux a cette valeur
(0,4 ou 0,2 mg/kg).

(ii)a supposer que les résultats prétendus inférieurs a la limite de détection sont nuls.
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A la différence des résultats observés pour le nitrate, plusieurs des échantillons individuels ne
font pas apparaitre de nitrite. Seules 4 catégories d'aliments (céréales, viandes, légumes a tubercules et
autres légumes) contiennent des taux de nitrite supérieurs a la limite de détection. Les deux méthodes
de calcul appliquées sont précisées au tableau 15.

La dose totale de nitrite alimentaire est donc estimée en moyenne a 0,3-0,9 mg par personne

et par jour. Les légumes a tubercules représentent un apport majeur.

Une ¢étude récente portant sur les habitants de quatre régions du Royaume-Uni et basée sur
des calculs intéressant 747 personnes (26) a estimé que le degré d'exposition au nitrite était de I'ordre
de 1356 microgrammes par jour.

C. Allemagne

Comme dans le cas du nitrate (voir para. 2 du présent chapitre), on a, pour le nitrite, procédé¢ a
l'analyse d'échantillons équivalents de cinq groupes d'aliments préts a la consommation (15).

On a aussi examiné les différences pouvant exister entre les produits provenant de jardins
ouvriers et les autres. Le tableau 16 présente les résultats.

Tableau 16. Dose de nitrite en mg par personne et par semaine en Allemagne

sans jardins ouvriers avec jardins ouvriers
Groupes d'aliments moyenne maximum moyenne maximum
abs. % abs. % abs. % abs. %
produits d'origine animale 6 35 9 28 6 38 11 39
produits a base de céréales 5 29 19 59 4 25 6 21
fruits 1 6 3 9 1 13 6 21
légumes 2 12 7 22 3 19 9 32
pommes de terre 3 18 6 19 2 19 3 11
Total 17 32 16 28
Périodes d'échantillonnage '
automne 25 - 32 - 22 - 28 -
hiver 14 - 20 - 15 - 16 -
printemps 14 - 16 - 10 - 11 -
éteé 15 - 18 - 18 - 21 -
! automne 08.10.1980 a 14.10.1980;
hiver 23.02.1981 2 01.03.1981;

printemps

éte

09.06.1981 a 15.06.1981;

26.08.1981 a4 01.09.1981.

A la différence du nitrate, aucune corrélation avec l'utilisation de jardins ouvriers n'a pu étre
¢tablie pour le nitrite.
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La dose moyenne de nitrite absorbée par personne et par semaine était dans un cas 17 mg,
dans l'autre, 16 mg (2,4 et 2,3 mg par personne et par jour).

Les maxima se situaient a 32 et 28 mg de nitrite par personne et par semaine (par jour, 4, 6 et
4 mg), c'est a dire environ le double. Ces degrés d'exposition peuvent &tre considérés comme

relativement mineurs.

d. Pays-Bas

Pour le nitrite, les chiffres sont essentiellement empruntés aux études de rations équivalentes
effectuées par le National Institute of Public Health (28). Le tableau 17 récapitule les résultats pour les

années 1976, 1978, 1984 et 1985.

Tableau 17. Ingestion de nitrite Per Capita aux Pays-Bas

période d'échantillonnage moyenne mediane variations référence
1976 été 4.3 3.5 1.1-33 19
1978 hiver 0.4 0.3 <0.1-2.1 19
1984 automne <0.1 <0.1 <0.1-0.7 28
1985 printemps <0.1 <0.1 <0.1-0.7 28

L'ingestion de nitrite est essentiellement liée a la consommation de viandes fumées et de
légumes mal conservés, le nitrate pouvant alors se transformer en nitrite.

Dans 140 échantillons de viandes et dérivés, on a trouvé jusqu'a 140 mg de nitrite par kg,
avec une valeur médiane de 7 mg par kg. Ceci pourrait entrainer, selon les habitudes alimentaires, une
1égere augmentation de la quantité de nitrites absorbés.
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IV.ACCUMULATION ET DEGRADATION DES NITRATES DANS LES LEGUMES
1. Introduction

Les nitrates alimentaires absorbés quotidiennement proviennent essentiellement des légumes
et une part importante de la population risque donc de dépasser la DJA correspondante. Cette
observation justifie déja que l'on cherche a réduire au minimum la teneur en nitrate des légumes et
produits dérivés.

Il existe a ce sujet divers documents de référence: les Environmental Health Criteria de 'OMS
publiés en 1978 (3), I'étude de Corré et Breimer (20) et la monographie CCRX sur l'azote et les
produits azotés, publi¢e aux Pays-Bas en 1988 (16).

2. Effet d'accumulation

Pour synthétiser les protéines, les plantes absorbent de l'azote inorganique sous forme de
nitrate ou d'ammoniaque, selon le schéma illustré a la fig. 3:

Fig. 3.Modes d'absorption, de transport et de réduction du nitrate dans une plante vivante (16).

Mais dans les 1égumes, les bactéries de la racine utilisent I'azote atmosphérique pour produire
les nitrates. S'il existe un autre apport de nitrate, la plante peut I'absorber et méme le stocker, faute de
synthese suffisante.

L'azote organique du sol est minéralisé par des processus biologiques au cours desquels se
forment ammoniaque, nitrite et nitrate. L'azote est apporté au sol sous forme organique, résidus des
cultures et fumiers, et sous forme synthétique, engrais (ammoniaque, nitrate et urée). L'eau de pluie et
les microorganismes libres qui fixent I'azote enrichissent aussi le sol en azote.

Comme le montre la fig. 3, pour certaines especes, la réduction du nitrate s'opere dans la
racine mais dans les especes végétales courantes, elle s'effectue principalement dans les feuilles. Les
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plantes fortement alimentées en azote accumulent de grandes quantités de nitrates dans leurs feuilles.

Les treés grandes variations observées dans la teneur en nitrate de certains légumes sont dues a
une multiplicité de facteurs, notamment (5,16):

a.des souches végétales apparentées n'ont absolument pas la méme capacité d'accumulation du nitrate.
b.les engrais azotés affectent différemment la teneur en nitrate, selon les doses, le mécanisme de
fixation et 1'époque. Ceci vaut aussi bien pour les engrais synthétiques que pour les engrais

organiques.

c.les quantités de nitrate augmentent lorsque les températures diurnes baissent en deca d'une
température optimale.

d.l'intensité lumineuse et la durée d'exposition a la lumiére exercent une influence évidente, comme le
démontrent de nombreuses expériences.

e.les plantes de serre accumulent généralement plus de nitrates que les plantes d'extérieur,
probablement pour les raisons mentionnées sous 2 et 4.

f.influence de l'eau: étant donné que le manque d'eau affecte davantage la réduction que l'absorption
du nitrate, la sécheresse augmente généralement I'accumulation des nitrates.

g.l'augmentation des concentrations de CO2 dans 1'air diminue I'accumulation des nitrates, ce qui est
intéressant pour les cultures de serre.

h.I'emploi de certains herbicides peut entrainer I'augmentation des teneurs en nitrate.
i.le type de sol et la région ou sont cultivés les [égumes peuvent aussi influer sur les teneurs en nitrate.

Il y a beaucoup de points d'interrogation mais il a toutefois été possible de sélectionner
certains plants qui, génétiquement, accumulent moins de nitrate (31) :
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Tableau 18. Variation génétique dans I'accumulation des nitrates par des plants de
laitue
Plants Origine mg nitrate / kg de produit frais
Roland Allemagne 4500
Gruntowa Pologne 4460
Grosse brune France 2900
L. sativa Espagne 2640
Romaine France 2590

Les programmes de recherche actuellement en cours dans plusieurs pays devraient permettre
d'améliorer les méthodes de production et les cultures aquatiques semblent, a cet égard, trés
prometteuses.

3. Effets du traitement et de la conservation

Certains traitements peuvent entrainer une diminution de la teneur en nitrate des légumes
destinés a la consommation (20):

la cueillette, premicre forme de traitement
les traitements domestiques

le blanchiment

les traitements industriels

la conservation des 1égumes frais

la conservation des légumes traités

Mmoo o

Chaque technique fait l'objet d'une abondante littérature. En général, la teneur en nitrate des
légumes traités (conserves ou surgelés) et des légumes frais, cuits, est moins élevée, parce que le nitrate
stocké dans les vacuoles passe dans le liquide d'ébullition et peut étre réduit d'au moins 50% (5). Le
degré de réduction dépend de la quantité d'eau utilisée.

Parmi les traitements industriels, c'est le blanchiment qui produit le plus d'effets: il abaisse
généralement la teneur en nitrate. Il peut 1'abaisser de 30% pour les épinards mais éliminer, du méme
coup, plus de 90 % des vitamines (ascorbate) (32).

D'autres traitements industriels peuvent encore accentuer ce phénomeéne. C'est le cas, semble-t-il,
de la congélation. Lors du stockage, la teneur en nitrite des légumes est réputée augmenter, surtout
lorsque la température croit, le nitrate étant réduit en nitrite par la réductase présente dans les tissus
végétaux et dans les bactéries de contamination. Les problémes posés par le nitrate ne sont pas pour
autant résolus car une teneur plus élevée en nitrite ne vaut certainement pas mieux qu'une teneur élevée
en nitrate. Il convient donc de fournir des instructions de conservation pour les légumes frais comme
pour les légumes traités.
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V. FORMATION ENDOGENE DE NITRITE A PARTIR DU NITRATE

Depuis dix ans, la présence de nitrates dans les aliments suscite un regain d'intérét: des études
ont en effet révélé que le passage de nitrates dans le corps humain pouvait s'accompagner de la formation
endogene de nitrite dans la salive et devait étre considéré comme un phénomene courant.

11 ne suffit pas de rapprocher 'actuelle DJA pour les nitrates (220 mg pour un individu de 60 kg)
de la valeur correspondante pour les nitrites (8 mg), il faut aussi tenir compte d'autres effets résultant de
la présence de nitrites dans le tube digestif, notamment la formation de N-nitrosamines qui sont souvent
des cancérigenes puissants.

La présence de nitrite dans la salive est connue depuis 1907, grace a des chercheurs francais
(33). Elle devait étre connue antérieurement puisqu'ils se référaient aux recherches de Scheenbein en
1862. En 1975, différents auteurs publiaient presqu'en méme temps des données plus détaillées sur les
corrélations existant entre l'ingestion de nitrates (due surtout aux légumes) et les quantités de nitrites
contenues dans la salive (17, 19, 34-37).

On estime généralement que 25% du nitrate ingéré passent dans la salive, aprés avoir été
absorbés dans le sang au niveau de l'estomac ou de la partie supérieure de l'intestin gréle (38). Une partie
de ce nitrate salivaire est alors réduite par la microflore de la bouche et pénétre ensuite dans I'estomac
sous forme de nitrite. Elle est estimée a 20%, ce qui veut dire que 5% de tout le nitrate ingéré seraient
transformés en nitrite (17, 19).

La figure 4 illustre les variations de la teneur salivaire en nitrite en fonction du temps, aprés des
repas riches en légumes (pourpier notamment).

En 2 heures, la quantité de nitrite salivaire (exprimée en nitrite de sodium) augmente de Smg/kg
au départ, juste avant l'ingestion de pourpier, a environ 200 mg/kg. Au bout de 7-17 heures, le maximum
de prés de 300 mg/kg est atteint. Environ 20 heures apres l'ingestion de 330 g de pourpier bouilli, la
teneur salivaire revient a son point de départ (19).

Fig. 4.
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Cette étude a également porté sur les variations de la teneur salivaire en nitrate. On administre
environ 400 ml de jus de laitue au moyen d'une sonde gastrique. On observe ensuite les variations de la
teneur salivaire en nitrate et en nitrite (exprimée en sels de potassium et de sodium) en fonction du temps

(figure 5).

Fig. 5.Variations de la teneur salivaire en nitrate et en nitrite, en fonction du temps, apres l'administration
a un volontaire de 393 ml de jus de laitue au moyen d'une sonde gastrique

Les quantités de nitrate et de nitrite augmentent toutes deux fortement et atteignent un maximum
de 233 mg de nitrate de potassium et 184 mg de nitrite de sodium par kg de salive, apres 2,5 heures (19).

Ces expériences et les calculs présentés au Chapitre III démontrent bien que les légumes
représentent la principale source de nitrite gastrique dans la plupart des pays occidentaux.

Le facteur de transformation de 5% n'est qu'une approximation. Les expériences mentionnées
dans la littérature ou effectuées aux Pays-Bas font apparaitre que la transformation de nitrate en nitrite
peut varier considérablement d'un individu a l'autre et chez un méme individu, selon les époques. Elle
peut osciller entre environ 1,5 et > 30% (39).

Avec des taux de transformation plus élevés, les 1égumes - comme I'eau potable - représentent
des sources de nitrite encore plus critiques. La reproductibilité de la transformation du nitrate salivaire et
les grandes variations entre individus font encore 1'objet de nombreuses recherches (40,41).

Cette transformation ne semble pas affecter de fagon significative 1'état dentaire et péridentaire.
Les personnes présentant un grand nombre de CFU salivaires (unités formant colonie bactérienne)
semblent mieux en mesure de désactiver le nitrate et le nitrite que celles qui en présentent moins.

Les premicres évaluations toxicologiques du nitrite ne correspondent pas aux exigences
actuelles.

Vu l'intérét général que revétent les nitrites, notamment l'exposition de certains groupes de
population dans plusieurs pays membres du Conseil de 1'Europe, il serait justifi¢ d'entreprendre une
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nouvelle évaluation toxicologique de cette substance.

Cette question sera abordée dans la Partie II du présent rapport.
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Conversion des diverses formes d'expression des teneurs en nitrate et nitrite *

Substance Azotée Formule Poids atomique Multiplicateurs pour convertir la substance azotée de la colonne 1
chimique ou moléculaire en
NO;. N | NO; NH,NO; NaNO; KNO;™
nitrate-azote NO; -N 14 1 443 5.70 6.07 7.21
nitrate NO; 62 0.23 1 1.29 1.37 1.63
nitrate NH4NO; 80 0.18 0.78 1 1.06 1.26
nitrate de sodium NaNO; 85 0.16 0.73 0.94 1 1.19
nitrate de potassium KNO; 101 0.14 0.61 0.79 0.84 1
Multiplicateurs pour convertir la substance azotée de la colonne 1
en
NO, -N NO; NaNO, KNO,
nitrite-azote NO, -N 14 1 3.29 493 6.07
nitrite NO, 46 0.30 1 1.5 1.85
nitrite de sodium NaNO, 69 0.20 0.67 1 1.23
nitrite de potassium KNO, 85 0.16 0.54 0.81 1

*  Avec adjonctions, de Corré et Breimer (1979).

** Expression des teneurs en nitrate et en nitrite:

le nitrate peut étre utilisé sous forme de différents composés, dans les expériences et comme additif alimentaire. Il peut s'agir de
nitrate de sodium, de nitrate de potassium ou de nitrate d'ammonium. Le nitrite peut étre employé sous forme de nitrite de
sodium ou de potassium. Les teneurs en composés du nitrate peuvent s'exprimer en NO3-N, NO; ou NHy-, Na- ou KNOs.
les composés du nitrite peuvent s'exprimer en NO,-N, NO, ou Na- ou KNO,. Cela peut donner lieu a confusion en raison
des différences de poids moléculaire. C'est pourquoi les facteurs de conversion d'un composé a l'autre ont été indiqués.
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LIMITES REGLEMENTAIRES DES NITRATES ET DES NITRITES DANS LES ALIMENTS

Nitrate = NO;

Nitrite = NO,

mg/kg

PAYS

mg/l

DENREES ALIMENTAIRES

CH

DK

NL

UK

ALIMENTS POUR BEBE
Lactés
Nitrate
Nitrite

25
0.1

40

0.1

Aux fécules alimentaires
Nitrate
Nitrite

100
0.1

0.1

Légumes
Nitrate
Nitrite

250
0.1

Aliments composés
Nitrate
Nitrite

100

0.1

50

400
0.2

Pour enfant de + de 3 mois
Nitrate
Nitrite

250
0.1

500
0.2

AL. LACTES DIETETIQUES
Nitrate
Nitrite

0.0024

LEGUMES
Salades
Nitrate

3000

4000

3000

4000

2500

Laitue d'hiver
Nitrate

4500

4500

Mache
Nitrate

3500

Carottes
Nitrate

300

Epinards
Nitrate

3500

3500

2000

2000

3500

Epinards d'hiver
Nitrate

4500

4500

Epinards surgelés
Nitrate

1500

Betterave
Nitrate

3500

3000

3000

4000?

Betterave d'hiver
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PAYS

mg/kg mg/l

DENREES ALIMENTAIRES B

CH

NL

UK

Nitrate 4000

3500°

Jus de betterave
Nitrate

2500

Endives
Nitrate 3000

2500

Endives d'hiver 3500
Nitrate

3500

Chou
Nitrate

875

Céleri
Nitrate 5000

Céleri blanchi
Nitrate 4000

EAU POTABLE
Nitrate
Nitrite

40
0.1

50
0.1

50
0.1

FROMAGES
Nitrate 30.7
Nitrite

875

92

30.7
1.3

50

VIANDE FUMEE
en emballage stérile
Nitrate
Nitrite

40

307
13

150
50

En emballage non-stérile
Nitrate
Nitrite

40

307
13

500
200

Bacon et Jambon crus, ou non-
emballés dans récipient hermétique
Nitrate

Nitrite

305
117

307
13

250
150

Toute autre viande fumée
Nitrate
Nitrite

VIANDE EN CONSERVE
Nitrate
Nitrite

100

250
150

Notes B Limites proposées
CH Tolérance
D Teneurs indicatives
DK Limite statutaire,
quantité ajoutée
F Limites conseillées

—

bas¢ sur le produit sec

du ler avril au ler juillet

du ler juillet au ler avril
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NL Tolérance
UK
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PARTIE I
Annexe III
1. Teneurs en nitrate des plantes étudiées en Allemagne, 1982 (15)
mg de nitrates par kg
Plantes Nombre d'échantillons Moyenne Minimum Maximum

Légumes a feuilles

Chou vert 52 1060 10 3640
Chou blanc 58 1070 10 3230
Epinards 85 840 20 2720
Chou chinois 35 1120 20 2610
Endives 31 1060 70 2590
Mache 27 1170 180 2980
Laitue 162 1560 230 3290
Légumes a tubercules

Céleri 35 980 70 3640
Radis 106 1530 80 3383
Betterave 115 1950 180 5360
Radis noir 54 1680 300 3770
Carottes 39 500 90 110
Chou-rave 109 1330 360 2950
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2. Teneurs en nitrates des plantes étudiées aux Pays Bas de 1972 a 1987 (16)

Etudes
Plantes Nombre Période Nb d'échantillons médianes sup. et inf. mg/kg

Navets 1 1986-1987 11 4850-8600
1 1987 14 2000-10700

Pourpier 10 1972-1984 82 4500-7200
1 1986-1987 2 1500-4480

Epinards 32 1972-1984 866 900-5400
1 1981 15 1850-3440

1 1986 2 800-1500

1 1986-1987 13 4100-5400

1 1987 18 1800-4800

Laitue 37 1972-1984 1607 750-5500
1 1981 60 420-3590

1 1986-1987 15 1650-4650

Mache 2 1972-1984 16 3000-3600
1 1986-1987 16 2300-4450

Chou chinois 1 1972-1984 15 3100
1986-1987 13 550-2100

Laitue "Iceberg" 1 1986-1987 10 1250-4900
Endives 35 1972-1984 879 730-4000
1 1981 30 60-2600

1 1986-1987 30 60-2600

Betteraves 4 1972-1984 55 1400-3000
1 1985 4 1300-4630

1 1986-1987 4 1300-4630

Chou "Coeur de boeuf" 4 1972-1984 36 590-2600
Poireaux 10 1972-1984 130 270-2200
1 1986 12 30-140

Carottes 4 1972-1984 80 60-900
Haricots verts 3 1972-1984 26 300-530
Concombre 3 1972-1984 30 60-400
Chou blanc 2 1972-1984 38 100-270
1 1986 12 10-110

Melon 1 1972-1984 6 150
Pommes de terre 3 1972-1984 155 46-130
1 1985 12 90-300

1 1986 9 90-300

Tomates 3 1972-1984 18 6-160
Choux de Bruxelles 3 1972-1984 74 9-40

Etudes effectuées par les Food Inspection Services, le National Institute of Public Health and Environmental Hygiene, le

RIKILT et le TNO-Zeist.
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3. Teneurs en nitrate des plantes étudiées aux Etats Unis d'Amérique, 1972 (5)

Plantes ' Concentration mg/kg Plantes Concentration mg/kg
Artichauds 12* | Poireaux 510
Asperges 44 | Laitue 1700
Haricots verts 340 | Melon 360
Haricots de Lima 54 | Champignons 160
Haricots secs 13 | Okra (gombo) 38?
Betteraves 2400 | Oignons 170
Broccolis 740 | Persil 1010
Choux de Bruxelles 120 | Pois 28
Chou 520 | Poivrons 120
Carottes 200 | Pommes de terre (blanches) 110
Choux-Fleurs 480 | Potiron et courge 400
Céleri 2300 | Radis 1900
Mais 45 | Rhubarbe 2100
Concombre 110 | Epinards 1800
Aubergine 270 | Tomates 58
Endives 1300 | Navets 390
Chou frisé 800 | Fanes de navets 6600

'Données se rapportant essentiellement aux légumes frais et représentant une moyenne des données de White
(7) Corré et Breimer(20).

*Données empruntées a Siciliano el al, 1975 (42)
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PARTIE 1
Annexe IV

CLASSIFICATION DES LEGUMES SELON LA TENEUR EN NITRATE DU PRODUIT FRAIS

1. Espéces contenant en moyenne moins de 200 mg/kg

Asperges
Chicorée
Favelote

Petits pois
Champignons
Pommes de terre
Poivrons

Patates douces
Tomates

2. Espéces contenant en moyenne moins de 500 mg/kg

Broccolis
Choux-fleurs
Concombre
Aubergines
Cornichons
Melon
Oignons
Scorsonere
Navet

3. Espéces contenant en moyennes moins de 1000 mg/kg

Chou (blanc, rouge, de Savoie)
Carottes

Chou frisé

Haricots verts

Persil (racine)

Potiron

4. Espéces contenant en moyenne moins de 2500 mg/kg

Chou ("Coeur de Boeuf", Oxheart)
Céleri-rave

Endives

Cresson cultivé

Poireaux

Persil (feuilles)

Rhubarbe

Chou-rave

5. Espéces contenant souvent plus de 2500 mg/kg

Betterave

Céleri

Cerfeuil

Miche

Laitue

Pourpier

Radis et radis noir
Epinards

Fanes de navet
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PARTIE I
ANNEXE V

DONNEES RECENTES RELATIVES A L'ABSORPTION DE NITRATES DANS
CERTAINS ETATS MEMBRES

La premiere partie d'un rapport sur les nitrites et les nitrates dans les denrées alimentaires,
(document CD-P-SP/T (89) 59), qui présentait notamment des données sur la présence de ces substances
dans les denrées alimentaires, a été présenté lors de la 13éme session du Comité d'Experts pour le
controle sanitaire des denrées alimentaires en janvier 1990. Ce document donnait également des
informations sur I'exposition humaine aux nitrates et aux nitrites.

Le Comité a décidé, au cours de sa session de 1991 de recueillir des données récentes sur
l'absorption de nitrates dans les Etats membres. A cet effet, une fiche en vue de la présentation uniforme
des informations a €té jointe en annexe D au rapport de sa 14¢me session.

Des données ont été communiquées par I'Allemagne (D), le Danemark (DK), les Pays-Bas (NL)
et le Royaume-Uni (UK). Les résultats sont récapitulés dans l'annexe a la présente annexe.

La classification suggérée pour l'ingestion des nitrates a été adaptée en fonction des chiffres
disponibles dans les divers Etats membres. Des annotations donnant des précisions relatives a ces
chiffres figurent dans les notes.

Les chiffres concernant I'absorption de nitrates par le biais de l'eau potable de méme que les
estimations de l'ingestion globale de nitrates ne sont pas vraiment comparables essentiellement en raison
des différences d'approche sur le premier point.

Il a en outre le plus souvent été tenu compte de moyennes et fait abstraction des variations de
consommation - entre les consommateurs peu expos€s et ceux qui le sont fortement - ce qui confere
¢galement un caractere arbitraire aux comparaisons. L'analyse des variations d'absorption pourrait mettre
en lumiere des risques pour certains groupes de consommateurs, dont des exemples sont présentés dans
le chapitre II1, point 2 de la premiére partie de ce rapport.

Il ressort cependant clairement du tableau présenté en annexe que les nitrates alimentaires
absorbés proviennent essentiellement des 1égumes (L), et, a un degré moindre, des pommes de terres (P):

Pourcentage par rapport a la quantité totale de nitrates alimentaires absorbés

L P L+P
D 56,4 11,3 67,7
DK 69,7 18,5 88,2
NL 85.7 6,6 92,3
UK 39,3 33,9 73,2

Les efforts visant a diminuer la consommation de nitrates alimentaires devraient par conséquent
étre concentrés sur les légumes et sur les pommes de terre.

Il ne faut néanmoins pas négliger le cas de I'eau potable dans cette optique.
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ANNEXE A L'ANNEXE V
INGESTION DE NITRATES DANS QUELQUES ETATS MEMBRES PARTIES A L'ACCORD
PARTIEL
Groupe Concentration Consommation Nitrate En % de
d'aliments moyenne d'aliments absorbé l'absorption
mg/kg kg/pers/jour mg/pers/jour totale de nitrates
alimentaires
Produits céréaliers
D
DK 1) 20.3 0.2616 5.3 5.7
NL env 10 0.277 2.3 32
UK 2) 10 0.180 1.8 1.3
16 0.24 3.8 6.8
Pommes de terre
D
DK 93.3 0.1120 10.5 11.3
NL 80 0.166 13.3 18.5
UK 60 0.131 7.9 6.6
120 0.16 19 33.9
Légumes
D 720.6 0.0730 52.6 56.4
DK 3) 440 0.114 50.2 120 69.7
NL 800 0.150 11 85.7
UK 5) a 210 0.050 9.8
b 140 0.070 1.2 39.3
c 29 0.042
Fruits
D 70.1 0.1010 7.1 7.6
DK 30 0.120 3.6 5.0
NL 20 0.125 2.5 1.8
UK 6) 25 0.091 2.3 4.1
Fromages 7)
D 16.9 0.0130 0.2 0.2
DK 8) 0 - 30. 0.050 0-1.5 2.1
NL 8 0.029 0.2 0.1
UK 1.2 0.12 0.14 0.25
Lait et produits
laitiers 9)
D 5.2 0.2221 1.2 1.3
DK 8) 0,5-2.5 0.426 0,2-1.1 1.5
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Groupe Concentration Consommation Nitrate En % de
d'aliments moyenne d'aliments absorbé l'absorption
mg/kg kg/pers/jour mg/pers/jour totale de nitrates
alimentaires
NL 1 0.370 0.4 0.3
UK 1.4 0.34 0.48 0.9
Viandes et produits
carnés
D 59.8 0.1751 10.5 11.3
DK 10) - - - -
NL 50 0.116 5.8 4.1
UK 11) a 8.2 0.059 0.48 0.9
b 68 0.048 3.3 59
Boissons
Alcoolisées
D 14.2 0.4213 59 6.3
DK - - - -
NL 5 0.173 0.9 0.6
UK 12) 16 0.26 42 7.5
TOTAL
ALIMENTS
D 93.3
DK 69,4-72.0
NL 140
UK 56
EAU POTABLE
D 25. 0.5943 14.9
DK 0-50. 2.0 0 - 100.
NL <10 - 50. 2.0 <20 -100.
UK 10 - 20. 1.0 10 - 20.
TOTAL
ALIMENTS ET
EAU POTABLE
D 108.2
DK 69,4 - 172.
NL 160 - 240.
UK 66 - 76.
1) sauf l'orge
2) classé dans la catégorie pain et céréales

3)la teneur la plus élevée en nitrate a été décelée dans la betterave, la laitue, les épinards et la rhubarbe
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4)moyennes pour les personnes cultivant un jardin particulier et leurs familles: 177 - 234
mg/personne/jour ; voir tableau 10, chapitre III.

5) a = légumes verts
b = autres [égumes
¢ = légumes en conserve

6) fruits frais et dérivés

7)au Royaume-Uni, classé dans la catégorie huiles, graisses, oeufs et produits laitiers

8) selon le produit

9 au Royaume-Uni, classé dans la catégorie lait

10)l'addition de nitrate n'est autorisée que pour un petit nombre de produits carnés destinés a
l'exportation, l'absorption de nitrate par le biais de ces produits est donc négligeable au

Danemark
11) a = carcasses, abats et volailles,
b = produits carnés
12) bicre
13) d'apres les données concernant 1'ensemble de la population
14) 197 - 254 mg/personne/jour : voir note 4)
15) données fournies par le Ministére de I'Environnement pour 1985
16) consommation moyenne en litres/jour

17)voir la note 14; en fonction de la concentration dans I'eau potable : 217 - 354 mg/personne/jour.
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IIéme PARTIE : TOXICOLOGIE

VI INTRODUCTION

La seconde partie du présent rapport contient des informations originales et actualisées sur la
toxicologie des nitrates et des nitrites. Les DJA actuelles reposent sur des études effectuées sur le rat
avant 1974. Ces études étaient assez limitées et ne répondent pas aux normes actuelles des essais de
toxicité. Cette question est traitée dans la Ieére partie, Chapitre 1.2.

Le rapport présente une étude bibliographique relative a la toxicologie des nitrates et des nitrites,
portant principalement sur des publications parues jusqu'en 1987. Il contient, en outre, un résumé de
quelques rapports récents traitant sur des expériences effectuées sur des animaux par I'Institut National
de Santé Publique et de Protection de I'Environnement (RIVM) et par I'Institut de Nutrition (CIVO/Zeist)
aux Pays-Bas.

Compte tenu de la réduction partielle des nitrates en nitrites dans le corps humain et de la faible
marge de sécurité qui en découle entre I'exposition totale au nitrite et la DJA actuelle pour cette
substance, le rapport avance des arguments montrant qu'il serait justifié d'effectuer des études
supplémentaires visant a clarifier les mécanismes d'action des nitrites et leurs effets sur la santg.
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VI. RESUME DES ETUDES PARUES JUSQU'EN 1987 *
Pour plus amples détails, voir annexes

1. Cinétique chimiobiologique et métabolisme (voir annexe )

Chez I'homme comme chez le rat, le nitrate est essentiellement absorbé a partir de la partie
supérieure de l'appareil digestif (Bartholomew and Hill, 1984; Witter et al. 1979a). L'absorption est
rapide puisqu'entre une et trois heures aprés ingestion dans les denrées alimentaires et les boissons,
divers chercheurs ont observé des taux maxima de nitrate dans le sérum humain, la salive et l'urine
(Bartholomew and Hill, 1984; Ellen et al., 1982b; Spiegelhalder et al., 1976; Turek et al., 1980). De
faibles niveaux de nitrate sont normalement présents dans les fluides et les tissus du corps (Witter and
Balish, 1979; Fritsch et al.,1985).

Une partie du nitrate du sang passe dans les glandes salivaires puis est sécrété sous forme de
salive chez 1'étre humain et la plupart des animaux de laboratoire, sauf le rat. Le passage du sang a la
salive s'effectue probablement par l'intermédiaire de vecteurs actifs utilisés également surtout par les
iodures et les thiocyanates (SCN-) (NAS,1981), mais chez le rat ce systéme de transport actif fait défaut
(Cohen and Myant (1959) cités par Mirvish (1983)).

Le nitrate peut passer dans le lait mais il ne s'agit pas d'un processus actif comme pour la
sécrétion salivaire (Green and al., 1982) d

Comme décrit dans le chapitre V, dans la salive le nitrate est transformé partiellement en nitrite
par les micro-organismes. On peut trouver dans la salive sous forme de nitrite 4 a 7 % du nitrate ingéré
(Eisenbrand et al. 1980; StepHany and Schuller, 1980).

Avec un pH peu ¢élevé la réduction bactérienne du nitrate ne se produit pas en raison du faible
développement bactérien; on considére donc qu'elle ne se produit pas dans I'estomac de la plupart des
animaux monogastriques y compris I'hnomme (Wright and Davison, 1964; Mirvish et al. , 1975). Des
valeurs ¢levées de pH gastrique accompagnées parfois de taux élevés de nitrite ont toutefois été
observées chez des malades souffrant d'un cancer de I'estomac ou d'un ulcére gastrique, chez les malades
souffrant de gastrite atrophique ou traités par la cimétidine et d'autres antiacides (Correa et al., 1975);
Ruddell et al., 1976; Schlag et al., 1982; Bartsch et al., 1984). Les nourrissons de moins de trois mois
sont également trés exposés a la réduction bactérienne du nitrate gastrique parce qu'ils produisent tres
peu d'acide gastrique (cité dans une analyse d'Ellen et Schuller, 1983). Les infections gastro-intestinales,
fréquentes chez eux, peuvent entrainer une augmentation de la réduction du nitrate en nitrite.

La réduction du nitrate salivaire est presque inexistante chez le rat (Witter et al., 1979a; Til,
1986), probablement parce que la sécrétion de nitrate salivaire est peu abondante chez cette espece.

On a constat¢ que la demi-vie du nitrate dans le corps humain aprés l'ingestion était
approximativement de 5 heures (Wagner et al., 1983b). On a observé que des doses orales uniques de 25
- 170 mg de nitrate de potassium se traduisaient chez 1'étre humain par une excrétion de nitrate urinaire
de 65 - 70% quelle que soit la dose. L'excrétion était maximale 5 heures apres l'ingestion et retrouvait les
niveaux de base au bout de 18 heures (Bartholomew and Hill, 1984). Des doses orales uniques plus
importantes (7 - 10,5 g) de nitrate d'ammonium entrainaient une excrétion de nitrate urinaire moyenne de
75% au bout de 24 heures tandis que de faibles quantités de nitrite étaient décelées dans 26% des
échantillons (Ellen at al., 1982). Dans une étude portant sur des enfants en bas age, on signale une

*Tiré de I'annexe au rapport n° 758473012 : integrated criteria document nitrate, Effects ; RIVM, Mars 1989.
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excrétion de nitrate urinaire se situant entre 80 et 100% de l'absorption moyenne, sans toutefois
mentionner aucune donnée spécifique (Turek et al., 1980), mais dans une autre étude sur des enfants en
bas age il est montré que 'excrétion de nitrate pour de faibles niveaux d'absorption peut comprendre du
nitrate synthétisé de fagon endogene (Hegesh and Shiloah, 1982).

Divers auteurs signalent l'excrétion d'un exceés de nitrate (0,3 - 1,9 mmol/jour d'excrétion
urinaire) pour de faibles absorptions de nitrate (moins de 0,25 mmol/jour) chez 'homme (Bartholomew
and Hill, 1984; Green et al. 1981b; Lee et al., 1986; Tannenbaum and Green, 1981; Wagner et al. ,
1983b). Chez les sujets ayant ingéré de grandes quantités (jusqu'a 3,5 mmol) de nitrate marqué N,
l'excrétion urinaire de nitrate non marqué €tait encore considérable (0,7-1,3 mmol contre 0,2 mmol pour
0,2 mmol d'ingestion - Green et al.,1981b). Ellen et Schuller (1983) ont calculé que jusqu'a 20% de cet
exces pouvaient avoir pour origine l'inhalation de NO,- et NO;- contenus dans l'air intérieur et extérieur
et la fumée de cigarettes. L'exces restant de nitrate urinaire, inférieur ou égal a 1 mmol/jour provient tres
probablement d'une synthése endogene. La preuve de l'existence d'une biosynthése du nitrate a été
apportée par Dull et Hotchkiss (1984) pour le furet et par Saul et Archer (1984) et Wagner et al. (1983a)
pour le rat. Ils ont observé que l'ingestion de sels d'ammonium marqués °N était invariablement suivie
de I'excrétion urinaire de faibles quantités de nitrate marqué '"N. Bien que l'activité bactérienne ne soit
pas indispensable pour que cette synthése se produise chez I'animal, elle peut accroitre la biosynthese du
nitrate. Ainsi, la présence d'infections gastro-intestinales peut l'augmenter considérablement cette
biosynthése du nitrate (Wagner et al., 1983a; Hegesh et Shiloah, 1982; Stuerer et Marletta, 1985).

Une partie importante du nitrite pénétrant dans l'appareil gastro-intestinal disparait avant d'avoir
pu étre absorbé, par suite d'une réaction avec le contenu gastrique (par exemple nitrosation - OMS 1985)
ou d'une réduction par la flore gastro-intestinale.

Une absorption gastrique de nitrite a été observée dans les études de marquage et dans des
¢tudes de lavages gastriques portant sur des rats et des souris (Witter et al., 1979b; Mirvish et al., 1975).
Aucune donnée relative a l'absorption de nitrite chez I'homme n'a été trouvée. Toutefois, comme une
partie du nitrate ingéré est transformée en nitrite dans la cavité buccale et I'estomac, et puisque des
niveaux ¢élevés de metHb ont été observés sur des enfants en bas age ayant ingéré de fortes doses de
nitrate (Shuval et Gruener, 1972), il peut évidemment y avoir absorption de nitrite a partir de I'appareil
gastro-intestinal, ou le nitrite peut étre réduit en donnant des oxydes nitriques (NO) (Newmark et
Mergens, 1981).

Le nitrite absorbé est rapidement oxydé en nitrate dans le sang (Witter and Balish, 1979; Fritsch
et al., 1985; Parks et al., 1981). Il s'agit, estime-t-on, d'un processus propre aux mammiferes et non d'un
processus bactérien (Witter and Balish, 1979). La transformation de nitrite en nitrate par oxydation peut
¢galement se produire dans I'estomac avant l'absorption, comme on l'a démontré in vitro chez la souris.
Néanmoins, in vivo, le nitrite est probablement absorbé a partir de l'estomac avant la formation de
grandes quantités et de nitrate (Friedman et al., 1972).

Le nitrite présent dans le sang (nitrite d'origine exogeéne ou nitrite formé a partir de nitrate
synthétisé de fagon exogene et/ou endogéne) participe également a I'oxydation de I'némoglobine (Hb)
donnant de la méthémoglobine (metHb). L'atome de Fe*" présent dans I'héme prend par oxydation sa
forme Fe’* et le nitrite se lie solidement a cet héme oxydé. Le transport de 'oxygéne du sang est ainsi
inhibé (Jaffé, 1981). A faibles taux de nitrite, la formation de metHb est réversible.

Les nourrissons sont extrémement sujets a la formation de metHb provoquée par la présence de
nitrite (signalé par Ellen et Schuller, 1983) pour les raisons suivantes:

-I'hémoglobine foetale, qui constitue initialement 60-80 % de 'hémoglobine totale puis tombe a 20-30 %
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au bout de 3 mois, se transforme plus facilement en metHb;

-la NADpH-metHb réductase, qui catalyse la retransformation de metHb en Hb, est normalement
déficiente dans les érythrocytes néonatales.

Le sort du nitrate et du nitrite dans l'organisme des mammiferes est représenté schématiquement
dans la figure I.
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Figure I Sort du nitrate et du nitrite chez les mammiferes
(Vogtmann, 1985; adapté)
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2. Expériences sur I'animal (voir annexe II)

Nitrate

On a constaté que la LDs, pouvait varier pour la souris de 2.480 a 6.250 mg de nitrate de
sodium/kg de poids corporel, et pour le rat de 4.860 a 9.000 mg de nitrate de sodium/kg de poids
corporel, pour le lapin la LDs, était de 1.600 mg et pour la vache de 450 mg de nitrate de sodium/kg de
poids corporel. On peut en conclure que les vaches sont les plus sensibles aux nitrates. Des études sur la
cinétique et le métabolisme ont montré que la toxicité du nitrate était largement déterminée par sa
conversion en nitrite et par la formation ultérieure de méthémoglobine. Ces constatations cadrent avec
l'observation d'une valeur létale moyenne inférieure pour les ruminants chez qui le taux de
transformation du nitrate en nitrite est infiniment plus élevé que chez les veaux non ruminants et les
rongeurs. Elles sont corroborées par l'observation que 1'administration a des vaches de la dose totale par
petites quantités espacées sur 24 heures réduit considérablement la toxicité (450 contre plus de 970 mg
de nitrate de sodium / kg de poids corporel). Nighat et al. (1981) ont également observé une toxicité
subaigué assez élevée (200 mg/kg de poids corporel avaient encore des effets toxiques) chez le lapin,
lorsque le nitrate est administré par dose quotidienne unique sous forme de gélule.

On estime que 1'¢tude a long terme de Lehman (1958) sur le rat est celle qui permet le mieux
d'établir un taux non toxique; les résultats en ont été confirmés par Til et al. (1985a et b). On considere
donc que le taux non toxique pour le rat est de 500 mg de nitrate de sodium/kg de poids corporel.

Une partie des études sur l'action cancérigéne sont inappropriées en raison de la durée de
l'expérience, du nombre d'animaux utilisés, de la voie d'administration, ou du manque d'informations sur
la présence de composés N-nitrosés dans l'alimentation. Quoi qu'il en soit, la seule étude satisfaisante,
celle de Mackawa et al. (1982), comme les études qui n'atteignent pas tout a fait les normes acceptées,
ont permis de conclure que le nitrate n'avait aucune activité cancérigéne chez les animaux de laboratoire.

Le nitrate est sans effets mutagénes sur les bactéries et les cellules de mammiféres in vitro. Dans
les expériences in vivo des aberrations chromosomiques ont été provoquées dans la moelle épiniére du
rat mais on ne peut exclure qu'elles aient ét¢ dues a la formation de composés N-nitrosés.

Des études sur la reproduction chez le cobaye ont permis d'établir un taux non toxique de 10.000
mg de nitrate de potassium/l d'eau potable correspondant a 1.000 mg /kg de poids corporel.

En conclusion, le nitrate n'est pas cancérigéne et n'est probablement pas mutagéne.
On ne dispose d'aucune donnée appropriée concernant un éventuel effet tératogene.

Un autre facteur qui tend a restreindre la valeur des résultats des études sur les rongeurs - et
surtout sur le rat - est I'observation que ces espéces ne conviennent que dans une mesure limitée a I'étude
de la toxicité du nitrate. Comme on l'a vu, en s'appuyant sur des études de toxicité et de cinétique, la
toxicité du nitrate dépend en grande partie de sa transformation en nitrite. Dans le cas du rat, cette
transformation n'est pas la méme que
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dans le cas de I'homme, chez qui elle est de 4 a 7 %. Il faut donc probablement calculer le taux non
toxique de nitrate a partir du taux non toxique de nitrite et des pourcentages de transformation constatés
chez 'homme.

Nitrite

La valeur de la LDs orale aigu€ pour la souris varie de 175 a 220 mg de nitrite de sodium; pour
le rat elle est de 85 mg/kg de poids corporel. Lorsqu'on répartit une dose unique de nitrite en un certain
nombre de doses plus petites, la toxicité diminue. L'étude de toxicité chronique chez le rat (Shuval and
Griiner, 1972) a permis d'établir un taux non toxique de 100 mg de nitrite de sodium/I ou 10 mg de nitrite
de sodium/kg de poids corporel. Toutefois, la dose immédiatement supérieure employée dans cette étude
était 10 fois plus élevée.

De nombreuses études visant a déceler le caractére cancérigéne éventuel du nitrite chez des
souris et des rats ayant absorbé des aliments ou de I'eau contenant du nitrite sont également inappropriées
en raison de la durée des expériences, du nombre d'animaux testés, de la voie d'administration, de la
présence de composés N-nitrosés dans les aliments, de 'absence d'informations sur la teneur des aliments
en composés N-nitrosés ou parce que l'unique groupe a qui l'on avait administré du nitrite servait de
groupe témoin dans les études portant sur les effets cancérigénes d'une administration simultanée de
nitrite et d'une amine susceptible de nitrosation.

La conclusion initiale d'une vaste étude sur les effets cancérigenes obtenus chez des rats ayant
absorbé des aliments ou de I'eau contenant du nitrite, effectuée par la FDA (Newberne, 1978; 1979) et
selon laquelle il y avait incidence accrue de lymphomes, a été réévaluée par un groupe de travail
interinstitutionnel du Gouvernement des Etats-Unis. Ce groupe est parvenu a la conclusion qu'il n'y avait
augmentation du nombre de tumeurs ni sous forme de lymphomes ni sous d'autres formes (FDA, 1980a;
b).

Bien que quelques études sur le nitrite aient révélé une légere augmentation du nombre de
tumeurs, résultant peut-étre de la présence de nitrosamines dans les aliments administrés aux souris ou
aux rats, la conclusion finale est que le nitrite n'est pas par lui-méme cancérigene.

Les résultats des études sur les effets cancérigénes d'une administration combinée de nitrite et
d'amines sont résumés au point 1.3.

Le nitrite présente des effets toxiques chez le foetus. Les expériences sur des rats a qui I'on avait
administré du nitrite dans de 1'eau de boisson ont révélé des effets aux deux doses étudiées (200 et 300
mg/kg de poids corporel), tandis que dans des études sur les effets foetotoxiques et tératogenes sur le rat
du nitrite administré dans les aliments on a constaté qu'une dose de 200 mg de nitrite de sodium par kilo
de poids corporel ne provoquait aucun effet.

Dans les systémes in vitro, le nitrite est mutageéne et entraine des transformations
morphologiques. On a également observé une activité mutagéne lors d'une expérience combinée in
vivo-in vitro sur des hamsters syriens. Les expériences in vivo ont abouti a des résultats discordants.
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Dans certains systémes in vitro le mécanisme est probablement dii 4 une désamination, tandis
que dans les expériences in vivo la formation endogéne de composés N-nitrosés joue sans doute un réle.

3. Observations sur I'homme (voir Annexe I1I)

La plus faible dose 1étale de nitrate mentionnée dans la littérature est 80 mg de NO;/kg de poids
corporel pour l'adulte. Des données plus récentes font apparaitre une dose Iétale plus réaliste pour l'adulte
d'environ 20 g ou 330 mg de NO;/kg de poids corporel. La toxicité du nitrate chez I'homme dépend
toutefois de la transformation du nitrate en nitrite. La plus faible dose létale orale aigu€ de nitrite signalée
pour 'homme varie de 33 a 250 mg de NO,/kg de poids corporel, les chiffres inférieurs s'appliquant aux
enfants et aux personnes agées. Le nitrite est également plus toxique pour les nourrissons (moins de trois
mois) que pour les adultes; il provoque en effet chez eux des taux de méthémoglobine relativement plus
¢levés dans le sang. La dose toxique la plus faible signalée est de 1 mg de NO,/kg de poids corporel,
mais dans une autre étude, des doses de 0,5 a 5 mg de NO,/kg de poids corporel n'ont entrainé aucun
effet toxique.

11 faut considérer les patients atteints d'achlorhydrie et/ou de 1ésions gastriques et les nourrissons
de moins de trois mois comme des groupes a risque pour la toxicité du nitrate. En supposant une
réduction de 80 % du nitrate en nitrite et en prenant pour critére de toxicité la formation de 10 % de
méthémoglobine ou davantage, on peut calculer que pour ces groupes a risque la dose orale toxique la
plus faible est de 1,5 a 2,7 mg de NO;/kg. Dans les cas signalés de méthémoglobinémie chez les
nourrissons, l'ingestion de nitrate était plus ¢élevée (37,1 - 108,6 mg de NO;/kg de poids corporel). 97,7
% de ces cas étaient localisés des régions dans lesquelles la teneur en nitrate de I'eau potable était
supérieure a 10 - 20 mg de NO5;'N.1/1 (ce qui équivaut a 44,3 - 88,6 mg de NO;".1/I; OMS, 1984; 1985).
11 est toutefois difficile d'évaluer la relation entre les cas de méthémoglobinémie chez le nourrisson et
l'ingestion de nitrate car on observe souvent simultanément une contamination bactérienne de I'eau
potable et des infections bactériennes qui peuvent influer sur la réduction de nitrate en nitrite et sur la
synthése endogeéne du nitrate. Ainsi, Hegesh et Shiloah (1982) ont constaté chez les nourrissons
souffrant de diarrhée aigu€ un taux de nitrate notablement accru dans le sang, en corrélation avec un taux
accru de1 méthémoglobine, alors que les quantités de nitrate et de nitrite ingérées étaient faibles (2 - 7
mg/jour”).

Lors d'une étude expérimentale on a fait ingérer a des nourrissons deux différentes doses de
nitrate. L'administration par voie orale a des enfants sains 4gés de 11 jours a 11 mois de 50 a 100 mg de
NOs7/kg de poids corporel pendant une période allant jusqu'a 18 jours a révélé des concentrations de
méthémoglobine de 5,3 a 7.5 % sans cyanose. L'administration de 100 mg de NO;/kg de poids corporel
a des nourrissons agés de 6 a 7 semaines en cours de rétablissement a la suite d'une méthémoglobinémie
a fait apparaitre 11 % de méthémoglobine combinés a une cyanose (Cornbatt et Hartmann, 1948). Cette
é¢tude ne contenait aucune donnée témoin; les valeurs normales de méthémoglobine dans le sang se
situent entre 1 et 2 % (OMS, 1985).

Pour les adultes on ne dispose d'aucune information sur la toxicité a court terme ou a long terme,
a part les études épidémiologiques sur la relation entre I'ingestion de nitrate ou de nitrite et le nombre de
cas de tumeurs. Dans un certain nombre de pays on a signalé une relation entre des taux élevés
d'ingestion de nitrate et les cancers gastriques, et un lien a été établi entre I'exposition au nitrate et le
cancer gastrique dans certaines régions du Chili, de la Colombie, du Danemark, de I'Angleterre, de la
Hongrie, de I'Italie et du Japon (Hartmann, 1983). Néanmoins, aucune de ces observations n'autorise des
conclusions certaines, et quelques-unes ont mémes ¢été contredites par d'autres études (Davies, 1980;
Armijo et al., 1981a et b). Plusieurs études ont montré I'existence d'une corrélation négative.

Dans la plupart des études épidémiologiques on a calculé l'ingestion de nitrate a partir de
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réponses a un questionnaire ou en se basant sur les taux de nitrate gastrique ou urinaire. Toutefois, dans
plusieurs études, on a constaté une absence totale de corrélation entre le risque de cancer gastrique et le
nitrate salivaire, tandis que cette corrélation existait avec le nitrate urinaire (Cuello et al., 1976;
Eisenbrand et al., 1980).

Dans les études épidémiologiques et les études connexes, il faut tenir compte de nombreux
facteurs qui compliquent l'interprétation des résultats. Trés souvent, on ne dispose pas d'informations
completes sur ces facteurs. Dans aucune des études résumées dans le présent chapitre et dans les
Tableaux IV et V on ne trouve d'informations sur la présence de composés N-nitrosés cancérigenes
préformés dans l'alimentation ou les autres éléments du mode de vie. De surcrofit, le rapport entre les taux
de nitrate - exogene et salivaire - et le nombre de cas de cancer gastrique au méme moment est discutable
en raison de la longueur de la période d'induction des tumeurs.

Des facteurs autres que les nitrates, et responsables des changements dégénératifs de la
muqueuse gastrique protectrice avant l'apparition des dégats dus aux substances cancérigeénes, sont
peut-étre plus importants. Les particularités du mode de vie de certains pays, comme la consommation de
denrées alimentaires salées ou fermentées dans les pays a forte mortalité par cancer gastrique comme le
Japon et la Chine, peuvent jouer un role décisif dans ce processus et expliquer les résultats
contradictoires trouvés dans les études.

En conclusion, bien qu'un lien ait ét¢ mentionné dans plusieurs études, aucune relation n'a été
établie avec certitude chez l'individu sain et normal entre le taux estimé de nitrate ingéré et le cancer
gastrique. Aucun accroissement du nombre de cas de cancer gastrique n'a ét€ constaté apres exposition
au nitrate ou au nitrite en milieu professionnel.

Les sujets souffrant de Iésions ou de troubles gastriques, et surtout de gastrite atrophique, les
malades atteints d'anémie pernicieuse et les personnes traitées par la cimétidine ou par des médicaments
antiacides constituent des groupes a risque dans lesquels une corrélation entre 1'ingestion de nitrate ou de
nitrite et le nombre de cas de cancer gastrique ne peut étre exclue.

Tant chez les sujets sains que dans les groupes présentant un risque particulier, la corrélation
possible entre I'ingestion de nitrate ou de nitrite et le cancer gastrique repose sur la formation endogeéne
possible de composés N-nitrosés cancérigenes. En tenant compte également du fait que cette formation
exige également la présence d'amines ou d'amides dans des concentrations appropriées, et que des études
effectuées sur des animaux dans des conditions bien définies ont fait apparaitre que ni le nitrate ni le
nitrite n'étaient cancérigénes, on peut conclure que ces substances n'ont en elles-mémes aucune propriété
cancérigene.
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4. Evaluation des risques

Des études expérimentales ont montré que l'ingestion de nitrate pouvait entrainer un
accroissement du taux de méthémoglobine dans le sang chez les nourrissons et les animaux adultes sains.
Les données relatives aux cas cliniques de méthoglobinémie chez les nourrissons ne peuvent pas étre
évaluées par rapport a la quantité de nitrate ingérée car d'autres facteurs, comme la contamination
bactérienne de I'eau potable et les infections gastro-intestinales entrent souvent également en jeu. On ne
possede aucune donnée sur l'ingestion subchronique et chronique de nitrate par I'hnomme, en dehors des
études épidémiologiques qui concernent I'apparition de tumeurs. Le taux non toxique de 500 mg de
nitrate de sodium/kg de poids corporel a donc probablement été établi a partir d'une étude d'ingestion
chronique sur le rat, dans laquelle a la dose immédiatement supérieure de 2.500 mg de nitrate de
sodium/kg de poids corporel on a remarqué une légere inhibition de la croissance. Or, comme la
cinétique chimiobiologique et le métabolisme du rat different de ceux de I'nomme, il faut considérer que
cette espece ne se préte guere a I'étude de la toxicité du nitrate. Dans une étude de toxicité subaigué sur le
lapin, des effets ont été observés, mais on a considéré que cette étude ne permettait pas une évaluation du
risque parce que le nitrate avait ét¢ administré en doses fortes sous forme de gélules, alors que les
humains ingerent quotidiennement des quantités relativement faibles de nitrate dans les denrées
alimentaires et 1'eau de boisson. Comme on détermine essentiellement la toxicité du nitrate a partir de la
quantité de nitrate transformée en nitrite, il est donc préférable de calculer le taux non toxique de nitrate a
partir du taux de transformation du nitrate en nitrite chez I'homme et du taux non toxique de nitrite (voir
ci-apres).

Le nitrate n'est pas mutagéne dans les bactéries et les cellules de mammiféres in vitro. Dans des
expériences in vivo, on a provoqué des aberrations chromosomiques dans la moelle épiniére du rat, mais
on ne saurait exclure que la formation de composés N-nitrosés en ait été responsable. Les études sur
l'animal ont abouti a la conclusion que le nitrate ne possédait pas par lui-méme de propriétés
cancérigenes.

Les nourrissons de moins de trois mois doivent tre considérés comme un groupe a risque. Ils
peuvent ingérer quotidiennement des quantités relativement élevées de nitrate dans I'eau de boisson et ils
sont plus vulnérables que les adultes aux effets néfastes du nitrate parce que chez eux une quantité
relativement plus importante de nitrate est transformée en nitrite et que la méthémoglobinémie est
provoquée par des doses plus faibles.

On ne dispose d'aucune donnée appropriée sur l'ingestion subchronique ou chronique de nitrite
par 'nomme. Le taux non toxique de 10 mg de nitrite de sodium/kg de poids corporel ou de 6,7 mg de
NOy/kg de poids corporel a donc été établi a partir d'une étude de toxicité a long terme pour laquelle on
avait administré du nitrite & des rats par l'intermédiaire de I'eau de boisson. Dans cette étude, on a
observé le paramétre le plus sensible, c'est-a-dire la formation de méthémoglobine pour des doses égales
ou supérieures a 100 mg de nitrite de sodium/kg de poids corporel. Dans les systémes in vitro, le nitrite
est mutageéne et provoque des transformations morphologiques. On a également constaté une activité
mutageéne dans une expérience combinée in vivo-in vitro sur des hamsters syriens. Les expériences in
vivo ont abouti a des résultats discordants. Le mécanisme dans certains systémes in vitro est
probablement di a la désamination, alors que dans les expériences in vivo la formation endogeéne de
composés N-nitrosés joue probablement un role.

Bien que quelques études sur le nitrite aient révélé une incidence de tumeurs légeérement accrue,
qui résultait peut-étre de la présence de nitrosamines dans l'alimentation des souris et des rats, il faut
conclure en définitive que rien ne démontre clairement que le nitrite soit en lui-méme cancérigéne.
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En partant de I'hypothese réaliste que chez l'adulte 5 % du nitrate se transforme en nitrite, on
peut établir le taux non toxique de nitrate a partir du taux non toxique de nitrite chez le rat. 100% / 5% x
10 mg/kg de poids corporel = 200 mg de nitrate de sodium/kg de poids corporel ou 146 mg de NO;/kg
de poids corporel. Le développement de DJA exige, cependant, I'application de facteurs de sécurité’

La réduction bactérienne du nitrate en nitrite chez I'enfant de moins de trois mois peut étre
beaucoup plus élevée. En supposant qu'elle soit de 80%, le taux toxique du nitrate établi a partir du
nitrite qu'il convient de retenir pour l'extrapoler aux jeunes enfants est donc de 100% / 80% x 10 mg/kg
de poids corporel = 12,5 mg de nitrate de sodium/kg de poids corporel ou 9,1 mg de NOs/kg de poids
corporel. En outre, les nourrissons de moins de trois mois sont plus sujets que les adultes a la formation
de méthémoglobine par le nitrite, de sorte que le taux non toxique réel applicable a cette catégorie est
peut-étre encore plus bas. Chez les nourrissons nourris au biberon, la consommation quotidienne d'eau
potable est en moyenne de 500 ml au cours des premicres semaines et augmente au cours du deuxiéme et
du troisiéme mois pour atteindre environ 850 ml (Nelson, 1983). Selon les normes actuelles, 1'eau
potable peut contenir jusqu'a 50 mg de NOs/l. On peut raisonnablement estimer que l'ingestion de NO;
par des nourrissons pesant entre 3 et 5 kilos atteint 15 mg/kg de poids corporel/jour. Par conséquent, en
cas d'exposition de longue durée, il n'existe pratiquement aucune marge de sécurité pour le nourrisson
entre les quantités ingérées et le taux non toxique. Cela appelle toutefois quelques observations
complémentaires.

1.Plusieurs auteurs retiennent comme critére de méthémoglobinémie aigu€ chez le nourrisson une
augmentation de 10 % de la méthémoglobine (Winton et al., 1971). Ce taux de méthémoglobine
s'accompagne de cyanose. Shuval et Griiner (1972) ont observé un taux accru de
méthémoglobine (5 %) de moins de 10 % chez le rat aprés administration pendant de longues
périodes de 100 mg de NO,/kg de poids corporel. En extrapolant on arrive a la conclusion
qu'aucune méthémoglobinémie (clinique) n'apparait chez le nourrisson a des doses de 91 mg de
NOs/kg de poids corporel. La marge de sécurité* entre les quantités réellement ingérées et ce
taux a effet "marginal" est de facteur 11.

2.En pratique, les cas cliniques de méthémoglobinémie chez le nourrisson (cyanose) ont été presque
exclusivement observés dans les régions dans lesquelles la teneur en nitrate de ['eau potable est
égale ou supérieure a 44,3 - 88,6 mg de NO;/I (OMS, 1985).

Au vu d'observations sur des nourrissons, certains auteurs pensent que la principale cause de
méthémoglobinémie chez le nourrisson est probablement la synthése endogeéne du nitrate et du nitrite
résultant d'infections gastro-intestinales (Hegesh et Shiloah, 1982, et autres). Dans certains états
inflammatoires, on observe effectivement une réduction accrue du nitrate en nitrite, parfois, mais pas
nécessairement toujours, accompagnée d'une augmentation de la synthése du nitrate. Toutefois, ce n'est
qu'une des causes possibles de méthémoglobinémie chez le nourrisson. Les résultats de Cornblatt et
Hartmann (1948) confirment que les conclusions d'é¢tudes sur des animaux (I'ingestion de nitrate entraine
une ¢élévation des taux sanguins de méthémoglobine) valent également pour les nourrissons sains. Bien
que le niveau des doses ait été élevé dans cette étude, et qu'aucune cyanose ne soit apparue, les taux de

3Pour calculer une "dose journaliére acceptable" (DJA) & partir des résultats d'expérience sur des animaux, on applique
généralement un facteur de sécurité en créant un écart entre la DJA et le taux non toxique déduit des études
a long terme sur 'animal. 11 s'agit en fait de deux facteurs : I'un pour prendre en compte les incertitudes de
l'extrapolation de 1'animal a I'homme (généralement 10) et I'autre tenant compte de la sensibilité individuelle
(généralement 10 aussi).

*Comme en l'occurrence les nourrissons constituent le groupe le plus sensible, il suffit de tenir compte des incertitudes de
l'extrapolation de 1'animal a 'homme.
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méthémoglobine ont augmenté jusqu'a atteindre 7,5%, alors que la durée de l'exposition était courte et
que la plupart des enfants avaient dépassé 1'age critique de trois mois.

Comme on l'a vu, c'est nécessairement a partir d'expériences sur les animaux que I'on a calculé
les risques quantitatifs d'une exposition a long terme. Le taux parfois accru de synthése endogene du
nitrate, et surtout le taux accru de réduction du nitrate en nitrite, chez les enfants souffrant d'infections
gastro-intestinales, constituent une raison supplémentaire de limiter l'apport exogeéne dans ce groupe
sensible.

On peut estimer que la dose journaliére moyenne de 'homme est de 2,3 mg de NO,/jour ou 38
ug/kg de poids corporel. La marge de sécurité entre cette dose et le taux non toxique chez I'animal est
donc de 176, si I'on ne tient pas compte du nitrite formé de facon endogene. Contrairement au nitrate, le
nitrite n'est pas ingéré en plus grandes quantités par les jeunes enfants car les denrées alimentaires a
concentrations de nitrite relativement élevées sont les viandes fumées. Comme on 1'a vu, les nourrissons
sont plus sujets a la formation de méthémoglobine.
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Tableau I :Expériences de courte durée concernant les effets du nitrate et du nitrite chez I'animal

Espéce Voie Dose Résultats Référence
rat orale dans les 1,2,3,40u6 % de a2 % de KNOs, taux de metHb- Til et al.
aliments KNOs3, 5 % de NaNOQO;, légérement augmentés chez la (1985a, b)
4 semaines femelle, poids du rein légeérement
accru chez le male
rat F344 orale dans les 1,25;2,5;5; 10 et 20 % | gain de poids légeérement ou Maekawa et al.
aliments NaNOs, modérément réduit a l'autopsie, (1982)
6 semaines couleur de la rate et du sang
légérement anormale
rat orale dans I'eau 4000 mg NaNOy/1, - taux de metHb identiques a ceux Chow et al.
de boisson 14 mois du groupe témoin (1980)
- effet modéré sur les taux de
vitamine E dans le plasma et sur
l'incidence des 1ésions pulmonaires
lapin orale en gélules | 200, 400 et 600 mg de au bout de 2 semaines symptomes Nighat et al.
KNOjs/kg de poids d'intoxication (perte de poids, (1981)
corporel, tachycardie, polyurie et faiblesse)
4 semaines
veau orale dans le lait | 400, 2000, 5000 et aucune anomalie Berende et al.
artificiel 10.000 mg de NOy/kg, (1977)
8 semaines
souris orale par sonde 110 mg NaNO,/kg de fonctions cardiaques diminuées a Kinoshita et al.
gastrique poids corporel, des distances de course forcées, (1985)
7 jours anomalies de 'ECG et du muscle
cardiaque
souris orale dans 1'eau 100, 1000, 1500 et 2000 | activité motrice diminuée; taux de Behroozi et al.
de boisson mg de NaNOy/litre, méthémoglobine jusqu'a 15 % (1971)
3 mois
souris orale dans 1'eau 100, 1000, 1500 et 2000 | activité motrice diminuée Griiner et al.
de boisson mg de NaNo,/litre, (1971)
2 semaines
rat orale par sonde 40 et 80 mg NaNO,/kg | en une dose : toxicité plus élevée De Vries
gastrique de poids corporel en qu'en plusieurs doses (1983)
une dose; 160 et 320
mg/kg de poids corporel | taux de metHb considérablement
en 8 doses de 20 et 40 plus élevés
mg/kg de poids corporel
rat orale par sonde 2 x 100 mg NaNO, /kg | mortalité accrue Druckrey (1963)
gastrique de poids corpo-rel a 2 h
d'intervalle
2 x 100 mg NaNO, /kg | aucun trouble
de poids corpo-rel a 4 h
d'intervalle
rat orale dans I'eau 0,06; 0,125; 0,25; 0,5 et | - diminution de la croissance légére | Maekawa et al.
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Tableau I :Expériences de courte durée concernant les effets du nitrate et du nitrite chez I'animal

Espéce Voie Dose Résultats Référence
de boisson 1 % NaNO, eta 1 % modérée (1982)
6 semaines -a0,5 et 1% coloration anormale du
sang et de la rate duec a la
méthémoglobine
- dose maximale tolérée 0,25% dans
I'eau de boisson
rat orale dans I'eau 100, 300 et 2000 mg de | anomalies de I'EEG; réversibles Shuval et al. (1972)
de boisson NaNOy/1 seulement 2 mois aprés 4 mois a la
dose la plus faible
rat male orale dans I'eau 200 mg NaNOy/1 - taux de metHb 0,5-3,1% Chow et al. (1980)
(1 mois) de boisson 16 semaines - nombre plus élevé de Iésions
pulmonaires
rat orale dans les 0,0093 % de NaNO, aucun effet sur le taux de croissance | Tarr et al.
aliments 168 jours et le poids des organes (1942)
rat orale dans I'eau 170 et 340 mg/kg de méthémoglobinémie; Musil
de boisson poids corporel augmentation du poids de la rate et (1966)
200 jours du coeur, changement du poids du
foie et des reins
rat male orale dans I'eau 2000 mg de NaNO,/1 - taux de metHb 1-35 % Chow et al.
agé de 2 mois | de boisson 14 mois - nette diminution du poids du corps | (1980)
et du foie
- diminution des taux de vitamine E
dans le plasma
- nombre plus grand de lésions
pulmonaires
chat orale dans les 0,039% de NaNO,, aucun effet sur le taux de croissance | Tarr et al.
aliments 105 jours et le poids des organes (1942)
porc intraveineuse 6mg de nitrite-N par kg | méthémoglobinémie permanente Jensen et al.
chien de poids corporel (1941)
ruminants Emerick et al.
(1965)
poussin (d'un | orale dans les 0,4% KNO, - inhibition de la croissance Sell et al.
jour) aliments 2 semaines - grossissement de la glande (1963)

thyroide

orale dans les
aliments

18-60 mg de NaNO,/kg
de poids corporel
2 semaines

- diminution des dépdts de vitamine
A dans le foie

Briiggemann et al.
(1964)
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Tableau II :Expériences concernant la toxicité chronique et les effets cancérigénes du nitrate et du nitrite chez
I'animal (voir également Birdsall, 1981)

Espece Voie Dose Résultats Référence
rat orale dans les 0,1; 1,5 et 10% a partir de 5 % inhibition (légére) | OMS-JECFA
aliments 2 ans de la croissance (1962, 1974)
(NaNO3)
souris orale dans eaude | 12,3 g/l aucune augmentation du nombre Greenblatt et al.
boisson (NaNQO;) | 20-25 animaux sacrifiés de cancers du poumon (1973)
10-13 sem. plus tard
souris orale dans les 25.000 et 50.000 mg/kg | aucune augmentation du nombre Sugiyama et al.
aliments étude pendant la durée de tumeurs (1979)
(NaNOs) de vie
rat orale dans eau de | 100 mg - 84 sem.; augmentation non significative Lijinsky et al.
boisson animaux sacrifiés 20 des adénomes hypophysaires chez | (1973a)
sem. plus tard la femelle
rat orale dans les 2,5¢et5 %, 2 ans - aux doses les plus fortes chez la | Mackawa et al.
aliments animaux sacrifiés au femelle > 10 % de diminution de (1982)
(NaNOs) bout de 19 semaines la croissance
- hépato- et splénomégalie
- dans les groupes traités aucun
accroissement du nombre de
tumeurs
rat orale dans eau de | 100 mg/kg de poids réduction de la durée de vie Druckrey et al.
boisson corporel pendant une (1963)
période longue
rat orale dans eau de | 100, 1000, 2000 et 3000 | a la dose la plus forte Shuval et al.
boisson mg/l dégénérescence focale du muscle | (1972)
2 ans cardiaque, fibrose, artéres
coronaires minces et dilatées ;
emphyséme du poumon aux trois
doses les plus fortes
souris orale dans eau de | 1-2 g/l - 20 sem. aucune augmentation du nombre Greenblatt et al.
boisson animaux sacrifiés au de tumeurs du poumon (1973)
(NaNO,) bout de 10 sem.
souris orale dans eau de | 1000, 2500 et 5000 mg/l | aucune tumeur due a Inai et al.
boisson 18 mois I'administration de nitrite (1979)
(NaNOz)
souris sous-cutanée 12 mg par souris aucune augmentation du nombre Nakahara et al.
90 jours, de tumeurs du poumon (1959)
animaux sacrifiés au
bout de 11 mois
souris orale par sonde 10 mg/kg de poids aucune augmentation du nombre Borzsonyi et al.
gastrique corporel par jour dans la | de cancers du poumon (1978)
(NaNO,) derniére semaine de
gestation
orale dans eau de | 500 mg/l pendant toute
boisson la gestation
rat orale dans eau de | 2 g/l presque toute la aucune augmentation du nombre Lijinsky et al.
boisson durée de vie des tumeurs (1973a, b)

Taylor et al.
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Tableau II :Expériences concernant la toxicité chronique et les effets cancérigénes du nitrate et du nitrite chez
I'animal (voir également Birdsall, 1981)

Espéce Voie Dose Résultats Référence
(NaNO,) (1975)
rat orale dans eau de | 3000 mg/l, 5 j/sem. papillomes de la face antérieure Mirvish et al.
boisson pendant la durée de vie de I'estomac chez 8 rats sur 45 (1980)
rat orale dans eau de | 0,125t 0,25, - a la dose la plus forte, la Maekawa et al.
boisson 2 ans, animaux sacrifiés | femelles > 10% de diminution de | (1982)
(NaNO,) au bout de 16 semaines croissance
- hépato- et splénomégalie
- chez les males traités diminution
liée a la dose du nombre de
cancers par rapport aux groupes
témoins
rat orale dans males: 100 mg/kg de chez les deux sexes diminution du | Lijinsky et al.
l'alimentation poids corporel nombre de leucémies a forme (1983)
(NaNO,) femelles: 100 mg/kg de mononuclées
poids corporel
orale dans eau de | Males: 50 mg/kg de
boisson (NaNO,) | poids corporel
femelles: 80 mg/kg de
poids corporel
2 ans
rat orale dans 1000 mg/kg augmentation du nombre de Shank et al.
l'alimentation tumeurs du systéme (1976)
(NaNO,) lymphoréticulaire
rat orale dans 250, 500, 1000 et 2000 a 2000 mg inhibition de la Newberne et al.
l'alimentation mg/kg; croissance (1978, 1979)
(NaNO,) 1000 ou 2000 mg/1
orale dans eau de | - avant la naissance ¢galement a 2000 mg inhibition
boisson (NaNO,) | - a partir de I'age de 21 de la croissance et dans une
jours moindre mesure augmentation
significative du nombre de
tumeurs lymphoides
rat méme étude que travail interinstitu- aucune augmentation des FDA (1980)
ci-dessus; tionnel du lymphomes ou des autres tumeurs
évaluée par le gouvernement
groupe de
rat orale sous forme | 200, 1000 et 4000 mg/kg | tendance a I'augmentation du Olsen et al. (1984)
de viande fumée nombre de tumeurs chez l'animal
(NaNO,) 44000 mg; aucun effet sur la
reproduction
rat orale dans eau de | NMBA * progression accrue des tumeurs Schweinsberg et
boisson 10 mg/1 de 'oesophage al. (1985)
orale dans les 1 g/kg
aliments
(NaNOQ)
rat orale dans eau de | 100 mg/kg de poids aucune augmentation du nombre Druckrey et al.
boisson corporel de tumeurs (1963)

3 générations
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Tableau II :Expériences concernant la toxicité chronique et les effets cancérigénes du nitrate et du nitrite chez
I'animal (voir également Birdsall, 1981)

Espéce Voie Dose Résultats Référence
rat orale dans les 1600 mg/kg, étude aucune augmentation du nombre Matsukura et al.
aliments achevée au bout de 16 des tumeurs (1977)
mois
rat orale dans la 2000 mg/kg; 78 aucune augmentation de Lijinsky et al.
farine semaines, ¢tude achevée | l'incidence des tumeurs (1980)
au bout de 27 mois
rat orale dans la 200 et 5000 mg/kg aucune augmentation de Van Logten et al.
viande fumée 29 mois I'incidence des tumeurs (1972)

* NMBA = nitrosométhylbenzylamine




_71 -

Tableau III :Expériences concernant les effets foetotoxiques et tératogénes du nitrate et du nitrite

Espéce Voie Dose Résultats Référence
cobaye orale dans eau de 300, 2500, 10000 et baisse de la fécondité, comportement Sleight et al.
boisson 30000 mg/1, sexuel trés altéré et diminution du nombres | (1968)
143 - 204 jours d'animaux gravides a
30000 mg
cobaye orale dans eau de 300, 1000, 2000, 3000, 100% de mortalité foetale a 5000 et 10000 | Sleight et al.
boisson (NaNO,) 4000, 5000 et 10000 mg/1 | mg/l (1968)
100 - 240 jours inhibition de la croissance a 10000 mg/1
cobaye sous-cutanée 50 et 60 mg/kg poids a 50 mg/kg parturition Sinha et al.
(NaNO,) corporel a 60 mg/kg augmentation de la mortalité (1971)
foetale et des avortements; on peut
prévenir la morti-natalité par l'injection de
10 mg de bleu de méthyléne/kg de poids
corporel
rat orale dans eau de 2000 et 3000 mg/1 anémie, taux ¢élevé de metHb chez les Shuval et al.
boisson animaux gravides; (1972)
inhibition de la croissance et mortalité
accrue de la descendance
rat orale dans les 3et 10 g/kg aucun effet embryotoxique ou tératogéne Alexandrov et al.
aliments (NaNO,) (1971)
rat: étude sur 2 | orale dans 240 -460 mg/kg aucun effet sur I'étendue de la portée, la Shank et al.
gé-nérations l'alimentation mortalité néonale, la durée de vie ou le (1976)

taux de croissance

rat: étude sur orale dans la viande | 0,2; 1; 4; g/kg aucun effet sur la fécondité, sur les pertes Cartensen et al.
les effets (NaNO,) durant la pré-implantation et sur les (1972)
tératogenes résorptions; aucun changement dans la
dimension de la portée, la répartition par
sexe et le poids moyen des petits ; aucune
augmentation des malformations
mouton orale dans le foin 11% NO;-N a des doses donnant des niveaux ¢élevés de | Davison et al.
orale dans eau de 0,07; 0,14; 0,28% Nos-N metHb aucun accroissement du nombre (1965)
boisson 41-74 jours jusqu'a la d'avortements
parturition
vache orale sur du foin - 4 vaches traitées au a des doses donnant des taux de 20-30% et | Winter et al.

haché

nitrate de sodium don-
nant 20-30% metHb

- 9 vaches traitées au
nitrate de sodium don-
nant 40-50% metHb

- 4 vaches traitées au
nitrate de sodium don-
nant 40-50% metHb
(entre 100 et 150 mg de
NO;-N/kg)

7 mois

de 40-50% de metHb :

- aucun effet sur la capacité de
reproduction

- aucun accroissement du nombre
d'avortements

(1964)
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VIII. RECHERCHES RECENTES ET SUGGESTIONS
1.Etude de 90 jours sur la toxicité orale sub-chronique du nitrite de potassium chez le rat

CIVO/Zeist ont rendu compte de cette étude en décembre 1987 (voir résumé en annexe V).
On a observé chez les deux sexes une légere hypertrophie de la zone glomérulée surrénalienne en
rapport avec la dose administrée. Le taux de KNO, ne provoquant pas ce phénoméne était inférieur a
100 mg/I d'eau potable, ce qui équivaut a un niveau inférieur a 10 mg/kg de poids corporel/jour.

Un compte rendu de recherches a paru dans Fd Chem. Toxic. Vol. 26, n° 10, pp 851-859, 1988.

2. Toxicité chronique du nitrite de sodium chez le rat male F 344

Les résultats d'une étude du BIBRA, effectuée sur plus de deux ans en administrant du nitrite
dans une alimentation pauvre en protéines aux doses de 0,2 ou 0,5 % (poids pour poids) de nitrite de
sodium, ont paru dans Fd Chem. Toxic. Vol. 27, n° 9, pp 565-571, 1989.

Dans les conditions décrites, il a été constaté que le nitrite de sodium n'était pas cancérigéne.
3.Rapport du Comité scientifique de la CEE sur le nitrite et le nitrate (a paraitre)

La toxicologie des nitrites et des nitrates fait également I'objet d'une étude dans le cadre de la
CEE, axée spécialement sur 1'emploi de ces substances comme additifs. Il apparaitra que les 1égumes
contribuent plus que les additifs a l'exposition au nitrate.

11 sera tenu compte également du role des nitrates provenant de 1'eau potable.

La formation de nitrosamines dans le tractus gastro-intestinal humain retient également
l'attention.

4. Etudes récentes effectuées aux Pays-Bas

Des rapports relatifs a de nouvelles expériences sur l'alimentation des animaux et des
informations sur le futur programme de recherche néerlandais ne sont pas encore parus. Les
expériences effectuées jusqu'ici montrent qu'il faudra étudier plus en profondeur le mécanisme
d'action du nitrite dans le corps humain avant de pouvoir parvenir a des conclusions quant a son
importance pour la santé humaine.

A cet effet, les investigations suivantes sont envisagées :

1.Investigation du mécanisme de toxicité de nitrite (nitrate) et établissement de modéle de 'exposition
(toxicokinétique et toxicodynamique)

2.Modgéle d'extrapolation pour le comportement toxicodynamique de nitrate/nitrite chez 'homme
3.Etude de toxicité orale du nitrate chez I'homme.
5. Suggestions concernant les démarches futures

Compte tenu de l'importance des évaluations toxicologiques que les études mentionnées au
paragraphe 4 feront probablement apparaitre, on pourrait déja envisager les actions suivantes:
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a.ll faudrait encourager des améliorations de I'horticulture susceptibles de conduire a une réduction de
la teneur en nitrate de certains types de légumes. A la suite de ces progres, les bonnes
pratiques horticoles pourraient étre définies en fonction des limites officielles fixées pour la
teneur en nitrates de ces légumes.

b.Des recommandations a 1'adresse du public concernant la consommation réguliére de certains types
de légumes pourraient compléter I'action susmentionnée. Des recommandations dans ce
domaine pourraient se justifier notamment pour certains groupes a risque.
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IIéme PARTIE
ANNEXE I
1. Cinétique chimiobiologique et métabolisme
1.1 Observations sur |'animal - nitrate
Absorption

Chez le rat, le nitrate ingéré est essentiellement absorbé a partir de la portion supérieure de
l'intestin gréle et peu, voire pas du tout, a partir de I'estomac et de la partie inférieure de l'intestin
(iléon terminal, caecum et colon proximal). L'absorption est rapide puisque dans I'heure qui suit
I'administration par gavage de "NOs., on retrouve 50% du marquage radioactif dans la carcasse des
rats éviscérés (Witter et al., 1979 a, b; Balish et al., 1981).

Chez les bovins, il a été montré que le nitrate est absorbé au niveau de la panse. Le taux de
nitrate dans le sang culminait 4 heures aprés un gavage dans la panse. Quand la méme quantité de
nitrate était administrée dans le foin, 1'absorption était plus lente en raison de la vitesse d'ingestion
plus faible, et la concentration sanguine en nitrate se maintenait a un niveau sensiblement plus bas.
(Wright et Davison, 1964).

Il a été montré que, chez la souris et le lapin, une absorption de nitrate a lieu au niveau de la
partie supérieure de l'appareil respiratoire dans les 5 minutes qui suivent ['administration
intratrachéale (Parks et al. 1981).

Distribution

Le taux de nitrate dans les fluides et les tissus des animaux de laboratoire est normalement
faible (Witter et Balish, 1979; Fritsch et al., 1985). Une valeur de 6 a 10 mg/l (= 0,1 - 0,15 mM)
correspond a un taux normal de nitrate plasmatique chez des chiens hybrides (Fritsch et al., 1985).

Une partie du nitrate du sang passe dans les glandes salivaires puis est sécrété sous forme de
salive chez la plupart des animaux de laboratoire sauf le rat (Fritsch et al., 1985; Nighat et al., 1981;
Witter et Balish, 1979). Le passage du nitrate sanguin dans la salive s'effectue probablement par
l'intermédiaire de vecteurs actifs utilisés également par les iodures et les thiocyanates entre autres
(SCN) (NAS, 1981), mais chez le rat, ce systéme de transport actif fait défaut (Cohen et Myant (1959)
cités par Mirvish) (1983).

Le nitrate absorbé peut retourner dans I'estomac et dans l'intestin par le biais de la circulation
sanguine et des sécrétions. La sécrétion de nitrate dans l'estomac peut s'effectuer par l'intermédiaire de
vecteurs actifs semblables a ceux qui se trouvent dans les glandes salivaires (cité par Edwards et al.,
1954). 1l a été montré que le nitrate présent dans la partie inférieure de l'intestin du rat provient
directement du sang ou des sécrétions intestinales plutét que du transport du contenu de I'estomac ou
de sécrétions de bile et de suc pancréatique (Witter et al., 1979a). Le rat peut cependant constituer une
exception en raison de son aptitude a excréter des iodures dans l'intestin gréle, ce qui ne se produit
probablement pas chez les autres espéces animales (Acland et [llman (1959) et Brown-Grant (1961),
cités par le NAS, 1981)).

Un équilibre avec les fluides extracellulaires est atteint dans les 5 minutes qui suivent
l'injection intraveineuse de nitrate marqué N a des souris et des lapins (Parks et al., 1981).

L'instillation intratrachéale de nitrate marqué "N a des souris et des lapins donne des
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résultats similaires (Parks et al., 1981).

Vingt minutes aprés I'injection intraveineuse de "NOs a des rats, 16% de la radioactivité a été
détectée dans l'estomac et dans l'intestin des animaux, 7% dans le foie, les reins et la vessie et 70 %
dans la carcasse ¢éviscérée (Witter et al., 1979). Les glandes salivaires n'ont pas ét¢ examinées.

Le nitrate passe dans le lait. Le taux de nitrate dosé dans le lait de rates et de vaches
allaitantes auxquelles des doses élevées de nitrate avaient ét¢ administrées était élevé (Ariga et al.,
1984; Nijhuis et al., 1982). Il est fréquent aussi de déceler du nitrate dans le lait de vaches non
allaitantes (NAS, 1981). La concentration de nitrate dans le lait aprés injection intraveineuse de nitrate
n'excédait toutefois pas sa concentration plasmatique chez un chien beagle (Green et al., 1982) ce qui
indique que, contrairement a la sécrétion salivaire, le transport du nitrate dans le lait n'est pas un
processus actif.

Biotransformation

Le principal métabolite du nitrate est le nitrite. Ce nitrite est toutefois converti rapidement -
voir 1.2 biotransformation - et il peut étre difficile a détecter. C'est pourquoi on utilise souvent la
formation de méthémoglobine (dont est responsable le nitrite, voir 1.2 formation de méthémoglobine)
comme indicateur de la formation de nitrite. Cette mesure peut cependant manquer de sensibilité
(Ward et al., 1986).

Il a été observé qu'une partie du nitrate ingéré par des rats CV (possédant une flore intestinale
normale) est métabolisée en NH," et en urée - ce qui n'est pas le cas chez des rats GF (axéniques)
(Green et al., 1981; Schultz et al., 1985).

La réduction bactérienne est un mécanisme important pour la conversion du nitrate chez les
mammifeéres (Witter et Balish, 1979; Green et al., 1981; Schultz et al., 1985). De nombreuses
bactéries et d'autres micro-organismes qui se trouvent normalement dans le tractus gastro-intestinal
posseédent une nitrate réductase (OMS, 1985).

Turet et al (1980) ont observé que, chez les porcs, la réduction du nitrate par la flore fécale en
milieu anaérobie est plus rapide si les animaux ont regu une alimentation riche en nitrate pendant une
longue période, ce qui suggere 1'éventualité d'une sélection ou d'une induction bactérienne. Wise et al.
(1982) ont observé chez le rat une augmentation considérable de la production de nitrite dans le
caecum si 'on ajoute 5% de pectine a la nourriture de I'animal. D'aprés ces auteurs, cette augmentation
ne peut pas étre attribuée a des différences globales de la diversit¢ ou du nombre de
micro-organismes, ce qui donne du poids a la thése de I'induction bactérienne.

Une activit¢ de nitrate réductase a ¢galement ét¢ démontrée dans divers tissus chez le rat
(OMS, 1985; Ward et al., 1986) Schultz et al (1985) ont noté que, chez le rat, 90% de l'activité de
nitrate réductase dans I'ensemble des tissus de ce mammifere se produisait dans le foie.

Les mémes auteurs ont calculé, a partir de I'excrétion urinaire de nitrate consécutive a une
injection intrapéritonéale de nitrate a des rats CV et GF, qu'environ la moiti¢ du nitrate métabolisé
chez des rats CV (soit 20 - 23% du nitrate injecté¢ vu qu'une proportion de 40 a 45% est métabolisée)
I'a été par des processus propres aux mammiféres et I'autre moitié€ par les bactéries entériques.

Chez le furet, 67% d'une dose élevée de '’NO; administrée en une fois par voie orale ont été
métabolisés (Dull et Hotchkiss, 1984). Le furet est peut-étre un animal plus approprié que le rat pour
effectuer ces expériences car son acidité gastrique de base et la morphologie de son estomac sont plus
proches de celles de I'étre humain.
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Chez I'homme, et probablement chez la plupart des especes animales, la réduction du nitrate a
principalement lieu dans la cavité buccale (salive). Elle peut également se produire au niveau du
tractus gastro-intestinal; toutefois, la conversion du nitrate étant sensible au pH, elle ne peut pas avoir
lieu dans I'estomac de la plupart des animaux monogastriques (Wright et Davidson, 1964; Mirvish et
al., 1975).

La panse des ruminants ainsi que le caecum et le colon des chevaux, qui sont volumineux,
sont particulierement bien adaptés a la réduction du nitrate a cause de la densité de la population
microbienne et du pH relativement élevé (Wright et Davidson, 1964).

Chez le lapin et le furet, le pH gastrique moyen est bas et on peut par conséquent estimer qu'il
est analogue a celui de I'étre humain (Sen et al., 1969; Dull et Hotchkiss, 1984); il est plus élevé chez
le chat, le rat et le chien (2,9, 4-5 et 5,4 - 7,4 respectivement - Sen et al., 1969). Chez le rat GF, le pH
des diverses parties du tractus gastro-intestinal est sensiblement plus élevé que chez le rat CV (Ward
et al., 1986).

La réduction du nitrate salivaire est presque inexistante chez le rat (Witter et al., 1979a; Til,
1986), ce qui est probablement dii a la faible sécrétion de nitrate salivaire chez cette espece.

Excrétion

L'excrétion de nitrate dans l'urine correspond généralement a l'absorption de ce produit.
Plusieurs auteurs ont pourtant signalé que l'excrétion urinaire de nitrate peut excéder l'absorption si
cette derniére est faible, en raison de la formation de nitrate endogeéne (voir la section biosynthése
ci-dessous).

Chez des rats CV, environ 55% du nitrate '’N administré par voie orale était excrété tel quel
dans l'urine. 11% du marquage a été retrouvé sous forme d'ammoniaque et d'urée urinaire (Schultz et
al., 1985). Le nitrate étant faiblement, voire pas du tout, excrété dans les feces des rats CV et GF
(Green et al., 1981), il reste donc 34% de la radioactivité qui n'ont pas été retrouvés (Schults et al.,
1985).

Chez le furet, l'excrétion urinaire représentait 36% de la quantité ingérée. Les composés
azotés n'ont pas été examinés (Dull et Hotchkiss, 1984).

Fritsch et al. (1985) ont découvert que, chez le chien, le nitrate peut étre excrété dans la salive
et dans la bile a des concentrations similaires au taux de nitrate plasmatique.

Il a ét¢é montré que le temps nécessaire a I'élimination du nitrate plasmatique varie
considérablement d'une espéce a l'autre. La demi-vie d'élimination du nitrate aprés une injection de
nitrite - voir 1.2 oxydation - était de 45 heures chez le chien, alors qu'elle ne dépassait pas 4 heures
chez le mouton et le poney (Schneider et Yeary, 1975).

Biosynthése

Lorsque la quantité de nitrate absorbée est faible, la quantité excrétée dans l'urine dépasse
généralement la quantité ingérée. Cette observation de Green et al. (1981) dans le cas des rat CV et
GF donne a penser qu'une synthése de novo de nitrate a eu lieu chez I'animal. En outre, le fait que
l'excrétion soit plus importante que l'ingestion chez les rats GF aussi bien que chez les rats CV montre
que l'activité bactérienne n'est pas indispensable a cette synthese.
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L'inhalation d'oxydes azotés se trouvant dans l'air pourrait tout au plus rendre compte de 1%
de I'exces de nitrate excrété (Green et al., 1981).

La preuve incontestable de l'existence d'une biosynthése du nitrate a été apportée par Dull et
Hotchkiss (1984) pour le furet et par Saul et Archer (1984) ainsi que Wagner et al. (1983a) pour le rat.
Ils ont observé que l'ingestion de sels d'ammonium marqués N était invariablement suivie de
I'excrétion urinaire de faibles quantités de nitrate marqué °N .

L'ammoniaque pourrait étre d'abord oxydé pour former de I'hydroxylamine, réaction catalysée
par la production de radicaux libres, cette derniére étant elle-méme oxydée sous forme de nitrate
(Wagner et al., 1983a). Cette hypothése a été confirmée par la synthése expérimentale de nitrate in
vivo a partir d'hydroxylamine et par I'accroissement de la synthése de nitrate a partir d'ammoniaque
par des rats traités avec une endotoxine induisant la formation de radicaux libres (Saul et Archer,
1984; Wagner et al., 1983a). Wagner et al., (1983a) ont montré que 1'excrétion urinaire de nitrate était
multipliée par un facteur 9 aprés une injection intrapéritonéale de lipopolysaccharides d'E. coli, alors
que l'absorption de nitrate restait inchangée. Stuer et Marletta (1985) ont découvert qu'une infection
par Mycobacterium bovis pouvait accroitre 1'excrétion urinaire de nitrate chez la souris de 3,6 a 164
mg/kg de p.c. Ces deux études indiquent que la synthése endogeéne de nitrate peut étre
considérablement augmentée en cas d'inflammation.

1.2 Observations sur l'animal - nitrite

Absorption

Le nitrite d'une solution tampon d'un pH inférieur a 5 (dans des conditions gastriques
simulées) disparait rapidement et la vitesse a laquelle il disparait est accélérée par la présence
d'aliments (Mirvish et al., 1975). Le nitrite est également susceptible de réagir avec le contenu
gastrique (par exemple par nitrosation, OMS 1985) ou de subir une réduction par la flore
gastro-intestinale (voir ci-dessous le paragraphe consacré a la réduction). Une grande partie du nitrite
qui pénétre dans 1'appareil gastro-intestinal peut donc avoir disparu avant qu'une absorption ait lieu.

L'absorption de nitrite-azote est plus lente que celle de nitrate dans l'appareil gastro-intestinal
du rat. Quarante-cinq minutes aprés l'instillation intragastrique de nitrite marqué "°N, la radioactivité
¢tait plus élevée dans I'estomac et plus faible dans les organes (foie, reins et vessie) et la carcasse
éviscérée que lors d'expériences similaires effectuées avec du nitrate marqué au "N (Witter et al.,
1979b).

Le nitrite ne peut pas étre absorbé au niveau du caeccum et du gros intestin chez le rat (Witter
et Balish, 1979). Par contre, des études effectuées chez le rat et chez la souris a 1'aide d'un marquage
ou en vidant I'estomac ont révélé une absorption gastrique du nitrite (Witter et al., 1979b; Murvish et
al., 1975). Il semble que celle-ci soit plus rapide chez la souris que chez le rat (Friedman et al., 1972).

Distribution

Les fluides corporels et les tissus d'animaux de laboratoire ne contiennent normalement pas de
nitrite (Witter et Balish, 1979; Fritsch et al., 1985).

L'injection intraveineuse et l'instillation intratractéale de nitrite marqué N a des souris et des
lapins ont abouti dans les deux cas, dans les cinq minutes, a une distribution homogéne de la
radioactivité dans le coeur, les reins, le foie, I'estomac, les intestins, les poumons et la vessie,
semblable a la distribution du nitrate (Parks et al., 1981). Par contre, 30 minutes aprés 1'injection
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intraveineuse de nitrite a des chiens, on n'est pas parvenu a déceler que de faibles quantités de ce
produit dans le sang et la salive (Fritsch et al., 1985).

La demi-vie plasmatique du nitrite pendant sa période de distribution était de 48 minutes chez
le chien, de 12 minutes chez le mouton et de 5 minutes chez le poney (Schneider et Yeary, 1975).

Le nitrite peut franchir la barriére placentaire chez le rat et le cobaye: du nitrite injecté a des
femelles pendant la période de gestation a été retrouvé dans le sang foetal - a une concentration plus
faible que dans le sang maternel - aprés un laps de temps d'environ 20 minutes (Gruener et al., 1973;
Sinha et Sleight, 1971).

Il est cependant improbable que de grandes quantités de nitrite passent dans le lait:
I'administration a des rates allaitantes de doses provoquant une méthémoglobinémie n'avait pas les

mémes effets néfastes chez les petits allaités (Gruener et al., 1973).

Biotransformation

Réduction

Des rats CV auxquels on avait administré une dose de 1000 mg/l de nitrite par le biais de I'eau
de boisson présentaient un taux plus faible de nitrite dans leurs tissus intestinaux et gastriques que des
rats GF, alors que le taux de nitrate était approximativement le méme. Cela indique que I'absorption
de nitrite est la méme dans les deux groupes mais que la conversion est plus rapide chez les rats CV.
Des expériences in vitro ont confirmé que les bactéries de la flore intestinale participent a la réduction
du nitrite (Balish et al., 1981; Witter et Balish, 1979).

Oxydation

Le nitrite absorbé est rapidement oxydé en nitrate dans le sang (Witter et Balish, 1979; Fritsch
et al., 1985; Parks et al., 1981). Il s'agit, estime-t-on, d'un processus propre aux mammiferes et non
d'un processus bactérien (Witter et Balish, 1979). L'injection intraveineuse de nitrite de sodium (20
mg/ kg de p.c.) a des chiens, des moutons et des poneys a abouti en quelques minutes a des taux de
nitrate plasmatique de 40 a 100 mg/l (= 0,6 - 1,5 mM) chez les trois especes (Schneider et Yeary,
1975).

La transformation du nitrite en nitrate par oxydation peut également se produire dans
l'estomac avant l'absorption, comme on 1'a démontré in vitro pour la souris. Néanmoins, in vivo, le
nitrite est probablement absorbé au niveau de 1'estomac avant qu'il ne se forme de grandes quantités
de nitrate (Friedman et al., 1972).

Formation de méthémoglobine

Le nitrite participe a I'oxydation de 1'hémoglobine (Hb), qui se trouve normalement dans le
sang, en méthémoglobine (métHb). L'atome de Fe*" présent dans I'héme prend par oxydation sa forme
Fe" et le nitrite se lie solidement & cet héme oxydé. Le transport de I'oxygéne du sang se trouve par
conséquent inhibé (Jaffé, 1981).

La vitesse de formation de la métHb varie considérablement d'une espéce a l'autre. Elle est
beaucoup plus grande lors de l'incubation d'une solution de nitrite de sodium fraichement préparée
avec une solution d'Hb de ruminants (mouton, chévre, bovins) qu'avec de 1'Hb d'origine humaine ou
équine, alors qu'elle est plus faible avec de I'Hb de porc (Smith et Beutler, 1966).
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Lorsque la concentration en nitrite est faible, la formation de MétHb est réversible; il a été
montré que le taux de réduction de la métHb en Hb normale, par catalyse sous l'effet d'enzyme, la
NADPH-métHb réductase, varie également d'une espeéce a l'autre; la corrélation entre le taux de
formation et le taux de réduction de la métHb est étroite (Smith et Beutler , 1966).

Le bleu de méthyléne a un effet protecteur vis-a-vis de la formation de métHb induite par le
nitrate (Sheehy et Way, 1974) et on peut par conséquent l'utiliser comme antidote en cas
d'intoxication par le nitrite; on I'utilise également pour déterminer si certains effets toxiques se
produisent par l'intermédiaire du nitrite et de la métHb ou d'autres substances, par exemple dans le
cadre d'études relatives a I'absorption alimentaire de nitrate.

Des facteurs alimentaires peuvent avoir un effet protecteur vis-a-vis de la formation de
métHb: I'addition d'acide ascorbique et de méthionine a la nourriture de cobayes a réduit la quantité de
métHb induite par le nitrite, alors que des cobayes carencés en vitamine C avaient un taux de métHb
induite par le nitrite supérieur a celui des animaux témoins (plusieurs auteurs, cités dans le document
de I'OMS, 1977).

Des facteurs alimentaires peuvent également renforcer les effets du nitrate et du nitrite: une
forte ingestion de pectine stimule la formation de nitrite a partir du nitrate absorbé et augmente par
conséquent la formation de métHb chez le rat (Wise et al., 1982).

11 est probable que la réduction de la quantité de vitamine A dans le foie qui a été signalée a la
suite de l'absorption de nitrite soit due a une réaction directe du nitrite avec le caroténe avant
l'absorption (OMS, 1977; Emerick, 1974).

Excrétion

L'excrétion urinaire et fécale du nitrite est tres faible du fait que la plus grande partie du nitrite
qui pénetre dans la circulation sanguine ou qui traverse le tractus gastro-intestinal est rapidement
convertie en nitrate, liée au contenu gastro-intestinal ou réduite par les bactéries entériques. Le nitrite
n'est pas sécrété dans la bile ou dans la salive en quantité considérable (Fritsch et al., 1985).

La demi-vie d'élimination du nitrite (métabolisme plus excrétion urinaire), est similaire chez
le chien, le mouton et le poney (0,5 heure) (Schneider et Yeary, 1975).

1.3 Observations sur I'homme - nitrate

Absorption

Chez I'homme, le nitrate ingéré est essentiellement absorbé a partir de la portion supérieure de
l'appareil digestif (Bartholomew et Hill, 1984; Witter et al., 1979a). L'absorption est rapide puisque
les taux maxima de nitrate dans le sérum, la salive et ['urine ont été observés par plusieurs chercheurs
entre une et trois heures apres ingestion de nitrate par le biais de denrées alimentaires et de boissons,
(Bartholomew et Hill, 1984; Ellen et al., 1982b; Spiegelhalder et al., 1976; Turek et al., 1980).

Distribution

Le nitrate absorbé est rapidement distribué aux glandes salivaires et probablement également
a d'autres glandes exocrines. De une a trois heures aprés l'ingestion, on peut observer un pic de
concentration du nitrate dans la salive et dans la sueur. L'augmentation de la quantité¢ de nitrate
sécrétée par les glandes salivaires dépend directement de la quantité de nitrate ingérée (Spiegelhalder
et al., 1976); (Bartholomew et Hill, 1984).
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Le passage du nitrate dans les glandes salivaires s'effectue probablement par l'intermédiaire de
vecteurs actifs. Edwards et al. (1954) ont signalé une inhibition de substrat de la sécrétion active
d'iodure dans la salive par le nitrate ainsi que par le thiocyanate (SCN) et le perchlorate (Cl1O47). SNC
, iodures et ClO,4 seraient donc également capables d'inhiber la sécrétion de nitrate dans la salive. Ce
point pourrait étre important pour les fumeurs chez lesquels le niveau de SNC™ est de trois a quatre
fois plus élevé que chez les non-fumeurs (cité par Boyland et Walker, 1974). Forman et al. (1985) ont
effectivement décelé un taux de nitrate plus faible dans la salive des fumeurs que dans celle des
non-fumeurs.

Le taux de nitrate salivaire augmente généralement avec l'age chez l'adulte (Forman et al.,
1985). Toutefois ce taux dépend en grande partie de la quantité ingérée; les concentrations salivaires
relevées chez des adultes s'échelonnent entre moins de 0,1mM apres ingestion d'une petite quantité de
nitrate (Turek et al., 1980) et plus de 40 mM apres absorption d'une forte dose de nitrate (Ellen et al.,
1982b). Les taux de nitrate salivaire relevés chez des nourrissons nourris au sein et au biberon étaient
de 0,1 a 1,0 mM, avec une moyenne de 0,5 mM (Turek et al., 1980).

Aprés administration par voie intraveineuse de nitrate marqué au N & un volontaire, le
marquage a rapidement été distribué dans tout le corps par la circulation sanguine. La radioactivité
s'est accumulée de maniére pratiquement linéaire en fonction du temps dans une petite région
abdominale, ce qui était probablement di au nitrate salivaire avalé (Witter et al., 1979a).

Le nitrate peut passer dans le lait. On a relevé des taux de nitrate pouvant atteindre 5 mg de
NOs/kg de lait (Sukegawa et Matsumoto, 1975). Néanmoins, le taux de nitrate dans le lait d'une meére
allaitante aprés un diner normal n'excédait pas le taux de nitrate plasmatique (Green et al., 1982,
résultats non publi€s).

Biotransformation

Une partie du nitrate est convertie en nitrite par des micro-organismes qui se trouvent dans la
salive. On peut trouver dans la salive, sous forme de nitrite, de 4 & 7% du nitrate ingéré (Eisenbrand
et al., 1980; Stephany et Schuller, 1980). De 1 a 2 heures aprés l'ingestion de diverses doses de nitrate,
le rapport nitrite/nitrate dans la salive est remarquablement constant chez un individu mais peut varier
considérablement d'une personne a l'autre (de 0,06 a 3,6, Bartholomew et Hill, 1984; Ellen et al.,
1982b).

Certains facteurs peuvent modifier la flore microbienne buccale, comme le régime
alimentaire, une infection, la température ambiante et I'dge. Une chute brutale de la température a
provoqué un effondrement du taux de nitrite dans la salive, mais celui-ci peut avoir été provoqué par
une augmentation de la sécrétion de salive aussi bien que par une réduction de I'activité microbienne
(Eisenbrand et al. 1980). Le taux de nitrite salivaire est généralement plus élevé dans les groupes
d'age élevé, bien que des écarts considérables aient été observés d'une personne a l'autre (Eisenbrand
et al. 1980; Forman et al., 1985). On considére qu'un pH gastrique faible (1 a 2) est normal chez un
adulte a jeun; or la réduction bactérienne du nitrate ne se produit pas avec un pH peu €levé, en raison
du faible développement bactérien.

Des valeurs élevées de pH gastrique accompagnées parfois de taux é€levés de nitrite ont
toutefois été observées chez des malades souffrant d'un cancer de I'estomac ou d'un ulcére gastrique et
chez des patients atteints de gastrite atrophique ou traités avec de la cimétidine ou d'autres antiacides
(Correa et al., 1975; Ruddell et al., 1976; Schlang et al., 1982; Bartsch et al., 1984).

Les nourrissons de moins de trois mois sont également trés exposés a la réduction bactérienne
du nitrate gastrique parce qu'ils produisent trés peu d'acide gastrique (cité dans une analyse d'Ellen et
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Schuller, 1983). Les infections gastro-intestinales, fréquentes chez eux, peuvent entrainer une
augmentation supplémentaire de la réduction du nitrate en nitrite.

Ruddell et al., (1976) et Mueller et al., (1984) ont découvert que, contrairement a la
supposition habituelle selon laquelle il serait normal que le pH gastrique soit bas, une grande partie
des adultes normaux en bonne santé (30 - 40 %) ont, a jeun, un pH gastrique supérieur a 5 et
relativement stable pendant une période prolongée, accompagné d'un activité bactérienne intense et
d'un taux de nitrite élevé. Chez le tiers de 15 volontaires sains, il se produisait parfois des variations
importantes du pH gastrique a jeun accompagnées de modifications correspondantes des parametres
biologiques (Mueller et al., 1984).

Schultz et al. (1985) ont développé, pour le sort du nitrate dans le corps humain un modéle
reposant sur diverses données concernant 'homme et qui a été testé¢ chez le rat. Ce modele donne a
penser que les bactéries du gros intestin sont responsables d'approximativement la moitié de
I'élimination extrarénale du nitrate.

L'acide ascorbique n'affectait ni la quantité de nitrate excrétée dans l'urine, les feces et la
salive, ni le taux de nitrate plasmatique, ce qui indique qu'il n'interfére pas avec le métabolisme du
nitrate (Wagner et al., 1983b).

On a constaté que la demi-vie du nitrate dans le corps humain est approximativement de 5
heures apres son ingestion (Wagner et al., 1983b).
Excrétion

Des doses orales de 25 a 170 mg de nitrate de potassium se sont traduisent par une excrétion
de nitrate urinaire de 65 a 70% indépendamment de la dose. L'excrétion était maximale 5 heures apres
l'ingestion et retrouvait les niveaux de base dans les 18 heures. Des niveaux de base de 10 a 20 mg/l
de nitrate urinaire ont ét¢ signalés chez des sujets a jeun (Bartholomew et Hill, 1984). Tannenbaum et
Green (1981) ainsi que Wagner et al. (1983b) ont obtenu des résultats similaires.

Wagner et al. (1983b) ont également décelé dans I'urine de petites quantités d'ammoniaque et
d'urée marqués "°N aprés I'ingestion de nitrate marqué au °N.

Des doses orales uniques plus importantes (7 - 10,5 g) de nitrate d'ammonium se traduisaient
par une excrétion de nitrate urinaire de 75% en moyenne dans les 24 heures, tandis que de petites
quantités de nitrite étaient décelées dans 26% des échantillons seulement. Dans cette étude, les
niveaux de base de nitrate urinaire étaient supérieurs (2,4 - 9,3 mmol/l = 149 - 577 mg/l),
probablement du fait que les sujets n'étaient soumis a aucune restriction alimentaire (Ellen et al.,
1982b).

Dans une étude portant sur des nourrissons, on a signalé une excrétion de nitrate urinaire se
situant entre 80 et 100% de l'absorption moyenne, sans toutefois mentionner aucune donnée
spécifique sur la consommation de nitrate (Turek et al., 1980).

Dans une autre étude sur des nourrissons en bonne santé, I'excrétion de nitrate urinaire (3 a 16
mg, en moyenne 8,7 mg, de NO; par jour) était égale ou supérieure a la (faible) absorption de NO;,
qui, cumulée avec celle de NO,, était en moyenne de 2 a 7 mg par jour (Hegesh et Shiloah, 1982). La
conclusion tirée de ces observations a été que l'excrétion inclut probablement du nitrate synthétisé de
fagon endogene.

De faibles taux de nitrate et de nitrite ont été décelés dans les féces d'étres humains soumis a
un régime alimentaire occidental normal, d'une teneur en nitrate inconnue, (Saul et al., 1981) et on a
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trouvé moins de 0,1% de nitrate marqué "N dans les féces de 12 volontaires qui avaient ingéré 298
mg de nitrate de sodium marqué °N. On a également détecté de petites quantités d'ammoniaque et
d'urée marquées "N (Wagner et al., 1983b).

L'incubation de féces humaines fraiches en présence de nitrate en milieu anaérobie a abouti a
une conversion rapide du nitrate par la microflore fécale, ce qui donne a penser que 1'excrétion fécale
de nitrate pourrait en réalité¢ étre supérieure a celle qui est détectable (Archer et al., 1981; Saul et al.,
1981).

Biosyntheése.

Plusieurs auteurs ont signalé chez I'homme 1'excrétion d'un exces de nitrate (excrétion urinaire
de 0,3 a 1,9 mmol/jour) pour 'absorption de faibles quantités de ce produit (moins de 0,25 mmol/jour)
(Bartholomew et Hill, 1984; Green et al., 1981b; Lee et al., 1986; Tannenbaum et Green, 1981;
Wagner et al., 1983b). En cas d'ingestion de grandes quantités de nitrate marqué N (jusqu'a 3,5
mmol), I'excrétion urinaire de nitrate non marqué restait considérable (0,7 a 1,3 mmol pour 0,2 mmol
ingérée - Green et al., 1981b).

Ellen et Schuller (1983) ont calculé que jusqu'a 20% de cet exceés pouvait provenir de
l'inhalation de NO, et de NO; présents dans I'air intérieur et extérieur et dans la fumée de cigarettes.

L'exces restant de nitrate urinaire, inférieur ou égal a 1 mmol/jour, provenait probablement de
la synthése endogene. La preuve de l'existence d'une synthése du nitrate in vivo a partir d'ammoniaque
et d'hydroxylamine a été apportée pour le rat et pour le furet - voir 1.1 biosynthése. Bien que l'activité
bactérienne ne soit pas indispensable a cette synthése chez 1'animal, elle peut accroitre la biosynthése
de nitrate; ainsi, la présence d'une infection gastro-intestinale peut jouer un role important Hegesh et
Shiloah (1982) ont constaté une augmentation considérable de I'excrétion de nitrate urinaire chez des
nourrissons souffrant de diarrhée aigué (de 8,7 a 39 mg de NO; par 24 heures), alors que 'absorption
quotidienne cumulée de NO, et de NO; était faible (de 2 a 7 mg).

1.4 Observations sur I'homme - nitrite

Absorption

Aucune donnée concernant l'absorption du nitrite chez I'homme n'a pu étre trouvée.
Néanmoins, vu qu'une partie du nitrate ingéré est convertie en nitrite dans la cavité buccale et dans
l'estomac, et que des taux élevés de métHb ont été observés chez des nourrissons qui avaient ingéré de
grandes quantités de nitrate (Shuval et Gruener, 1972), il est clair que le nitrite peut étre absorbé au
niveau de l'appareil gastro-intestinal.

Distribution

Aucune donnée concernant la distribution du nitrite dans le corps humain n'a pu étre trouvée.

Biotransformation

Réduction

La réduction du nitrite in vivo, qui se traduit par la production d'oxyde nitrique (NO), peut
étre catalysée par des composants alimentaires tels que l'acide ascorbique et 1'alpha-tocophérol
(Newmark et Mergens, 1981).
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Oxydation
Aucune donnée concernant l'oxydation du nitrite en nitrate in vivo chez I'homme.
Formation de méthémoglobine

Chez I'homme comme chez 'animal, le nitrite peut donner lieu a la formation de métHb. Les
vitesses de formation et de réduction de la métHb sont plus lentes chez I'homme que chez les
ruminants, mais plus rapides que chez le cheval et le porc (Smith et Beutler, 1966).

Les nourrissons sont extrémement sujets a la formation de métHb induite par la présence de
nitrite (signalés par Ellen et Schuller, 1983):

-1'Hb foetale, qui constitue initialement 60 a 80% de I'Hb totale puis tombe a 20 - 30 %, se transforme
plus facilement en métHb

-la NADPH-métHb réductase, qui catalyse la retransformation de la métHb en Hb, est normalement
déficiente dans les érythrocytes des nouveaux-nés.

Excrétion

Archer et al (1981) et Saul et al. (1981) ont détecté de faibles taux de nitrite dans les féces
d'étres humains soumis a un régime alimentaire occidental normal, d'une teneur en nitrite et en nitrate
inconnue. Le nitrite incubé en présence de féces fraiches d'origine humaine en milieu anaérobie a,
comme le nitrate, été rapidement transformé par la microflore fécale, ce qui donne a penser que
l'excrétion réelle de nitrite pourrait bien étre supérieure a celle qui est détectable.
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IIéme partie

ANNEXE II
2. Expériences sur 1'animal
2.1 Nitrate

Toxicité aigué

La DLs, orale variait, pour la souris, de 2.480 a 6.250 mg de nitrate de sodium/kg de poids
corporel et, pour le rat, de 4.860 a 9.000 mg de nitrate de sodium/kg de poids corporel. Chez le rat, les
femelles ont semblé plus sensibles que les males (Toxic Substances List, 1980; Mamm Toxicity
Array, 1982; Corr¢ et Breimer, 1979). Pour le lapin, la DLs, était de 1.600 mg de nitrate de sodium/kg
de poids corporel.Une dose létale de 300 mg nitrate de sodium/kg de poids corporel a été signalée
pour le porc. Pour la vache, la DLs, en cas d'administration unique par voie orale a été estimée a 450
mg de nitrate de sodium/kg de poids corporel (Bradley et al., 1942), alors qu'elle était de 970-1360
mg/kg de pc (Crawford, 1960), lorsque la dose totale était administrée sur une période de 24 heures.
La dose létale s'est révélée étre dix fois plus faible pour la vache que pour les non-ruminants (Gwatkin
et Plummer, 1946; Emerick, 1974). Une intoxication aigué s'est manifestée chez des bovins dont la
ration alimentaire contenait 6% ou plus de nitrate en matiére seche. Des intoxications fatales chez les
bovins ont également été signalées a des doses de 1,5 % dans la nourriture (Bradley et al., 1940) alors
qu'aucun effet néfaste n'a été observé avec du foin contenant 0,75% de nitrate en maticre séche
(Geurink et Kemp, 1983).

Toxicité subaigué

(Des données expérimentales détaillées sont présentées dans le tableau I)

Lors d'une étude de toxicité de 4 semaines, des rats (10 animaux/sexe/groupe) ont regu une
nourriture contenant 0, 1, 2, 3, 4 ou 6 % de nitrate de potassium ou 5% de nitrate de sodium (soit
approximativement 0, 500, 1.000, 1.500, 2.000, 3.000 ou 2.500 mg/kg de p.c). Deux types de
nourriture ont été utilisés: des aliments a base de céréales et des aliments semi-purifiés. A une dose de
2% de nitrate de potassium (1.000 mg/kg de p.c) dans l'alimentation, les femelles présentaient un Iéger
accroissement des taux de méthémoglobine et les males une augmentation relative du poids des reins.
A une dose de 1 % (500 mg/kg de p.c.), aucun effet toxique n'a été décelé. Aucune différence
importante n'a été remarquée entre les deux types d'alimentation (Til et al., 1985a,b).

Une étude de toxicité subaigué sur des rats F 344 (10 animaux/sexe/groupe) qui avaient regu
pendant 6 semaines une nourriture contenant 1,25; 2.5; 5; 10 et 20% de nitrate de sodium
(approximativement 625, 1.250, 2.500, 5.000 et 10.000 mg/kg de pc.) a mis en évidence une réduction
légere a modérée du gain de poids aux deux doses les plus élevées et, a l'autopsie, une coloration
anormale du sang et de la rate, due a une méthémoglobinémie. La dose maximale tolérée dans
l'alimentation était de 5% (Maekawa et al., 1982).

Lors d'une étude de 4 semaines, des lapins (6 males /groupe) ont recu une dose de 0, 200, 400
et 600 mg de nitrate de potassium/kg de poids corporel sous forme de gélules. Les animaux de tous les
groupes traités ont présenté des symptomes d'intoxication dans les deux semaines consécutives a
I'administration, notamment une réduction de poids significative, une tachycardie, une polyurie et des
signes de faiblesse (Nighat et al., 1981).

Au cours d'une expérience de toxicité subaigué, trois chiens (2 femelles et un male) ont regu
pendant 105 et 125 jours une nourriture contenant 2% de nitrate de sodium (ce qui correspond
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approximativement a 500 mg/kg de p.c.). Aucun effet indésirable n'a été observé (Lehman, 1958).

Lors d'une étude de toxicité de 8 semaines, des veaux (12 males/groupe) ont recu du lait
artificiel contenant 18 (groupe témoin), 400, 2.000, 5.000 et 10.000 mg de NO;/kg. Aucun effet nocif
n'a été observé sur la croissance et le poids des animaux, ni sur la transformation des denrées
alimentaires, les parametres sanguins biochimiques et la morphologie du foie et des reins (Berenda et
al., 1977).

Toxicité semichronique

(Des données expérimentales détaillées sont présentées dans le tableau I)

Lors d'une étude de toxicité semi-chronique (12 semaines), on a administré¢ a des rats 0 ou
1/20 de la DLs, de nitrate de sodium ou de calcium par intubation gastrique. Dans les groupes traités
au nitrate, on a observé une altération des processus de conversion d'énergie, comme la glycolyse et le
cycle du pentose phosphate, et des modifications du systéme glutathione-ascorbinate des tissus
hépatiques et cérébraux (Diskalenko et al., 1972a et b; cité¢ dans le document de 'OMS, 1978).

Au cours d'une expérience de toxicité de 14 mois, des rats (10 animaux/sexe/groupe) ont regu
de l'eau potable contenant 0 ou 4.000 mg de nitrate de sodium/l (ce qui correspond
approximativement a 0 ou 400 mg/kg de p.c.). Le taux de méthémoglobine était le méme dans le
groupe traité que chez les animaux témoins. Le nitrate avait un effet modéré sur le taux de vitamine E
dans le plasma et sur I'apparition d'une pneumonie chronique (Chow et al., 1980).

Toxicité a long terme

(Des données expérimentales détaillées sont présentées dans le tableau II)

Lors d'une expérience de 2 ans, on a fait ingérer a des rats (20 animaux/sexe/groupe) une
nourriture contenant approximativement 0, 0,1, 1, 5, et 10% de nitrate de sodium. A la dose de 5%, on
a observé un léger ralentissement de la croissance, alors qu'une inanition a été notée a la dose de 10%.
Un examen histopathologique complet, comprenant une recherche des tumeurs, a été effectué: aucune
autre anomalie ou augmentation de la fréquence des tumeurs n'a été décelée. Dans cette étude, la dose
non toxique était de 1% (soit 500 mg/kg de p.c.) (Lehman, 1958; OMS, 1962, 1974).

Carcinogénicité
(Des données expérimentales détaillées sont présentées dans le tableau II)

Lors d'une étude de plus d'un an, des souris (10 animaux/sexe/groupe) ont recu de la
nourriture contenant 0, 25.000 et plus de 50.000 mg de nitrate de sodium/kg. Aucune différence n'a
été observée chez ces animaux quant a l'incidence des tumeurs (Greenblat et al., 1973; Sugiyama et
al., 1979, résumé seulement).

Une expérience de carcinogénicité¢ a ¢été effectuée sur des rats au cours de laquelle les
animaux (15/sexe/groupe) ont recu 0 ou 0,5 % de nitrate de sodium/l d'eau potable (ce qui correspond
approximativement a 500 mg/kg de p.c.) pendant 84 semaines. Les animaux ont été sacrifiés 20
semaines plus tard et soumis a un examen histopathologique qui n'a révélé aucune augmentation de la
fréquence des tumeurs (Lijinsky et al., 1973a). Lors d'une autre étude de carcinogénicité (de 2 ans)
effectuée sur des rats F 344, les animaux (50/sexe/groupe) ont recu une eau de boisson contenant 0,
2,5 ou 5,0% de nitrate de sodium (ce qui correspond a environ 0, 2.500 ou 5.000 mg/kg de p.c.) et,
dans ce cas non plus, aucun effet carcinogeéne n'a été décelé. On a observé, dans les groupes traités,
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une diminution de l'incidence des leucémies mononucléaires qui étaient fréquentes chez les animaux
témoins de cette souche (Mackawa et al., 1982). Cette étude a été considérée comme valable.

Reproduction/foetotoxicité

(Des données expérimentales détaillées sont présentées dans le tableau II)

Lors d'une étude sur la reproduction effectuée sur des cobayes, on a ajouté des concentrations
de 0, 300, 2.500, 10.000 et 30.000 mg de nitrate de potassium/l a l'eau de boisson des animaux
(groupes de 4 animaux témoins, de 6 animaux (300 mg) et de 3 animaux (femelles) / autres groupes)
pendant 143-204 jours. Ces doses correspondaient a 0, 12, 102, 507 et 1.130 mg de nitrate de
potassium/kg de p.c. Les comportements de reproduction étaient considérablement perturbés a une
dose de 30.000 mg/l et le nombre de femelles gravides était sérieusement réduit. La fertilité des
animaux des autres groupes traités au nitrate ne semblait pas réduite puisqu'il se trouvait des femelles
gravides dans tous les groupes. Le gain de poids des animaux et I'absorption de nourriture et d'eau
¢taient normaux a toutes les concentrations. Aucune altération macroscopique ni microscopique des
organes reproducteurs n'a été observée (Sleight et Atallah, 1968).

Une expérience de 7 mois a ét¢ effectuée sur 15 génisses qui ont regu, du 2éme mois de
gestation jusqu'a la mise bas une nourriture contenant 445 et 665 mg de NO;/kg. Aucune perturbation
de la gestation imputable au traitement n'a été observée, bien que les doses choisies se fussent
traduites par une méthémoglobinémie de 20 - 50%. L'examen macroscopique des animaux
nouveaux-nés n'a révélé aucune anomalie (Winter et Hokanson, 1964).

Lors d'une étude portant sur 25 moutons (5 animaux/groupe), I'administration, du 21éme au
49¢éme jour de gestation jusqu'a la mise bas, d'une dose de 0,3; 0,6 et 1,2% de NO;™ dans l'eau de
boisson (pendant un total de 41 - 74 jours), dose par ailleurs suffisamment élevée pour induire une
méthémoglobinémie sévere, n'a eu aucune incidence sur le taux d'avortements (Davison et al., 1965).

Mutagénicité

Le nitrate n'a eu aucun effet mutageéne lors de tests bactériens effectués avec Salmonella
typhimurium; la mutagénicité a été testée en milieu aérobie et anaérobie avec Escherichia coli et on a
observé un effet mutagene qu'en milieu anaérobie. Cet effet était toutefois probablement di a la
réduction du nitrate en nitrite qui peut se produire dans ces conditions (Konetzka, 1974).

Un test d'aberration chromosomique in vitro sur des cellules de hamster a révélé un effet
mutageéne du nitrate de sodium, alors que les résultats obtenus avec le nitrate de potassium étaient
négatifs. Le chlorure de sodium, contrairement au chlorure de potassium, donnait également des
résultats positifs a forte concentration avec le méme test (Ishidate et al., 1984). Il est donc
vraisemblable que se produisent entre les chromosomes et les ions sodium a concentration élevée des
interactions susceptibles d'aboutir a des aberrations chromosomiques (Ashby, communication
personnelle).

L'administration par voie orale de 500 mg de nitrate de sodium/kg de p.c. a des femelles
gravides de hamster syrien n'a induit aucune augmentation du nombre de mutations génétiques,
d'anomalies chromosomiques et de micronoyaux ni aucune transformation morphologique des cellules
d'embryons de hamsters en culture (Inui et al., 1979).

Des expériences de toxicité aigué effectuées sur des souris (administration par intubation
gastrique de doses de 78,5; 235,5; 707 et 2.120 mg de nitrate de sodium/kg de p.c.) n'ont permis
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d'observer une augmentation des aberrations chromosomiques qu'a une concentration (707 mg/kg de
p.c.), et le nombre de micronoyaux s'est accru pour les doses de 78,5 et de 235,5 mg/kg de p.c. A une
dose supérieure ou égale a 707 mg/kg, on a noté une cytotoxicité au niveau de la moelle osseuse qui
se manifestait par une dépression concomitante de la moelle osseuse.

Par contre, les expériences de toxicité aigué sur le rat par administration de doses allant
jusqu'a 2.120 mg/kg de p.c. n'ont révélé aucune anomalie chromosomique au niveau de la moelle
osseuse. Néanmoins, les rats soumis a un traitement subaigu avec les mémes doses de nitrate de
sodium présentaient une augmentation significative du nombre d'aberrations chromosomiques dans la
moelle osseuse. Il est toutefois, selon les auteurs, impossible d'exclure que les Iésions de la moelle
osseuse soient dues a la formation de composés N-nitrosés. (Luca et al., 1985).

2.2 Nitrite

Toxicité aigué

La valeur de la DLs, par administration orale variait pour la souris de 175 a 220 mg de nitrite
de sodium/kg de p.c. ( Greenberg 1945; Lehman, 1958) et elle était de 85 mg/kg de p.c. pour le rat
(Lehman 1958). La toxicité aigué du nitrite se manifestait par une vasodilatation, une chute de la
pression artérielle, une diminution de la teneur hépatique en vitamine A et des troubles fonctionnels
de la glande thyroide.

Des chiens auxquels avait été administrée une dose unique de 1 - 2g de nitrite de sodium/kg
de saucisse (on ne dispose pas d'indications plus détaillées) présentaient une respiration et un rythme
cardiaque accélérés, une modification de I'électrocardiogramme (ECG), une méthémoglobinémie dans
I'heure ou les 2 heures ont suivi, une concentration de sodium accrue, une chute de la concentration de
potassium et une augmentation de l'activité de l'aspartate amino transférase (ASAT) dans le sérum
(OMS, 1974).

Une différence de toxicité a été observée lors d'une étude spécifique portant sur des rates chez
lesquelles on a comparé 'administration d'une dose unique avec l'administration de la méme dose
répartie en plusieurs prises en utilisant la formation de méthémoglobine comme critére de toxicité.
Une dose de 160 ou 320 mg de nitrite de sodium/kg de p.c. répartie en doses plus petites administrées
sur une certaine période (3 intervalles de 15 minutes, suivis de 4 intervalles de 30 minutes) a semblé
moins toxique qu'une dose unique de 40 ou 80 mg/kg de p.c. (De Vries, 1983).

Lors d'une autre expérience de toxicité aigu€, 1'administration a des rats de deux doses de 100
mg de nitrite de sodium/kg de p.c. avec un intervalle de deux heures a provoqué une mortalité élevée,
alors que tous les animaux ont survécu a des administrations espacées de 4 heures (Druckrey, 1963a).
Cette différence peut s'expliquer par la durée de la demi-vie d'élimination de la méthémoglobine, qui
est de 90 minutes chez le rat (Shuval et Griiner, 1972).

Toxicité subaigué

(Des données expérimentales détaillées sont présentées dans le tableau I)

Une expérience de toxicité d'une durée de 7 jours a été effectuée sur des souris agées de 6 ou
55 semaines (5 animaux/groupe). Apres l'administration de 0 ou 110 mg de nitrite de sodium par
intubation gastrique, on a observé chez les animaux traités une diminution de la distance parcourue en
course forcée, des anomalies de I'ECG et des modifications ultramicroscopiques du muscle cardiaque
(Kinoshita et al., 1985).
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Lors d'une expérience de 2 semaines, l'adjonction de nitrite de sodium a I'eau de boisson a une
concentration de 0, 100, 1.000, 1.500 et 2.000 mg/I a réduit 'activité motrice des souris des groupes
traités. Ces doses correspondaient approximativement a 0, 10, 100, 150 et 200 mg/kg de p.c. (Griiner
et Shuval, 1971).

Dans une étude de toxicité de six semaines, on a donné a boire a des rats (10/sexe/groupe) de
I'eau contenant 0, 0,06, 0,125, 0,25, 0,5 et 1% de nitrite de sodium. Ces doses correspondaient
environ 0,60, 125, 250, 500 et 1000 mg/kg p.c. Dans le groupe a 1% on a observé un léger
ralentissement de la croissance. A l'autopsie, on a constaté un changement notable de couleur du sang
et de la rate di a la méthémoglobinémie dans les deux groupes ayant recu les doses les plus élevées.
La dose maximum tolérée dans l'eau de boisson était de 0,25% (Maekawa et al., 1982).

Dans une étude de toxicité de deux mois sur des rats (8 males/groupe) recevant de l'eau
potable contenant 0, 100, 300 et 2000 mg de nitrite de sodium par litre, on a observé des anomalies de
I'EEG, surtout dans le groupe ayant recu la dose la plus élevée et, dans une moindre mesures, dans les
autres groupes. Les doses correspondaient a environ 0, 10, 30 et 200 mg/kg p.c. (Shuval et Griiner,
1972).

Dans deux expériences de toxicité subaigué (deux semaines), on a donné a des poulets des
aliments contenant 0 ou 0,4% de nitrite de potassium (environ 0 ou 400 mg/kg/p.c.), ou 0 ou 18-60
mg/kg p.c. de nitrite de sodium, respectivement. Les animaux ayant recu du nitrite de sodium ont
présenté un retard de croissance et une dilatation de la glande thyroide, ainsi qu'une baisse de la
vitamine A dans le foie, malgré un régime riche en cette vitamine (Sell et Roberts, 1963; Briiggeman
et Tiews, 1964).

Toxicité semi-chronique

(Des données expérimentales détaillées sont présentées dans le tableau II)

Au cours d'une étude de toxicité semi-chronique, on a donné a boire a des souris (10
males/groupe) de I'eau contenant du nitrite de sodium aux concentrations suivantes: 0, 100, 1000,
1500 et 2000 mg/1, ce qui correspond approximativement a 1, 10, 100, 150 et 200 mg/kg p.c.
L'activité motrice de ces animaux a diminué, surtout dans le groupe recevant la plus forte dose. On a
¢galement noté une méthomoglobinémie. D'aprés les auteurs (Behroozi et al, 1971), l'effet sédatif
observé chez ces souris n'était pas lié¢ a la méthémoglobinémie.

Dans une étude de toxicité semi-chronique (16 semaines), on a donné a des rats d'un mois (8
males/groupe) de l'eau potable contenant soit 1, soit 200 mg de nitrite de sodium/1 (0 ou 20 mg/kg
p.c). Les niveaux de méthémoglobine chez ces animaux variaient de 1,5 a 3,1%, contre 0 a 1,2%
dans le groupe témoin. On a observé également une plus forte incidence de Iésions pulmonaires.
Dans une deuxiéme expérience menée sur des rats de deux mois (12 dans le groupe traité au nitrite et
9 dans le groupe témoin), on a administré du nitrite de sodium aux doses de 0 ou 2000 mg/1 pendant
14 mois. Les niveaux de méthémoglobine ont fluctué entre 1 et 35%, contre 0 et 1% dans le groupe
témoin. Chez les animaux traités au nitrite, le poids corporel et le poids du foie, ainsi que le niveau de
vitamine E dans le sérum, étaient inférieurs a ceux du groupe témoin, et ils présentaient tous de graves
lésions pulmonaires. On a également constaté des taux plus élevés de globules rouges et une
augmentation du taux de glutation réduit dans les globules rouges (Chow et al., 1980).

Toxicité a long terme

(Des données expérimentales détaillées sont présentées dans le tableau II)
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Chez un certain nombre d'espéce animales, notamment rats, porcs, moutons et volailles, on a
signalé une carence en vitamine A due a une intoxication chronique par les nitrites. La teneur en
vitamine A du foie est abaissée chez les non ruminants du fait de sa dégradation en milieu acide dans
le conduit intestinal (Emerick, 1974; Sell et Roberts, 1863).

Une étude de toxicité a long terme a été effectuée sur des rats: les animaux (8 males/groupe)
ont recu pendant deux ans une dose de 0, 100, 1.000, 2.000 et 30.000 mg de nitrite de sodium/l dans
leur eau de boisson. Aucune différence significative n'a été observée entre le groupe témoin et les
groupes traités sur le plan de la croissance, du développement, de la mortalit¢ et du taux
d'hémoglobine totale. Chez les groupes traités avec des doses de 1.000, 2.000 et 3.000 mg de nitrite de
sodium/l, les taux sanguins de méthémoglobine ont considérablement augmenté jusqu'a atteindre une
proportion de 5, 12 et 22% de I'hémoglobine totale, respectivement. Des modifications
histopathologiques majeures ont été observées au niveau des poumons et du coeur. A la concentration
la plus élevée, correspondant a I'administration de 250 - 300 mg de nitrite de sodium/kg de p.c.
pendant 2 ans, on a observé une dégénérescence focale et une fibrose du muscle cardiaque.
L'observation selon laquelle les artéres coronaires de ces animaux agés étaient dilatées et avaient des
parois minces au lieu d'étre épaissies et de présenter une constriction comme c'est généralement le cas
a cet age, ¢était difficile a interpréter. Des modifications au niveau des poumons consistant en une
dilatation des bronches accompagnée d'une infiltration de lymphocytes et de I'emphyséme ont été
observées chez les rats traités avec 1.000, 2.000 et 3.000 mg de nitrite de sodium/l d'eau potable
(Shuval et Griiner, 1972).

Carcinogénicité
(Des données expérimentales détaillées sont présentées dans le tableau II)
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et sur le rat, ont été¢ résumées (Birdsall, 1981) dans le rapport de la National Academy of Sciences,
U.S. (NAS, 1981). Néanmoins, selon les auteurs, certaines de ces études ne répondaient pas aux
normes acceptées pour une évaluation appropriée de la carcinogénicité, en raison de la briéveté de
l'expérience, de la voie d'administration ou du fait que 1'étude n'était pas congue pour tester le nitrite
(voir Tableau II). Aucune des études citées n'a fait état d'un effet carcinogene du nitrite (NAS, 1981;
Birdsall, 1981).

Jusqu'a une date récente, la plupart des informations relatives a une carcinogénicité éventuelle
du nitrite provenaient de données sur l'incidence de tumeurs chez des animaux utilisés comme témoins
ne recevant que du nitrite données provenant d'études congues pour étudier les effets carcinogenes de
I'administration simultanée de nitrite et d'une amime susceptible de nitrosation. Ces travaux sont pour
la plupart résumés dans le tableau II.

Lors d'une expérience de carcinogénicité, des souris (50 animaux/sexe/groupe) ont regu
pendant 18 mois de I'eau potable contenant 0, 1.000, 2.500 et 5.000 mg de nitrite de sodium/l. Ces
doses correspondaient a 0, 200, 500 et 1.000 mg/kg de p.c. Aucune modification de l'incidence des
tumeurs n'a été observée (Inai et al., 1979).

La FDA a effectué une vaste étude (Newberne, 1978; 1979) sur 573 rats utilisés comme
témoins et 1.383 rats auxquels on avait administré du nitrite dans la nourriture ou l'eau de boisson a
des concentrations de 0, 250, 500, 1.000 ou 2.000 mg/kg (soit approximativement 0, 25, 50, 100 ou
200 mg/kg de p.c.). Une partie des animaux ont été exposés toute leur vie depuis le 5¢me jour de
gestation, alors que les autres n'ont été traités qu'a partir de leur sevrage. Deux types de nourriture ont
été utilisés: des aliments classiques pour animaux de laboratoire et des aliments semi-synthétiques a
base de gélose. Newberne a observé une incidence accrue de lymphomes dans tous les groupes traités
au nitrite (10,2% contre 5,4% chez les animaux témoins). Un groupe de travail interinstitutionnel du
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Gouvernement des Etats-Unis est toutefois parvenu a une conclusion différente aprés avoir procédé a
I'examen des mémes préparations histologiques. Il n'a diagnostiqué de lymphomes que dans le cas
d'un petit nombre de Iésions et il a évalué l'incidence a 1%, approximativement, dans les groupes
traités comme dans les groupes témoins. Cette divergence est due a une distinction entre les
lymphomes, tels que Newberne les identifie, et I'hnématopoiese extramédullaire, la plasmacytose ou les
sarcomes histiocytiques identifiés par le Groupe interinstitutionnel. L'incidence d'autres types de
tumeurs n'était pas non plus accrue (FDA, 1980a, b).

Aucun effet carcinogéne n'a été décelé lors d'une expérience de carcinogénicité portant sur
des rats F 344 (50 animaux/sexe/groupe) ayant absorbé pendant 2 ans du nitrite de sodium a une
concentration de 0, 0,125 ou 0,25% dans leur eau de boisson. Une diminution significative de
l'incidence de tumeurs par rapport au groupe témoin a été observée dans les groupes de femelles qui
avaient recu une forte dose de nitrite. Cette diminution a été attribuée en partie aux leucémies
mononucléaires dont la fréquence spontanée est assez ¢levée (environ 25%) dans cette souche
(Mackawa et al., 1982).

Aucun effet carcinogene n'a été décelé non plus lors d'une expérience portant sur des rats F
344 (24 animaux/sexe/groupe) auxquels on avait administré une dose de nitrite de sodium de 2.000
mg par kg de nourriture ou litre d'eau potable. Les doses utilisées correspondaient a 100 et 200 mg/kg
de p.c. environ. Une diminution du nombre de leucémies monoblastiques (néoplasme spontané tres
courant chez les rats F 344) a été observée dans les groupes d'animaux traités des deux sexes. On n'a
noté aucune augmentation du nombre de tumeurs d'autres types, ni chez les animaux auxquels avaient
¢été administré du nitrite dans la nourriture, ni chez ceux qui I'avaient absorbé dans leur eau de boisson
(Lijinsky et al., 1983).

Au cours d'une étude récente, des rats FO (70 males et 140 femelles) - répartis en six groupes -
et leur descendance male et femelle (F1) ont été nourris avec de la viande fumée contenant 0, 200,
1.000 et 4.000 mg de nitrite de sodium/kg pendant toute leur vie. La viande de porc en conserve,
meélangée dans un rapport de 45% avec des aliments semi-synthétiques, était consommeée a volonté
par les animaux. L'exposition quotidienne au nitrite de sodium était donc d'environ 0, 5, 25 ou 100
mg/kg de p.c. On n'a observé aucun effet sur la reproduction ni aucune augmentation significative de
l'incidence de tumeurs (Olsen et al., 1984). Cette étude a confirmé les conclusions précédentes de Van
Logten et al. (1972), qui avaient eux aussi ¢tudi¢ des rats (30 animaux/sexe/groupe) nourris de viande
fumée contenant 0, 200 ou 5.000 mg de nitrite de sodium/kg. Dans ce cas, la viande en conserve était
mélangée dans un rapport de poids de 40% a une nourriture standard et consommée a volonté d'abord,
puis par rations quotidiennes de 20 g/jour environ. La dose quotidienne de nitrite de sodium était donc
d'environ 0, 4 ou 100 mg de nitrate de sodium/kg de p.c..

Reproduction/foetotoxicité

(Des données expérimentales détaillées sont présentées dans le tableau I11)

Lors d'une expérience de foetotoxicité effectuée sur les cobayes, du nitrite de potassium a été
administré aux animaux dans I'eau de boisson a une concentration de 300, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000,
5.000 et 10.000 mg.I pendant 100 - 240 jours. Ces doses correspondaient a 110, 270, 940, 1.110,
1.190, 1.490 et 3.520 mg/kg de p.c. respectivement. Le nombre de femelles utilisées pour constituer
les différents groupes était le suivant: témoin: 4; 300, 1.000 et 2.000 mg: 3; 4.000 mg: 6; 5.000 mg: 4;
et 10.000 mg: 3. Au moins un male était présent dans chaque cage. Des taux de méthémoglobine
pouvant atteindre 20% ont ét¢ mesurés. Une mortalit¢ foetale de 100% a été enregistrée dans les
groupes traités avec des doses de 5.000 ou 10.000 mg de nitrite de potassium/l, et une femelle est
morte. A la dose la plus élevée, on a noté une inhibition de la croissance chez les meres. Chez les
animaux portant des foetus avortés, momifiés ou résorbés, on a décelé des lésions inflammatoires de
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I'utérus et du col ainsi que des Iésions dégénératives du placenta. Aucune mortalité foetale n'a été
observée aux doses plus faibles (300, 1.000, 2.000, 3.000 et 4.000 mg/ml (Sleigh et Atallah, 1968).

Une autre expérience de foetotoxicité a ¢été effectuée en administrant par injection
sous-cutanée a 4 cobayes gravides/groupe des doses de 0, 50 ou 60 mg de nitrite de sodium/kg de p.c.
pendant les 15 derniers jours de gestation. Dans le groupe traité avec 50 mg, les naissances étaient
normales, alors que, une heure apres l'administration de 60 mg de nitrite, une mort foetale suivie d'un
avortement s'est produite chez trois animaux. La concentration sanguine maternelle et foetale en
méthémoglobine avait alors atteint un pic et la pression d'oxygene dans le sang foetal était plus faible
que chez les animaux témoins. Dans les groupes ayant recu 70 mg/kg, les meres sont mortes dans les
60 minutes. Lors d'une seconde expérience, on a administré par voie sous-cutanée une dose unique de
0 ou de 60 mg/kg a des cobayes gravides en fin de gestation (9 animaux/groupe). Les meres ont été
sacrifiées a des intervalles de 0, 25 - 56 heures apres l'injection de nitrite. 96% des foetus sont morts 3
heures, ou plus, aprés I'administration du nitrite. On a observé une marge relativement étroite entre les
doses de nitrite de sodium sans effet sur la reproduction, les doses responsables d'une mortalité foetale
et les doses mortelles pour les meres (Sinha et Sleight, 1971).

Dans une autre étude, on a ajouté du nitrite de sodium a I'eau de boisson de rates gravides (12
animaux/groupe) a des concentrations de 0, 2.000 ou 3.000 mg/l. Des femelles non-gravides ont subi
le méme traitement. Les doses utilisées correspondaient a environ 0, 200 ou 300 mg/kg de p.c.. Les
rates gravides ont développé une anémie et leur taux de méthémoglobine était plus élevé que celui des
rates non-gravides ayant subi le méme traitement. On a observé une augmentation considérable de la
mortalit¢ chez les rats nouveaux-nés des groupes traités, en particulier au cours des 3 semaines
précédant le sevrage. La mortalité de la descendance était respectivement de 6, 30 et 53%. On a noté
une réduction significative de la croissance chez les descendants des animaux traités, alors que les
poids a la naissance étaient semblables.

Chez des rates gravides ayant recu une dose unique de nitrite de sodium comprise entre 2,5 et
50 mg/kg de p.c., on a noté le passage du produit chimique au travers de la barriere placentaire
accompagné d'une production de méthémoglobine chez les foetus (Shuval et Griiner, 1972).

Lors d'une étude de reproduction portant sur deux générations, des groupes de rats ont regu
une nourriture contenant 0, 240 ou 460 mg/kg de nitrite de sodium pendant 28 mois a partir de leur
conception. Ces doses correspondaient environ a 0, 12 et 23 mg/kg de p.c. Aucun effet n'a été observé
sur la taille des portées, sur la mortalité postnatale, sur le taux de croissance ni sur la durée de vie
(Shank et Newberne, 1976).

Tératogénicité
(Voir Tableau III)

Lors d'une étude de tératogénicité/reproduction, des rats ont ét€¢ nourris avec de la viande
stérilisée par la chaleur contenant 0, 200, 1.000 et 4.000 mg de nitrite de sodium a partir du 40éme
jour d'age de leur naissance. Ces doses correspondaient a 0, 10, 50 ou 200 mg/kg de p.c. La
génération F1b a été sacrifiée le 21éme jour de gestation. L'indice de fertilité, le nombre de pertes
pré-implantation et de résorptions n'ont pas été affectés par le traitement au nitrite. Aucune différence
par rapport aux témoins n'a été€ observée en ce qui concerne la taille des portées, le rapport de sexes et
le poids moyen des nouveaux-nés. Aucune augmentation significative du nombre de malformations
n'a été relevée (Carstensen et Hasselager, 1972, résumé seulement).

Une expérience réalisée en administrant du nitrite de sodium a deux groupes de 10 et de 15
rates gravides, le 9 et le 10eéme jour de gestation, par adjonction a leur nourriture, a des concentrations
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de 3 et 10 g/kg de nourriture (doses correspondant environ a 150 et 500 mg/kg de p.c.) n'a permis de
déceler aucun effet embryotoxique ni tératogene (Alexandrov et Janisch, 1971).

Mutagénicité

L'exposition in vitro d'ADN purifié¢ a de l'acide nitreux se traduit par une activité mutagene,
qui a été mesurée par l'apparition de mutations Iétales dans I'ADN de Bacillus subtilis traité a l'acide
nitreux (Strack et al., 1964; Bresler et al., 1968). Une activité mutagéne du nitrite (ou de l'acide
nitreux) a ¢été signalée dans des systémes bactériens tels que Escherichia coli et Salmonella
typhimurium (Kaudewitz, 1959; Verly et al., 1967), dans des micro-organismes tels que des
champignons (plusieurs espéces d'Aspergillus, Neurospora crassa: OMS, 1078; De Serres et al.,
1967), des levures (Saccharomyces cerevisiae) et dans le virus de la mosaique du tabac et le
bactériophage T4 (Strack et al., 1964; OMS, 1978). Lors d'une étude portant sur des cellules de souris,
le nitrite de sodium, sans activation métabolique, n'a pas augmenté le nombre de ruptures des
molécules simple brin, mais on a observé a des doses relativement élevées une augmentation des
mutations génétiques et des aberrations chromosomiques proportionnelle a la dose. D'apres les
auteurs, 'activité mutageéne était probablement due a une désamination de I'ADN et non a la formation
de nitrosamine, puisque, sans activation métabolique, la nitrosodiméthylamine ne changeait guére la
fréquence des mutations (Kodama et al., 1976). Du nitrite de sodium administré dans un milieu acide
(pH + 5) induisait in vitro une augmentation du nombre de mutations 6 - TG dans des cellules de
hamster V9 (Budayova, 1985). Le nombre d'aberrations chromosomiques était considérablement
augmenté dans des cultures de cellules de hamster (Tsuda et al., 1976). Une endoreduplication a
¢galement été signalée (Tsuda et Kato, 1977). Le nitrite de sodium a été responsable d'une
augmentation brutale du nombre de "cellules aberrantes" obtenues a partir de tissu pulmonaire
embryonnaire humain (Institut de Recherche de Stanford, 1972, rapport non disponible).

Apres l'administration par voie orale de nitrite de sodium a des femelles gravides de hamsters
syriens les 11¢éme et 12éme jours de gestation, on a observé une augmentation de mutations résistant a
certaines substances (8-AG et ouabaine) dans des cultures cellulaires préparées a partir des embryons.
On a également noté une augmentation de la formation de micronoyaux proportionnelle a la dose,
bien qu'aucune augmentation du nombre d'aberrations chromosomiques n'ait été décelée (Inui et al.,
1979). 11 est possible que le nitrite n'agisse pas uniquement sur les acides nucléiques mais aussi sur les
protéines ou les composés -SH, de telle sorte que 1'appareil mitotique, a savoir la formation du fuseau,
se trouve également touché et endommagé. Cela pourrait expliquer la présence d'un grand nombre de
cellules contenant des micronoyaux alors que 1'on n'a observé aucune anomalie chromosomique.

Une transformation morphologique in vitro de cellules de hamster par le nitrite de sodium a
été signalé (Tsuda et al., 1973). Dans les cellules embryonnaires également, on a constaté une
transformation in vitro alors que l'implantation in vivo des cellules transformées a abouti a des
néoplasmes (Inui et al., 1979).

Aucune activité mutageéne n'a été décelée lors des deux tests suivants effectués in vivo: un
titrage réalisé¢ par l'intermédiaire d'un hote et I'épreuve du micronoyau sur la souris (Couch et
Friedman, 1975; Hayashi et al., 1981). Néanmoins, l'administration, par adjonction a I'eau de boisson,
d'environ 210 mg de nitrite de sodium/kg de p.c. a des rates non gravides ou a des rates gravides
depuis 5 - 18 jours a provoqué des aberrations chromosomiques au niveau de la moelle osseuse chez
les femelles gravides ou non et du foie des embryons. Le nombre de métaphases accompagnées
d'aberrations chez les animaux et les témoins était supérieur dans le foie embryonnaire que dans la
moelle osseuse des adultes. Cette incidence plus grande provenait peut-&tre du nombre accru de
cellules en mitose dans les tissus embryonnaires, du fait d'une durée réduite du cycle cellulaire (EI
Nabhas et Globus, 1984).
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Aucun effet significatif sur les chromosomes métaphasiques n'a été décelé dans la moelle
osseuse de rats adultes lors d'une autre étude. Les données expérimentales telles que les doses étaient
inconnues vu que le rapport n'était pas disponible (Institut de Recherche de Stanford, 1972).

Selon Zimmermann, (1977), l'activité mutagéne du nitrite pourrait se manifester au moyen de
trois mécanismes. Premicerement, le nitrite peut désaminer les bases d'une molécule d'ADN viral
simple brin. Les désaminations spontanées sont toutefois fréquentes et les bactéries, et probablement
aussi les cellules de mammiféres, possédent des systemes de réparation de 'ADN qui corrigent ces
lésions. Deuxiémement, il peut se former des liaisons inter- ou intracaténaires entre résidus de purine
aboutissant a une distorsion de I'hélice dans le cas de I'ADN double brin. L'apparition de ce type de
lésion peut étre favorisée par la présence a proximité de I'ADN de molécules comme des polyamines,
des glycols, des alcools et des phénols (Thomas et al., 1979). En troisiéme lieu, le nitrite peut réagir
avec des agents de nitrosation pour former des composés N-nitrosés et présenter ainsi une activité
mutagene (et carcinogene) indirecte.
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IIéme PARTIE
ANNEXE III

3. Observations sur I'homme

3.1 Toxicité du nitrate et du nitrite chez I'homme

Chez I'homme comme chez l'animal, la toxicité du nitrate dépend de la transformation de
celui-ci en nitrite. Il faut par conséquent considérer les nourrissons et les patients atteints d'hypo- ou
d'achlorhydrie et/ou de lésions gastriques comme des groupes spécifiquement a risque (voir 1.3) Ces
patients peuvent €galement étre plus sensibles a la toxicité du nitrate.

Des doses létales de 4-50 grammes de NOs, ce qui correspond a 80-833 mg de NOs/kg de p.c.,
sont décrites dans la littérature. Les doses toxiques - déterminées en utilisant la formation de
méthémoglobine comme critére de toxicité - se sont situées entre 2 et 5 grammes (Corré et Breimer,
1979) et entre 6 et 9 grammes de NO; (Fasset, 1973). Ces valeurs correspondaient a 33-83 et 100-150
mg de NOs/kg de poids corporel, respectivement. Fasset a décrit les symptomes d'intoxication aigué
par le nitrate comme suit: apparition rapide d'une gastroentérite séveére accompagnée de douleurs
abdominales et présence de sang dans les urines et dans les féces. Des administrations répétées ont
donné lieu a une dyspepsie, une dépression, des maux de téte et un état de faiblesse.

Les données disponibles proviennent en partie de publications relativement anciennes, dont
certaines ne contiennent aucun détail quant a I'dge des patients ou leur état gastrique. Les valeurs
faibles de ces doses létales et toxiques sont difficiles a interpréter. L'absence de symptome
d'intoxication chez douze volontaires ayant recu 9,5 grammes de nitrate de sodium en une heure par
voie intraveineuse, et le fait que parmi douze autres personnes auxquelles avait été administrée par
voie orale une dose unique de nitrate de'ammonium de 7 a 10,5 grammes, deux ont souffert de
vomissements et de diarrhée sont des éléments parmi d'autres, qui plaident contre ces valeurs (Ellen et
al., 1982b). La dose de nitrate 1étale pour I'adulte tourne probablement autour de 20 grammes de NO;
ce qui correspond a 330 mg environ de NO5/kg de poids corporel (Leu et al., 1986; Ellen, 1986).

Il a déja été mentionné aux points 1.3 et 1.4 que la transformation du nitrate en nitrite et la
formation de méthémoglobine sont élevées chez les nourrissons de moins de 3 mois. Les troubles
gastrointestinaux jouent un role crucial a cet égard; la réduction dans l'estomac du nitrate en nitrite est
favorisée par la prolifération microbienne due au pH gastrique élevé chez ces nourrissons. Les effets
toxiques interviennent par conséquent a une dose de nitrate beaucoup plus faible que chez l'adulte.
D'apres Corré et Breimer (1979), en supposant que 80% du nitrate se transforme en nitrite chez ces
nourrissons et en prenant comme critére de toxicit¢ la formation de 10% au moins de
méthémoglobine, on peut calculer que pour ce groupe la dose toxique est de 1,5 a 2,7 mg de NOs/kg
de poids corporel (Wintone, 1971). Cette valeur concorde avec la dose toxique de 8,6 mg de NO3
calculée par Grau dans le cas des nourrissons. Dans le méme rapport, une dose létale pour les
nourrissons de 43,2 mg de NO; est calculée d'aprées la stochiométrie de transfert
hémoglobine/méthémoglobine (OMS, 1985).

Cependant, dans les cas de méthémoglobinémie signalés chez les nourrissons, les quantités de
nitrate ingérées étaient supérieures: de 37,1 a 108,6 mg/kg de p.c. avec une moyenne de 56,7 mg/kg.

On a signalé des intoxications aigué€s dues a l'absorption d'eau de puits présentant une forte
teneur en nitrate (OMS, 1978; NAS, 1978). Sur tous les cas de méthémoglobinémie infantile signalés,
97,7 % étaient localisées dans des régions ou la teneur en nitrate de 1'eau potable dépassait 44,3 - 88,6
mg de NO3/1 (OMS, 1985). Aux Pays-Bas, de telles intoxications se sont produites sporadiquement au
cours des deux derni¢res décennies. Il est toutefois difficile d'évaluer la relation entre les cas de
méthémoglobinémie chez le nourrisson et I'ingestion de nitrate car on observe souvent simultanément
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une contamination bactérienne de 1'eau potable et des infections bactériennes qui peuvent influer sur
la réduction de nitrate en nitrite et sur la synthése endogéne du nitrate. Ainsi, Hegesh et Shiloah
(1982) ont constaté chez les nourrissons souffrant de diarrhée aigu€ un taux de nitrate notablement
accru dans le sang, en corrélation avec un taux accru de méthémoglobine, alors que les quantités de
nitrate et de nitrite ingérées étaient faibles (2 - 7 mg/jour)

L'administration par voie orale a des enfants sains agés de 11 jours a 11 mois de 50 ou 100
mg de NO;/kg de p.c. pendant plusieurs jours a provoqué une augmentation de la méthémoglobinémie
(5,3 - 7,5 %) sans cyanose. Apres administration de de 100 mg de NOs/kg de p.c. on a décelé, chez
des nourrissons de 6 a 7 semaines a peine rétablis d'une méthémoglobinémie un taux de
méthémoglobine allant jusqu'a 11 %, combiné a une cyanose (Cornblath et al., 1948). Cette étude ne
donnait aucun détail sur I'dge des nourrissons ni sur le nombre de jours de traitement .

Le nitrite est plus toxique pour les nourrissons que pour les adultes; il provoque en effet chez
eux des taux de méthémoglobine plus élevés, comme il est mentionné au point 1.3. Des intoxications
accidentelles chez I'nomme, dues a la présence de nitrite dans les aliments, ont été signalées. On peut
conclure de ces observations que la dose 1étale orale pour I'homme va de 33 a 250 mg de NO,/kg de
p.c. (Corré et Breimer, 1979). Les doses du bas de cette échelle valent pour les enfants et les
personnes agées. Les doses toxiques donnant lieu a une méthémoglobinémie se situent entre 1 et 8,3
mg/kg de p.c. (Winton et al., 1971; Simon, 1970).

L'utilisation du nitrite de sodium comme médicament vasodilatateur ou antidote en cas
d'empoisonnement au cyanure constitue une autre source d'informations sur la toxicité du nitrite pour
I'homme. Aucun effet toxique n'a été observé a des doses de 30-300 mg/personne ou de 0,5-5 mg/kg
de p.c. (NAS, 1981).

Outre les nourrissons de moins de 3 mois, d'autres catégories de personnes présentant un état
physiologique déficient ou atteintes de maladies héréditaires ou acquises peuvent étre sujettes a une
méthémoglobinémie induite par le nitrite ou par le nitrate; il s'agit des femmes enceintes (Metcalf,
1961), des adultes chez qui l'acidité gastrique est réduite (y compris les personnes soignées pour un
ulcére peptique ou souffrant de gastrite chronique ou d'anémie pernicieuse) et un groupe rare
d'individus présentant un déficit héréditaire de NADH ou une activité de méthémoglobine réductase
dans leurs globules rouges (Scott, 1960).

Les individus présentant des anomalies structurelles héréditaires de 1'hémoglobine, appelées
hémoglobine Ms, constituent probablement un autre groupe a risque élevé vis-a-vis du nitrite et du
nitrate dans les aliments (Jaffé et Heller, 1964; cité dans NAS, 1981).
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3.2Relations entre l'ingestion de nitrite et de nitrate et le risque éventuel de cancer (gastrique) chez
I'homme

Plusieurs auteurs (Tableaux IV et V) estiment que le risque de développer un cancer gastrique
est lié a trois facteurs: 1) le taux de nitrate dans l'eau potable, 2) l'excrétion urinaire de nitrate et 3) la
présence d'une gastrite atrophique.

L'incidence des cancers gastriques diminue depuis une trentaine d'années et 1'opinion a été
émise que cette évolution positive pourrait étre due a des facteurs tels qu'une réduction significative
des taux de nitrite et de nitrate dans les viandes fumées et l'usage de plus en plus répandu de
réfrigérateurs et de congélateurs (Hartmann, 1983).

L'incidence des cancers gastriques reste élevée dans les pays ou la consommation de poisson
salé est fréquente (Japon, Islande, Chili) ou dans les pays ou les hivers sont longs et ou les aliments
sont par conséquent conservés pendant des périodes prolongées (Europe de I'Est, URSS).

Plusieurs études épidémiologiques et des études connexes montrent que l'absorption
quotidienne de nitrate semble avoir un rapport avec l'apparition de cancers gastriques (Weisburger et
Raineri, 1975; Fraser et al., 1980; NAS, 1981). Fine et al. (1982), qui ont comparé les données
publiées sur I'absorption quotidienne de nitrate dans différents pays avec les taux de mortalité par
cancer gastrique (r = 0,88), pensent également qu'il existe une corrélation entre 'absorption de nitrate
et la mortalité par cancer gastrique.

Deux hypothéses ont été formulées d'apres les résultats de recherches épidémiologiques et
d'études connexes portant sur le lien entre des composants alimentaires et l'apparition de cancers
gastriques (Joossens et Geboers, 1981; Food Council Report, 1986): 1) I'hypothese "du sel" selon
laquelle une absorption importante de sel apparait comme un facteur non négligeable et 2) I'hypothése
du "nitrate/nitrite" telle qu'elle est envisagée dans ce chapitre. Les produits alimentaires contenant du
nitrate et d'autres sels, une combinaisons des deux hypothéses est vraisemblable (Corre et al., 1975;
1983; Weisburger et al.; 1981).

Plusieurs facteurs ou états susceptibles d'influencer la formation de tumeurs gastriques sont
mentionnés dans la figure ci-apres. En ce qui concerne la corrélation entre I'absorption de nitrate et
l'incidence de tumeurs il s'agit des facteurs qui favorisent la réduction du nitrate en nitrite. Ces
facteurs, étudiés en détail au point 1, comprennent le thiocyanate (fumeurs comparés aux
non-fumeurs), les iodures, I'dge (augmentation des taux de nitrate et de nitrite salivaire avec l'dge), les
conditions favorables a la prolifération bactérienne dans l'appareil gastro-intestinal (pH gastrique ou
matieres indigestibles dans les aliments) et les médicaments antiacides (Armijo et al.. 1981a et b;
Boyland et Walker, 1974; Eisenbrand et al., 1980; Foreman et al., 1985; NAS, 1981; Reed et al.,
1981b; Ruddell et al., 1978; Tannenbaum et al., 1979; Tannenbaum et Correa, 1985; Ward, 1984).

Les facteurs modulant la formation de composés N-nitrosés carcinogenes jouent également un
role important dans la corrélation entre I'absorption de nitrate ou de nitrite et l'incidence des tumeurs
gastriques. Ces modulateurs de la nitrosation des amines et des amides englobent le thiocyanate, le sel
absorbé en grandes quantités, le pH gastrique, la vitamine C et d'autres composants de I'alimentation,
des médicaments (cimétidine et autres antiacides) et les lésions et troubles gastriques (Armijo et al..
1981a et b; Foreman et al., 1985; Mirvish, 1985, Risch et al., 1985; Tannenbaum et Correa, 1985).
Ces facteurs sont par conséquent examinés par plusieurs auteurs dans un grand nombre d'études
épidémiologiques et d'études connexes concernant I'absorption de nitrite et de nitrate et I'apparition de
tumeurs gastriques (Tableaux IV et V).

La plupart de ces études n'ont révélé aucune corrélation entre 'absorption de nitrate et le
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cancer gastrique, ou ont méme dans certains cas, mis en ¢évidence une corrélation négative. Une
consommation importante de certains légumes, qui sont pourtant une source importante de nitrate,
semble associée a un risque plus faible de cancer gastrique, ce qui pourrait s'expliquer par la présence
simultanée dans ces produits de facteurs protecteurs, tel 1'acide ascorbique.

Des études épidémiologiques sur la relation entre les cancers gastriques et l'exposition au
nitrate par le biais de 1'eau potable ont été menées dans plusieurs pays. Chez des volontaires, les taux
de nitrite salivaire étaient considérablement plus élevés apres l'ingestion d'eau potable contenant 200
mg de NOs/l qu'apres celle contenant 50 mg de NOs/I (lignes directrices des CE). Néanmoins, des
¢tudes effectuées sur de vastes groupes de population au Chili, au Danemark, en Angleterre, en France
et en Hongrie n'ont apporté aucune preuve d'une corrélation entre la présence de nitrate dans l'eau
potable et le cancer gastrique. Cette constatation restait valable lorsque l'analyse se limitait a des
zones urbaines ou le taux de nitrate dépassait les limites fixées par les lignes directrices des CE (Hart
et Walters, 1983; Hill et al., 1973; Zaldivar et Wetterstrand, 1978; Juhasz et al., 1980; Davies, 1980;
Jensen et al., 1982; Vincent, 1983; Beresford, 1985; OMS, 1985),. Voir également le tableau IV.

La corrélation positive signalée initialement pour les femmes de la ville mini¢re de Worksop
(Hill et al., 1973) apres correction en fonction des régions minieres et des classes sociales - n'est plus
significative - (Davies, 1980).
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Modzéle pour 1'étiologie des carcinomes gastriques (en partie d'apreés
Correa, 1983)

facteur alimentaire cavité gastrique muqueuse gastrique

normale

irritants
(NaCl, aspirine)

pH élevé gastrite superficielle
séjour prolongé
dans l'estomac

gastrite atrophique

formation accrue et prolifération
effets des mutagenes bactérienne
N-N=0O
nitrate (NO3) taux accru de NO,
composés azotés mutagenes N-N=0O

(aliments, médicaments)

carcinomes gastriques
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La comparaison, au Chili et en Angleterre, de populations vivant dans des régions a faible ou a
haut risque de cancer gastrique n'a pas non plus révélé I'existence d'un lien avec la concentration en
nitrate des aliments seuls ou des aliments et de I'eau potable (Armijo et al., 1981 b; Foreman et al., 1985).

L'exposition au nitrate par le biais de la pollution de 'environnement ou des aliments cultivés a
l'aide d'engrais naturels au Chili a fait apparaitre une corrélation significative entre la charge de nitrate et
l'apparition d'un cancer gastrique (Armijo et al., 1985; Zaldivar, 1977). Voir aussi le tableau I'V.

Des études relatives a la mortalité par cancer gastrique ont été effectuées sur des ouvriers
exposés dans leur activité professionnelle du fait qu'ils travaillaient dans des usines d'engrais.. Aucun
signe de corrélation avec le cancer gastrique n'a été décelé (Fraser et al., 1982; Al-Dabbagh et al., 1986).
Voir aussi le tableau IV.

Une ¢étude effectuée de 1958 a 1976, sur 556 rémouleurs exposés dans leur activité
professionnelle a des liquides de coupe contenant du nitrite et des amines, n'a révélé aucune
augmentation du risque de cancer (Jarvolm et al., 1986).

Les personnes présentant une achlorydrie gastrique et les patients suivant un traitement a la
cimétidine ou prenant des médicaments antiacides constituent un groupe a risque particulier. Il semble
que la gastrite chronique, notamment sous sa forme atrophique, constitue un facteur intrinseque
important dans la génése du cancer de l'estomac (Cuello et al., 1976; Ru-fu et al., 1984; Tannenbaum et
Correa, 1985). Voir aussi le tableau V.

La gastrite atrophique est un facteur a prendre en compte dans la détermination du taux de nitrite
gastrique; en effet, 'administration de nitrate a des sujets atteints de ce type de gastrite se traduit par une
concentration de nitrite dix fois supérieure a celle qui est trouvée chez des individus dont la muqueuse
gastrique est normale. Une dose de nitrate donnée peut étre inoffensive pour des sujets normaux mais
nocive pour des patients atteints de gastrite atrophique, particulierement en cas de présence de
précurseurs des nitrosamines ou des nitrosamides dans les denrées alimentaires (voir 1.3.).

D'aprés Ruddell et al. (1978), les patients présentant un déficit en fer accompagné de lésions
gastriques et les patients atteints d'anémie pernicieuse (AP) sont prédisposés au cancer gastrique; leur
taux de réduction du nitrate en nitrite est élevé. Les taux de réduction ainsi que le nombre de bactéries
étaient presque cinquante fois plus élevés chez les patients atteints d'AP que chez des personnes témoins
(Ruddell et al., 1978; Reed et al., 1981b).
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IIéme PARTIE
ANNEXE IV

Résumé du rapport V 87.378 des Instituts TNQ-CIVO concernant la toxicité orale subchronique du
nitrite de potassium chez le rat

1. Une ¢étude de toxicité orale sub-chronique a été effectuée chez le rat avec du nitrite de potassium
(KNO,). Des groupes de rats Wistar agés de 6 semaines, constitués de 10 animaux males et de 10
femelles, ont recu du KNO, a des doses de 0, 100, 300, 1000 ou 3000 ppm dans leur eau de boisson (eau
du robinet) pendant une période de 13 semaines. La concentration en potassium des solutions d'essai a
été ajustée a une concentration en potassium égale a celle de la solution de KNO, contenant 3000 ppm
par addition d'une quantité appropri¢ de KC1. Un groupe supplémentaire constitu¢ de 10 animaux males
et de 10 femelles a recu de I'eau de boisson a laquelle on avait ajouté uniquement du KC1, en quantité
¢gale a la concentration en K de la solution contenant 3000 ppm de KNO,.

2. L'état de santé général, le comportement et la survie des animaux n'étaient pas affectés par
l'ingestion de nitrite de potassium.

3. Le poids corporel moyen, l'ingestion de nourriture et le rendement des aliments étaient diminués
a une dose de 300 ppm, chez les males uniquement. L'ingestion de liquide était diminuée a des doses de
1000 et de 3000 ppm chez les males et a une dose de 3000 ppm chez les femelles, chez les males, les
modifications étaient en corrélation avec la dose.

4. La concentration en méthémoglobine était considérablement accrue a 3000 ppm chez les
animaux des deux sexes.

On an 0té une légere diminution de la concentration en hémoglobine, du volume des cellules
tassées et du nombre de globules rouges a des doses de 1000 et 3000 ppm chez les animaux des deux
sexes.

5. La densité de l'urine était augmentée, alors que son volume était réduit, dans le groupe ayant
recu une dose de 3000 ppm.
6. Le taux d'azote a l'urée dans le plasma était augmenté et l'activité de la phosphatase alcaline du

plasma était plus basse a une dose de 3000 ppm chez les animaux des deux sexes.

7. On a décelé une tres petite quantité de nitrite (1 mg/1 environ) dans la salive des rats recevant
une dose de 3000 ppm de KNO,.

8. On n'a décelé aucun signe d'activité mutagene dans l'urine des rats recevant 3000 ppm de KNO,,
en présence comme en absence de mélange S9 et de B-glucoronidase.

9. Le poids relatif des reins était considérablement augmenté a une dose de 3000 ppm. Le poids
relatif de la rate était augmenté chez les femelles ayant recu la dose la plus forte.

10. L'autopsie des animaux n'a révélé aucune anomalie associé au traitement.
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11. L'examen microscopique a révélé une légeére hypertrophie de la zone glomérulée de la glande
surrénale chez les animaux appartenant a tous les groupes traités avec du KNO,, quel que soit leur sexe.
L'incidence de ce phénomeéne était liée a la dose. Cette hypertrophie n'a été¢ décelée chez aucun des
males des deux groupes témoins et n'a été observée que chez l'une des femelles du groupe témoin

recevant du KCI1.

12. L'hyperplasie de la glande surrénale se produisant méme dans les groupes recevant la dose la
plus faible, on est parvenu a la conclusion que, dans les conditions expérimentales utilisées, la dose sans
effet du KNO, était inférieure a 100 ppm dans I'eau de boisson, ce qui était inférieur a 10 mg/kg de poids
corporel/jour environ.
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