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Le directeur général 

 

Maisons-Alfort, le 30 septembre 2021 

AVIS 
de lôAgence nationale de s®curit® sanitaire de 
lôalimentation, de lôenvironnement et du travail 

relatif à un guide dô®valuation du risque sanitaire spécifique aux 
nanomat®riaux dans les produits destin®s ¨ lôalimentation 

LôAnses met en îuvre une expertise scientifique ind®pendante et pluraliste. 
LôAnses contribue principalement ¨ assurer la s®curit® sanitaire dans les domaines de lôenvironnement, du travail 
et de lôalimentation et ¨ ®valuer les risques sanitaires quôils peuvent comporter. 
Elle contribue ®galement ¨ assurer dôune part la protection de la sant® et du bien-être des animaux et de la santé 
des végétaux et dôautre part ¨ lô®valuation des propri®t®s nutritionnelles des aliments. 
Elle fournit aux autorit®s comp®tentes toutes les informations sur ces risques ainsi que lôexpertise et lôappui 
scientifique technique n®cessaires ¨ lô®laboration des dispositions l®gislatives et réglementaires et à la mise en 
îuvre des mesures de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).  
Ses avis sont publiés sur son site internet. 

 

LôAnses a ®t® saisie le 17 octobre 2016 par la Direction g®n®rale de lôalimentation (DGAL), la 

Direction générale de la santé (DGS), la Direction générale du travail (DGT), la Direction 

générale de la prévention des risques (DGPR) et la Direction générale de la concurrence, de 

la consommation et de la répression des fraudes (DGCCRF), pour la r®alisation de lôexpertise 

suivante : demande dôavis relatif aux nanomat®riaux dans les produits destin®s ¨ 

lôalimentation. 

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE 

Contexte 

 

Dans de nombreux domaines comme celui de lôagroalimentaire, les nanomatériaux 

manufacturés sont utilisés pour leurs propriétés propres à la nano-échelle (propriétés optiques, 

mécaniques, etc.) ainsi que pour leur importante surface spécifique. Les nanomatériaux 

manufactur®s peuvent °tre ajout®s volontairement en tant quôadditifs alimentaires ou en tant 

quôadditifs technologiques dans la formulation des mat®riaux au contact des denr®es 

alimentaires.  

http://www.anses.fr/
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Les nanomat®riaux ne sôinscrivent pas dans une réglementation spécifique, mais sont régis 

par diverses réglementations sectorielles déjà existantes (CE n°258/97
1
, UE n°1169/2011

2
, 

UE n°10/2011
3
, etc.). La question de lôharmonisation sur le plan r®glementaire fait partie des 

enjeux et préoccupations soulevés par des organisations de la société civile, principalement 

des organisations non gouvernementales (ONG), quant aux nanomatériaux en général et dans 

lôalimentation en particulier.  

La coexistence de d®finitions h®t®rog¯nes dôun nanomatériau au sein de ces réglementations 

sectorielles contribue ¨ entretenir des confusions, notamment par lôinterpr®tation des diff®rents 

termes employés. Dans ce contexte, le groupe de travail (GT) « nano et alimentation » a établi, 

dans le cadre de son expertise, une qualification du terme « nanomatériau manufacturé » 

(partie 3.1) afin de pr®ciser le champ de lôanalyse. En pr®ambule et dans lôoptique de faciliter 

la lecture de lôavis, des pr®cisions sont apport®es par le GT dans lôencadr® ci-dessous. 

 

Dans le cadre de cette saisine, la notion de production intentionnelle fait référence à une 

production délibérée de particules de taille nanométrique du nanomatériau manufacturé (voir 

qualification partie 3.1). La notion de production non intentionnelle fait référence à une 

production non souhaitée de particules de taille nanométrique du nanomatériau manufacturé. 

Le GT emploie le terme « dôadjonction volontaire è lorsquôune substance contenant ou 

susceptible de contenir des nanomatériaux manufacturés (voir qualification partie 3.1) est 

ajoutée volontairement et a pour objectif technologique de se retrouver dans les denrées 

alimentaires. Il emploie le terme dôadjonction involontaire lorsque la pr®sence dôune substance 

contenant ou susceptible de contenir des nanomat®riaux manufactur®s nôa pas pour objectif 

technologique de se retrouver dans les denrées alimentaires. 

 

A titre dôillustration, le E 1714 est un additif alimentaire dôadjonction volontaire dans les denr®es 

alimentaires et pour lequel la production de particules de taille nanom®trique nôest pas 

intentionnelle. Le E 5515 est un additif alimentaire dôadjonction volontaire dans les aliments et 

pour lequel la production de particules de taille nanométrique est intentionnelle. Le E 551 est 

également utilisé en tant quôauxiliaire technologique lors de la formulation des aliments, dans 

ce second cas il nôa pas vocation technologique ¨ se retrouver dans les aliments. 

 

Objet de la saisine et p®rim¯tre dô®tude 

 

Dans ce contexte, le GT « nano et alimentation » a été constitué afin de répondre aux 
demandes suivantes : 

                                                
1 Règlement (CE) n° 258/97 du Parlement européen et du Conseil du 27 janvier 1997 relatif aux 
nouveaux aliments et aux nouveaux ingrédients alimentaires. 
2 Règlement (UE) nÁ1169/2011 concernant lôinformation des consommateurs sur les denr®es 
alimentaires. 
3 Règlement (UE) n°10/2011 de la Commission du 14 janvier 2011 concernant les matériaux et objets 
en matière plastique destinés à entrer en contact avec des denrées alimentaires. 
4 E 171 : additif alimentaire à base de dioxyde de titane. 
5 E 551 : additif alimentaire à base de silices amorphes synthétiques.  
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1) Réaliser une étude détaillée de la filière agroalimentaire ; 

2) Prioriser les substances et/ou produits finis en fonction de critères pertinents ; 

3) Réaliser une mise à jour des données disponibles (effets toxicologiques et données 
dôexposition) ; 

4) Etudier la faisabilit® dôune ®valuation des risques sanitaires relatifs aux 
nanomatériaux ; 

5) Effectuer, au vu des résultats obtenus en 4), une évaluation des risques sur les 
nanomatériaux priorisés. 

 

Afin de r®pondre ¨ ces demandes, lôAnses a propos® le d®coupage suivant : 

¶ Phase 1 : réaliser une étude détaillée de la filière agroalimentaire ; 

¶ Phase 2 : mener une analyse des critiques et des contestations relatives à la présence 

des nanomat®riaux dans lôalimentation et des diff®rentes dimensions quôelles soul¯vent 

(scientifiques, réglementaires, économiques, sociétales) ; 

¶ Phase 3 : consid®rer la question de lô®valuation des risques portant sur lôexposition aux 

nanomat®riaux manufactur®s dôadjonction volontaire contenus dans les produits 

destin®s ¨ lôalimentation humaine identifi®s au cours de la Phase 1, en consid®rant les 

points suivants : 

- la priorisation des substances et/ou produits finis dôint®r°ts en fonction de crit¯res 

pertinents ; 

- la r®alisation dôune revue des données disponibles (effets toxicologiques et données 

dôexposition) relative aux substances pr®alablement prioris®es. 

 

Le champ dôinvestigation de cette saisine sôint®resse uniquement aux nanomatériaux 

dôadjonction volontaire dans lôalimentation humaine, cela concerne : 

- les additifs alimentaires ; 

- les substances utilisées dans les matériaux au contact des denrées alimentaires 

(MCDA) actifs et intelligents et mises volontairement au contact des denrées 

alimentaires. 

 

Les nanomatériaux manufacturés ajoutés volontairement lors du traitement des matières 

premi¯res, des aliments ou de lôeau mais nôayant pas pour objectif technologique de se 

retrouver dans les denrées alimentaires ne seront pas considérés dans le cadre de ce travail, 

cela concerne : 

- des r®sidus dôauxiliaires technologiques ; 

- des résidus issus de la migration des matériaux au contact des denrées alimentaires 

(MCDA) autres que les emballages actifs et intelligents et des matériaux au contact de 

lôeau (MCDE) ; 
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- des r®sidus de traitement ou dôadduction des Eaux Destinées à la Consommation 

Humaine (EDCH) ;  

- des résidus de médicaments vétérinaires ;  

- des résidus de traitements phytosanitaires ; 

- des résidus de produits biocides utilisés comme produits désinfectants ou autres 

usages ; 

- ou encore dôautres nanomatériaux dus (ou liés) à la contamination fortuite de la chaîne 

alimentaire. 

 

Certains nanomatériaux sont utilisés au sein de compléments alimentaires. Cependant, 

compte tenu du manque dôinformation relatif ¨ la nature des nanomat®riaux utilis®s, des 

compl®ments alimentaires concern®s et des habitudes de consommation, ces produits nôont 

pas été considérés au sein de cette saisine. 

Lôexclusion de ces nanomat®riaux ne pr®sage pas dôune absence de pr®occupation sanitaire. 

Les nanomatériaux présents dans les résidus cités ci-dessus ainsi que ceux utilisés dans les 

compl®ments alimentaires pourront faire lôobjet dôune ®valuation du risque dans le cadre dôune 

saisine ultérieure. 

En 2020, dans le cadre de cette saisine, lôAnses a publi® un premier avis6 intégrant les 

conclusions et recommandations du GT nano et alimentation et du CES ERCA relatives aux 

deux premi¯res phases de lôexpertise à savoir : (i) la r®alisation dôune ®tude d®taill®e de la 

filière agroalimentaire et (ii) lôanalyse des critiques/contestations relatives à la présence des 

nanomat®riaux dans lôalimentation et des diff®rentes dimensions quôelles soul¯vent 

(scientifiques, réglementaires, économiques, sociétales). Des premiers éléments relatifs à la 

phase 3, en lien avec la question de lô®valuation des risques portant sur lôexposition aux 

nanomat®riaux manufactur®s dôadjonction volontaire, ont également été abordés. 

Lôobjectif du présent avis est de proposer un guide scientifique et technique décrivant la 

méthodologie à mettre en place dans le cadre de lô®valuation du risque de la fraction 

nanométrique des nanomatériaux manufacturés utilisés en tant quôadditifs alimentaires. 

Lô®valuation du risque relative aux nanomat®riaux manufactur®s utilis®s dans les MCDA nôa 

pas été considérée dans ce guide du fait de lôutilisation de concepts m®thodologiques 

diff®rents (notamment pour les calculs dôexposition) et du manque de donn®es. 

La mise en application de ce guide a des cas concrets de nanomatériaux manufacturés fait 

lôobjet dôun travail dôexpertise qui se poursuit, et sera publié ultérieurement dans un avis 

distinct.   

                                                
6 Nanomat®riaux dans les produits destin®s ¨ lôalimentation 
https://www.anses.fr/fr/system/files/ERCA2016SA0226Ra.pdf 
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2. ORGANISATION DE LôEXPERTISE 

Lôexpertise a ®t® r®alis®e dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise ï 

Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».  

LôAnses analyse les liens dôint®r°ts d®clar®s par les experts avant leur nomination et tout au 

long des travaux, afin dô®viter les risques de conflits dôint®r°ts au regard des points trait®s dans 

le cadre de lôexpertise. Les d®clarations dôint®r°ts des experts sont rendues publiques via le 

site internet de lôAnses (www.anses.fr). 

LôAnses a confi® au groupe de travail ç nano et alimentation è, rattach® aux comit®s dôexperts 

spécialisés « Evaluation des risques liés aux agents physiques et nouvelles technologies » 

(CES AP) et « Evaluation des risques physico-chimiques liés aux aliments » (CES ERCA), 

lôinstruction de cette saisine.  

Les travaux dôexpertise du groupe de travail ont été soumis régulièrement aux CES AP et 

ERCA (tant sur les aspects méthodologiques que scientifiques) entre septembre 2017 et mai 

2021. 

Les travaux du groupe de travail ont été adoptés par le CES ERCA (CES pilote) réuni le 15 

avril et le 19 mai 2021. 

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU GT NANO ET ALIMENTATION ET DU CES ERCA 

3.1. M®thodologie dô®valuation du risque des nanomat®riaux propos®e par lôEFSA : 
analyse et commentaires du GT nano et alimentation 

LôEFSA a publié en 2018 un guide scientifique et technique (EFSA 2018) proposant une 

m®thodologie globale et s®quentielle dô®valuation du risque li®e ¨ la pr®sence de 

nanomat®riaux utilis®s dans les domaines de lôalimentation humaine et animale, des nouveaux 

aliments (Novel Food), des matériaux au contact des denrées alimentaires et des pesticides. 

Ce document permet aux pétitionnaires de les guider dans leurs dossiers de demande 

dôautorisation dôemploi de nanomat®riaux. Il permet ®galement aux ®valuateurs de les guider 

dans leur d®marche dô®valuation du risque. 

Ce guide d®taille lôensemble des ®l®ments relatifs aux notions de définitions des 

nanomatériaux, de caractérisation physico-chimique, de dissolution, dôexposition, 

dôidentification et de caractérisation du danger devant être considérés pour lô®valuation du 

risque liée à la présence de nanomatériaux dans la chaîne alimentaire humaine et animale. 

Les sp®cificit®s des nanomat®riaux ont ®t® int®gr®es par le panel dôexperts de lôEFSA tout au 

long de la m®thodologie dô®valuation du risque, on parle alors de m®thodologie dô®valuation 

du risque dite « nanospécifique ». 

Lôapproche s®quentielle propos®e par lôEFSA est illustrée en Figure 1 et sôint®resse aux 

questions suivantes : 

- Le matériau étudié est-il un nanomatériau ? 

- Le matériau présente-t-il des propriétés caractéristiques de la nano-échelle ? 
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- Le nanomatériau est-il présent au sein des denrées alimentaires ? 

- Le matériau se dégrade-t-il rapidement dans les conditions du tractus digestif ? 

- Le matériau est-il biopersistant ? 

- Le matériau présente-t-il des effets néfastes ? 

 

 

 

Figure 1. Logigramme propos® par lôEFSA pr®sentant lôapproche s®quentielle dô®valuation du 
risque des nanomatériaux7.  

 

Commentaires du GT nano et alimentation 

 

Le GT nano et alimentation a expertis® le document guide propos® par lôEFSA et a identifié 

certaines limitations listées ci-dessous et détaillées dans les parties suivantes. 

- Nanomatériaux et définitions considérés dans le cadre dôune ®valuation du risque 

nanospécifique ; 

                                                
7 EFSA 2018. Guidance on risk assessment of the application of nanoscience and nanotechnologies in 
the food and feed chain: Part 1, human and animal health. 
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- Techniques dôanalyses employ®es pour la mesure de la taille des particules 

constitutives des nanomatériaux manufacturés ; 

- Détection des nanomatériaux au sein des denrées alimentaires ; 

- Dissolution des nanomatériaux dans les conditions du tractus gastro-intestinal ; 

- Dissolution des nanomatériaux en conditions lysosomales (évaluation de la 

biopersistance et de lôaccumulation intracellulaire des nanomatériaux) ; 

- Etudes toxicologiques consid®r®es dans le cadre dôune ®valuation du risque 

nanospécifique. 

 

¶ Discussions relatives aux nanomatériaux et définitions considérés dans le cadre des 

évaluations du risque nanospécifique 

 

Le guide de lôEFSA considère lôensemble des nanomat®riaux d®crits ci-dessous:  

- les nanomatériaux manufacturés répondant à la définition des règlements sur les Novel 

Food n°2015/2283 et lôinformation des consommateurs INCO n°1169/2011, i.e. les 

nanomatériaux composés de particules appartenant à la nano-échelle (1-100 nm) (EFSA 

2018) ; 

- les autres mat®riaux contenant des particules dôune taille sup®rieure ¨ 100 nm et 

présentant des propriétés caractéristiques de la nano-échelle (comme une large surface 

spécifique ou un comportement toxicocinétique différent par rapport à la forme non 

nanométrique) devront également être considérés (EFSA 2018) ; 

- les matériaux qui ne sont pas manufacturés en tant que nanomatériaux mais qui 

contiennent une fraction de particules inférieure à 50 % en nombre dans la distribution en 

taille avec une ou plusieurs dimensions dans la gamme de 1 à 100 nm (EFSA 2018) ; 

- les entités nanométriques constituées de matériaux naturels et délibérément produites 

pour présenter des propriétés nanométriques ou qui ont été modifiées pour le 

d®veloppement dôautres mat®riaux nanom®triques (exemple des composants 

encapsulés) (EFSA 2018) ; 

- les nanomat®riaux constitu®s dô®l®ments chimiques identiques mais présentant des 

morphologies, des tailles, des cristallinités ou des propriétés de surface différentes du fait, 

par exemple, de procédés de fabrication différents (EFSA 2018) ; 

- les nanomatériaux répondant à la recommandation (et ses révisions futures) de définition 

de la Commission européenne (bien que cette recommandation soit en cours de révision) 

(EFSA 2018).  

 

Comme ®voqu® dans lôavis de lôAnses de 2020 et rappelé dans ce document, la méthodologie 

dôévaluation du risque (ERS) proposée par le GT nano et alimentation se limite aux 

nanomat®riaux manufactur®s utilis®s en tant quôadditifs alimentaires. Dans ce contexte, le GT 

a établi sa propre qualification du terme nanomatériau manufacturé car les notions 

dôintentionnalit® et de seuil de 50% en nombre de particules, telles que mentionnées dans les 



Avis de lôAnses 

Saisine n° 2016-SA-0226 

Saisines liées n°2017-SA-0020 et 2019-SA-0036 

page 8 / 86 

 

définitions règlementaires, nôont pas ®t® jug®es pertinentes ni compatibles avec les travaux du 

GT (section 3.2.2). Pour rappel, cette qualification nôa pas de valeur r¯glementaire.  

 

¶ Discussions relatives aux techniques analytiques utilisées pour la mesure de la taille 

des particules constitutives des nanomatériaux manufacturés  

 

La détermination de la taille des particules constitutives est une étape essentielle tout au long 

de la d®marche dô®valuation du risque des nanomatériaux. Elle permet notamment de vérifier 

si les matériaux étudiés répondent aux critères physico-chimiques utilisés pour les définitions 

règlementaires ou, dans le cadre de cette saisine, pour la qualification dôun nanomatériau 

manufacturé proposée par le GT. Les mesures de la taille des particules constitutives sont 

également essentielles pour le calcul de la fraction massique des particules appartenant à la 

nano-échelle (section 3.2.4.5) ou encore pour les étapes de regroupement (grouping) et de 

lecture croisée (read across) pouvant être utilisés lors de la caractérisation du danger (section 

3.2.5.1).  

LôEFSA propose lôutilisation de plusieurs techniques indépendantes pour la mesure de la taille, 

lôune dôelle étant la microscopie électronique. Si lôobservation en microscopie électronique 

nôest pas possible, des techniques alternatives dôimagerie peuvent °tre utilis®es. En 

compl®ment, dôautres techniques analytiques nô®tant pas bas®es sur lôimagerie telles que la 

diffusion dynamique de la lumière (DLS) et la sédimentation par centrifugation en phase liquide 

(CLS) sont également proposées. 

Le GT estime que seuls les résultats de mesure de la taille des particules constitutives des 

nanomatériaux manufacturés obtenus par microscopie électronique doivent être utilisés. En 

effet, cette technique est celle pr®sentant le moins dôart®facts de pr®paration et dôhypoth¯ses 

dans le traitement des résultats. Elle est donc la plus adaptée et la plus robuste pour 

d®terminer dans lôabsolu la taille et la morphologie de ces particules. 

Les observations en microscopie électronique permettent également de distinguer les 

particules isol®es de celles engag®es au sein dôagr®gats et agglom®rats8. Le GT recommande 

de coupler systématiquement les observations en microscopie électronique avec de lôanalyse 

dispersive en énergie (EDX9) afin de limiter lôobservation dôartefacts (ex : nanomatériaux 

autres que celui dôint®r°t). 

 

¶ Discussion relative à la présence des nanomatériaux dans les denrées alimentaires 

 

Le panel dôexperts de lôEFSA aborde la question de la présence des nanomatériaux dans les 

denrées alimentaires dès les premières étapes de sa méthodologie. Si des nanomatériaux 

sont observ®s au sein de matrices alimentaires alors lô®valuation du risque dite 

« nanospécifique » devra se poursuivre et étudier les phénomènes de dissolution dans les 

                                                
8 Avis Anses 2018-SA-0168. Revue des méthodes analytiques disponibles pour la caractérisation des 
nano-objets, de leurs agrégats et agglomérats en vue de répondre aux exigences réglementaires 
9 LôEDX permet dôidentifier les ®l®ments chimiques constitutifs des particules observ®es en microscopie 
électronique 
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conditions du tractus gastro-intestinal. Au contraire, si aucun nanomat®riau nôest observ® au 

sein des matrices alimentaires alors lô®valuation du risque suivra une approche standard. Si 

aucune donn®e quantitative nôest disponible quant ¨ la concentration en nanomat®riau dans 

les aliments ou aux ph®nom¯nes de dissolution, lôEFSA propose dô®tablir le sc®nario ç pire 

des cas » à savoir considérer que la totalité des nanomatériaux initialement ajoutés dans les 

denrées alimentaires sont ingérés puis absorbés sous forme de particules nanométriques.  

Dôapr¯s le GT, la quantification des nanomatériaux dans les denrées alimentaires est une 

®tape indispensable pour les calculs dôexposition (section 3.2.4). Cependant, le GT sôinterroge 

sur la pertinence dôint®grer des études de dissolution et de quantification de nanomatériaux, 

contraignantes, longues et coûteuses, sur lôensemble des denr®es alimentaires concern®es 

d¯s les premi¯res ®tapes de la m®thodologie dô®valuation du risque. En effet, dôapr¯s le 

document de lôEFSA, lôaiguillage de lôERS vers une approche standard ou nanospécifique 

implique de mesurer les phénomènes de dissolution du nanomatériau considéré. Du fait de la 

diversité des matrices alimentaires et donc des environnements physico-chimiques différents, 

une recherche exhaustive des nanomatériaux dans lôensemble de ces matrices doit être mise 

en place et les différentes étapes analytiques devront être optimisées en fonction de la nature 

des denrées alimentaires considérées (section 4.2.4.3). De plus, les nanomatériaux peuvent 

présenter des phénomènes de dissolution dynamique (ex : le nanomatériau peut se trouver 

sous forme dissoute dans lôaliment puis ¨ nouveau sous forme particulaire in vivo du fait de 

conditions physico-chimiques différentes). Le GT nôa donc pas int®gr® dans sa méthodologie 

les mesures de dissolution dans les denrées alimentaires.  

 

¶ Discussion relative aux phénomènes de dissolution dans les conditions du tractus 

gastro-intestinal 

 

Dans son avis de 2020 (ANSES 2020), lôAnses avait analys® la m®thodologie proposée par 

lôEFSA relative aux phénomènes de dissolution. Brièvement, dans le document guide de 

lôEFSA, le panel dôexperts indiquait que si moins de 12%10 en masse du matériau de départ 

étaient présents sous forme nanoparticulaire apr¯s 30 minutes dôincubation, alors lô®valuation 

du risque ne nécessitait pas la mise en place dôune approche dite ç nanosp®cifique è. Le GT 

nano et alimentation avait mis en lumière plusieurs limitations relatives aux paramètres utilisés 

dans lô®laboration de ce seuil (demi-vie des nanomatériaux, temps de passage de la barrière 

intestinale, propriétés intrinsèques des nanomatériaux). Du fait de ces limitations, le GT nôa 

pas retenu le seuil de dissolution proposé dans le guide de lôEFSA. Dans ce contexte, une 

approche analytique alternative relative à la caractérisation de la dissolution des 

nanomatériaux avait été proposée par le GT nano et alimentation dans lôavis de lôAnses de 

202011 et rappelée dans la section 3.2.3 de ce document. 

 

                                                
10 Le calcul du seuil de 12% en masse est explicité dans le guide EFSA 2018 (Guidance on risk 
assessment of the application of nanoscience and nanotechnologies in the food and feed chain: Part 1, 
human and animal health) ainsi que dans lôavis Anses 2020 sur les nanomat®riaux dans lôalimentation. 
11 https://www.anses.fr/fr/system/files/ERCA2016SA0226Ra.pdf 
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¶ Discussion relative aux phénomènes de biopersistance et dôaccumulation 

intracellulaire 

 

Lô®tude de la biopersistance et de lôaccumulation telle que propos®e par lôEFSA consiste à 

mesurer les phénomènes de dissolution des nanomatériaux dans des conditions lysosomales 

(i.e. dans des conditions de pH simulant lôenvironnement interne des lysosomes). Or, 

lôabsorption des nanomatériaux par les cellules peut passer par différents mécanismes. Parmi 

ces mécanismes, certains dits « actifs » peuvent aboutir à la formation de lysosomes au sein 

desquels les conditions acides et la pr®sence dôenzymes favorisent la dégradation/dissolution 

des nanomatériaux. Ainsi, la mesure de la stabilité des nanomatériaux dans ces conditions 

permettrait dô®valuer leur persistance et leur accumulation intracellulaire. Au même titre que 

pour la mesure de la dissolution au sein du tractus gastro-intestinal, un seuil de 12% en masse 

du matériau de départ après 72h dôincubation a ®t® propos® par lôEFSA. En dessous de ce 

seuil et en lôabsence de toxicit® observ®e via la batterie de tests in vitro proposée dans le guide 

de lôEFSA, la poursuite de lôERS dite nanosp®cifique nôest plus n®cessaire et une approche 

standard peut alors être mise en place. Le GT nano et alimentation réitère les limitations 

évoquées précédemment concernant la méthodologie mise en place pour la détermination du 

seuil de 12% en masse dans le cadre de la mesure de dissolution au sein du tractus gastro-

intestinal. De plus, les ph®nom¯nes dôabsorption intracellulaire sont des mécanismes 

complexes et pouvant suivre diff®rentes voies dôinternalisation, certaines de ces voies sont 

schématisées en Figure 2. 

 

 

Figure 2. Illustration des diff®rentes voies dôinternalisation cellulaire des nanomat®riaux. 

(Yameen et al. 2014)   
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Ces mécanismes ne sont pas encore complètement élucidés. Lôillustration en Figure 2 indique 

que différentes étapes intermédiaires peuvent exister avant la formation du lysosome. Ces 

®tapes interm®diaires peuvent aiguiller les nanomat®riaux vers dôautres organelles de la 

cellule tels que lôappareil de Golgi, les mitochondries, le r®ticulum endoplasmique ou encore 

le noyau. A titre dôexemples, des études (Slowing et al. 2006) ont montré que des 

nanoparticules de silice internalisées au sein de cellules cancéreuses humaines (HeLa) étaient 

en mesure de sô®chapper des endosomes en fonction de la charge de surface des particules 

(plus la charge de surface est négative et plus les nanoparticules de silice sont en mesure de 

sô®chapper des endosomes). Enfin, dôautres voies dôabsorption nôimpliquant pas la formation 

de lysosomes, telle que la voie paracellulaire, ont également été observées pour le passage 

de la barrière intestinale (Coméra et al.  2020). Ainsi, dans ce contexte, le GT nôa pas retenu 

cette étape de dissolution au sein des lysosomes et estime que seule la notion de dissolution 

au sein du tractus gastro-intestinal doit être considérée. 

 

¶ Discussions relatives aux ®tudes toxicologiques consid®r®es dans le cadre dôune 

évaluation du risque nanospécifique. 

 

De manière globale, les méthodologies dôidentification et de caract®risation du danger 

propos®es par lôEFSA et lôAnses sont proches et reposent sur une approche s®quentielle 

(tiered approach). Les résultats observés lors des études in vitro, de toxicocinétique et sub-

chroniques requises vont conditionner la mise en place dô®tudes complémentaires 

approfondies. Cependant, certaines modifications ont été apportées par le GT. Les principales 

diff®rences relatives ¨ lôidentification et la caract®risation du danger d®velopp®es par le GT 

seront explicitées tout au long du document et sont résumées ci-dessous : 

- La biopersistance et lôaccumulation intracellulaire (dissolution dans les lysosomes) ne 

sont pas considérées ; 

- La recherche des biomarqueurs précancéreux (cellules prénéoplasiques) au niveau du 

tractus gastro-intestinal est syst®matiquement mise en place lors de lô®tude de toxicité 

orale à doses répétées de 90 jours ; 

- Les études sur le microbiote intestinal ne sont pas considérées. 

 

Pour résumer, certaines étapes proposées au sein du guide de lôEFSA nôont pas ®t® adopt®es 

par le GT « nano et alimentation » comme évoquées précédemment ainsi que dans lôavis de 

lôAnses de 2020. Les principaux ®l®ments nôayant pas ®t® retenus par le GT sont résumés ci-

dessous ainsi que dans le tableau en conclusion : 

- Le GT nôemploie pas les m°mes d®finitions que celles utilis®es par lôEFSA. En effet, la 

qualification de « nanomatériau manufacturé » telle que décrite dans ce document est 

uniquement utilisé par le GT « nano et alimentation » dans le cadre de cette saisine ; 

- Les techniques analytiques autres que la microscopie électronique nôont pas ®t® 

retenues pour la mesure de la taille des particules constitutives ; 



Avis de lôAnses 

Saisine n° 2016-SA-0226 

Saisines liées n°2017-SA-0020 et 2019-SA-0036 

page 12 / 86 

 

- Les mesures de dissolution des nanomatériaux dans les denrées alimentaires nôont 

pas ®t® retenues comme un param¯tre ¨ consid®rer pour la poursuite ou non de lôERS 

nanospécifique. 

- Les seuils de dissolution proposés par lôEFSA nôont pas ®t® retenus et des stratégies 

analytiques alternatives pour la mesure de la dissolution dans les conditions du tractus 

gastro-intestinal sont proposées ci-après par le GT ; 

- Les notions de biopersistance et dôaccumulation intracellulaire telles quô®valu®es au 

travers de la dissolution lysosomale ne sont pas intégrées dans la méthodologie du 

GT ; 

- Des modifications ont été apportées concernant les études à considérer pour 

lôidentification et la caract®risation du danger (voir la conclusion). 

 

La m®thodologie dô®valuation du risque nanosp®cifique propos®e par le GT nano et 

alimentation est présentée de manière séquentielle dans les sections suivantes et résumé en 

figure 3. 

 

3.2. M®thodologie dô®valuation du risque de la fraction nanométrique des 
nanomatériaux manufacturés proposée par le GT nano et alimentation 

3.2.1.  Description globale de la m®thodologie dô®valuation du risque 
nanospécifique 

LôERS de la fraction nanométrique des nanomatériaux manufacturés repose sur des concepts 

identiques à ceux mis en place pour lôERS des substances dites conventionnelles. Les trois 

fondations de lô®valuation du risque consistent ¨ :  

- Caract®riser les substances dôint®r°t dôun point de vue physico-chimique ; 

- D®terminer les niveaux dôexposition des consommateurs ¨ ces substances ; 

- Identifier et caractériser le danger de ces substances 

  

Les nanomatériaux présentent des spécificités physico-chimiques particulières qui leur 

confèrent des propriétés (optiques, mécaniques, etc.) et des comportements (stabilité, 

adsorption, etc.) différents de ceux observés pour les substances conventionnelles. De plus, 

les nanomatériaux manufacturés sont constitués de particules présentant une grande 

hétérogénéité en termes de taille, de morphologie, de cristallinité, etc.  

Id®alement, lôERS devrait être menée spécifiquement sur chacune des particules constitutives 

du nanomat®riau ®tudi®. Cependant, cette approche nôest pas r®alisable sur un plan 

scientifique et technologique. Les nanomatériaux doivent donc être considérés comme des 

mélanges complexes au sein desquels des tentatives de regroupement de particules 

(grouping) et de lecture croisée (read across) peuvent être mises en place pour mener à bien 

lôévaluation du risque du consommateur exposé à ces nanomatériaux manufacturés (section 

3.2.5).  
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Les spécificités des nanomatériaux ont été intégrées à différentes étapes de la méthodologie 

dô®valuation du risque propos®e au sein de ce document que ce soit pour lô®laboration de la 

qualification dôun nanomatériau manufacturé, lors des étapes de caractérisation de la 

dissolution, de la détermination de lôexposition ou des ®tudes toxicologiques à considérer. La 

Figure 3 illustre les principales étapes de cette méthodologie dite « nanospécifique ». Ces 

étapes doivent être abordées de manière séquentielle : 

- Etape 1 : Le matériau étudié répond-il à la qualification dôun nanomatériau 

manufacturé ? 

- Etape 2 : Le nanomatériau est-il entièrement dissout dans les conditions du tractus 

gastro-intestinal ? 

- Etape 3 : 

a :  Quels sont les niveaux dôexposition des consommateurs à la fraction nanométrique 

du nanomatériau manufacturé ? 

b : Quels sont les effets toxicologiques de la fraction nanométrique du nanomatériau 

manufacturé ? 

- Etape 4 : Les données relatives à la caractérisation du danger et aux niveaux 

dôexposition sont-elles suffisantes pour mener la caractérisation du risque ? Si oui, la 

fraction nanométrique du nanomatériau manufacturé présente-t-elle un risque ? 

 

Lôensemble de ces ®tapes sont d®crites dans les sections ci-dessous. 

 

 

Figure 3. Logigramme pr®sentant la m®thodologie globale dô®valuation du risque 
nanospécifique développée par le GT nano et alimentation. Des précisions sur les étapes de 
calcul dôexposition et de caract®risation du danger sont indiquées dans les Figure 6 et Figure 9. 
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3.2.2.  Etape 1 : le matériau répond-t-il à la qualification de nanomatériau 
manufacturé ? 

Méthodologie 

 

La première étape consiste à déterminer si le matériau étudié correspond à un nanomatériau 

avéré, i.e. sôil répond à la qualification du terme nanomatériau manufacturé proposée par le 

GT et rappelée ci-dessous.  

 

Nanomatériau manufacturé : matériau de nature organique, inorganique ou composite, produit 

par lôHomme ¨ des fins applicatives et compos® en tout ou partie de particules constitutives 

présentant au moins une dimension comprise entre 1 et 100 nm (nano-échelle). 

Les dimensions des particules constitutives peuvent être supérieures à 100 nm si ces 

dernières présentent une surface spécifique importante ou des propriétés propres à la nano-

échelle. 

Les particules constitutives peuvent se retrouver sous la forme dôagr®gats ou dôagglom®rats 

dont les dimensions peuvent être largement supérieures à la nano-échelle.  

Les mat®riaux pour lesquels la fraction nanom®trique nôaurait pas ®t® produite 

intentionnellement au cours des processus de fabrication rentrent dans le cadre de cette 

qualification. 

 
Les d®tails relatifs ¨ lô®laboration de cette qualification sont pr®cis®s dans lôavis de lôAnses de 

2020 (ANSES 2020) relatif ¨ la premi¯re phase de lôexpertise de cette saisine. Les principaux 

éléments sont rappelés brièvement ci-dessous. 

Le GT a d®cid® de ne pas tenir compte du seuil de 50 % en nombre de particules tel quôil est 

mentionné dans la recommandation de définition de la Commission européenne12. Ce seuil ne 

repose sur aucune considération sanitaire, analytique ou technologique. 

Plusieurs techniques sont actuellement utilisées, notamment par les laboratoires officiels de 

contrôle, pour mettre en évidence la présence des nanomatériaux telles que la microscopie 

électronique (transmission ou balayage), la diffusion dynamique de la lumière (DLS), le 

comptage individuel de particules par spectrométrie de masse à plasma à couplage inductif 

(sp-ICP-MS) ou encore par fractionnement dô®coulement de champ (A4F). Le GT estime que 

la microscopie électronique est actuellement la technique la mieux adaptée et la plus robuste 

pour la mesure de la taille des particules constitutives. 

A composition chimique identique, certaines propriétés et comportements de la matière à 

lô®chelle nanom®trique peuvent °tre fondamentalement diff®rents de ceux du même composé 

de taille supérieure ou sous forme moléculaire. Les propriétés propres à la nano-échelle sont 

associées à une grande surface spécifique par rapport aux formes non nanométriques (et donc 

potentiellement à une grande réactivité chimique ou biologique) ainsi quô¨ des propri®t®s 

physiques ou chimiques particulières (propriétés mécaniques, optiques, etc.). 

 

La microscopie électronique, considérée par le GT comme étant la technique la mieux adaptée 

et la plus robuste pour la mesure de la taille des particules, peut être considérée comme une 

                                                
12 Recommandation (2011/696/UE) de la Commission du 18 octobre 2011 relative à la définition des 
nanomatériaux. 
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technique semi quantitative (estimation du nombre de particules de taille nanom®trique Ò 100 

nm). De plus, différentes observations en microscopie électronique ont montré que les 

nanomatériaux utilisés comme additifs alimentaires sont souvent observés sous la forme 

dôagr®gats/agglom®rats. Ce ph®nom¯ne peut °tre li® aux proc®d®s de fabrication de produits 

alimentaires, à la nature physico-chimique des nanomatériaux et aux protocoles de 

pr®paration de lô®chantillon avant lôobservation en microscopie ®lectronique. Ainsi, une limite 

de détection analytique ne peut pas être établie par le GT.  

Cependant, afin de limiter les difficult®s dôinterpr®tation des r®sultats obtenus en microscopie 

électronique, le GT propose de mettre en place la procédure suivante. Les observations en 

microscopie électronique devront être effectuées à partir de 3 préparations indépendantes 

issues dôun m°me lot du mat®riau ®tudi®. Pour chaque pr®paration, les op®rateurs devront 

mesurer la taille des particules ¨ partir dôune population allant de 100 particules (a minima) à 

30013 particules observées sur une dizaine de champs microscopiques (choisis de manière 

aléatoire sur la totalité de la surface de la préparation), permettant d'assurer une meilleure 

représentativité. Toutes les particules observables (avec des contours bien définis) dans 

chacun des champs dôobservation devront °tre mesur®es. A lôissue de cette analyse, si au 

moins 1 particule appartenant à la nano-®chelle, ¨ lô®tat libre ou engagée dans un 

agrégat/agglomérat est observée sur chacune des 3 préparations, alors le matériau répond à 

la qualification de nanomatériau manufacturé. En cas contraire, le matériau ne sera pas 

considéré comme un nanomatériau selon la qualification proposée par le GT. 

Afin de limiter les ambiguµt®s dôinterpr®tation, notamment pour les ®chantillons constitu®s 

dôune faible fraction nanom®trique, un t®moin n®gatif consistant ¨ observer en ME uniquement 

le milieu de dispersion (i.e. sans le matériau étudié) permettra de mettre en évidence 

dô®ventuelles contaminations de lô®chantillon (nanomat®riaux pr®sents dans lôair, les 

instruments de laboratoire, etc.). Lôassociation de lôEDX avec les observations en ME permet 

de sôassurer que les objets observ®s sont constitu®s du même élément chimique que le 

matériau étudié. Le GT recommande, dans le cas d'une observation au ME à balayage, 

d'utiliser la procédure de spin coating telle que décrite en section 3.2.4.5 pour la préparation 

des échantillons. 

 

 

Décisions 

 

Si le mat®riau ®tudi® ne correspond pas ¨ la qualification ®tablie par le GT, alors lô®valuation 

du risque suivra une approche standard. Dans le cas où le matériau est identifié comme étant 

un nanomatériau manufacturé selon la qualification établie par le GT, alors ló®tape 2 sera 

suivie. 

 

                                                
13 Au-del¨ dôune population de 300 particules, les distributions granulom®triques sont faiblement 
impactées lorsque le nombre de particules considérées augmente. 
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3.2.3. Etape 2 : reste-t-il des nanomatériaux manufacturés après étape de 
dissolution dans les conditions du tractus gastro intestinal ? 

Lô®tape 2 consiste ¨ d®terminer si des nanomat®riaux manufactur®s sont encore pr®sents 

apr¯s une ®tape de dissolution au sein de simulants du tube digestif. Lô®tude dôAvramescu et 

al. (2017) sôest interess®e ¨ lôinfluence de param¯tres tels que le pH, la temp®rature et la forme 

cristalline sur le comportement de solubilisation de nanomatériaux inorganiques. Dans cette 

étude, deux matériaux ont été testés : ZnO et TiO2. Pour ces deux composés étudiés, et dans 

les deux conditions de pH (1,5 et 7), les essais ont montré que, quelle que soit la condition de 

pH, la capacité des analogues non nanométriques du ZnO et du TiO2 à résister aux altérations 

chimiques/biochimiques était égale ou supérieure à celle des nanomatériaux correspondants. 

Les résultats ont également montré que la taille des particules et la forme cristalline des 

nanomatériaux inorganiques sont des propriétés importantes qui influencent le comportement 

de dissolution et la biodurabilité. Enfin, tous les nanomatériaux et analogues non 

nanométriques ont présenté une solubilité significativement plus élevée à pH acide (par 

rapport au pH neutre).  

 

Des modèles de digestion in vitro ont d®j¨ fait lôobjet de publications14. Les conditions 

opératoires utilisées au sein de ces modèles reflètent, avec différents degrés de complexité, 

les conditions physiologiques du tractus gastro-intestinal. Ainsi, des études de digestion ont 

été menées à partir de ces modèles sur certains nanomatériaux (Ag, SiO2, ZnO) et publiées 

dans le projet NANoREG (livrable D5.02). 

 

Au vu de lôabsence de tests standardis®s et de la diversit® des nanomat®riaux manufactur®s, 

le GT nôest pas en mesure, ¨ lôheure actuelle, de proposer des protocoles d®taill®s, fixant 

précisément tous les paramètres physico-chimiques à considérer et transposables à 

lôensemble des nanomat®riaux identifi®s dans le cadre de cette saisine. Le GT propose au 

sein de cet avis des stratégies analytiques et liste les facteurs qui requièrent des points de 

vigilance tels que les paramètres intrinsèques aux nanomatériaux (taille, nature chimique, etc.) 

et les conditions experimentales (nature du milieu, force ionique, concentration initiale en 

(nano)matériaux, etc.). 

Ainsi, les stratégies analytiques proposées par le GT devront être adaptées aux spécificités 

de chaque nanomatériau manufacturé et le choix des conditions experimentales mises en 

place par les opérateurs devra être argumenté.  

 

Afin dô®tudier les ph®nom¯nes de dissolution des nanomatériaux, le GT propose deux 

approches. En première intention, le GT préconise de suivre la stratégie 1 (détaillée dans le 

paragraphe suivant) simple ¨ mettre en îuvre et permettant dôobtenir une r®ponse rapide sur 

la présence des nanomat®riaux manufactur®s apr¯s lô®tape de dissolution. En cas de résultat 

négatif, et afin de limiter le nombre de conclusions de type faux négatifs, la stratégie 2 

(détaillée dans le paragraphe suivant) devra être appliquée. 

 

 

                                                
14 Report on the development of a solubility testing procedure, NANoREG, 2015. 
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Méthodologie de la stratégie 1 

 

 

Figure 4. Schéma analytique de la stratégie 1 permettant de répondre à la question relative à la 
dissolution des nanomatériaux manufacturés. ME : microscopie électronique, EDX : analyse 
dispersive en énergie, ERS : évaluation du risque sanitaire. 

 

1) Les nanomatériaux sont mis en suspension dans un simulant de milieu biologique. 

Dans un contexte dô®valuation du risque par voie orale, le GT pr®conise dô®tudier la dissolution 

des nanomatériaux au sein de simulants du tractus gastro-intestinal. Du fait de lôabsence de 

conditions opératoires standardisées, le GT laisse le choix aux opérateurs de fixer la 

composition du milieu dispersant. Cependant, la composition des milieux devra être clairement 

décrite et les choix argumentés. Afin dôexposer les nanomat®riaux aux variations de pH 

observées le long de lôappareil digestif, les nanomatériaux seront mis en suspension dans 

deux simulants : lôun ¨ pH 1 et lôautre ¨ pH 7, ces deux valeurs de pH repr®sentant les valeurs 

extrêmes observées de lôestomac ¨ lôintestin. Les niveaux de concentration des nanomatériaux 

mis en suspension devront être suffisamment élevés pour permettre une observation au 

microscope électronique (balayage ou transmission). Cependant, les concentrations 

maximales ne devront pas atteindre celles pour lesquelles les phénomènes de sédimentation 

des particules sont observés. En effet, le GT estime que les phénomènes de sédimentation 

suite à la perte du caractère dispersé des particules constitutives, peuvent influencer les 

phénomènes de dissolution. Les choix des concentrations retenues devront donc être 

argumentés. 

 

2) Lôincubation se d®roule sous agitation ¨ 37ÁC pendant 2h. 

 

3) Imm®diatement apr¯s lô®tape dôincubation (2h), lôobservation au microscope 

électronique (balayage ou transmission) permet de mettre en évidence la présence de 

particules résiduelles. Lôobservation au microscope ®lectronique doit °tre syst®matiquement 

coupl®e ¨ de la spectrom®trie ¨ dispersion d'®nergie (EDX) afin dôexclure les art®facts qui ne 

correspondraient pas au nanomatériau étudié.  

 

Le GT pr®conise dô®viter les temps de latence entre chaque ®tape afin de limiter la 

sédimentation des particules. 
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Décisions 

 

Si des nanomatériaux sont observés au microscope ®lectronique coupl® ¨ lôEDX (ME-EDX) 

apr¯s lô®tape de dissolution, alors lô®valuation du risque suivra une approche dite 

nanospécifique. En lôabsence de nanomat®riaux lors de lôobservation au ME-EDX alors la 

stratégie 2, intégrant une étape de préconcentration, devra être mise en place. Cette étape 

pourrait faciliter la détection de nanomatériaux initialement présents à de faibles niveaux de 

concentration. Les critères de décision analytique en ME sont identiques à ceux décrits en 

section 3.2.2. 

 

Méthodologie de la stratégie 2 

 

 

Figure 5. Schéma analytique de la stratégie 2 permettant de répondre à la question relative à la 
dissolution des nanomatériaux manufacturés. ME : microscopie électronique, EDX : analyse 
dispersive en énergie, ERS : évaluation du risque sanitaire. 

 

Les ®tapes de mise en suspension et dôincubation sont identiques ¨ la strat®gie 1. Suite ¨ 

lô®tape dôincubation, une ®tape de préconcentration sur membrane (via une technique 

dôultrafiltration) est mise en place dans le cas o½ des nanomat®riaux ne seraient pas observés 

¨ lôissue de la strat®gie 1. Afin dô®valuer les performances de cette ®tape, les facteurs de 

préconcentration devront être déterminés et clairement indiqués.  

Lôop®rateur devra sôassurer que la taille des pores de la membrane dôultrafiltration (exprimée 

le plus souvent en équivalent dalton) est adaptée aux propriétés physico-chimiques du 

nanomat®riau notamment dans lôoptique de retenir les plus petites particules constituant la 

fraction nanom®trique du mat®riau initial. Dôautres techniques de préconcentration telles que 

lôultracentrifugation et la dialyse sont ®galement disponibles. Dans le cas de 

lôultracentrifugation, les param¯tres exp®rimentaux peuvent °tre difficiles ¨ fixer, les temps de 

centrifugation peuvent être importants et le culot constitué de particules peut diffuser vers le 

surnageant. La dialyse, bien que simple ¨ mettre en îuvre, repose sur des temps de diffusion 

importants. Dans ce contexte, les techniques dôultrafiltration apparaissent comme ®tant les 

plus rapides, les plus efficaces et les plus simples ¨ mettre en îuvre. 
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Dans le cas où des nanomatériaux ne seraient pas observés dans le retentât de la membrane 

de filtration, les op®rateurs devront sôassurer que les substances, pr®sentes sous forme 

particulaire avant lô®tape dôincubation, se retrouvent sous forme dissoute au niveau du filtrat. 

Cette ®tape permet de sôassurer que les particules ne sont pas adsorbées à la paroi des tubes 

ou piégées dans la membrane de filtration (ces particules ne sont plus accessibles pour les 

analyses). Pour cela, des techniques dôICP-MS peuvent être utilisées. 

 

Décisions 

 

Si des nanomatériaux sont observés au ME-EDX apr¯s lô®tape de dissolution et de pr®-

concentration alors lô®valuation du risque suivra une approche ç nanospécifique ». En 

lôabsence de nanomat®riaux lors de lôobservation au ME-EDX alors lô®valuation du risque 

suivra une approche standard. Les critères de décision analytique en ME sont identiques à 

ceux décrits en section 3.2.2. 

 

3.2.4.  Etape 3a : quels sont les niveaux dôexposition des consommateurs ¨ la 
fraction nanométrique du nanomatériau manufacturé 

3.2.4.1. Préambule 

Comme mentionné dans le cadrage de cette saisine, la m®thodologie dôERS d®velopp®e par 

le GT nano et alimentation porte exclusivement sur les nanomatériaux manufacturés utilisés 

comme additifs alimentaires. Ainsi, les méthodologies présentées dans ce document se 

focalisent sur les calculs dôexposition par voie orale des consommateurs aux nanomatériaux 

manufacturés utilisés comme additifs alimentaires. Pour rappel, les nanomatériaux 

manufacturés utilisés comme additifs alimentaires sont des mélanges complexes de particules 

polydispersées et constitués partiellement (cas du E 171) ou intégralement (cas du E 551) de 

particules constitutives appartenant à la nano-échelle.   

Ainsi, le GT propose de d®terminer dans un premier temps les niveaux dôexposition des 

consommateurs au nanomatériau manufacturé dans son ensemble (i.e. ¨ lôadditif alimentaire 

correspondant) puis dans un second temps de déterminer, à partir des niveaux dôexposition 

au nanomatériau manufacturé préalablement calculés, le niveau dôexposition des 

consommateurs à la fraction nanométrique (i.e. aux particules constitutives appartenant à la 

nano-échelle (1-100 nm)) du nanomatériau manufacturé. Ces étapes sont schématisées en 

Figure 6. La combinaison des données de consommation avec les données de concentration 

des additifs alimentaires dans les matrices alimentaires est r®alis®e ¨ lôaide de lôoutil Food 

Additives Intake Model (FAIM, des détails sont fournis dans les sections suivantes) et permet 

de calculer les niveaux dôexposition aux additifs alimentaires et donc, dans le cadre de cette 

saisine, aux nanomatériaux manufacturés. Les calculs des niveaux dôexposition ¨ la fraction 

nanom®trique consistent ¨ multiplier le niveau dôexposition des consommateurs au 

nanomatériau manufacturé par le pourcentage massique de particules constitutives 

appartenant à la nano-échelle. Les précisions de ces calculs sont exposées ci-dessous. 
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Figure 6. M®thodologie relative aux calculs dôexposition des consommateurs aux nanomatériaux 
manufacturés et à leur fraction nanométrique. Les cases vertes indiquent les modèles et 
méthodes de calcul utilisés.  

 

3.2.4.2. Niveaux de consommation 

Les travaux du GT se concentrent uniquement sur les expositions des consommateurs à 

lô®chelle nationale.  Les niveaux de consommation de la population française considérés dans 

le logiciel FAIM sont ceux issus de lô®tude INCA2 (données de consommation collectées en 

2006 et 2007)15. Les niveaux de consommation pour chacune des catégories alimentaires 

considérées dans le logiciel FAIM sont indiqués, dans le cas de la France, pour 4 classes 

dôâges :  

- Enfants (3-10 ans) 

- Adolescents (11-17 ans) 

- Adultes (18-64 ans) 

- Personnes âgées (65 ans et plus) 

 

Au cours de la première phase de son expertise, le GT a identifié lôensemble des cat®gories 

alimentaires pouvant contenir des nanomatériaux manufacturés. Parmi ces catégories, 

certaines concernent une cat®gorie dô©ge particuli¯re ¨ savoir la population infantile. Ainsi, 

dans lôoptique de d®terminer les niveaux dôexposition pour les enfants de moins de 3 ans, les 

calculs dôexposition devront se baser sur les niveaux de consommation de lô®tude « BEBE-

SFAE » 2005, étude TNS-Sofres-CHU Dijon réalisée pour le Syndicat Français des Aliments 

                                                
15 Etude individuelle Nationale sur les Consommations Alimentaires : https://www.anses.fr/fr/content/inca-2-les-

r%C3%A9sultats-dune-grande-%C3%A9tude 
 

https://www.anses.fr/fr/content/inca-2-les-r%C3%A9sultats-dune-grande-%C3%A9tude
https://www.anses.fr/fr/content/inca-2-les-r%C3%A9sultats-dune-grande-%C3%A9tude
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de lôEnfance (Fantino et Gourmet 2008) telle que pr®cis®e au sein de lô®tude de lôalimentation 

totale infantile publiée par lôAnses en 201616.  

3.2.4.3. Niveaux de concentration 

¶ Catégories alimentaires concernées 

En première intention, le GT recommande de collecter les données de concentration des 

nanomat®riaux manufactur®s pour lôensemble des cat®gories alimentaires référencées au sein 

de lôoutil FAIM. En effet, au cours de son expertise, le GT a pu identifier que certains 

nanomatériaux, notamment le E 171, étaient à la fois présents dans les catégories alimentaires 

pour lesquelles son usage est autorisé mais également au sein de catégories alimentaires 

pour lesquelles son usage nôest pas autorisé. La présence de nanomatériaux manufacturés 

au sein de catégories alimentaires nô®tant pas cens®es en contenir pourrait sôexpliquer par le 

phénomène de « carry over17 ».  

 

¶ Sources de données 

Au cours de ces travaux, le GT a pu identifier deux sources de données principales : 

- les niveaux dôusage rapport®s par lôindustrie. Ces niveaux représentent des quantités 

dôincorporation dôadditifs alimentaires utilis®s lors de la formulation des denr®es 

alimentaires. Ces données ont été publiées au sein de différents travaux menés par 

lôEFSA18 et le RIVM19 notamment. 

 

- les donn®es analytiques provenant de lôanalyse de produits alimentaires. De 

nombreuses publications scientifiques se sont int®ress®es ¨ lôextraction et la 

quantification de nanomatériaux au sein de différentes matrices alimentaires. Ces 

données peuvent également provenir dôorganismes de contr¹le (DGCCRF) ou de la 

littérature grise (exemple dôanalyses menées par des ONG). 

 

Le GT estime que les données de concentration des nanomat®riaux manufactur®s, quôelles 

soient sous la forme de niveaux dôusage ou issues de données analytiques, doivent être 

considérées avec le m°me degr® dôimportance. Le GT souligne également que, dans le cas 

où les niveaux de concentration sont déterminés à partir de différentes sources de données et 

que le nombre de données issu de ces sources est hétérogène, alors les données de 

concentration devront être pondérées (un exemple est proposé en note de bas de page20).  

                                                
16 https://www.anses.fr/fr/content/etude-de-l%E2%80%99alimentation-totale-infantile 
 
17 Ph®nom¯ne de transfert (ç carry over è) : lôadditif alimentaire est apport® dans lôaliment final par dôautres 
ingr®dients et nôappara´t pas syst®matiquement dans la liste des ingr®dients du produit fini. 
 
18 ReȤevaluation of titanium dioxide (E 171) as a food additive : https://doi.org/10.2903/j.EFSA.2016.4545 
 
19 Sprong, C., et al., Exposure assessment of the food additive titanium dioxide (E 171) based on use levels provided 
by the industry. RIVM letter report 2015-0195, 2016. 
 
20   Du fait de lôh®t®rog®n®it® du nombre de donn®es provenant de la source x et y, une moyenne pond®r®e des 
concentrations en nanomatériau (NM) par catégorie alimentaire est calculée. 

https://www.anses.fr/fr/content/etude-de-l%E2%80%99alimentation-totale-infantile
https://doi.org/10.2903/j.efsa.2016.4545
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¶ Extraction et pr®paration de lôextrait avant caract®risation 

Les caractérisations physico-chimiques (morphologie, distribution granulométrique, etc.) des 

nanomatériaux manufacturés utilisés au sein des aliments nécessitent au préalable de les 

extraire des matrices alimentaires. Ces dernières présentent des propriétés physico-chimiques 

diff®rentes pouvant influer sur les protocoles dôextraction. A titre dôexemple, une extraction de 

E 171 à partir dôun gâteau de type cake peut sôeffectuer en milieu aqueux alors que lôextraction 

du m°me additif au sein dôun chewing-gum nécessite un protocole dôextraction plus complexe 

impliquant lôusage dôazote liquide. Le GT souligne que les protocoles dôextraction ne doivent 

pas introduire de modifications de la distribution granulométrique initiale de lô®chantillon. Cette 

modification pourrait r®sulter dôune extraction s®lective selon la taille des particules. 

De manière générale, le protocole dôextraction des nanomatériaux dôune matrice alimentaire 

combine les étapes suivantes: 

- dans le cas de matrices alimentaires complexes, une première étape de digestion 

chimique destinée ¨ augmenter lôaccessibilit® aux nanomat®riaux et am®liorer le taux 

de récupération est mise en place ; 

- puis des lavages répétés au moyen de différents solvants choisis en fonction de la 

matrice alimentaire et de la nature des particules à extraire sont effectués afin 

dô®liminer les résidus de matrices alimentaires encore présents. Une étape de lavage 

consiste à centrifuger la suspension contenant les particules, à retirer ensuite le liquide 

surnageant et à le remplacer par un solvant propre ; 

- enfin, lôapplication dôultrasons ¨ la suspension lav®e permet de dissocier au maximum 

les agglomérats/agrégats de particules potentiellement présents afin de pouvoir 

accéder à la taille des particules constitutives de façon fiable. 

 

¶ Quantification des nanomatériaux dans les denrées alimentaires 

Différentes techniques quantitatives peuvent être utilisées afin de déterminer des niveaux de 

concentration de nanomatériaux manufacturés (dans le cadre de cette saisine, les 

nanomatériaux manufacturés considérés correspondent à des additifs alimentaires) au sein 

des matrices alimentaires. Cette quantification de lôadditif alimentaire ne n®cessite pas de 

distinguer sous quelle forme (particulaire, moléculaire ou ionique) se trouve le nanomatériau. 

Pour cela, des techniques telles que lôICP-MS, lôICP-HRMS, lôICP-OES, la sp-ICP-MS ou la 

spectrophotométrie UV peuvent être utilisées. Lôutilisation de ces techniques quantitatives ne 

permet pas, à lôexception de la sp-ICP-MS, de distinguer les formes particulaires des formes 

moléculaires ou ioniques. La quantification de lôadditif (exemple : E 551) via ces techniques 

repose sur la quantification de lô®l®ment chimique (exemple : silicium). Cette approche peut 

entraîner une surestimation de la concentration de lôadditif alimentaire car la pr®sence de 

lô®l®ment quantifié dans les denrées alimentaires peut °tre dôorigine naturelle. 

                                                
 
 [NM]catégorie alimentaire = (a[NM]x+ b[NM]y) / (a+b) 
 
Avec [NM]catégorie alimentaire la concentration moyenne de nanomatériau manufacturé par catégorie alimentaire, a le 
nombre de données provenant de la source x, b le nombre de données provenant de la source y et [NM]x et [NM]y 
les concentrations moyennes en nanomatériau manufacturé issues des données des sources x et y respectivement. 
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En revanche, les calculs dôexposition ¨ la fraction nanom®trique du nanomat®riau n®cessitent 

lôutilisation de techniques analytiques permettant la caractérisation des formes particulaires, la 

mesure de leur taille ainsi que la détermination de la granulométrie. Selon le GT, la 

microscopie électronique est la seule technique adaptée à ce jour à ce type de mesure (plus 

de détails seront apportés dans les sections suivantes).  

 

3.2.4.4. Calcul dôexposition aux nanomat®riaux manufactur®s (additifs 
alimentaires) 

Comme mentionné précédemment, les calculs dôexposition des consommateurs aux 

nanomatériaux manufacturés reposent sur lôutilisation du logiciel FAIM. Cet outil permet aux 

pétitionnaires, aux évaluateurs de risque ou aux gestionnaires du risque d'estimer l'exposition 

moyenne et élevée (95ème centile) aux additifs alimentaires pour diff®rentes classes dô©ge dans 

plusieurs pays européens.  

Les donn®es dôoccurrence des additifs alimentaires sont renseign®es pour chacune des 

catégories alimentaires et les niveaux de consommation individuels, collectés auprès des 

£tats membres de lôUE (base de donn®es exhaustive de lôEFSA sur la consommation 

alimentaire européenne) sont utilisés pour le calcul des expositions. 

Lôexposition des consommateurs est calcul®e en multipliant, pour chaque cat®gorie 

alimentaire, les concentrations du nanomatériau par les niveaux de consommation de chaque 

individu référencé dans la base de données. Les expositions calculées pour chacune des 

catégories alimentaires sont additionnées afin dôestimer une exposition totale journalière de 

chaque individu. Ces expositions totales journalières pour chaque individu sont moyennées 

sur le nombre de jours dôenqu°te. Les enqu°tes alimentaires effectu®es sur un seul jour sont 

exclues car non repr®sentatives dôexpositions r®p®t®es. Cette approche permet dôobtenir des 

distributions dôexpositions totales journalières individuelles et de calculer une valeur moyenne 

et un 95ème centile dôexposition totale journali¯re pour chaque classe dô©ge consid®r®e. 

Lôoutil FAIM permet de calculer, dans le cas de la France, les niveaux dôexposition aux additifs 

alimentaires pour 4 classes dô©ges : les enfants (3 à 10 ans), les adolescents (11 à 17 ans), 

les adultes (18 à 64 ans) et les personnes âgées (65 ans et plus). 

 

3.2.4.5. Calcul dôexposition ¨ la fraction nanom®trique des nanomat®riaux 
manufacturés 

Comme ®voqu® en pr®ambule, le calcul dôexposition des consommateurs ¨ la fraction 

nanométrique du nanomatériau manufacturé considéré repose sur la détermination, au sein 

de ce nanomatériau, de la fraction massique de particules constitutives appartenant à la nano-

échelle (1-100 nm).  
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¶ Sources de données et échantillonnage 

 

La détermination de la fraction massique de particules constitutives appartenant à la nano-

®chelle peut sôeffectuer directement sur le nanomat®riau avant son int®gration dans les 

formulations alimentaires. Cette approche permet de déterminer une fraction massique 

maximale du mat®riau brut car ce dernier nôest pas soumis aux conditions physico-chimiques 

des denrées alimentaires pouvant potentiellement, dans certains cas, entraîner des 

phénomènes de dissolution des particules.  

La seconde approche consiste à déterminer la fraction massique à partir de nanomatériaux 

extraits des matrices alimentaires. Cette approche n®cessite dôextraire les nanomat®riaux de 

différentes catégories alimentaires dans lôoptique de consid®rer la variabilit® des conditions 

physico-chimiques observées dans les différentes matrices alimentaires (voir protocole 

dôextraction dans les sections pr®c®dentes). Le GT préconise la mise en place de cette 

seconde approche qui est plus représentative des fractions massiques auxquelles les 

consommateurs peuvent être exposés.  

 

¶ Pr®paration et observation de lô®chantillon 

 

La pr®paration de lô®chantillon est une ®tape importante permettant de faciliter lô®tape 

dôobservation des particules en microscopie électronique. Dans cette optique, le laboratoire 

national de m®trologie et dôessai (LNE) a développé une méthode permettant de déposer les 

particules sur un substrat apr¯s ®talement dôune goutte de la suspension contenant les 

particules en une fine couche. Cette approche permet également de limiter les phénomènes 

dôagr®gation/agglom®ration des particules lors du dépôt. 

Brièvement, les particules sont mises en suspension à un pH défini par leurs propriétés 

physico-chimiques puis déposées sur un substrat de silicium. Ce dernier est soumis à un 

gradient de vitesse par rotation permettant une diffusion radiale et isotrope du liquide à la 

surface du substrat de silicium via la technique de spin coating. Cette méthode permet 

dôobtenir une distribution homog¯ne et monocouche des particules avant leur observation.  

Les forces centrifuges mises en îuvre permettent au liquide de sô®taler ¨ la surface du 

substrat de silicium et lôexc®dent de liquide est expulsé hors du substrat. Les temps (30 s) et 

les vitesses (maximum à 8000 rpm) de rotation appliqués ne sont pas suffisants pour obtenir 

une séparation des particules en fonction de leur taille. Ainsi, les proportions de particules 

avant et après rotation ne sont pas modifiées du fait de la perte de liquide liée aux forces 

centrifuges.  

Les études ont montré que le pH de la suspension déposée peut influencer la qualité de la 

dispersion des particules. En effet, le substrat de silicium possède généralement une charge 

de surface négative et les particules ont une charge de surface dépendante de la valeur du 

pH de la suspension, leur charge de surface étant neutre au pH correspondant au point 

isoélectrique des particules21. Ainsi, si les particules et le substrat de silicium ont des charges 

de surface de m°me signe, lôadh®sion des particules ¨ la surface du substrat sera faible et peu 

de particules pourront être observées en ME. De plus, si le pH est proche du point 

                                                
21 Si le pH > point isoélectrique (pI) alors les particules seront chargées négativement. Si pH < pI alors 
les particules seront chargées positivement. 
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isoélectrique, alors la charge de surface des particules sera insuffisante en valeur absolue 

pour assurer la répulsion électrostatique entre les particules, ces dernières auront alors 

tendance ¨ sôagglom®rer lors du d®p¹t entra´nant ainsi des difficult®s dôobservation et de 

mesure de la taille des particules constitutives en ME. La Figure 7 illustre lôinfluence du pH 

dans le cas du E 171. La dispersion plus efficace des particules ¨ pH 2 peut sôexpliquer par le 

fait que le point isoélectrique du E 171 est dôenviron 4. A pH 2, la charge de surface des 

particules est positive et la répulsion électrostatique entre les particules limite la formation 

dôagrégats/agglomérats. A pH 6 la charge de surface des particules est globalement négative, 

cependant la répulsion électrostatique nôest pas suffisante pour repousser les particules les 

unes par rapport aux autres favorisant ainsi leur agrégation/agglomération. 

 

 

Figure 7. a) Schéma illustrant la technique de spin coating. Une goutte de solution contenant les 
particules en suspension est déposée puis étalée de manière homogène à la surface dôun 
substrat de silicium via lôapplication dôun gradient de vitesse par rotation. b) Observation de 
particules de E 171 à la surface du substrat de silicium après application de la technique de spin 
coating à pH 2. Résultats obtenus pour des particules de E 171 à pH 6 sans spin coating (c), à 
pH 6 avec spin coating (d) à pH 2 sans spin coating (e). 

 

Lôapproche d®velopp®e par le LNE nôest pas standardis®e mais offre une strat®gie analytique 

intéressante en vue de préparer les échantillons avant leur observation car elle est facile à 

mettre en îuvre et peu co¾teuse. Certaines donn®es utilis®es par le GT dans le cadre de la 

détermination de la fraction nanométrique du E 171 reposent sur cette technique de 

préparation (résultats actuellement non publiés). Les conditions opératoires devront être 

optimisées en considérant les propriétés physico-chimiques des nanomatériaux (notamment 

la charge et la chimie de surface). Cette technique a été validée via des mesures faites sur 

des particules de références (JRC) et via des inter-comparaisons avec des opérateurs 
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nôutilisant pas le d®p¹t en spin coating. Les protocoles de cette technique sont précisés dans 

lô®tude de Ghomrasni et al. (2020). 

 

¶ Modèle et calculs 

La première étape consiste à déterminer la distribution granulométrique en masse du 

nanomatériau manufacturé considéré. Pour cela, 2 paramètres peuvent être mesurés : la 

surface de la particule ou le diamètre de Féret (Figure 8). Dans les deux cas, la détermination 

de ces paramètres passe par lôobservation des ®chantillons en microscopie électronique 

(balayage ou transmission).  

 

 

Figure 8. Détermination de la fraction massique des particules appartenant à la nano-échelle par 
la mesure a) de la sphère équivalente ou b) du diamètre de Féret. 

 

o Mesure de la surface 

Les particules constitutives des nanomatériaux ne présentent généralement pas de formes 

parfaitement sphériques, mais elles sont souvent assimilées à des sphères, on parle alors de 

sphéroïdes. Ainsi la première étape consiste à mesurer la surface des particules observées 

en microscopie électronique. Le disque présentant une surface identique à celle mesurée est 

ensuite considéré pour déterminer le diamètre du disque équivalent puis le volume de la 

sphère équivalente. En considérant la densité moyenne du nanomatériau manufacturé 

considéré, la masse de chaque particule au sein de lô®chantillon observ® peut alors être 

déterminée. Ainsi, la contribution massique des particules constitutives appartenant à la nano-

échelle peut être calculée. 

 

o Mesure du diamètre de Féret 

Comme évoqué précédemment, la plupart des particules constitutives des nanomatériaux 

présente des anisotropies morphologiques. Comme illustré en Figure 8, des diamètres de 

Féret minimum et maximum peuvent être mesurés pour chaque particule. Le GT estime que 

la plus petite dimension de chaque particule doit être considérée pour la détermination de la 

distribution granulométrique et préconise donc la mesure du diamètre de Féret minimum. A 

partir de ce diamètre, et en supposant que la particule soit sphérique, le volume de la sphère 

puis sa masse pourraient être calculés comme explicité dans le paragraphe précédent.  

Le GT estime que la mesure du diamètre de Féret minimum est lôapproche la plus adaptée 

pour déterminer le nombre de particules appartenant à la nano-échelle, i.e plus adaptée pour 

déterminer le nombre de particules dont au moins une dimension est inférieure à 100 nm. En 
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effet, la considération de la plus petite dimension permet de maximiser le nombre de particules 

appartenant à la nano-échelle. 

Néanmoins, lôutilisation du diamètre de Féret minimum entraîne une sous-estimation du 

volume et donc de la masse des particules. Ce biais est exacerbé dans le cas des particules 

présentant une forte anisotropie (exemple des oxydes de fer).  

Id®alement, le GT pr®conise dôutiliser dans un premier temps la mesure du diamètre de Féret 

pour déterminer la population de particules appartenant à la nano-échelle puis dans un second 

temps la mesure de la surface des particules pour estimer leur masse. 

 

¶ D®termination du niveau dôexposition ¨ la fraction nanométrique 

Les niveaux dôexposition des consommateurs ¨ la fraction nanom®trique du nanomat®riau 

manufacturé (EFN) consid®r® sont issus du produit des niveaux dôexposition au nanomat®riau 

manufacturé (ENM) par la contribution (pourcentage) massique moyenne ou maximale (selon 

le scénario dôexposition consid®r®) de la fraction nanométrique du nanomatériau manufacturé 

(%FN). 

 

Ὁ Ὁ   Ϸ  

 

 

3.2.5.  Etape 3b : quels sont les effets sur la santé de la fraction nanométrique 
des nanomatériaux manufacturés  

3.2.5.1. Préambule 

Lôidentification et la caract®risation du danger de la fraction nanométrique des nanomatériaux 

manufacturés reposent sur une approche séquentielle schématisée en Figure 9. 
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Figure 9. M®thodologie s®quentielle de lô®valuation et la caract®risation du danger de la fraction 
nanométrique des nanomatériaux manufacturés. 

 

¶ Etape A : collecter lôensemble des donn®es toxicocin®tiques et toxicologiques 

relatives au nanomatériau manufacturé 

 

Cette ®tape consiste ¨ collecter lôensemble des donn®es toxicocin®tiques et 

toxicologiques in vitro, in vivo et in silico (i.e. études prédictives utilisant des approches 

QSAR, PBTK, etc.) relatives à la fraction nanométrique du nanomatériau manufacturé 

étudié. Si disponibles, les études épidémiologiques doivent également être 

considérées. La collecte des données peut intégrer des publications scientifiques ainsi 

que des rapports dôétudes générés par les industriels. Les études sélectionnées 

doivent présenter des critères de qualité notamment concernant la caractérisation 

physico-chimique des nanomatériaux étudiés (cristallinité, taille, granulométrie). Les 

études toxicologiques sélectionnées doivent a minima intégrer la taille moyenne des 

particules utilisées. Comme mentionné précédemment dans ce document ainsi que 

dans lôavis de lôAnses publié en 2020, le GT estime que la microscopie électronique 

est actuellement la technique la mieux adaptée et la plus robuste pour mesurer la taille 

des particules constitutives. Les informations relatives à la caractérisation physico-

chimique sont importantes notamment dans une optique de regroupement/lecture 

croisée (Etape C). 

 

Les données toxicologiques obtenues à partir du nanomatériau manufacturé dans son 

ensemble peuvent également être considérées. Ces études devront intégrer a minima 

les critères de sélection suivants : 

- mesure de la taille moyenne des particules constitutives 

- fraction nanométrique en nombre et/ou en masse. 
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La taille et la distribution granulométrique des nanomatériaux sont des paramètres 

essentiels dans le cadre dôune ERS nanosp®cifique. Dôautres param¯tres physico-

chimiques tels que la pr®sence dôimpuret®s, la morphologie, la charge et la chimie de 

surface, la cristallinité, la surface spécifique et la porosité devront également être 

consid®r®s. Les m®thodes analytiques adapt®es ¨ lô®tude de ces param¯tres sont 

d®crites dans le guide de lôEFSA22. 

Enfin, la collecte de donn®es devra, en plus dôint®grer les ®tudes bas®es sur les formes 

nanoparticulaires du nanomatériau manufacturé, intégrer les formes ionique et/ou 

moléculaire de lô®l®ment correspondant (ex : lôion Ag+ dans le cas des nanomatériaux 

¨ base dôargent).   

Le GT souligne que si la forme ionique et/ou moléculaire du nanomatériau considéré 

montre des effets toxicologiques, alors lô®tude de ces effets ¨ partir des formes 

nanoparticulaires doit être systématique. 

 

¶ Etape B : les donn®es collect®es recouvrent elles lôensemble des données 

toxicologiques requises ? 

 

Cette étape consiste en lôanalyse des donn®es collect®es afin dô®valuer si ces 

derni¯res couvrent lôensemble des études toxicologiques requises (section 3.2.5.3) 

 

Décisions : Dans le cas où les données toxicologiques requises ne sont pas couvertes, 

alors lôapproche par regroupement et lecture crois®e sera mise en place au cours de 

lô®tape C1. Dans le cas contraire, lô®tape C2 sera mise en place. 

 

¶ Etape C1 : mise en place dôune approche par regroupement et lecture crois®e 

 

La variabilité des propriétés physicochimiques des nanomatériaux donne lieu à une 

grande variété de matériaux qui peuvent présenter des comportements biocinétiques, 

des dangers et donc des risques potentiellement différents. Pour limiter la quantité de 

tests nécessaires à l'évaluation des risques ou pour tenter de combler des informations 

biocinétiques et toxicologiques non disponibles, les approches de regroupement 

(grouping) et de lecture croisée (read-across) peuvent être utilisées (Oomen et al. 

2015).  

De manière générale, des substances peuvent être regroupées selon leurs propriétés : 

physicochimiques, toxicologiques, écotoxicologiques et/ou leur devenir dans 

l'environnement et dans lôorganisme humain. Ces propriétés sont susceptibles d'être 

comparables. Au sein d'un groupe de substances, un manque de données peut être 

combl® en utilisant lôapproche dite de lecture crois®e (ç read-across »). Cette méthode 

permet de prédire des informations relatives à un paramètre biologique et/ou 

biocinétique donné pour une substance à évaluer (substance cible), en utilisant les 

                                                
22 EFSA 2018 : guidance on risk assessment of the application of nanoscience and nanotechnologies 
in the food and feed chain: Part 1, human and animal health. 
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données du même paramètre décrites pour une ou plusieurs autres substances du 

même groupe (i.e., substance(s) source(s)), et ce sans avoir à procéder à de nouvelles 

expérimentations. Lorsquôelle est envisag®e, la lecture crois®e doit °tre r®alis®e 

indépendamment pour chaque paramètre biologique et/ou biocinétique. Ces 

approches de regroupement et de lecture croisée offrent une meilleure utilisation des 

informations disponibles et permettent de définir la nécessité de générer ou non des 

données supplémentaires pour un paramètre biologique spécifique. 

Différents concepts de regroupement et de lecture croisée ont été proposés par les 

chercheurs et ont été récemment examinés par Lamon et al. (2018). Jusqu'à présent 

ces concepts se sont concentrés principalement sur les aspects de santé et de sécurité 

au travail, avec un point focal sur les évaluations des dangers, la contrepartie 

environnementale étant toujours en cours de développement (Wigger et Nowack, 

2019). Dans ce contexte, un guide sur le regroupement des nanomatériaux proposé 

par lôECHA a récemment été développé sous la forme d'une annexe au chapitre R.6 

de REACH (Annexe R.6-1 de lôECHA, 2019)23. Ce document vise à fournir une 

approche systématique et pragmatique permettant au final de mettre en évidence 

dô®ventuelles diff®rences relatives aux propriétés toxicologiques et au devenir des 

nanomatériaux24. L'approche est séquentielle, les nanomatériaux sont regroupés sur 

la base de paramètres physico-chimiques pertinents (qui peuvent varier en fonction du 

critère d'évaluation considéré). L'application de cette stratégie permettra de 

déterminer s'il existe des données de dangers et/ou de comportements biocinétiques 

disponibles pour les nanomatériaux et si ces données sont applicables au(x) groupe(s) 

formé(s). Il est important de s'assurer de l'applicabilité et de la pertinence de toutes les 

données disponibles sur les dangers des nanoformes (ou ensembles de nanoformes) 

existantes. 

La démonstration que le regroupement des nanomatériaux et la lecture croisée entre 

le nanomatériau source et les nanomatériaux cibles sont robustes et justifiés est 

indispensable pour lôexploitation des r®sultats. Afin de faciliter la collecte des données 

et la documentation systématique et transparente du regroupement et de l'approche 

par lecture croisée, il est recommandé de suivre une approche par étapes (voir la 

Figure 10) pour chaque paramètre biologique et biocinétique destiné à être couvert par 

l'approche.  

 

                                                
23 ECHA. Reference: ECHA-17-G-17-EN. Guidance on information requirements and chemical safety assessment. 
Appendix R.6-1 for nanomaterials applicable to the Guidance on QSARs and Grouping of Chemicals Version 2.0 
December 2019. 
24 LôECHA utilise le terme de nanoforme 
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Figure 10. Schéma de l'approche par étapes du regroupement/lecture croisée (extrait de ECHA-
17-G-17-EN). 

 

Le document Annexe R.6-1 de lôECHA a ®t® appliqu® pour une ®tude de cas sur le 

regroupement et la lecture croisée visant spécifiquement la génotoxicité du nano-TiO2 

(OCDE, 2018)25. Le but de cet exercice de lecture croisée était de déterminer le 

potentiel génotoxique de deux formes cristallines du nano-TiO2 (nano-TiO2 rutile et 

anatase) sur la base des résultats du test des comètes in vitro obtenus à partir de 

différentes nanoparticules de TiO2 (les nano-TiO2 NM100 à NM105). 

Le JRC a également suivi les orientations du document Annexe R.6-1 de lôECHA pour 

l'évaluation de nanotubes de carbone en matière de génotoxicité (Aschberger et al. 

                                                
25 ENV/JM/MONO(2018)28. 21 September 2018 
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2019). Notamment, les méthodes de regroupement et de lecture croisée ont été 

appliquées à 19 types de nanotubes de carbone à parois multiples afin de combler le 

manque de données sur la génotoxicité. 

Ainsi, afin de combler un manque de donn®es dôun nanomatériau à évaluer, le GT 

recommande, en premi¯re intention, dôutiliser les approches de regroupement/lecture 

croisée telles que décrites dans le document Annexe R.6-1 de lôECHA (2019). 

 

Décisions : Si les donn®es manquantes nôont pas ®t® combl®es par le regroupement / 

lecture crois®e alors lôERS ne peut pas °tre finalis®e. Dans le cas où les données ont 

®t® combl®es, lô®tape C2 sera mise en place. 

 

¶ Etape C2 : les résultats justifient-ils des tests complémentaires ? 

 

Lôanalyse des résultats issus des études toxicologiques requises conditionne la mise 

en place ®ventuelle dô®tudes toxicologiques compl®mentaires (section 3.2.5.4) 

 

Décisions : Si les résultats des études toxicologiques requises montrent des effets 

n®cessitant dô°tre approfondis, alors des études complémentaires ciblées devront être 

mises en îuvre lors de lô®tape D. Exemple : des tests de génotoxicité in vitro positifs 

conditionnent la mise en place dô®tudes de g®notoxicit® complémentaires in vitro et /ou 

in vivo.  

Si les études complémentaires ne sont pas nécessaires alors la caractérisation du 

risque peut être menée. 

 

¶ Etape D : investigations approfondies ciblées 

 

Après analyse des données générées lors des études complémentaires, la 

caractérisation du risque peut être menée. 

 

3.2.5.2. Modifications et/ou adaptations méthodologiques lors de 
lô®valuation toxicologique des nanomat®riaux manufactur®s 

Les ®tapes cl®s de lô®valuation toxicologique des nanomat®riaux manufactur®s sont : la 

caractérisation physico-chimique, les méthodes de préparation (protocole de dispersion), le 

choix et lôargumentation du(des) syst¯mes dôessai mis en îuvre et des conditions 

expérimentales associées, ainsi que la prise en compte des biais et des interférences 

possibles. Il est donc n®cessaire dôapporter des modifications et/ou dôadapter les 

m®thodologies mises en îuvre dans le cadre de lô®valuation toxicologique des nanomatériaux 

manufacturés. 
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¶ Méthode de préparation des nanomatériaux manufacturés : protocole de 

dispersion 

Pour étudier les effets toxicologiques in vitro ou in vivo de nanomatériaux manufacturés, un 

protocole de dispersion doit être mis en îuvre afin dôidentifier certains dangers associés à 

lô®tat nanoparticulaire. La dispersion id®ale peut °tre d®crite comme l'®tat dans lequel les 

particules sont complètement séparées les unes des autres et où il n'existe pas 

d'agglomérats/agrégats (Sager et al. 2007). Ainsi, la mise en place dôune ®tape de dispersion 

pourrait permettre dôidentifier certains effets associ®s ¨ des usages dôun nanomatériau en tant 

quôadditif alimentaire. Cependant, elle peut aussi appara´tre comme peu repr®sentative dôun 

additif alimentaire tel que pr®sent dans les aliments. Dans ces conditions, il peut sôav®rer utile 

de comparer les ®ventuels effets observ®s dôun nanomatériau dispersé dôune part ou ajouté 

directement à une matrice alimentaire dôautre part. 

Le protocole de dispersion, quel quôil soit, peut directement influer sur la qualité et la stabilité 

de la suspension nanoparticulaire préparée. Par exemple, Donaldson (2010) a constat® quôun 

nanomatériau est tr¯s mal dispers® dans de lôeau pure et forme des agglom®rats, ce qui nôest 

pas le cas lorsque des protéines, formant une corona26 à la surface des particules, sont 

ajoutées.  

Le protocole choisi pour la dispersion, y compris lôajout de compos®s comme des dispersants 

ou des protéines, est connu pour influencer les caractéristiques physico-chimiques des 

suspensions de nanoparticules et donc possiblement le résultat des essais. Par exemple, 

selon Magdolenova et al. (2012), une suspension de nano-TiO2 dispersée par sonication 

pendant 3 min dans un milieu initial sans sérum (obtention dôagglomérats de grandes tailles) 

a induit des dommages à l'ADN dans trois lignées cellulaires, tandis que les mêmes nano-TiO2 

dispersées en présence de sérum dans la solution mère après 15 min de sonication (obtention 

dôagglom®rats de moins de 200 nm) n'ont eu aucun effet en termes de génotoxicité. Ainsi, 

l'utilisation de diff®rentes proc®dures pour pr®parer des dispersions dôun m°me nanomatériau 

peut être une source directe de variation de la toxicité ou de l'écotoxicité mesurée (Hartmann 

et al. 2015). C'est pourquoi il est important, lors de l'évaluation du danger associé aux 

nanomatériaux manufacturés, d'établir des procédures d'essai standardisées.  

Ces considérations techniques ont été abordées récemment dans le cadre du projet Nanoreg 

(Oomen et al. 2015). Des guides de l'Agence européenne des produits chimiques (Lamon 

2019 et Henning 2019) et des lignes directrices sur la préparation des nanomatériaux et la 

dosimétrie ont été publiées par l'Organisation de coopération et de développement 

économiques (OCDE).  

Dans le cadre de projets européens portant sur lô®tude de la toxicologie de nanomat®riaux, 

des protocoles standards ont été proposés27,28. Néanmoins, ces protocoles se limitent souvent 

                                                
26 Couronne constitu®e de prot®ines et dôautres ®l®ments qui se fixent ¨ la surface du nanomat®riau. Sa composition 
d®pend du milieu dans lequel le NM est dispers®. La corona obtenue lors de la pr®paration dôune suspension 
nanoparticulaire utilisée dans un test in vitro sera donc très différente de celle produite lors un test in vivo. De plus, 
elle sera diff®rente in vivo, en fonction de la voie dôentr®e, selon que ce soit par exemple la peau ou les poumons. 
27 Final protocol for producing suitable manufactured nanomaterial exposure media. The generic NANOGENOTOX 
dispersion protocol. 2011. https://www.anses.fr/en/system/files/nanogenotox_deliverable_5.pdf 
28 F Caputo, J Clogston, L Calzolai, M Rösslein, A Prina-Mello. Measuring particle size distribution of nanoparticle 
enabled medicinal products, the joint view of EUNCL and NCI-NCL. A step by step approach combining orthogonal 
measurements with increasing complexity. Control Release. 2019 Apr 10;299:31-43. 
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à la caractérisation des nanomatériaux dans les solutions de dispersion et abordent peu les 

questions pos®es apr¯s lôajout des nanomatériaux dans les milieux de culture cellulaire ou de 

traitement (distribution, corona, stabilité, sédimentation). Récemment, Kaur et al. (2017, Figure 

11) ont proposé un protocole par étapes pour la dispersion des nanomatériaux dans les milieux 

aqueux. Ce protocole qui sôappuie sur une caract®risation physico-chimique en temps réel a 

permis dôidentifier les conditions optimales de sonication (intensit® et dur®e), dans lôoptique 

dôam®liorer la stabilit® et lôhomog®n®it® des suspensions de nanoparticules sans incidence sur 

lôint®grit® de lô®chantillon (absence de modification, pas de dégradation du nanomatériau). 

 

 

Figure 11. Logigramme décrivant le régime et la séquence par étapes du protocole de dispersion 
des nanomatériaux (dôapr¯s Kaur et al. 2017). 

 

¶ Choix des conditions expérimentales des essais toxicologiques 

Globalement, le choix des conditions expérimentales détermine la pertinence des résultats et 

le poids quôil est possible de leur attribuer. Les trois param¯tres majeurs sont : (i) les conditions 

de traitement (en termes de dose maximale étudiée et de gamme de doses, de durée, de 

fr®quence, de mode dôexposition, etc.); (ii) le mod¯le mis en îuvre (type cellulaire ou esp¯ce 

animale); et (iii) les interférences possibles avec le paramètre biologique mesuré.  
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o Les conditions de traitement 

Pour un même nanomatériau, les caractéristiques des dispersions obtenues en termes 

dôagr®gation/agglom®ration peuvent modifier le niveau dôexposition des mod¯les cellulaires, 

quôils soient en suspension ou adh®rents, en jouant sur les vitesses de sédimentation des 

diff®rentes tailles dôagr®gats/dôagglom®rats form®s. En cons®quence, la concentration 

intracellulaire, et donc possiblement le résultat des essais, peuvent être influencés. Il en est 

de même pour les conditions de traitement (nombre de cellules/ml ou cm2, volume de 

traitement, surface des puits, etc.). C'est pourquoi il est important, lors de l'évaluation du 

danger associé aux nanomatériaux manufacturés, d'établir des procédures d'essai 

standardisées également sur ces points.  

A ce jour, la question de la métrique la plus pertinente reste débattue. Dans les essais in vitro, 

la masse et la surface du nanomatériau par unité de surface du support de culture sont très 

g®n®ralement utilis®es (si elle peut para´tre optimale, lôexpression de la concentration 

surfacique, i.e. surface des particules/unité de surface du support de culture, est rarement 

employée). La concentration en nombre de particules est plus délicate à utiliser car les 

techniques analytiques mises en îuvre pour contrôler la dosimétrie donnent des résultats très 

variables (Peterson et al. 2019). Dans les essais in vivo, du fait de la n®cessit® dôutiliser un 

référentiel masse, la dose est toujours exprimée en unité de masse du nanomatériau (e.g., 

mg) par kg de poids corporel de lôespèce étudiée.   

Les pr®parations des dispersions et la dosim®trie de lôexposition peuvent sôappuyer sur les 

recommandations de la publication de DeLoid et al. (2017). 

 

o Pertinence des niveaux de doses  

Lôobjectif de caract®risation des dangers implique g®n®ralement lôutilisation de doses ®lev®es 

ce qui peut rendre difficile la comparaison des réponses obtenues dans des expérimentations 

in vivo et in vitro. Par exemple, pour certains nanomatériaux, les doses utilisées dans des 

expérimentations in vitro peuvent se révéler suffisantes pour induire des effets de type pro-

inflammatoires, toxiques et/ou génotoxiques sur des modèles cellulaires, alors que le même 

niveau de dose in vivo peut uniquement mobiliser des défenses anti-oxydantes sans effet 

délétère subséquent.  

Globalement, des difficult®s dôextrapolation entre les essais in vitro et in vivo se posent puisque 

les études in vitro sont souvent réalisées sur des expositions utilisant un temps de traitement 

inférieur ou égale à 24h avec des concentrations relativement élevées alors que les éventuels 

effets in vivo sont attendus sur du moyen/long terme en raison du d®lai n®cessaire dôabsorption 

et/ou dôaccumulation potentielle des nanomatériaux dans certains organes. Ainsi, pour un 

même paramètre biologique étudié, les effets observés au cours des essais in vitro et in vivo 

peuvent se révéler différents voire contradictoires ce qui pose la question du niveau de 

prédictivité des expérimentations in vitro. Cette notion est dôautant plus importante du fait que 

lôon se tourne de plus en plus vers des m®thodes de substitution ¨ lôexp®rimentation animale, 

en particulier vers des mod¯les utilisant des cultures de cellules qui se doivent dô°tre le plus 

prédictifs possible. Il convient alors de travailler sur le design exp®rimental de lôexp®rience in 

vitro, en veillant ¨ mettre en îuvre des expositions chroniques/r®p®t®es, ¨ plus faibles 

concentrations, avec des nanomatériaux préparés dans un dispersant représentatif de celui 
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rencontré dans les conditions in vivo. Par exemple, afin dôam®liorer le pouvoir pr®dictif des 

tests in vitro vis-à-vis de la toxicité intestinale de nanomatériaux, Marucco et al. (2020) 

soulignent l'importance de lôutilisation dôun simulant du système digestif humain comme milieu 

de dispersion. 

Si les résultats in vitro doivent être utilisés pour prédire les effets in vivo des nanomatériaux, 

leur pertinence sera dôautant plus assur®e que la dose in vitro sera extrapolée à partir d'une 

concentration in vivo pertinente (disponibilités de données toxicocinétiques). Une dose « point 

de départ » pour les études in vitro peut être fixée en pratiquant une extrapolation des données 

sur la charge organique in vivo pour la fixation de la dose à utiliser in vitro (Lan Ma-Hock et al. 

2021). Cette démarche permet ainsi de réduire les difficultés à fixer des doses d'exposition 

pour les modèles in vitro.  

In vivo chez lôanimal, il faut ®galement ®viter lôutilisation de doses excessives, en fonction du 

type dôadministration, et qui pourraient conduire ¨ des r®sultats non pertinents. Tout dôabord, 

le choix de la dose maximale testée doit être dicté par la qualité (homogénéité et stabilité) de 

la dispersion. En effet, au-del¨ dôune certaine concentration initiale, la dispersion 

nanoparticulaire peut être hétérogène et ce niveau de saturation ne devrait pas être dépassé 

au risque dôentra´ner des effets non intrins¯ques et donc non pertinents sur un plan biologique. 

Dans tous les cas, une gamme de concentrations doit être utilis®e afin dô®valuer le niveau de 

concentrations permettant dôobtenir une dispersion homog¯ne et stable. 

Le choix de la concentration maximale ®valu®e peut aussi sôappuyer sur des r®sultats dôessai 

démontrant un niveau de saturation de la dose intracellulaire, seuil qui ne devrait pas être 

dépassé au risque de générer des résultats non spécifiques (Summers 2013, Lammel 2019). 

Enfin, lorsquôelles sont disponibles, des donn®es dô®tudes de toxicocin®tique peuvent 

également être utilisées pour fixer des doses expérimentales, y compris in vitro, en prenant en 

compte la charge nanoparticulaire observée au niveau de certains organes et en appliquant 

un facteur multiplicatif.  

Dans tous les cas, il est donc nécessaire de justifier les niveaux de doses utilisées dans les 

tests dô®valuation mis en îuvre.  

 

Ainsi, lôharmonisation et la normalisation des m®thodes de dispersion appliqu®es pour ®valuer 

la toxicité des nanomatériaux sont nécessaires afin de garantir une qualité de données 

comparable et de réduire au minimum les artefacts produits par les modifications dôun 

nanomatériau au cours de la préparation de la dispersion. De telles harmonisations et 

normalisations permettront ®galement dôam®liorer la comparabilit® entre les essais, les 

laboratoires et les études sur les différents types de nanomatériaux.  

Il apparaît donc indispensable de justifier, dans tous les tests dô®valuation toxicologique : 

- la méthode de préparation de la suspension nanoparticulaire ; 

- la nature du dispersant utilisé ; 

- lôajout de co-formulants (s®rum, mucusé) le cas échéant ; 

- la méthodologie suivie pour disperser les nanoparticules ; 

- la m®trologie mise en îuvre pour contr¹ler la dispersion. 
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¶ Le choix du syst¯me dôessai  

 

o Le modèle cellulaire 

 

Le choix du modèle cellulaire est également un paramètre très important. En effet, en fonction 

de la lignée cellulaire utilisée (humaine, animale, etc.) et du tissu dôorigine, les cellules vont 

être plus ou moins sensibles à une exposition à des nanomatériaux manufacturés. De par leur 

origine, elles peuvent utiliser des voies m®taboliques diff®rentes, nôont pas forc®ment les 

m°mes r®cepteurs ¨ leur surface membranaire, les m°mes capacit®s de r®paration de lôADN 

et peuvent avoir des statuts antioxydants différents. 

Par exemple, la génotoxicité des nanomatériaux dépendant majoritairement de mécanismes 

oxydants, si des cellules pauvres ou démunies en systèmes antioxydants sont utilisées, les 

effets peuvent être exacerbés. 

 

Il faut donc choisir un modèle cellulaire : 

- préférentiellement dôorigine humaine et, dans la mesure o½ lôinformation est disponible 

(donn®es dô®tudes de toxicocin®tique), repr®sentatif dôun organe possiblement 

exposé ;  

- dont la représentativité biologique et les performances ont été caractérisées (origine, 

capacités de détoxification, systèmes antioxydants, endo et exocytose, etc.). 

 

Enfin, concernant la méthode de culture et le mode de traitement, plusieurs choix sont 

possibles: 

- de façon classique, en 2D, en monocouches ; 

- en co-culture ; 

- sur des inserts pour faire croître les cellules en trois dimensions, pour travailler sur 

plusieurs compartiments. 

 

Le design concernant la méthode de culture et le mode de traitement mis en place doivent être 

argumentés. 

 

o Le choix du modèle animal 

 

De façon générale, comparativement aux modèles cellulaires, il existe moins de restriction 

pour le choix du modèle animal et les espèces recommandées dans les lignes directrices 

peuvent être utilisées.   
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Pour les études toxicocinétiques, lôesp¯ce animale choisie doit °tre pr®dictive pour lôHomme, 

ce qui peut °tre complexe en raison des ph®nom¯nes dôopsonisation29, qui varient dôune 

esp¯ce ¨ lôautre. 

Ainsi, en cas de réalisation dôessais in vivo, le choix du modèle animal doit également être 

argumenté même si pour des expositions par voie orale, les recommandations des lignes 

directrices peuvent être appliquées.  

 

¶ Interférences avec les paramètres mesurés  

Les nanomatériaux peuvent interférer avec les constituants des milieux utilisés dans les tests 

dô®valuation de (cyto)toxicit®, en particulier avec les r®actifs utilis®s (colorants, agents 

fluorescents, etc.) ce qui peut entraîner un biais dans la réponse. 

Des incompatibilités avec certaines conditions expérimentales peuvent également être 

observées, en particulier pour les deux tests de génotoxicité couramment utilisés : le test des 

com¯tes (test de fragmentation de lôADN), et le test du micronoyau (test dôaberrations 

chromosomiques)30. 

En effet, pour le test du micronoyau in vitro, la cytochalasine B est souvent utilisée dans le 

protocole standard pour bloquer les cellules à une certaine phase de la mitose31. Cependant, 

cette substance inhibe lôendocytose des nanomatériaux ce qui entra´ne un risque dôobtenir un 

r®sultat n®gatif qui nôest pas pertinent. Si lôutilisation de cytochalasine B est requise, elle doit 

donc être ajoutée après quelques heures ou en fin de traitement.  Par ailleurs, en fonction de 

la nature du nanomatériau, lôaccumulation dans le cytoplasme peut g®n®rer des interf®rences 

sur la lecture du test avec le risque que des micronoyaux puissent être occultés par les 

nanomatériaux (Charles et al. 2018; Jalili et al. 2018). Cependant, dans ces 2 cas, des 

adaptations du test sont possibles. 

Pour le test des comètes, la présence de nanomatériaux résiduels postérieure au traitement 

peut entra´ner des interactions avec lôADN lors de la phase dô®lectrophor¯se, ce qui risque de 

générer un résultat positif ou négatif non pertinent. 

Il appara´t donc n®cessaire dôapporter des modifications et des adaptations pour améliorer la 

sensibilité et la spécificité des tests, en particulier in vitro, ce qui permet dôéviter la réalisation 

de tests in vivo qui sont g®n®ralement mis en îuvre en cas de r®ponse significative dans les 

tests in vitro. 

Il est important de noter que des interférences sont également susceptibles de se produire 

entre certains nanomatériaux et certains tests de cytotoxicité in vitro (Guadagnini et al. 2015). 

Il est donc recommandé pour établir sans ambiguïté la cytotoxicité de nanomatériaux : 

- de tester les interférences possibles avec les réactifs et les conditions du test en 

commençant par des contrôles acellulaires pour vérifier que les nanoparticules 

                                                
29 Opsonisation : processus biochimique par lequel une mol®cule recouvre la membrane dôune cellule cible pour 
favoriser sa phagocytose. 
30 Aberration chromosomique : altération au niveau des chromosomes (anomalie qui peut être de structure ou de 
nombre). 
31 Mitose : les événements chromosomiques de la division cellulaire. 
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nôinterf¯rent pas avec les r®actifs et avec le type de mesure mise en îuvre lors du 

test ; 

- dôutiliser en parall¯le au moins deux types de tests, bas®s sur des principes diff®rents. 

 

Il est ®galement important de tester les art®facts dus aux conditions de culture (utilisation dôun 

simulant de fluide biologique, contenu protéique du milieu, utilisation de sérum bovin versus 

sérum humain (Pisani et al. 2017) et des interactions possibles avec les nanomatériaux.   

Dans les modèles de co-cultures in vitro lôutilisation dôinserts (type Transwell) peut entraver la 

translocation par lôadsorption des nanomatériaux sur ou au sein du filtre. Il convient donc 

dôeffectuer les contr¹les ad®quats dôune ®ventuelle r®tention des nanomat®riaux au niveau du 

filtre de lôinsert en condition acellulaire. 

3.2.5.3. Données toxicologiques requises 

Comme mentionné en préambule et décrit en Figure 9, la méthodologie relative à 

lôidentification et la caract®risation du danger de la fraction nanom®trique des nanomat®riaux 

repose sur une approche séquentielle. En première intention, le GT a établi la liste des 

données toxicologiques requises. Les résultats issus de ces études vont conditionner la mise 

en place dô®tudes toxicologiques compl®mentaires. Les interactions entre ces différentes 

études sont schématisées en Figure 12 et explicitées ci-dessous. 

 

 

Figure 12. Liste des données toxicologiques systématiques requises (en bleu) et des études 
toxicologiques complémentaires (en vert).  

 


