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AVIS
de | 6Agence nationale de s®cur
| 6al i medeatbenyvironnement et d

relatif aun guided 6 ®v a | dartsque sanitaire spécifique aux

nanomat ®r i aux dans |l es produits destinge
L6Anses met en Tuvre une expertise scientifigqgue ind®pendant
L6Anses contribue principal ement donuasisnuerserd el al &se®ncvuirriotn@® esnaenn
et de | 6alimentation et ° ®valuer | es risques sanitaires qlt
Ell e contribue ®gal ement ° assurer dé&werdes apnauxtetdelasapé ot ect i o
des végétauxetddbautre part ~ | 6®valuation des propri®t ®s nutritior
Elle fournit aux autorit®s comp®tentes toutes | es informa

scientifique technique n®cessai rshatves et réglén®mtards @tradatmiseen des di s
Tfuvre des mesures de gest-ldurcodddelarsan® publigue) arti cl e L. 1313
Ses avis sont publiés sur son site internet.

LOAnses a ®t ® saisie | e 17 octdidrad i 2n&hG agaronl g DC
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 |l a r®alisat
suivant e : demande dbéavi s rel ati f aux nanomat
| 6al i ment ati on.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Contexte

Dans de nombr eux domai nes comme c el uériand e | 6a
manufacturés sont utilisés pour leurs propriétés propres a la nano-échelle (propriétés optiques,

mécaniques, etc.) ainsi que pour leur importante surface spécifique. Les nanomatériaux
manufactur®s peuvent °tre ajout®s volontairement
gubdadditifs technol ogiques dans la formulati on
alimentaires.
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Les nanomat ®rciivenupas dans unge feglemsntation spécifique, mais sont régis
par diverses réglementations sectorielles déja existantes (CE n°258/97", UE n°1169/2011°

UEn°10/20113,etc. ) . La question de | 6harmonisati on
enjeux et préoccupations soulevés par des organisations de la société civile, principalement
des organisations non gouvernementales (ONG), quant aux hanomatériaux en général et dans

sur

|l 6al i mentation en particulier.

La coexistence de d®&f i maomatériaunas sein @etced réglgmentaions d 6 un n
sectorielesc ont ri bue ° entretenir des confusions, not a
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 | e champ de | 6anal
la lecture de | 6avis, des pr ®diesic aidess®asont apport

Dans le cadre de cette saisine, la notion de production intentionnelle fait référence a une
production délibérée de particules de taille nanométrique du nanomatériau manufacturé (voir
gualification partie 3.1). La notion de production non intentionnelle fait référence a une
production non souhaitée de particules de taille nanométrique du nanomatériau manufacturé.

Le GT emploie le terme «ddadj onct i oén Ivoorlsognutdauinree s ubstance

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. ||l emploie |l e terme dbéadjoncit
contenant ou susceptible de contenirdesnanomat ®r i aux manufact ur
technologique de se retrouver dans les denrées alimentaires.

A titre doil FPest rwuarn iaoddi tlief Eallirhent aire doa
alimentaires et pour lequel la production de parti cul es de taill e
intentionnelle. Le E551°e st un additif alimentaire doadj

pour lequel la production de particules de taille nanométrique est intentionnelle. Le E 551 est
également utiliséen t ant qudauxi lldrsadé lafermulaton tes alimentg, idans |e
cesecondcas il néa pas vocation technologique

Objet de |l a saisine et p®rim tre doé®tude

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

1 Reglement (CE) n° 258/97 du Parlement européen et du Conseil du 27 janvier 1997 relatif aux
nouveaux aliments et aux nouveaux ingrédients alimentaires.

2 Réglement (UE) nA1169/ 2011 concernant Il 6i nformation
alimentaires.

3 Reglement (UE) n°10/2011 de la Commission du 14 janvier 2011 concernant les matériaux et objets
en matiére plastique destinés a entrer en contact avec des denrées alimentaires.

4 E 171 : additif alimentaire a base de dioxyde de titane.

5 E 551 : additif alimentaire a base de silices amorphes synthétiques.
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1) Réaliser une étude détaillée de la filiére agroalimentaire ;
2) Prioriser les substances et/ou produits finis en fonction de critéres pertinents ;

3) Réaliser une mise a jour des données disponibles (effets toxicologiques et données
ddéexposition)

4) Etudier | a faisabilit® ddéune ®valuation d
nanomateriaux ;

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

Afinder ®pondre ° ces demandes, | 6Anses a propos® I ¢

1 Phase 1: réaliser une étude détaillée de la filiere agroalimentaire ;

1 Phase 2 : mener une analyse des critiques et des contestations relatives a la présence
des nanomat ®r i aatxi dranest | dad i dnefnft®r ent es di men
(scientifiques, réglementaires, économiques, sociétales) ;

1 Phase3: consi d®rer | a question de | 6®valuation
nanomat ®r i aux manuf act ur ®sntend dads] lesnproduitso n vol
destin®s “ | 6alimentation humaine identifi ®s

points suivants :

-la priorisation des substances et/ ou produi
pertinents ;

-l a r ®al i s ateides donrEés dispenibleseffets toxicologiques et données
déexposition) relative aux substances pr ®al

Le champ ddéinvestigation diréquerneatt dawe nammraatédauxn e SO |
déoadjonctiadmnsoll @t & inane tela tonoerne: h u m

- 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 matieres

premi res, des aliments ou de | deau mais nodoayal
retrouver dans les denrées alimentaires ne seront pas considérés dans le cadre de ce travall,

cela concerne :

- desr ®si dus dbéauxiliaires 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
| 6eau (MCDE)
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- des r ®si dus de adducton deg BaexnDestindes a thConsommation
Humaine (EDCH) ;

- des résidus de médicaments vétérinaires ;

- des résidus de traitements phytosanitaires ;

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

- 00U e n c atreenambrbageriaux dus (ou liés) a la contamination fortuite de la chaine
alimentaire.

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

compte tenu du manque déinformation reldag i f ” I
compl ®ments alimentaires concern®s et des habit.
pas été considérés au sein de cette saisine.

Léexclusion de ces nanomat ®ri aux ne pr®sage pas
Les nanomatériaux présents dans les résidus cités ci-dessus ainsi que ceux utilisés dans les

compl ®ments alimentaires pourront faire | 6obj et
saisine ultérieure.

En 2020, dans l e cadre de cette s &ingddgramteless | 6 Ans
conclusions et recommandations du GT nano et alimentation et du CES ERCA relatives aux

deux premi res phasawowy: déi ) 6kbape®nil sesati on dbéune
filiere agroalimentaireet (i i ) | 6 anal pestationd mlatives & la présencealdss/ ¢ o n
nanomat ®r i aux dans |l 6ali mentati on et des di f f
(scientifiques, réglementaires, économiques, sociétales). Des premiers éléments relatifs a la

phase 3, en | ien avalkudtai ognueddds oni deuelsdb® ort ant

nanomat ®r i aux manuf act ur mtsfgatbemt®ié abordés.i on vol ont ai

L 6 o b jde présent avis est de proposer un guide scientifique et technique décrivant la
méthodologie & mettre en place dans | e cadre de | 6 ®vdellaufeattionon du
nanométriqgue des nanomatériaux manufacturés utilisés en t ant gudadditifs a
Lé6®valuation du risque relative aux nanomat ®r i al
pas été considérée dans ce gui de du f ai't de | 6utilisation de
di ff® rents (notamment pour |l es calculs dbébexposit

La mise en application de ce guide a des cas concrets de nanomatériaux manufacturés fait
| 6obj et d 6 un etquise pourduit, et Geraxpuldié ultérisurement dans un avis
distinct.

6 Nanomat ®r i aux dans |l es produits desti n
https://www.anses.fr/fr/system/files/ERCA2016 SA0226Ra.pdf
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2. ORGANISATION DE LEXPERTISE

Loexpertise a ®t ® r®ali s®e dadhox Quakté en expeptisecit de | e
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L6Anses analyse |l es liens doéint®r°ts d®cl ar ®s peé
|l ong des travaux, afin dé®viter |l es risques de ¢
l e cadre de | 6expert i gsaes extperts somt f@edues publiguesovimse d 0 i nt «
site internet de | 0Anses (www. anses. fr).

L6Anses a confi® au gtoabemdept atavnani €, craanhach®
spécialisés « Evaluation des risques liés aux agents physiques et nouvelles technologies »

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

| 6i nstruction de cette saisine.

Les travaux doboexpert iosété shumis géguicuement adxeCES APaet a i |
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

31.M®t hodol ogi e do®val uanbmat ®ui nugqpeEEPas ®rapa
analyse et commentaires du GT nano et alimentation

L BFSA a publié en 2018 un guide scientifique et technique (EFSA 2018) proposant une
m®t hodol ogi e gl obal e et s®quentielle do®val uat
nanomat ®r i aux utilis®s dans | es domaéesnoeneaude | 6 al
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

déautorisation dbéempl oi de nanomat ®r i aux. 1 per
dans | eur d®marche do®valuation du risque.
Ce guid e d®t ai |l | e | 6 e ns ereldtifis eaux chatisns Rl d@finidoms des
nanomatériaux, de caractérisation physico-c hi mi qu e, de di ssogluti on
d6i dent et te caractérisation du danger devant étre considéréspour | 6 ®val uat i

risque liée a la présence de nanomatériaux dans la chaine alimentaire humaine et animale.

Les sp®cificit®s des nanomat ®r i aux ERSAto®@BUW® i nt ®g
l ong de | a m®t hodol ogi e dé®val uati o d@®wvalswautei, o
du risque dite « nanospécifique ».

Léapproche s®quent ERSA les illuptréeogn d-iguteel epgars 6litnt ®r es s e
guestions 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 ?

Physicochemical characterisation;
See Section 4;
Is the material a nanomaterial?

No Yes

|

Characteristic of the nanoscale;
See Section 3.1;
Does the material have properties that are characteristic of the nanoscale?

No | Yes

<

A

In vitro digestion;
See Section 6.2.1;

Follow safety " . AT — -
9 Does the material quickly degrade in in vitro digestive tract conditions?

assessment
according to
the relevant |

EFSA Yes No
Guidance for [
conventional
materials Assessment of stability in lysosomal fluid and in vitro testing;
See Section 6.2.2 and 6.5;
Is there a potential for the material to be biopersistent
andfor hazardous?
No
<+ Yes

Hazard identification: in vivo testing
See Sections 6.7 and 6.8.;
Are there adverse effects in vivo?

No #

Yes
Exposure assessment Hazard characterisation
See Sections 5 See Sections 6

}

Risk characterisation
See Sections 7

Figurel.Logi gramme pr egpSdp® ®pant hdt | approche s®quenti el
risque des nanomatériaux’.

Commentaires du GT nano et alimentation

Le GT nano et alimentation a expeFSAiesa@dentifé docum
certaines limitations listées ci-dessous et détaillées dans les parties suivantes.

- Nanomatériaux et définitions considérés dans le cadre d bune ®val uati on dt
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 débanal yses empl oy ®e sdes particules | a me
constitutives des nanomatériaux manufactureés ;

- 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 d e actufulation intracellulaire des nanomatériaux) ;

- Etudes toxicologiques consi d®uaa du risque s | e
nanospécifique.

9 Discussions relatives aux nanomatériaux et définitions considérés dans le cadre des
évaluations du risque nanospécifique

Le gui BrRSAabesiddred 6 ensembl e des nan-dasdus®r i aux d®cr i

- les nanomatériaux manufacturés répondant a la définition des reglements sur les Novel
Food n°2015/2283 et | dornmation des consommateurs INCO n°1169/2011, i.e. les
nanomatériaux composés de particules appartenant a la nano-échelle (1-100 nm) (EFSA
2018) ;

- les autres mat®riaux contenant des particul e
présentant des propriétés caractéristiques de la nano-échelle (comme une large surface
spécifigue ou un comportement toxicocinétique différent par rapport a la forme non
nanométrique) devront également étre considérés (EFSA 2018) ;

- les matériaux qui ne sont pas manufacturés en tant que nanomatériaux mais qui
contiennent une fraction de particules inférieure & 50 % en nombre dans la distribution en
taille avec une ou plusieurs dimensions dans la gamme de 1 a 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®vel oppement ddautres mat ®r i aux nanom®tri g
encapsulés) (EFSA 2018) ;

- |l es nanomat ®r i aux const i den®ees mas@réEenanndes ¢ hi mi
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 a la recommandation (et ses révisions futures) de définition
de la Commission européenne (bien que cette recommandation soit en cours de révision)
(EFSA 2018).

Comme ®vogqu®dedanh D AInG &« ragpalé dan8 & @ocument, la méthodologie
d évaluation du risque (ERS) proposée par le GT nano et alimentation se limite aux
nanomat ®r i aux manuf act ur Raimentaires! Dass ®sconeexte, e @Th t guba
a établi sa propre qualification du terme nanomatériau manufacturé car les notions
déintentionnal i te®nanbredeeartisues, felles gdeemelmioniiees dans les
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définitions réglementaires,n 6 ont pas ®t ® jug®es pertinentes ni
GT (section 3.2.2). Pourrappel,cet t e qual i fication néa pas de val

1 Discussions relatives aux techniques analytiques utilisées pour la mesure de la taille
des particules constitutives des hanomatériaux manufacturés

La détermination de la taille des particules constitutives est une étape essentielle tout au long
de | a d®mar dohau rigtie ®as adnamatériaux. Elle permet notamment de vérifier
si les matériaux étudiés répondent aux critéres physico-chimiques utilisés pour les définitions
réglementaires ou, dans le cadre de cette saisine, pour la qualification d 6 wanomatériau
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 a la
nano-échelle (section 3.2.4.5) ou encore pour les étapes de regroupement (grouping) et de
lecture croisée (read across) pouvant étre utilisés lors de la caractérisation du danger (section
3.2.5.1).

LBFSApr opose | 6 plasiedrsitechmiguesdnadépehdantes pour la mesure de la taille,

| 6 udnbee étantela microscopie électronique. Si | 6 0 b anicmoscapie Electnonicrien

ndest pas possi bl dternaticke ¢ 6 it madherriigale P e uv e Ikl °tre
compl ®ment techhgpbesahnégti ques nd®t ant palesqueas ®es s |
diffusion dynamique de la lumiére (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 étre utilisés. En

effet,c et t e technique est celle pr®sentant | e moins
dans le traitement des résultats. Elle est donc la plus adaptée et la plus robuste pour

d®t er mi ner dans tlhmoaphotogid de ces partidulesi | | e e

Les observations en microscopie électronique permettent également de distinguer les
particules isol®es de cell es engtaeg@leresconanands ei n d o
de coupler systématiquement les observations en microscopie électroniqueavec de | 6anal
dispersive en énergie (EDX®) afin de | imiter (ed:onareraatésiaaxt i on  d ¢
autres que celui doéint®r=°t)

1 Discussion relative a la présence des nanomatériaux dans les denrées alimentaires

Le panel d &ESAmorde Iaquektoon de &a présence des nanomatériaux dans les
denrées alimentaires dés les premiéres étapes de sa méthodologie. Si des nanomatériaux
sont obser v®s au sein de matrices alimentair
« nanospécifiqgue » devra se poursuivre et étudier les phénoménes 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

°LOEDX permet doéidentifier | es ® ®ments chimiques con:
électronique
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conditions du tractus gastro-intestinal. Au contraire, siaucunnanomat ®r i au nodest ob

sein des matrices al i me nsgue suive sine approchesstahdér® ial uat i ¢
aucune donn®e quantitative nbéest disponible quar
les alimentsouaux ph®nom nes de EBSAps olpwtsieord,06 ®lt @ bpirer | e s

des cas » a savoir considérer que la totalité des nanomatériaux initialement ajoutés dans les
denrées alimentaires sont ingérés puis absorbés sous forme de particules nanométriques.

D6 apr s lalgaeantific@tion des nanomatériaux dans les denrées alimentaires est une
®t ape indispensabl e po(gectiod3€24). Gepehdan, le ST ddiextpeorsri d g e
sur la pertinence d 6 i n td@sgétudes de dissolution et de quantification de hanomatériaux,

contraignantes, longues et colteuses, sur | 6ensemble des denr ®es al
d s |l es premi res ®tapes de | a .mE®effat,odddoal porgise |ded «
documenEFSAMEeObaAaidbgui | | age de IcHe BtBnHardvoe nasospécifigue ap pr o

impliqgue de mesurer les phénoménes 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| 6 ens emb | e d aoit@étesnisanat r i c e
en place et les différentes étapes analytiques devront étre optimisées en fonction de la nature

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

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

sous forme dissoute dans | dali mentinvyadufaitde nouve.
conditions physico-chimiques différentes). Le GT nb6a donc p a sthodoiogie®gr ® d a
les mesures de dissolution dans les denrées alimentaires.

9 Discussion relative aux phénoménes de dissolution dans les conditions du tractus
gastro-intestinal

Dans son avis de 2020 (ANSES 2020), | 6Anses avait anmdposée@®arl a m®t
| EESA relative aux phénoménes de dissolution. Brievement, dans le document guide de

IEEFSA, | e p an eihdiqubid que 9 mains de 12%° en masse du matériau de départ
étaientprésentss ous f orme nanoparticulaire rapvdu@en3 0 mi n
du risque ne nécessitaitpas | a mi se en place dobébune approche d
nano et alimentation avait mis en lumiére plusieurs limitations relatives aux paramétres utilisés

dans | 6®l ab or ddemi-wiendesinanornatériasxetemps de passage de la barriére

intestinale, propriétés intrinséques des nanomatériaux). Du fait de ces | imita
pas retenu le seuil de dissolution proposé dans le g u i d e EF8Ae Dahsice contexte, une

approche analytique alternative relative a la caractérisation de la dissolution des
nanomatériaux avait été proposée par le GT nano et alimentation dans ladis de| 6 Anses de
2020™ et rappelée dans la section 3.2.3 de ce document.

10 L e 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) ai nsi que dans | 6avis Anses 2020 sur | es
11 https://www.anses.fr/fr/system/files/ERCA2016SA0226Ra.pdf
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9 Discussion relative aux phénoménes de bioper si st an cacumeldtion d 6
intracellulaire

L6®tude de | a biopersistance et d EFSA éoastste a mu | at i
mesurer les phénomeénes de dissolution des nanomatériaux dans des conditions lysosomales
(i.e. dans des conditions de pH si mul ant | 6environnemen.tOr,intern

| 6 a b s adesmanonmtériaux par les cellules peut passer par différents mécanismes. Parmi

ces mécanismes, certains dits « actifs » peuvent aboutir & la formation de lysosomes au sein
desquel s |l es conditions asdavalisesladégradatian/dssol@i®ore nce d o
des nanomatériaux. Ainsi, la mesure de la stabilité des nanomatériaux dans ces conditions
permettrait do ®ncaétied@ accumelation inpaeellutaires Auanéme titre que

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

du matériau de départapres 72 h doéi ncubat i @ra E&SA®EN @sgousdgpce s ®
seuvileten]l 6absence de toxi cit® obnvigapro@sée dansdeglice bat t e
d e EFSA, la poursuite de| 6 ERISt e nanosp®cifiqgue ndest plus n(
standard peut alors étre mise en place. Le GT nano et alimentation réitere 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 pl us, | es p h®n samt dee mécadiimasb s or pt i
compl exes et pouvant suivre diff®rentes voies d
schématisées en Figure 2.

Macropinocytosis(>1Jm)

Phagocytosis Clathrin-independent Caveolin-dependent

Endocytosis(~120 nm) Endocytosis (~60 nm)

/o Clathrin-dependent
l_//;\\ Endocytosis(~120 nm)

oH: 4.5-5.2 —— /&f\p i
3\ (5267
re \:. /ﬁ

Late endosome

@ solid Particle holo-Tf DL A EGF M Apo-Tf

@ Nonoporticles  § TR 2 ¥ or S B o
b Clathrin ® Folate A R

Figure 2. I Il lustrati on des di ff®rentes voi es déinternaldi
(Yameen et al. 2014)
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Ces mécanismes ne sont pas encore completement élucidés. L 6 i | | uFgdre 2andigue n e n

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

®t apes interm®di aires peuvent aiguiller l es nar
cell ule tels que | 6appareil de Gol gi , |l es mitocho

le noyau. A titre d Ges ¥tadesp (Sleveng et dal. 2006) ont montré que des
nanoparticules de silice internalisées au sein de cellules cancéreuses humaines (HelLa) étaient

en mesure de sO6®chapper des endosomes en fonctic
(plus la charge de surface est négative et plus les nanoparticules de silice sont en mesure de
sO®chapper de&fnémndoswadaad rd®mandsd arpdtiigmwmant pas | a
de lysosomes, telle que la voie paracellulaire, ont également été observées pour le passage

de la barriére intestinale (Coméra et al. 2020). Ainsi, dans ce contexte,leGTn6éa pas reten
cette étape de dissolution au sein des lysosomes et estime que seule la notion de dissolution

au sein du tractus gastro-intestinal doit étre considérée.

T Discussions relatives aux ®tudes toxicologioc
évaluation du risque nanospécifique.

De maniére globale, les méthodologies d 6i denti fi cati on et de car ac
propos ®eEESApdar |II6Anses sont proches et reposent :
(tiered approach). Les résultats observés lors des études in vitro, de toxicocinétique et sub-

chroniques requises vont condito nner | a mi s e e n conpléraeataires d 6 ®t u d
approfondies. Cependant, certaines modifications ont été apportées par le GT. Les principales
di ff® ences relatives ~ | 06identificati oenGTet | a

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

- Labioper si stance et | 6accumulation intracell ul a
sont pas considérées ;

- Larecherche des biomarqueurs précancéreux (cellules prénéoplasiques) au niveau du
tractusgastro-i nt est i nal est syst®mat i que oetoxitité mi se e
orale a 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 [EESAn 6 ont pas ®t ® ado
par le GT « nano et alimentation » comme évoquées précédemmentai nsi que dans | 0
| 6Anses de 2020. Les principaux ® ®@omesuméscindayant
dessous ainsi que dans le tableau en conclusion :

- Le GT ndbemploie pas | es m° mes &BA.iIEndffetilaons que
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 n 6 o nt pas ®t ¢
retenues pour la mesure de la taille des particules constitutives ;
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Les mesures de dissolution des nanomatériaux dans les denrées alimentaires n 6 o n t

pas ®t® retenues comme un param tre ° consi dEg¢
nanospécifique.

Les seuils de dissolution proposésp a EFSAd 6 ont pas ebde®stratégiese nu s
analytiques alternatives pour la mesure de la dissolution dans les conditions du tractus
gastro-intestinal sont proposées ci-apres par le GT ;

Les notions de biopersistance et d 6 a ¢ ¢ u mintraeetiulaicert el | es qudo®val u®
travers de la dissolution lysosomale ne sont pas intégrées dans la méthodologie du

GT;

Des modifications ont été apportées concernant les études a considérer pour

| 6identification et |(varlacaclusien). ®r i sation du dar

m®t hodol ogi e déo®val uati on du ri sque nanospe@

alimentation est présentée de maniere séquentielle dans les sections suivantes et résumé en
figure 3.

322 M®t hodol ogi e do ®v al udetla dractiord manométrsqgeu des

nanomatériaux manufacturés proposée par le GT nano et alimentation

3.21. Description gl obal e de | a m®t hodol ogi e
nanospécifique

L BRS de la fraction nanométrique des nanomatériaux manufacturés repose sur des concepts
identiques a ceux mis en place pour | 6 E de$ substances dites conventionnelles. Les trois

fondatonsde | 6 ®val uation diu risque consistent
- Caract®riser | es substances -dhimnigoet;®r °t dbéun pc
- D®t erminer | es niveaux dbéexposstahcesgn des consc

Identifier et caractériser le danger de ces substances

Les nanomatériaux présentent des spécificités physico-chimiques particuliéres qui leur
conféerent 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.

| d ®al e BERSmdvrait élredmenée spécifiquement sur chacune des particules constitutives
dunanomat ®r i au ®t udi ®. Cependant , cette approcht
scientifique et technologique. Les nanomatériaux doivent donc étre considérés comme des
mélanges complexes au sein desquels des tentatives de regroupement de particules
(grouping) et de lecture croisée (read across) peuvent étre mises en place pour mener a bien
| éGaluation du risque du consommateur exposé a ces nanomatériaux manufacturés (section

3.2.5).
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Les spécificités des nanomatériaux ont été intégrées a différentes étapes de la méthodologie
do®valuation du risque propos®epawr sled ®l akeo rcet ida
gualification d 6 unanomatériau manufacturé, lors des étapes de caractérisation de la
dissolution, de la déterminationd e | 6 e x p 0 s i tdésdomicologigued & consi@éreu La
Figure 3 illustre les principales étapes de cette méthodologie dite « nanospécifique ». Ces
étapes doivent étre abordées de maniere séquentielle :
- Etape 1: Le matériau étudié répond-il a la qualification dun nanomatériau
manufacturé ?
- Etape 2: Le nanomatériau est-il entierement dissout dans les conditions du tractus
gastro-intestinal ?

- FEtape 3:
a: Quel s sont |l es niveaux dléfmctipnmanontétrioner des ¢
du nanomatériau manufacturé ?

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

- Etape 4: Les données relatives a la caractérisation du danger et aux niveaux
d 6 e x p o s i-¢llesauifisagtesmpaur mener la caractérisation du risque ? Si oui, la
fraction nanométrique du nanomatériau manufacturé présente-t-elle un risque ?

Léensemble de ces dnhsdepseaions a-aessoud.®cr it es

Le matériau est il ur'l nafw'materlau Etape 1
manufacturé avéré ?
ERS __hon l oui
standard ) - — -
Reste t-il des nanomatériaux manufacturés
apres étape de dissolution dans les Etape 2
conditions du tractus gastro intestinal ?
| oui
Etape 3a I 1 Etape 3b
Quels sont les niveaux d’exposition des Quels sont les effets sur la santé de la fraction
consommateurs a la fraction nanométrique du nanométrique du nanomatériau manufacturé ?
nanomatériau manufacturé ?

Etape 4

Les données pour la caractérisation du danger ET le
calcul des niveaux d’exposition sont elles suffisantes ?

non l oui
. . . . A\ 4
Ca racte.rlsatlop du risque La fraction nanométrique du
impossible . . L
nanomatériau manufacturé présente-t-
elle un risque ?
Figure 3. Logi gr amme pr ®sentant | a m® alhatah o luo gisqgae gl ob al

nanospécifique développée par le GT nano et alimentation. Des précisions sur les étapes de
cal cul dbéexpositi on dedangkresont iadiquées dansiles &iguredbret Figure 9.
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3.2.2. Etape 1: le matériau répond-t-il a la qualification de nanomatériau
manufacturé ?

Méthodologie

La premiére étape consiste a déterminer si le matériau étudié correspond a un nanomatériau
aveére, i.e. s répond a 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 | 6Homme ~ des fins applicatives et compos®
présentant au moins une dimension comprise entre 1 et 100 nm (nano-échelle).

Les dimensions des particules constitutives peuvent étre supérieures a 100 nm si ces
derniéres présentent une surface spécifique importante ou des propriétés propres a la nano-
échelle.

Les particules constitutives peuventbagg | oe®r au & ¢
dont les dimensions peuvent étre largement supérieures a la nano-échelle.
Les mat ®r i aux pour |l esquel s | a fraction nano
intentionnellement au cours des processus de fabrication rentrent dans le cadre de cette
gualification.

Les d®tails relatifs ° | 6® aboration de cette qu
2020 (ANSES2020) rel ati f ° la premi re phase de | 6expe
éléments sont rappelés brievement ci-dessous.

Le GT a d®ci d® de ne pas tenir compte du seuil (o

mentionné dans la recommandation de définition de la Commission européenne??. Ce seuil ne

repose sur aucune considération sanitaire, analytique ou technologique.

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

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

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

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

(sp-ICP-MS) ou encore par fractionnement d&é ®coul ement LadGT estithequep ( A4 F)
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 matiere a

| 6®chell e nanom®triqgue peuvent °t ruméniecamgesénent al e
de taille supérieure ou sous forme moléculaire. Les propriétés propres a la nano-échelle sont

associées a une grande surface spécifique par rapport aux formes non nanométriques (et donc
potentiellement a une grande réactivité chimique ou biol ogi que) ainsi qguod” d e
physiques ou chimiques particulieres (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 étre considérée comme une

12 Recommandation (2011/696/UE) de la Commission du 18 octobre 2011 relative a la définition des
nanomatériaux.
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technique semi quantitative (estimation du nombr
nm). De plus, différentes observations en microscopie électronique ont montré que les
nanomatériaux utilisés comme additifs alimentaires sont souvent observés sous la forme

dbagr ®gats/ aggl om®rats. Ce ph®nom ne peut °tre |
alimentaires, a la nature physico-chimique des nanomatériaux et aux protocoles de

pr ®parati on de alnd ®d barmbtsielrlvan i on en microscopie
de détection analytique ne peut pas étre établie par le GT.

Cependant , afin de | imiter |l es difficult®s dobéint
électronique, le GT propose de mettre en place la procédure suivante. Les observations en

microscopie électronique devront étre effectuées a partir de 3 préparations indépendantes

i ssues doébun m°me | ot du mat®riau ®tudi ®. Pour ¢
mesurer latailledes particul es ° parti 00pdriculesé mmingal at i on
300% particules observées sur une dizaine de champs microscopiques (choisis de maniére

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 doéobservation devront °tre me
moins 1 particule appartenant & la nano-®c hel | e, " | 6 ®téa tdansl unb r e ou
agrégat/agglomérat est observée sur chacune des 3 préparations, alors le matériau répond a

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 |l imiter l es ambigupt®s doéinterpr®tati on
débune faible fraction nanom®trique, un t®moin n®
le milieu de dispersion (i.e. sans le matériau étudié) permettra de mettre en évidence

do®ventuell es contaminations de | 6®chantill on
i nstruments de | aboratoire, etc.). Léassociati on
de sbassurer gue | es obj au méme dénent chidgue gue et const

matériau étudié. Le GT recommande, dans le cas d'une observation au ME a balayage,
d'utiliser la procédure de spin coating telle que décrite en section 3.2.4.5 pour la préparation
des échantillons.

Décisions

Silemat ®r i au ®tudi ® ne correspond pas ~ | a qualif
du risque suivra une approche standard. Dans le cas ou le matériau est identifi€ comme étant

un nanomatériau manufacturé selon la qualification établie par le GT,alor s | 6 ®t ape 2
suivie.

B Audel ” déune population de 300 particules, |l es dis

impactées lorsque le nombre de particules considérées augmente.
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3.2.3. Etape 2: reste-t-il des nanomatériaux manufacturés aprés étape de
dissolution dans les conditions du tractus gastro intestinal ?

L6®t ape 2 consiste 7 d®terminer si des nanomat @
apr s une ®tape de dissolution au sein det si mul a
al.(2017) s 6est interess®e "~ | 6influence de param tres

cristalline sur le comportement de solubilisation de nanomatériaux inorganiques. Dans cette
étude, deux matériaux ont été testés : ZnO et TiO,. 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 TiO- a résister aux altérations
chimiques/biochimiques était égale ou supérieure a 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
nanomeétriques ont présenté une solubilité significativement plus élevée a pH acide (par
rapport au pH neutre).

Des modeles de digestion in vitro o n t d®j " fait | 60 hgs ednditiche publ i
opératoires utilisées au sein de ces modéles reflétent, avec différents degrés de complexité,

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

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

dans le projet NANOREG (livrable D5.02).

Auvudel 6absence de tests standardi s®s et de | a di\
|l e GT nobdest pas en mesur e, " | 6heure actuell e,
précisément tous les parameétres physico-chimiques a considérer et transposables a

| 6ensemble des nanomat ®riaux identifi®s dans | e

sein de cet avis des stratégies analytiques et liste les facteurs qui requiérent des points de
vigilance tels que les paramétres intrinseéques 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 étre adaptées aux spécificités
de chaque nanomatériau manufacturé et le choix des conditions experimentales mises en
place par les opérateurs devra étre argumenté.

Afin do®t udi ers dé dissolutpm @es manonmatériaux, le GT propose deux

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

paragraphe suivant)s i mpl e ° mettre en Tuvre et permettant
laprésencedesnanomat ®r i aux manuf act ur ®s Enacasde résulthtd ®t a p e
négatif, et afin de limiter le nombre de conclusions de type faux négatifs, la stratégie 2

(détaillée dans le paragraphe suivant) devra étre appliquée.

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

Stratégie 1
3) Analyse au ME-EDX

Nanomatériaux -
. 2) Incubation . A
testés . Observation nano @ mmp | ERS nanospécifique

2ha37°c

0 “ Observation nano @ - | Stratégie 2

1) Suspension dans un
simulant du tractus gastro
intestinal

Figure 4. Schéma analytique de la stratégie 1 permettant de répondre a la question relative a 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 dé®valuation du risque par voie
des nanomatériaux au sein de simulants du tractus gastro-intestina. Du f ait de | 6abse

conditions opératoires standardisées, le GT laisse le choix aux opérateurs de fixer la
composition du milieu dispersant. Cependant, la composition des milieux devra étre clairement

décrite et les choix argumentés. Af i n dbéexposer l es nanomaHt ®r i au x
observées lelongd e | 6 ap p arlesindnomatériuex sdrontfmis en suspension dans
deuxsimulants: | 6un °~ pH 1 et | 6autre ° pH 7, ces deux
extrémes observéesd e | 6 e st o males nivealx@e cortcentsation aes nanomatériaux

mis en suspension devront étre suffisamment élevés pour permettre une observation au
microscope électronique (balayage ou transmission). Cependant, les concentrations
maximales ne devront pas atteindre celles pour lesquelles les phénoménes de sédimentation
des particules sont observés. En effet, le GT estime que les phénomenes de sédimentation
suite a la perte du caractére dispersé des particules constitutives, peuvent influencer les
phénoménes de dissolution. Les choix des concentrations retenues devront donc étre
argumentés.

2) Léincubation se d®roule saus agitation ~ 37A

3) | mm®di at ement apr s (26)®t alpbeo b Idi matuiban i ocanu r
électronique (balayage ou transmission) permet de mettre en évidence la présence de

particules résiduelles. L6 obser vati on au microscope ®lectroni c
coupl ®e ° de |l a spectrom®trie © dispersion d' ®ne
correspondraient pas au nanomatériau étudié.

Le GT pr®conise do®viter |l es temps de | atence
sédimentation des particules.
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Décisions

Si des nanomatériaux sont observésaumi cr oscope ®l ectroni eggD¥) coupl
apr s | 6®t ape, adleordi slso®waliwant i on du ri sque su
nanospeécifique. EnlaBb sence de nanomat ®r i aux {EDX aorsdae | 6 0 b
stratégie 2, intégrant une étape de préconcentration, devra étre mise en place. Cette étape

pourrait faciliter la détection de nanomatériaux initialement présents a de faibles niveaux de
concentration. Les critéres de décision analytique en ME sont identiques a ceux décrits en

section 3.2.2.

Méthodologie de la stratégie 2

Stratégie 2

Nanomatériaux Membrane 4) Analyse au ME-EDX
d’ultrafiltration

testés
- 2) Incubation - Observation nano @ mmp | ERS nanospécifique
2ha37°c @
Observation nano — ERS
standard

1) Suspension dans un 3) Préconcentration
simulant du tractus gastro
intestinal

Figure 5. Schéma analytique de la stratégie 2 permettant de répondre a la question relative a 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 déincubatio
| 6®t ape dobéi ncub atpréooncentration essur ®mémbrane (vid eine technique
déultrafiltration) est mise en eskraientpasdlzsensds | e cas

| 6i ssue de | a strat®gie 1. Afin ddé®valuer | es
préconcentration devront étre déterminés et clairement indiqués.

L6op®rateur devra sbassurer que lafdtratiora(éxprimée des poc
le plus souvent en équivalent dalton) est adaptée aux propriétés physico-chimiques du

nanomat ®r i au notamment dans | 6optique de reteni
fraction nanom®trique du niogeesd® précanaentiatiom tellesegle. Dboaut
| 6ultracentrifugation et | a di al yse sont ®g a
| 6ul tracentrifugati on, |l es param tres exp®ri ment
centrifugation peuvent étre importants et le culot constitué de particules peut diffuser vers le

surnageant. La dialyse, bien que simple ™ mettre
i mportants. Dans ce context e, |l es techniques dbo
plusrapides,les pl us efficaces et | es plus simples =~ me
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Dans le cas ou des nanomatériaux ne seraient pas observés dans le retentat de la membrane

de filtration, | es op®r ateurs devront sbassurer
particul aire avant | 6®t ape dbéincubation, se retr
Cette ®tape per met deailesnd sostpas adsorbéegalaparbidestulpesa r t i

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

analyses). Pour cel a, de-$ISpeavenhéire wilisees dol CP

Décisions

Si des nanomatériaux sont observés au ME-EDX apr s | 6®t ape de disso
concentration alors | 6®val uat i omanospécifique b.sEmu e s ui

| 6absence de nanomat ®ri aux-EDX¥r al dres |lIo®salrvat i @
suivra une approche standard. Les criteres de décision analytique en ME sont identiques a
ceux décrits en section 3.2.2.

3.24. Etape3a:quel s sont | es niveaux dbéexposition
fraction nanométrique du nanomatériau manufacturé

3.24.1. Préambule

Comme mentionné dans le cadrage de cette saisine,| a m®t hodol ogi e pad ERS d®
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 ¢ a | ¢ @eXpasitiod par voie orale des consommateurs aux hanomatériaux

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 a la nano-échelle.

Ainsi, l e GT propose de d®terminer dans un ©pre
consommateurs au nanomatériau manufacturé dans son ensemble (ie.” | daddi ti f al in
correspondant) puis dans un second temps de déterminer, a partir des niveaux d 6 e x posi t i on
au nanomatériau manufacturé préalablement calculés, | e ni veau ddexpos
consommateurs a la fraction nanométrique (i.e. aux particules constitutives appartenant a 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 estr ®al i s ®ed e || 6omalitd €
Additives Intake Model (FAIM, des détails sont fournis dans les sections suivantes) et permet

de calcul er | e s aux additffsuaimemtaires etmlans, dand leocadre de cette

saisine, aux nanomatériaux manufacturés. Les calculs des nivctomux dobée
nanom®trique consi stent N mu lddési corlsomenateurd au ni v e a

nanomatériau manufacturé par le pourcentage massique de particules constitutives
appartenant a la nano-échelle. Les précisions de ces calculs sont exposées ci-dessous.
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Niveaux de Niveaux de concentration du
consommation des catégories nanomatériau manufacturé
alimentaires dans les catégories alimentaires
A 4
Exposition au nanomatériau Calcul via l'outil
manufacturé FAIM
A J
Exposition a la fraction Calcul via le % massique de
nanométrique du nanomatériau particules constitutives
manufacturé appartenanta la nano-échelle

Figure6. M®t hodol ogi e relative aux calculs doatgrpuxsi ti on

manufacturés et a leur fraction nanométrique. Les cases vertes indiquent les modeéles et
meéthodes de calcul utilisés.

3.2.4.2. Niveaux de consommation

Les travaux du GT se concentrent uniquement sur les expositions des consommateurs a
| 6 ®c hel | elLesnwvéauxae@ris@mmation de la population francaise considérés dans
lel ogici el FAI' M sont c e {donnéesde comsordneatioh él@ttéesiem | NCA 2
2006 et 2007)*. 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
d &ges :
- Enfants (3-10 ans)
- Adolescents (11-17 ans)
- Adultes (18-64 ans)
- Personnes agées (65 ans et plus)

Au cours de la premiere phase de son expertise, le GT aidentifié| 6 ensembl e des <cat
alimentaires pouvant contenir des nanomatériaux manufacturés. Parmi ces catégories,
certaines concernent une cat®gorie doOOms,partic
dans | 6optigue de de&posiiompour kg enfants sle moinsvde & ang lesd 6
calculs doéexpositi ons dne wreocanutx sdee bcaosnesro«nBEBEt | loen de
SFAE » 2005, étude TNS-Sofres-CHU Dijon réalisée pour le Syndicat Frangais 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
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de | 6Enf anag®o Fmaett i 2008) telle que pr®ci s®e au s
totale infantile publiée parl 6 Anses en 2016

3.2.4.3. Niveaux de concentration

9 Catégories alimentaires concernées

En premiére intention, le GT recommande de collecter les données de concentration des
nanomat ®r i aux manufactur ®s pour bréférencéesmbseie des ¢
de | 6out il FAI M. En effet, au cour s dedains o n e X [
nanomatériaux, notamment le E 171, étaient a la fois présents dans les catégories alimentaires

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

pour lesquelles son usage n 6 e s tautgiséslLa présence de nanomatériaux manufacturés

au sein de catégoriesa |l i ment ai r es n 8 @&tcantertir pquraags GexpI®equer pa
phénomeéne de « carry overt’ ».

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

- les niveaux dobéusage .Cespipeaux te@ésenterd des quaniitdsd ust r i «
doéincor pgdrmadi omf s alimentaires utilis®s Il or
alimentaires. Ces données ont été publiées au sein de différents travaux menés par
| EESA et le RIVM® notamment.

- |l es donn®es anal ytiques provenant dee | 6ana
nombreuses publications scientifigues s e sont i nt ®r ess ®es I
guantification de nanomatériaux au sein de différentes matrices alimentaires. Ces
données peuvent également provenrd 6 or gani smes de caoaude¢elntl e (D
littératuregr i s e ( e x e mpsimenéeat paa dea ONGE e

Le GT estime que les données de concentration desnanomat ®r i aux manufactur
soi ent sous | a f or me issues da données analytiguésu doizegteétreo u
considéréesavec | e m° meortdneeglre &®T sbdlignenégalement que, dans le cas

ou les niveaux de concentration sont déterminés a partir de différentes sources de données et

gue le nombre de données issu de ces sources est hétérogene, alors les données de
concentration devront étre pondérées (un exemple est proposé en note de bas de page?).

16 https://www.anses.fr/fr/content/etude-de-1%E2%80%99alimentation-totale-infantile

“Ph®nom ne de transfert (¢ carry over e) : | 6addi tif al in
ingr®dients et nbappara’t pas syst®matiquement dans | a |i st

18 Rezvaluation of titanium dioxide (E 171) as a food additive : https://doi.org/10.2903/. 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 pu fait de | 0h®t ®rog®n®i t® du nombre de donn®es provenand
concentrations en nanomatériau (NM) par catégorie alimentaire est calculée.
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i Extractonet pr ®paration de | 6extrait avant caract

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 derniéres présentent des propriétés physico-chimiques

di ff ®rentes pouvant influer sur | es eptnadidndec ol es d
El71 apartird 6 gdteaudet ype cake peut sbdeffectueéexemamiioe
dum®° me additif au -gumamnéoessidetunmr « tha exrdctign mud complexe

i mpl i quan t@zotk ljuide.dge GII6 soul i gne que | egedpverdit ocol e
pas introduire de modifications de la distribution granulométrique initaled e | 6 ®c hant i | | on
modi fication pourrait r®sulter doune extraction

De maniére générale, le protocole d 6 e x t r a cnanbneatériasdkeld une matri ce al i n
combine les étapes suivantes:

- dans le cas de matrices alimentaires complexes, une premiére étape de digestion
chimique destinée™ augmenter | 6accessibilit® aux nano
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 a extraire sont effectués afin
d 6 ® i mirésidus de matrices alimentaires encore présents. Une étape de lavage
consiste a centrifuger la suspension contenant les particules, a retirer ensuite le liquide
surnageant et a le remplacer par un solvant propre ;
- enfin, | 6application doé ypdrmetdadigsatier ai makimums us p e n s
les agglomérats/agrégats de particules potentiellement présents afin de pouvoir
acceéder a la taille des particules constitutives de facon fiable.

1 Quantification des nanomatériaux dans les denrées alimentaires

Différentes technigues quantitatives peuvent étre utilisées afin de déterminer des niveaux de
concentration de nanomatériaux manufacturés (dans le cadre de cette saisine, les
nanomatériaux manufacturés considérés correspondent a des additifs alimentaires) au sein

des matrices alimentaires. Cette quantification de l6 addi t i f ali mentaire ne
distinguer sous quelle forme (particulaire, moléculaire ou ionique) se trouve le nanomatériau.
Pourcela,des techni gques-MSel B-HR MSI)|,u eDES|d& -IEP-MS ou la
spectrophotométrie UV peuvent étre utilisées.L 6ut i | i sati on de ces techni
permetpas,al 6 e x c e pt i-ICR-M$ de distimguer |es formes particulaires des formes
moléculaires ou ioniques. La quantificat i o 5X)eviated ®ahmqudasi f ( e x
repose sur | a quant i fcdhimique {exempled slicidm). ®¢tt® approche peut

entrainer une surestimation de la concentratonde | 6addi t i f alimentaire

I 6 ® ®uastifietdans les denrées alimentairespeut °tre dfeori gine nature

[NM]catégorie alimentaire = ([NM]x+ b[NMly) / (a+b)

Avec [NM]categorie alimentaire 12 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.

page 22/ 86



Avis de | 6Anses
Saisine n° 2016-SA-0226
Saisines liées n°2017-SA-0020 et 2019-SA-0036

Enrevanche,les cal cul s doéexposition ~ la fraction nan:t
| 6ut i deiteshaiquesamalytiques 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 a ce jour a ce type de mesure (plus

de détails seront apportés dans les sections suivantes).

3244. Cal cul ddéexposition aux n a n(@aldiafs ®r i a u X
alimentaires)

Comme mentionné précédemment, les calculs d6exposi ti on des consomr
nanomatériaux manufacturés reposents ur | 6ut i | i sat i etroutidarmdtaug i ci el
pétitionnaires, aux évaluateurs de risque ou aux gestionnaires du risque d'estimer I'exposition

moyenne etélevée (95*™cent i |l e) aux additifs alimentaires pc
plusieurs pays européens.

Les donn®es dbéoccurrence des additifs alimentai
catégories alimentaires et les niveaux de consommation individuels, collectés auprés des

£t at s membres de | 6UE ( bas e EF$A surdl@ cons@nengtiore X h a u st
alimentaire européenne) sont utilisés pour le calcul des expositions.

Léexposition des consommateur s est cal cul ®e e
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 d 6 e s tuhenegposition totale journaliére de
chaque individu. Ces expositions totales journalieres pour chaque individu sont moyennées
sur | e nombre de jours dbéenqu°te. Les enqu°tes &
exclues car non repr®sentatives dbexpositions r G
di st r i bxpositianststaled jpuenalieres individuelles et de calculer une valeur moyenne
etun95*™centile doexposition totale journali re pot

Léoutil FAI M permet de calculer, dans xladgditfe as de
ali mentaires pou:rlesdnfamtd (2l ans), lab adolgseests (11 a 17 ans),
les adultes (18 a 64 ans) et les personnes agées (65 ans et plus).

3.245. Cal cul déexposition © |l a fraction nano
manufacturés
Comme ®voqu® en pr ®ambul e, Il e cal cul déexpositio

nanométriqgue du nanomatériau manufacturé considéré repose sur la détermination, au sein
de ce nanomatériau, de la fraction massique de particules constitutives appartenant a la nano-
échelle (1-100 nm).
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1 Sources de données et échantillonnage

La détermination de la fraction massique de particules constitutives appartenant a la nano-
®chell e peut soeffectuer directement sur l e na
formulations alimentaires. Cette approche permet de déterminer une fraction massique

maxi mal e du mat ®riau brut car ce der ndimiquesndest p
des denrées alimentaires pouvant potentiellement, dans certains cas, entrainer des

phénomeénes de dissolution des particules.

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

extratsdes matrices alimentaires. Cette approche n®
différentes catégories alimentaresdans | 6 opti que de consi d®rer | a
physico-chimiques observées dans les différentes matrices alimentaires (voir protocole
déextraction dans | e.de GTepétonigena misp erPataGedde cdtte s )

seconde approche qui est plus représentative des fractions massiques auxquelles les
consommateurs peuvent étre exposes.

T Pr®paration et observation de | 6®chantill on

La pr®paration de | 6®chantillon est une ®tape
d 6 o b s e rdesagarticldes en microscopie électronique. Dans cette optique, le laboratoire

nati onal de m®t LNE)ad§veleppéaine métidodesperméttani de déposer les

particules sur un substrat apr s ®t auheegoudte tle ladsdispension contenant les

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

débagr ®gation/ aggl oml@sdudépit.n des particul es

Brievement, les particules sont mises en suspension a un pH défini par leurs propriétés
physico-chimiques puis déposées sur un substrat de silicium. Ce dernier est soumis a un

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

surface du substrat de silicium via la technique de spin coating. Cette méthode permet
déobtenir une distribution homog ne et monocouch
Les forces centrifuges mises en Tuvre permetten
substrat de silicium et ¢hbrsducsuwstratnLes teinps (I0B)@tui de e s
les vitesses (maximum a 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 aprés 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 possede 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 particules?’. Ainsi, si les particules et le substrat de silicium ont des charges

de surface de m°me signe, | 6adh®sion des particu
de particules pourront étre observées en ME. De plus, si le pH est proche du point

21 Si le pH > point isoélectrique (pl) alors les particules seront chargées négativement. Si pH < pl 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 derniéres auront alors
tendance ° sbaggl om@tea” hamts aiun di®pdes di

~

fficul

mesure de la taille des particules constitutives en ME. La Figure 7 illustre | 6i nf |l uence du

dans le cas du E 171. La dispersion plus efficaced es par ti cul es ° rpaHe
fait que le point isoélectrique du E 171 est d 6 e n v4i A mgHn2, la charge de surface des
particules est positive et la répulsion électrostatique entre les particules limite la formation
d dgrégats/agglomérats. A pH 6 la charge de surface des particules est globalement négative,
cependant la répulsion électrostatique n 6 epastsuffisante pour repousser les particules les
unes par rapport aux autres favorisant ainsi leur agrégation/agglomération.

Solution de particules '

Silice
1¢re étape 2¢me étape
Gradient de vitesse Vitesse maximale
(100 - 1200 rpm) (8000 rpm)

Figure 7. a) Schémalillustrant la technique de spin coating. Une goutte de solution contenant les

particules en suspension est déposée puis étalée de maniére homogene a la surface d 6 u
substratde si |l i ci um v idad ulnd agprpal diiceantti och&atiown.ib)Y Gbsesvatiorpder
particules de E 171 a la surface du substrat de silicium aprés application de latechnique de spin

coating a pH 2. Résultats obtenus pour des particules de E 171 & pH 6 sans spin coating (c), a

pH 6 avec spin coating (d) a pH 2 sans spin coating (e).

Lébapproche d®vel opp®e par | e LNE nbdest pas
intéressante en vue de préparer les échantillons avant leur observation car elle est facile a
mettre en Tuvre et peu co¥%teuse. dams letadre adedas
détermination de la fraction nanométrique du E 171 reposent sur cette technique de
préparation (résultats actuellement non publiés). Les conditions opératoires devront étre
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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néutilisant pas | e d®p blesdeaette sephhique sort précisés dans L e s

| fuc de Ghomrasni et al. (2020).

1 Modele et calculs

La premiere étape consiste a déterminer la distribution granulométrique en masse du
nanomatériau manufacturé considéré. Pour cela, 2 parametres peuvent étre mesurés : la
surface de la particule ou le diamétre de Féret (Figure 8). Dans les deux cas, la détermination

pr

de ces paramétres passe par | 6 0 bs e rsvea ticroscopiedétestron®ueh ant i | |

(balayage ou transmission).

Surface

identique
Surface de la Sphére
particule I:> équivalente
observée Diamaétre
max
Diamétre
min
a) b)

Figure 8. Détermination de la fraction massique des particules appartenant a la nano-échelle par
la mesure a) de la sphére équivalente ou b) du diametre 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 a des sphéres, on parle alors de
sphéroides. Ainsi la premiére étape consiste a mesurer la surface des particules observées
en microscopie électronique. Le disque présentant une surface identique a celle mesurée est
ensuite considéré pour déterminer le diamétre du disque équivalent puis le volume de la
sphére équivalente. En considérant la densité moyenne du nanomatériau manufacturé
considéré, la masse de chaque particule au sein de | 6 ®cpew aldrs étré
déterminée. Ainsi, la contribution massique des particules constitutives appartenant a la nano-
échelle peut étre calculée.

0 Mesure du diamétre de Féret

Comme évoqué précédemment, la plupart des particules constitutives des nanomatériaux
présente des anisotropies morphologiques. Comme illustré en Figure 8, des diametres de
Féret minimum et maximum peuvent étre mesurés pour chaque particule. Le GT estime que
la plus petite dimension de chaque particule doit étre considérée pour la détermination de la
distribution granulométrique et préconise donc la mesure du diamétre de Féret minimum. A
partir de ce diamétre, et en supposant que la particule soit sphérique, le volume de la sphére
puis sa masse pourraient étre calculés comme explicité dans le paragraphe précédent.

Le GT estime que la mesure du diameétre de Féret minimum est| 6 a p p r plastadaptde a

pour déterminer le nombre de particules appartenant a la nano-échelle, i.e plus adaptée pour
déterminer le nombre de particules dont au moins une dimension est inférieure a 100 nm. En
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effet, la considération de la plus petite dimension permet de maximiser le nombre de particules
appartenant a la nano-échelle.

Néanmoins, | dut i | i s a étie a@en Férédtuminichuma entraine 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).

| d®al ement , l e GT pr @Gpemieritemps ladn@aure duldianséade Béeen s u n
pour déterminer la population de particules appartenant a la nano-échelle puis dans un second
temps la mesure de la surface des particules pour estimer leur masse.

T D®t ermi nation du ni vdimouanam@teqgueposi ti on ~ | a fr e
Les niveaux dbébexposition des consommateurs ° | a
manufacturé (Esn) cOnsi d®r ® sont issus du produit des ni v

manufacturé (Enxm) par la contribution (pourcentage) massique moyenne ou maximale (selon
le scénariod 6 e x posi t i bdelafractiorsnandr@étrie du nanomatériau manufacturé
(Yorn).

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

3.25.1. Préambule

Léidentification et Idalafeaaionsnanon@iriqusdes narmmatédaux d anger
manufacturés reposent sur une approche séquentielle schématisée en Figure 9.
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ETAPE A
Collecter ’'ensemble des données toxicocinétiques et toxicologiques
relatives au nanomatériau manufacturé

!

ETAPE B
Les données collectées recouvrent elles I'ensemble des requis
toxicologiques exigés ?

Non

ETAPE C1 Oui

Mise en place d’une approche par > c ssul ETAPE C2‘I d
regroupement et lecture croisée es résultats justifient-ils des tests

(selon ECHA, 2016, 2017) __ supplémentaires? _
(Ex : élimination lente ou accumulation /

Les données manquantes ont-elles été distribution dans des tissus spécifiques, etc.)
comblées? Caractérisation l Oui
du danger

\ ETAPE D
Non Impossible de Investigations approfondies ciblées

.. | (Ex : neurotoxicité, immunotoxicité,
caracteriser le cancérogénicité, etc.)
danger

N

Figure9. M®t hodol ogi e s®quentielle de | 6®val dedafraagiion et | a
nanométrigue des nanomatériaux manufactureés.

1 Etape A: coll ecter | 6ensembl e deettakkicologi@es t oxi c
relatives au nanomatériau manufacturé

Cette ®t ape consi ste " coll ecter | 6ensembl e d
toxicologiques in vitro, in vivo et in silico (i.e. études prédictives utilisant des approches
QSAR, PBTK, etc.) relatives a la fraction nanométrique du nanomatériau manufacturé
étudié. Si disponibles, les études épidémiologiques doivent également étre
considérées. La collecte des données peut intégrer des publications scientifiques ainsi
que de s r a p pides génémdsd par les industriels. Les études sélectionnées
doivent présenter des critéres 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 ladisd e | 6 publie ens2020, 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 a la caractérisation physico-
chimique sont importantes notamment dans une optique de regroupement/lecture
croisée (Etape C).

Les données toxicologiques obtenues a partir du nanomatériau manufacturé dans son
ensemble peuvent également étre considérées. Ces études devront intégrer a minima
les critéres de sélection suivants :

- mesure de la taille moyenne des particules constitutives

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

essentiels dans | e cadre doune ERS ysica-nosp®ci
chimigues tels que | a gphdabgie lachargeckld chipiedeet ®s |, I

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

consi d®r ®s . Les m®t hodes analytiques ®Bdapt ®e

d®crites danBFSA%2 guide de 1| 6

Enfin, |l a collecte de donn®es devr a, en

nanoparticulaires du nanomatériau manufacturé, intégrer les formes ionigue et/ou
moléculaired e | 6 ® ®ment c or i Aysdamcstedas des nafoenatériaux
base dbéargent)

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

pl us

montre des effets toxicologiques, alors | 6®

nanoparticulaires doit étre systématique.

1 Etape B: I es donn®es coll ect ®es r ec oudonnéast

toxicologiques requises ?

Cette étape consiste e n | ad@as ydenn®es coll ect ®es

derni res couvr eétudes tbxicaogiguesmanuises (sketian 3.2.5.3)

Décisions : Dans le cas ou les données toxicologiques requises ne sont pas couvertes,
alors | 6approche par regroupement et |

el |l e

afin

ecture

| 6®t ape C1. Dans | e c amisecoplace: ai r e, | 6 ®t ape C:

1 EtapeCl:mi se en place doune approche par

La variabilité des propriétés physicochimiques des nanomatériaux donne lieu a 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 a |'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 étre utilisées (Oomen et al.
2015).

De maniére générale, des substances peuvent étre regroupées selon leurs propriétés :
physicochimiques, toxicologiques, écotoxicologiques et/ou leur devenir dans
l'environne ment et dans | & CGesg@rapnédtés sont susceptides d'étre
comparables. Au sein d'un groupe de substances, un manque de données peut étre
combl ® en utilisant | 6 ap pread-acioss »)ddette enétliode
permet de prédire des informations relatives a un parameétre biologique et/ou
biocinétique donné pour une substance a 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.

page 29/ 86

regr ou]

| ectur



Avis de | 6Anses
Saisine n° 2016-SA-0226
Saisines liées n°2017-SA-0020 et 2019-SA-0036

données du méme parameétre décrites pour une ou plusieurs autres substances du

méme groupe (i.e., substance(s) source(s)), et ce sans avoir a procéder a de nouvelles
expérimentations. Lor squbel |l e est envi sag®e, la | ectu
indépendamment pour chaque paramétre 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 parametre 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'a 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 | @ECemhment été développé sous la forme d'une annexe au chapitre R.6
de REACH (Annexe R6-1 de | 0 EC#H Ae do2ummdn® yise a fournir une
approche systématique et pragmatique permettant au final de mettre en évidence
do®ventuell es diff ®r éeégstexkologiguds &t au evenir desi X pr op
nanomatériaux®*. L'approche est séquentielle, les nanomatériaux sont regroupés sur
la base de paramétres physico-chimiques pertinents (qui peuvent varier en fonction du
critére 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 I'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 pourl 6 ex pl oi t at i.aéfimdedazikter ln ®bectd desadonsnées
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 paramétre biologique et biocinétique destiné a étre 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.

ZLOECHA utilise |Ile terme de nanof or me
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Identification and characterisation of the nanoforms and

sets of nanoforms of the substance

The different nanoforms and sets are characterised o
following the Appendix for nanoforms

Initial grouping of (sets of) nanoforms
* Develop agrouping hypothesis for the endpoint(s) o
* Assign the nanoforms to the groups

Gather the available data for each group member and

evaluate the data for adequacy and reliability
*  Physicochemical properties °
(Eco) toxicology
Fate
Toxicokinetics Grouping
Etc. rationale not
supported
Construct a matrix of data availability
Evaluate the
adequacy of the data
generated Assess the applicability of the approach and fill data gaps
within the group:
* |s grouping rationale supported? o
* |s the group robust enough?
Group robust but adequate data not available Grouping rationale
robust and available
data adequate
Perform and/or propose testing to fill the data gap for the
whole group:

* Check adequacy of the test method o

* Check adequacy of the test material
& Check if testing proposal is needed (REACH Annexes IX
and X)

Document the approach, o\ _
its justifications and the results / -

Figure 10. Schéma de I'approche par étapes du regroupement/lecture croisée (extrait de ECHA-
17-G-17-EN).

Le document Annexe R6-1 de | 6ECHA a ®t® appliqu® pour
regroupement et la lecture croisée visant spécifiguement la génotoxicité du nano-TiO>

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

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

anatase) sur la base des résultats du test des cometes in vitro obtenus a partir de
différentes nanoparticules de TiO; (les nano-TiO> NM100 a NM105).

Le JRC a également suivi les orientations du document Annexe R.6-1 de | 6 ECHA po
I'évaluation de nanotubes de carbone en matiére 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
appliguées a 19 types de nanotubes de carbone a parois multiples afin de combler le
manque de données sur la génotoxicité.

Ai nsi , afin de combl er un mi@rag aéaludrele GTonn ®e s
recommande, en premi r e i nt éemrdgroupement/ldcluret i | i s e
croisée telles que décrites dans le document Annexe R.6-1 de | 6 ECHA (2019) .
Décisions : S'i l es donn®es mangquant es redgraumemenpas ®t ®
| ecture croi s®e al or s | & BaRsSe caseu lpsadanhéespoats ° t r e
®t ® combl ®es, | 6®t ape C2 sera mise en place

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

L6 a n a Heg ssultats issus des études toxicologiques requises conditionne la mise
en place ®ventuelle doé®t ude s(sedtianBR.84) | ogi ques

Décisions : Si les résultats des études toxicologiques requises montrent des effets
n®cessitant dqgalarsrdes étadescompléntentairessiblées devront étre

mi ses enl oirusv rdee . Exén®ple adestest® de génotoxicité in vitro positifs
conditionnent | a mise en cprhpEmentaidkdirvitraed/eus de g@
in vivo.

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

risque peut étre menée.

i Etape D: investigations approfondies ciblées
Aprés analyse des données générées lors des études complémentaires, la

caractérisation du risque peut étre menée.

3.2.5.2. Modifications et/lou adaptations méthodologiques lors de
| 6®val uation toxicologique des nanomat ®r

Les ®tapes ¢l ®s de | 6®valuation toxicologique
caractérisation physico-chimique, les méthodes de préparation (protocole de dispersion), le

choi x et | 6argument ati on du(des) syst oanes doec
expérimentales associées, ainsi que la prise en compte des biais et des interférences

possibles. 1 | est donc n®cessaire débapporter des m
m®t hodol ogi es mises en Tuvre dans | manomatéiaue de | 6
manufacturés.
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1 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 é&tre mi s e n 1 u v r dfieradrtaims dashdelis dssotiés a
| 6 ®t at nanoparticul aire. La dispersion id®ale p

particules sont complétement séparées les unes des autres et ou il n'existe pas

d'agglomérats/agrégats (Sager et al. 2007). Ainsi,lami se en pl ac e ddp&reione
pourrait permettre doéidentifi er ocapomat&iaurerstanef f et s

®t ape

gudadditif alimentaire. Cependant , el l e peut auc
additif alimentairetelgue pr ®sent dans |l es aliments. Dans ce:¢
de comparer | es ®vent uanorsatéral disparse d d@bis € r @@t d 6 un

directement a une matrice alimentared 6 aut re par't

Le protocol e de dsoitsped directement inflieruser la quplitédet 1d stabilité
de la suspension nanoparticulaire préparée. Parexemple, Donal dson (2010)
nanomatériaue st tr s mal di spers® dans de | 6eau
pas le cas lorsque des protéines, formant une corona® a la surface des particules, sont
ajoutées.

Le protocole choi si pour | a dispersion, y

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-TiO; dispersée par sonication
pendant 3 min dans un milieu initial sans sérum (obtention d @gglomérats de grandes tailles)
a induit des dommages a I'ADN dans trois lignées cellulaires, tandis que les mémes nano-TiO;
dispersées en présence de sérum dans la solution mere aprés 15 min de sonication (obtention

déaggl om®r ats de moi ns rdefet @hdedmes da)génatoxiatér tAinsie u

pur e

compr i

aucu

Il "utilisation de diff®rentes proc®duoananastéripko ur  pr €

peut étre une source directe de variation de la toxicité ou de I'écotoxicité mesurée (Hartmann
et al. 2015). C'est pourquoi il est important, lors de I'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 I'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 [|'Organisation de coopération et de développement
économiques (OCDE).

Dans le cadre de projets européens portantsurl 6 ®t ude de | a toxicologie

des protocoles standards ont été proposés?’-28, Néanmoins, ces protocoles se limitent souvent

%Couronne constitu®e de prot®ines et doéautres ® ®ments qui

d®pend du milieu dans | equel Il e NM est di sper s ®nsiorL a

nanoparticulaire utilisée dans un test in vitro sera donc tres différente de celle produite lors un test in vivo. De plus,
elle sera diff®rente in vivo, en fonction de | a voi
27 Final protocol for producing suitable manufactured nanomaterial exposure media. The generic NANOGENOTOX
dispersion protocol. 2011. https://www.anses.fr/len/system/files/nanogenotox_deliverable_5.pdf

28 F Caputo, J Clogston, L Calzolai, M Résslein, 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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a la caractérisation des nanomatériaux dans les solutions de dispersion et abordent peu les
guestions pos ®e snarmmpatériasx dand keg nilieuk de dwdtige 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

agueux. Ce protocole qui s 6 a p pahimique snuempsuéelea c ar a ct
permis doéidentifier |l es conditions optimales de
déoam®liorer |l a stabilit® et | 6homog®n®i t® des su

l 6i nt®grit® de | 6 ®dificatiort, pat de dégradateordsl sananatériduig. mo

I Metal/Metal Oxide/Carbon based NMs |

l

I Hydrophilic/Hydrophobic |—> Pre-wetting with H,O/EtOH or
other organic solvent

v

Choose suitable concentration
and dispersing media (DM)

l

Sonicator type and settings

Ultrasonic bath Ultrasonic probe with vial
tweeter

Instrument calibration to calculate the
effective power delivered

Sonication cycles and controls {—r Optinal cotidons
24 stability/Uniformity
l Artifacts/degradation

NP size, size distribution, shape, ¥y
morphology, Zeta-potential

Figure 11. Logigramme décrivant le régime et la séquence par étapes du protocole de dispersion
des nanomatériaux (d 6 a p Kaurset al. 2017).

1 Choix des conditions expérimentales des essais toxicologiques
Globalement, le choix des conditions expérimentales détermine la pertinence des résultats et

|l e poids quoil est possible de | eur()lestonditonb uer

de traitement (en termes de dose maximale étudiée et de gamme de doses, de durée, de
fr®quence, de metd)p(i)ddéempadsli ¢ i mns en Tuvre
animale); et (iii) les interférences possibles avec le parameétre biologique mesuré.
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o0 Les conditions de traitement

Pour un méme nanomatériau, les caractéristiques des dispersions obtenues en termes
ddbagr ®gation/ aggl om®r ation peuvent modifi
guodils soient en suspension ou eaddentaton des

er

e

| e
n jo

di ff®rentes taill es ddbagr ®gat s/ doagateotrati®r at s f

intracellulaire, et donc possiblement le résultat des essais, peuvent étre influencés. Il en est
de méme pour les conditions de traitement (nombre de cellules/ml ou cm?, volume de
traitement, surface des puits, etc.). C'est pourquoi il est important, lors de I'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 trés
g®n ®r al ement utilis®es (si el l e p e aomcentpatiom
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 a utiliser car les
techniques anal yt i muw eostrolariasosismétrie donrient des résultats trés
variables (Peterson et al. 2019). Dans les essais in vivo, du fait de 1| a
référentiel masse, la dose est toujours exprimée en unité de masse du nanomatériau (e.g.,
mg) par kg de p ocspedestudiée.r por el de | d6e

Les pr®parations des dispersions et |l a do
recommandations de la publication de DelLoid et al. (2017).

o0 Pertinence des niveaux de doses

Loobjectif de caract®risation des dangers
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 modeles cellulaires, alors que le méme
niveau de dose in vivo peut uniguement mobiliser des défenses anti-oxydantes sans effet
délétére subséquent.

Gl obal ement, des difficul t ®&witroketinvivdse ppgernt pusdque
les études in vitro sont souvent réalisées sur des expositions utilisant un temps de traitement
inférieur ou égale a 24h avec des concentrations relativement élevées alors que les éventuels

effetsinvivos ont attendus sur du moyen/ |l ong ter me

et/ ou dobéaccumul atrnammatépaaxt dans cartans lorganed. Amsi, pour un
méme parametre 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

n®cess

S i

m®t r

(

i mpliq

en I e

prédictivité des expérimentations in vitro. Cetten ot i on est do6éautant plus in
|l 6on se tourne de plus en plus vers des m®t hodes

en particulier vers des mod |l es wutilisant

des

prédictifs possib | e . 1 convient alors de travaillier
vitro, en veillant " mettre en Tuvre des expositi

concentrations, avec des nanomatériaux préparés dans un dispersant représentatif de celui
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rencontré dans les conditions in vivo. Par exempl e, afin déam®liorer
tests in vitro vis-a-vis de la toxicité intestinale de nanomatériaux, Marucco et al. (2020)

soulignent!l' i mpor t ance diuesinui@n duisyistens aigestibhumath Gomme milieu

de dispersion.

Si les résultats in vitro doivent étre utilisés pour prédire les effets in vivo des nhanomatériaux,

| eur pertinence sera doa uin\éro serapXrapsliée a pagiudiu®@e que |
concentration in vivo pertinente (disponibilités de données toxicocinétiques). Une dose « point

de départ » pour les études in vitro peut étre fixée en pratiquant une extrapolation des données

sur la charge organique in vivo pour la fixation de la dose a utiliser in vitro (Lan Ma-Hock et al.

2021). Cette démarche permet ainsi de réduire les difficultés a fixer des doses d'exposition

pour les modéles in vitro.

Invivochez | 6ani mal , i 11 6 watuit | idsyestexeaspivesd en fBnction drir
type d o6 atidnnet qui ppurraientc onduire © des r®sultats non p
le choix de la dose maximale testée doit étre dicté par la qualité (homogénéité et stabilité) de
la dispersion. En effet, au-d el ~ déune certaine conergont r ati o

nanoparticulaire peut étre hétérogéne et ce niveau de saturation ne devrait pas étre dépassé

au risque dobéentr a’ ner etldersnoe peftimentssurmoroptan hiolodique. ns  qu e
Dans tous les cas, une gamme de concentrations doit étreuti | i s ®e afin doéo®valuer
concentrations permettant doéobtenir wune dispersi

Le choix de | a concentration maxi male ®val u®e pe
démontrant un niveau de saturation de la dose intracellulaire, seuil qui ne devrait pas étre
dépassé au risque de générer des résultats non spécifiques (Summers 2013, Lammel 2019).

Enfin, | orsqubel |l es sont di sponi bl es, des donn
également étre 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 dé®valuation mis en Tuvre.

Ainsi, | 6har moni sati on et l a normalisation des m
la toxicité des nanomatériaux sont nécessaires afin de garantir une qualité de données

comparable et de réduire au minimum | es artefacts produits par
nanomatériau au cours de la préparation de la dispersion. De telles harmonisations et

nor mali sations permettront ®gal ement déam®l i ore

laboratoires et les études sur les différents types de nanomatériaux.

Il apparaitdoncindispe nsabl e de justifier, dans tous |l es te
- la méthode de préparation de la suspension nanoparticulaire ;

- la nature du dispersant utilisé ;

-l 6aj ouftordreulcaont s (s ®rasécthéamhu c us é)

- la méthodologie suivie pour disperser les nanoparticules ;

-la m®trologie mise en Tuvre pour contrtler Il a d
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T Le choix du syst me dboessai

o0 Le modele cellulaire

Le choix du modele cellulaire est également un paramétre trés important. En effet, en fonction

de la lignée cellulaire utilisée ( humai n e, ani mal e, etc.) et du tis
étre plus ou moins sensibles a une exposition a des nanomatériaux manufacturés. De par leur

origine, el l es peuvent utiliser des voies m®tat
m° mes r ®cepteurs 7 | eur surface membranaire, | es

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 systemes antioxydants sont utilisées, les
effets peuvent étre exacerbés.

Il faut donc choisir un modeéle cellulaire :

- préférentiellementd or i gi nethumainsel a mesure 0% | 6info
(donn®es do®t udes de toxicocin®tique), repr
€eXposeé ;

- dont la représentativité biologique et les performances ont été caractérisées (origine,
capacités de détoxification, systemes antioxydants, endo et exocytose, etc.).

Enfin, concernant la méthode de culture et le mode de traitement, plusieurs choix sont
possibles:

- de fagon classique, en 2D, en monocouches ;

- en co-culture ;

- sur des inserts pour faire croitre 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 étre
argumentés.

0 Le choix du modéle animal

De fagon générale, comparativement aux modeles cellulaires, il existe moins de restriction
pour le choix du modéle animal et les especes recommandées dans les lignes directrices
peuvent étre utilisées.
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Pour les études toxicocinétiques,| 6 esp ce h@shemdbeéetc°tre pmm@di cti ve
ce qui peut °tre complexe en raf®soquidewsarpiheBmto mc
esp ce 7 | dbautre.

Ainsi, en cas de réalisation d 6 e s m a&ivosle choix du modéle animal doit également étre
argumenté méme si pour des expositions par voie orale, les recommandations des lignes
directrices peuvent étre appliquées.

1 Interférences avec les parameétres mesureés

Les nanomatériaux peuvent interférer avec les constituants des milieux utilisés dans les tests
do®val uati on de (cyto)toxicit®, e agloramsa agénisc u | i er
fluorescents, etc.) ce qui peut entrainer un biais dans la réponse.

Des incompatibilités avec certaines conditions expérimentales peuvent également étre

observées, en particulier pour les deux tests de génotoxicité couramment utilisés : le test des

com tes (test de fragmentation de | 6 ADN), et I
chromosomiques)®.

En effet, pour le test du micronoyau in vitro, la cytochalasine B est souvent utilisée dans le

protocole standard pour bloquer les cellules a une certaine phase de la mitose®!. Cependant,

cette substance i nhandmatéribubeea dopwiytorster al'erse un ri sq
r®sultat n®gatif ¢ui IMudeastl ipas i pear tdienerytt.ochal as]
donc étre ajoutée apres quelques heures ou en fin de traitement. Par ailleurs, en fonction de

la nature du nanomatériau, | 6accumul ati on dans | e cytopl asme
sur la lecture du test avec le risque que des micronoyaux puissent étre 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 cométes, la présence de nanomatériaux résiduels postérieure au traitement
peut entra’ ner des interactions avec | 6ADN | or s
générer un résultat positif ou négatif non pertinent.

I'l appara’t donc n®cessaire dobdgignopour améliorerdas modi f
sensibilité et la spécificité des tests, en particulier in vitro,c e q U i pvitar la galisatibd
detestsinvivogui sont g®n®r al ement mis en Tuvre en cas
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 ambiguité la cytotoxicité de nanomatériaux :

- de tester les interférences possibles avec les réactifs et les conditions du test en
commencant par des contréles acellulaires pour vérifier que les nanoparticules

29 Opsonisation : processus biochimique par | equel une mol ®cul e rec
favoriser sa phagocytose.

30 Aberration chromosomique : altération au niveau des chromosomes (anomalie qui peut étre de structure ou de

nombre).

31 Mitose : les événements chromosomiques de la division cellulaire.
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ndinterf rent pas avec les r®actifs et avec
test;
- doéutiliser en parall |l e au moins deux types ¢
I'l est ®gal ement i mportant de tester | es art®fac

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 hanomatériaux.

Dans les modéles de co-culturesinvitrol dut i | i sation dbéinserts (type
transl ocati on par onat@rauksw oyauisenndu fitre.sll condent donc
doeffectuer | es contrt!'les ad®quats dbébune ®ventue
filtre de | 6insert en condition acellulaire.

3.2.5.3. Données toxicologiques requises

Comme mentionné en préambule et décrit en Figure 9, la méthodologie relative a

| 6i dentification et | a caract®risation du danger
repose sur une approche séquentielle. En premiére intention, le GT a établi la liste des

données toxicologiques requises. Les résultats issus de ces études vont conditionner la mise

en place doé®tudes toxicologiques condifer&eent ai r e
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).
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