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Les méthodes d’analyse
et les applications
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Laboratoires de Bordeaux®.

Les nanoparticules sont utili-
sées depuis longtemps dans
les produits de notre quotidien,
notamment dans les domaines
de 'agroalimentaire et des
cosmétiques, mais la mesure
précise de leurs caractéris-
tiques physico-chimiques est
assez récente. C'est cette

1. www.ut2a.fr

2. www.douane.gouv.fr/articles/
a11078-service-commun-des-
laboratoires-dgddi-et-dgccrf

derniere préoccupation qui fait
l'objet de ce chapitre.

Utilisation
des nanoparticules dans
les produits journaliers

1.1. Les nanoparticules
dans notre quotidien

Les nanoparticules sont utili-
sées dans de nombreux sec-
teurs, la Figure 1T montre la
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Les nanoparticules sont employées
dans de nombreux secteurs
industriels et trouvent leurs
applications dans de nombreux
produits du quotidien.
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La nature de la majorité

des nanoparticules utilisées

ne sont pas connues et 41 %
sont de nature inorganique.
Parmi ces derniéres, on retrouve
principalement largent,

le dioxyde de titane et la silice.
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diversité de leurs applications.
Elles sont présentes dans des
produits couramment utilisés
quotidiennement, par exemple
dans les cosmétiques, les
produits d'hygiene, les ali-
ments, les textiles ou les dis-
positifs médicaux. Une étude®
publiée en 2015 recense les
nanoparticules généralement
employées dans la fabrication
des produits commerciaux
(Figure 2) : 50 % des produits
sont déclarés contenant des
nanoparticules mais sans
aucune information sur leur
nature. Parmi les nanoparti-
cules identifiées, 41 % sont
de nature inorganique, c’est-
a-dire qu’elles contiennent

3. Vance M.E., Kuiken T,
Vejerano E.P., McGinnis S.P,
Hochella M.F. Jr, Rejeski D.,

Hull M.S., Nanotechnology in the
real world : Redevelopping the
nanomaterial consumer products
inventory. (2015). Beilstein Journal
of Technology, 6 : 1769-1780.

un élément comme l'argent,
le titane ou le silicium, et
4 % sont des nanoparticules
carbonées. Parmi les parti-
cules inorganiques (Figure 2),
ce sont les nanoparticules
d'argent (Ag) qui sont les plus
utilisées, suivies de celles de
dioxyde de titane TiO,, puis de
la silice SiO,. Quelques appli-
cations avec des nanoparti-
cules contenant de l'oxyde de
zinc (Zn0) ou de Uor (Au) sont
également citées.

La Figure 3 entre plus dans le
détail des applications des dif-
férentes nanoparticules inor-
ganiques dans les produits du
quotidien.

1.2. Utilisation
des nanoparticules
de dioxyde de titane (TiO,)

Les nanoparticules de dioxyde
de titane sont tres utilisées
en raison de leur couleur
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Qe % - Q Les nanoparticules sont
m ' & E omniprésentes dans les produits
] journaliers. Ce sont des agents

Particules  Produits Principale utilisation Additif antimicrobiens, décoratifs [Ag),
colorants (Ti0, et oxyde de fer] et

Aliments, peintures, produits ¥Pigment blanc E171 PP
TiO,  hygitne, emballages < IRV (4 Bseoation aves 26i0) des exhausteurs de godt (Ti0,).
alimentaires, cosmétiques ... v Exhausteur de godit (fruits secs, soupe, moutarde ...} Ils sont utilisés comme ad(ditifs
Ag  Emballages alimentaires, E174 dans l'industrie agroalimentaire
é li ph j’““‘“ i e et dans d‘autres secteurs comme
r rie ... sy T
alimentaires, produits d'hygiéne, ¥ Agent décoratif pour patisse les cosmétiques, le médical et les
dispositifs médicaux .
textiles.
5i0, Aliments, soupes en poudre, ¥ Agent antiagglomérant E551
café, produits d'hygigne, ¥ Amélioration de l'onctuosité
mayonnaise ... ¥ Amélioration de la texture ...
Oxyde Produits alimentaires +Agent colora E172
de fer VA ion de la biodisponibilité

blanche qui permet de don-  1.3. Utilisation

ner un aspect plus attrayant des nanoparticules d’argent
au produit auquel on l'ajoute
(accentuation des couleurs,
aspect brillant, ...) (Figure 3).
Ces nanoparticules peuvent
étre présentes dans cer-
tains aliments (notamment
les sucreries, les biscuits ou

L'argent, lui, est principale-
ment utilisé pour ses proprié-
tés antimicrobiennes. De ce
fait, il peut étre ajouté a des
emballages alimentaires pour
augmenter la conservation des
A ; ) aliments, a certains disposi-
gateaux industriels, les sauces  tifs médicaux pour augmenter
et plats en sauce de couleur |grs propriétés antiseptiques
blanche, ...), dans des produits (pansements) ou a des textiles
d’hygiene comme le dentifrice,  ytjlisés pour les vétements de
certains eml?gllages colorés  gpnort afin de lutter contre les
ou des cosmeétiques. mauvaises odeurs dues a la
Le dioxyde de titane posséde transpiration.

également des propriétés per-  De facon plus anecdotique,
mettant de réfléchir, disperser les nanoparticu[es d'a rgent
et absorber les rayons ultra-  peuvent également étre pré-
violets (UV] et est donc utilisé  sentes dans certains aliments
en tant que filtre solaire dans  pour leur aspect décoratif
différents produits (cremes [(perles argentées pour patis-
solaires, certaines crémes series) ou dans certains com-
hydratantes, sprays, baumes pléments alimentaires. En
a levres, ..], le plus souvent effet, pour lutter contre des
en association avec l'oxyde de  carences en oligoéléments’,
zinc afin de filtrer a la fois les il est fréquent d'utiliser ces
UVA et les UVB. L'ajout de ces  compléments. L’ajout de ces
deux types de particulessous

une forme nanométrique per- 4. Oligoéléments . éléments
met & ces produits de péné- minéraux considérés comme des

. nutriments indispensables au bon
trer plus facilement la couche fonctionnement de lorganisme ;
cutanée pour laisser un film  majs une dose trop élevée peut

transparent sur la peau. étre toxique dans certains cas.
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oligoéléments sous forme
nanoparticulaire (l'argent
mais aussi le zinc ou le sélé-
nium) permet d’améliorer leur
absorption.

1.4. D’autres nanoparticules :
la silice et U'oxyde de fer

La silice nanoparticulaire est
principalement utilisée dans
Uindustrie agroalimentaire
pour ses propriétés d'anti-
agglomération dans la plupart
des aliments en poudre (sel,
café, soupe, ...). L'ajout de silice
sous cette forme permet éga-
lement d’améliorer l'onctuo-
sité et la texture de certaines
sauces comme la mayonnaise.
Par ailleurs, en raison de ses
propriétés abrasives, la silice
peut étre ajoutée a certains
produits d'hygiene comme le
dentifrice pour permettre un
brossage plus efficace.

L’oxyde de fer est moins utilisé
mais peut étre ajouté en tant
qu’agent colorant du fait de sa
couleur rouge/rouille. Par ail-
leurs, ilaugmente la biodispo-
nibilité® de certains nutriments
présents dans les aliments.

Toutes ces nanoparticules
sont des produits connus, uti-
lisés depuis trés longtemps
et répertoriés sous le terme
d'additifs. Ils sont désignés sur
l'emballage des produits par
la lettre E suivie d'un nombre
a trois chiffres. Par exemple,
le dioxyde de titane est connu
comme l'additif E171 dans la
liste des ingrédients présents
dans un produit. La focalisa-
tion actuelle sur ces additifs
vient de l'échelle nanomé-
trique, récemment apparue.

5. Biodisponibilité : c'est le degré
auquel un nutriment est absorbé
et utilisé par le corps.

1.5. Les nouveaux produits
a base de nanoparticules
inorganiques

De nouvelles générations
de pigments contenant des
nanoparticules apparaissent
sur le marché pour amélio-
rer l'aspect des produits. Par
exemple, lindustrie du cos-
métique utilise de trés fines
paillettes de mica enrobées de
nanoparticules de dioxyde de
titane ou d’oxyde de fer qui ont
de forts indices de réfraction
de la lumiére. Leur incorpora-
tion a certains produits permet
d’obtenir des couleurs spéci-
figues avec un aspect nacré
et/ou pailleté qui sont utilisées
dans les ombres a paupieres
notamment. Le pigment le plus
courant est constitué de mica
recouvert de dioxyde de titane
et, selon la taille des nano-
particules, la couleur et son
aspect seront différents. Par
exemple, une couleur argentée
est obtenue avec des nanopar-
ticules de TiO, dont la taille est
comprise entre 40 et 60 nm,
alors que la couleur verte uti-
lise un domaine de taille entre
140 et 160 nm.

Ces nouveaux matériaux
peuvent également étre uti-
lisés dans l'agroalimentaire
pour obtenir des produits
dorés et festifs, souvent uti-
lisés sous forme d’aromates.

Toxicité et
réglementation
des nanoparticules

2.1. Les principales voies
d’exposition

aux nanoparticules

La présence de nanoparticules

dans les produits que nous
consommons quotidiennement



A Contamination
de Iair
Exposition
professionnelle Spray
4 A

N g

NP TiO, : Cancérogéne
possible (groupe 2B)
(d'aprés IARC)

B

Médicaments ——

Aliments: —
Confiseries,
biscuits, sauces,
produits laitiers,
aliments en
poudre ...

Voie digestive

o Apport journalier (NP TiO,):
» 0,03 mg par kg poids corporel (adulte)
+ jusqu'a 13 mg par kg poids corporel (enfants < 10 ans)

o Pas de réel consensus sur leur toxicité
o Avis EFSA pour E171: pas de risque sanitaire
o Cancérogene possible ?

— Ustensiles de
cuisine: poéles,
casseroles ...

+— Produits d’hygiéne:
dentifrice, baume &
lévres ...

Vétements ——

Tatouages ——

Cosmétiques
et produits d’hygiéne

Voie cutanée

possible

Peau saine: peu de pénétration
(études in vitro et in vivo)
Peau avec lésions: pénétration

engendre une exposition de
plus en plus prégnante. A ce
jour, le manque de données
épidémiologiques ne permet
pas de mener une évaluation
compléte des risques poten-
tiels liés aux nanomatériaux
manufacturés contenus dans
les produits de consomma-
tion courante. Par contre, un
nombre de publications crois-
sant porte sur la détermination
de données toxicologiques et
écotoxicologiques. Trois prin-
cipales voies d’exposition ont
été identifiées, les voies diges-
tive, cutanée et respiratoire
(Figure 4).

Le risque par inhalation
(Figure 4A) affecte essentiel-
lement les personnes expo-
sées professionnellement a
des nanomatériaux manufac-
turés. Les premiers organes
exposés sont ceux de l'appa-
reil respiratoire. Toutefois,
la contamination de l'air en

milieu non professionnel par
des particules ultrafines ainsi
que lutilisation fréquente de
sprays contenant des nano-
particules peuvent également
contribuer a cette voie d'expo-
sition. En ce qui concerne le
dioxyde de titane nanoparticu-
laire, les études laissent pen-
ser qu'un risque cancérigéne
par inhalation est possible et
cette substance est classée
dans le groupe 2B par 'Agence
Internationale de Recherche
sur le Cancer (IARC).

L'exposition orale résulte
principalement de linges-
tion de produits alimentaires
contenant des additifs a base
de nanoparticules de TiO,
(Figure 4B). D’autres apports
ont été identifiés comme celui
lié a U'absorption de médi-
caments dans lesquels TiO,
est ajouté en tant qu’exci-
pient pour obtenir une cou-
leur blanche. L'utilisation de

Voies d’exposition aux
nanoparticules chez 'lhomme :

Al exposition professionnelle et
présence de nanoparticules dans
lair ou dans certains sprays ;

BJ les médicaments, les produits
alimentaires, les ustensiles de
cuisine et les produits d’hygiéne
nous exposent aux nanoparticules
par voie digestive. Lapport
journalier par voie digestive chez
l'enfant serait prés de quarante
fois plus élevé que celui de l'adulte.
Néanmoins, il n'y a pas de réel
consensus par rapport a la toxicité
des nanoparticules ;

C) les vétements, les tatouages

et les produits cosmétiques

ou d’hygiéne constituent une
exposition aux nanoparticules par
voie cutanée. Toutefois, il n'y aurait
pas de pénétration si la peau est
saine.
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certains produits d’hygiéne
dont une quantité peut éven-
tuellement étre ingérée (den-
tifrices, baumes ou rouges a
levres) peut également contri-
buer a l'exposition orale, tout
comme la libération pendant la
cuisson de nanoparticules pré-
sentes dans les revétements
d’ustensiles de cuisson.

Des études ont mesuré l'ap-
port journalier de nanoparti-
cules de dioxyde de titane®’,
(Figure 4B). Si cet apport est
de 0,03 mg par kg de poids
corporel chez l'adulte’, il peut
atteindre 13 mg par kg de
poids corporel chez l'enfant
de moins de 10 ans’, ces der-
niers consommant des quanti-
tés importantes de confiseries.

Peu de travaux sont encore
disponibles pour l'évaluation
du risque lié a lingestion de
nanoparticules mais les rares
études disponibles laissent
penser qu'un effet sur la
santé est possible avec pour

6. Rompelberg C., Heringa M.B.,
van Donkersgoed G., Drijvers J.,
Roos A., Westenbrink S., Peters R.,
van Bemmel G., Brand W., Oomen
A.G. (2016). Oral intake of added
titanium dioxide and its nanofrac-
tion from food products, food sup-
plements and toothpaste by the
Dutch population, Nanotoxicology,
10 : 1404-1414.

7.Huybrechts I., Sioen I.,Boon P.E.,
De Neve M., Amiano P., Arganini C.,
Bower E., Busk L., Christensen T.,
Hilbig A., Hirvonen T., Kafatos A.,

Koulouridaki S., Lafay L.,
Liukkonen K.-H.,  Papoutsou S.,
Ribas-Barba L., Ruprich J.,

Rehurkova I., Kersting M., Serra-
Majem L., Turrini A, Verger E.,
Westerlund A., Tornaritis M., van
Klaveren J.D., De HenauwS.
(2010). Long-term dietary expo-
sure to different food colours in
young children living in different
European contries (EN-53), EFSA
Supporting Publication, 7 : 1-70.

cibles les organes digestifs et
reproducteurs (Figure 4B). En
2016, U'Autorité Européenne de
Sécurité des Aliments (EFSA]
s’est prononcée en autorisant
Uutilisation de ladditif E171
mais a néanmoins recom-
mandé que de nouvelles
études soient réalisées pour
mieux connaitre son effet sur
le systeme reproducteur.

Les apports de nanoparticules
par voie cutanée se font essen-
tiellement par lutilisation de
cosmétiques et de produits
d’hygiene. Des apports plus
anecdotiques concernent les
tatouages [(encre pouvant
contenir des nanoparticules
inorganiques selon la couleur
désirée] et le port de véte-
ments intelligents a méme la
peau (Figure 4C).

La plupart des études menées
invitro ou in vivo tendent a mon-
trer que les nanoparticules ne
pénétrent pas le derme® et ne
peuvent donc pas étre diffu-
sées dans les organes par la
circulation sanguine. La pré-
sence d'une lésion cutanée
(érythéme, brilure, coup de
soleil,...) favoriserait la péné-
tration sans atteindre toutefois
les couches trés profondes du
derme (Figure 4C).

2.2. Réglementation
concernant les nanoparticules

Devant lutilisation de plus en
plus fréquente des nanopar-
ticules dans les produits du
quotidien et leur potentielle
dangerosité, une réglementa-
tion est en train de se mettre
en place au niveau européen.

8. Derme : couche de la peau située
sous l'épiderme (couche la plus en
surface) qui permet de cicatriser et
d'éliminer les toxines pas la sueur.



En 2011 (directive 2011/696/
UE), la commission euro-
péenne a proposé la définition
suivante pour un nanomaté-
riau : « Matériau naturel formé
accidentellement ou manufac-
turé contenant des particules
libres, sous forme d’agrégats
ou sous forme d’agglomérat,
dont au moins 50 % des par-
ticules, dans la répartition
numeérique en taille, présentent
une ou plusieurs dimensions
externes se situant entre 1 et
100 nm ». Cette directive a été
modifiée en 2013 (2013/1363/
UE) et précise que cette défi-
nition se réfere aux « maté-
riaux manufacturés » et non aux
nanomatériaux en général. En
conséquence, les nanomaté-
riaux naturels et formés acci-
dentellement ne doivent pas
étre inclus dans la définition.

L'utilisation de nanomaté-
riaux dans les produits cos-
métiques est réglementée par
la directive 1223/2009/EU. Ce
réglement a rendu obligatoire
depuis juillet 2013 le signale-
ment de leur présence dans la
liste des ingrédients des cos-
métiques. La regle d'étique-
tage prévoit que soit indiqué
le terme nano entre crochets
aprés le nom de lingrédient
concerné. Par exemple, dans
le cas de TiO,, Titanium dioxide
[nano]. La définition du terme
nanomatériau retenu par ce
reglement différe de celui de la
directive 2011/696/UE, notam-
ment par le fait qu’elle ne com-
porte pas de seuil minimal de
50 %.

Ily a, pour les professionnels,
obligation de notification de
tous les ingrédients nanopar-
ticulaires utilisés. Toutefois,
deux types d'autorisations sont
prévues, selon que les nano-
matériaux sont utilisés ou non

comme colorants, filtres UV
et conservateurs. Ainsi, cer-
tains nanomatériaux étaient
autorisés en 2018, notamment
quatre filtres UV dont l'oxyde
de zinc et le dioxyde de titane,
et un colorant, le noir de car-
bone.

Si la mention [nano] apparait
dans l'étiquette de certains
cosmétiques depuis 2014, des
tests menés par des associa-
tions de consommateurs et les
autorités publiques francaises
comme la Direction géné-
rale de la concurrence, de la
consommation et de la répres-
sion des fraudes (DGCCRF),
ont mis en évidence le fait que
de nombreuses marques ne
sont pas encore en conformité
avec l'obligation d'étiquetage.

Dans lalimentation, le regle-
ment européen concernant
l'information des consom-
mateurs sur les denrées ali-
mentaires (INCO 1169/2011)
impose également l'obliga-
tion d'étiquetage depuis fin
2014. Il est en effet stipulé
que « tous les ingrédients qui
se présentent sous forme de
nanomatériaux manufacturés
doivent étre indiqués clairement
dans la liste des ingrédients.
Le nom de l'ingrédient est suivi
du mot nano entre crochets ».
Toutefois, ce reglement est, de
facon générale, peu respecté
et plusieurs études scienti-
fiques et des campagnes de
contrdle ont confirmé la pré-
sence de nanomatériaux dans
de nombreux produits pré-
sents sur le marché, notam-
ment le dioxyde de titane, sans
aucun étiquetage. Devant la
réticence de l'industrie agro-
alimentaire a étiqueter leurs
produits, probablement par
peur de voir les consomma-
teurs se détourner de leurs
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FRRICPR.MS,
SEM, TEM,
AFM

: Les

Ui,
molecular
fluceascanca,

techniques

- - -

FFF,UBD,
MALLS, HDC,
CE, CHOF,
DLS, 5P-ICP-
Ms, TEM, SEM,
AFM,
centrifugation,
filtration

FFF,SP-ICP-
ME, SEM,
TEM, AFM,
LS, HOC,

Distribution
en tallle

cristallinité

Les techniques disponibles pour
lanalyse des nanomatériaux.

De nombreux paramétres tels que
la taille, la concentration, la forme,
etc., doivent étre déterminés selon
la réglementation. Ces techniques
sont donc complémentaires et
permettent une caractérisation
compleéte des nanoparticules.

produits ou tout simplement
par ignorance, plusieurs
organisations non gouver-
nementales ont demandé
au gouvernement francais
d’interdire les nanoparticules
de TiO, dans les aliments. En
mai 2018, un amendement a
ainsi été adopté par l'assem-
blée nationale visant a sus-
pendre la mise sur le marché
de l'additif E171 ainsi que les
denrées alimentaires qui en
contiennent. Cette suspension
a été confirmée par le sénat
dans le cadre du projet de loi
pour l'équilibre des relations
commerciales dans le secteur
agricole et alimentaire et une
alimentation saine, durable et
accessible a tous (loi EGALIM).
L'arrété a été signé en avril
2019 et donc, a partir du
1¢" janvier 2020, l'utilisation de
cet additif est interdite. Ce dos-
sier est actuellement présenté
par la France a la Commission
Européenne.

Méme si la réglementa-
tion commence a se mettre
en place, il y a un réel
besoin de mieux évaluer le
risque lié a Lutilisation des

nanoparticules. Toutefois, les
études de toxicité ont besoin
de s’appuyer sur des mesures
fiables, précises et spécifiques
pour obtenir des conclusions
non équivoques sur leur dan-
gerosité. L'analyse des nano-
particules dans les produits du
quotidien est assez récente et
aucune méthode normalisée
n’existe. [l est donc nécessaire
de développer des méthodes
qui permettront de faire avan-
cer les connaissances liées
au danger de l'utilisation des
nanoparticules.

La caractérisation
des nanoparticules

3.1. Les techniques d’analyse

De nombreux parametres
permettent de caractériser
les nanoparticules comme
la concentration, la forme, la
taille, la distribution en taille,
la structure, la cristallinité’, la
composition, l'aire de surface,
la fonctionnalité de surface',
la charge de surface et l'état
d’agglomération (Figure 5).
Selon la réglementation
européenne, l'ensemble de
ces parameétres devrait étre
déterminé. Une caractérisa-
tion aussi compléte peut dif-
ficillement étre réalisée par
un seul laboratoire. De plus,
le colt de ces analyses est
souvent trés élevé en raison
de l'utilisation de techniques
trés sophistiquées. Pour ces

9. Cristallinité caractérise la
proportion de matériau qui est a
l'état cristallin, c’est-a-dire dont
les ions, atomes ou molécules
sont disposés de facon réguliere.
10. Fonctionnalité de surface :
capacité a modifier linteraction
entre deux milieux au niveau d’'une
interface.



Autres

sp-ICP-MsS

Chromatographie

ICP-MS, ICP-AES, SAA-ET,
LIBS, LA-ICP-MS, ETV-ICP-MS

Elément
total 27 %

Caractérisation
des NP

73 %

raisons, seules la nature, la
taille, la distribution en taille
et la concentration des nano-
particules sont le plus souvent
mesurées. Plusieurs tech-
niques permettent d’obtenir
cette information, il n'y a pas
de technique universelle mais
plutot des techniques complé-
mentaires (Figure 5).

Sionrecense les travaux effec-
tués sur l'analyse des nano-
particules (Figure 6), plus d'un
tiers d’entre eux décrivent
des techniques permettant la
caractérisation spécifique des
nanoparticules. Les autres
études utilisent généralement
lateneur totale en élément. Par
exemple, si c’est le dioxyde de
titane que l'on veut caractéri-
ser, on se contente de mesu-
rer la concentration totale en
titane. Ces analyses élémen-
taires sont le plus souvent des
méthodes spectrométriques'”,
et en particulier U'ICP-MS
(« Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry »), qui est
une technique trés performante

11. Techniques spectrométriques :
techniques d'analyse de la matiére
basées sur l'étude des spectres
fournis par linteraction entre
la matiére et un rayonnement
(lumiére, UV, rayon X).

en termes de sensibilité pour
l'analyse élémentaire. C'est
toutefois une technique des-
tructive car U'échantillon est
soumis a un plasma'? d’argon
a trés haute température, et
l'information concernant la
taille n’est pas accessible dans
les conditions normales d'utili-
sation de l'ICP-MS.

Parmi les techniques per-
mettant de caractériser les
nanoparticules et pas seule-
ment l'élément qui la consti-
tue, la microscopie occupe la
premiére place, elle repré-
sente 36 % des applications
(Figure 6). Des techniques
séparatives comme U'A4F ou la
chromatographie' sont citées,
ainsi que la technique ICP-MS
en mode particule unique ou
« single particle », qui com-
mence a gagner un certain
nombre d’adeptes.

12. Plasma : état de la matiere
dans lequel elle est partiellement
ou totalement ionisée.

13. Chromatographie : technique
de séparation et d'analyse de
substances basée sur la différence
d'affinité des composés pour une
phase mobile (liquide ou gazeuse)
et une phase stationnaire (solide
ou liquide).

La microscopie est la technique
d‘analyse la plus répandue,

elle est suivie par [A4F et [ICP-MS
en mode « single particle »,

qui va permettre de caractériser
la nanoparticule et non l'élément
total.
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La microscopie électronique
permet d'obtenir l'image
des nanoparticules.

La microscopie électronique
permet d’obtenir la projection
de la nanoparticule étudiée.

La microscopie électronique reste
la technique de référence.

3.2. Les techniques de
microscopie électronique

Les techniques de micros-
copie électronique sont utili-
sées depuis longtemps pour
mesurer la taille des nano-
particules. Deux catégories
de microscopie électronique
se distinguent, la Microscopie
Electronique a Balayage (MEB)
et la Microscopie Electronique
en Transmission (MET). Ce qui
différencie principalement ces
deux techniques est que le MEB
ne permet d’imager que la sur-
face de U'échantillon alors que
le MET peut visualiser la struc-
ture interne. Ces méthodes sont
intéressantes car ce sont les
seules qui permettent d’obtenir
une image des nanoparticules
(Figure 7) correspondant en fait
au diameétre projeté de la par-
ticule (Figure 8). Ces méthodes
nécessitent une étape de pré-
paration d'échantillon qui peut
étre assez longue, notamment
par MET. Il est également indis-
pensable de sécher compléete-
ment l'échantillon, ce qui peut
entrainer une agglomération
des nanoparticules. Le diametre
(moyen, médian ou modal) est
obtenu a partir de l'image et un
traitement statistique a l'aide
d'un logiciel de traitement
d'image permet d'accéder a la
distribution en taille des par-
ticules. Quand ces techniques
sont associées a UEDX (spec-
troscope X a dispersion d'éner-
gie], la composition chimique
peut étre connue. Les tech-
niques de microscopie électro-
nique sont essentielles car elles
permettent une information
précise sur la forme des nano-
particules et restent les tech-
niques de référence (Figure 9) ;
les inconvénients sont qu’elles
sont colteuses et que la durée
d’analyse est longue.

3.3. Analyse par
Fractionnement Flux-Force
par Flux Asymétrique (A4F)

Afin d'analyser des nanopar-
ticules de facon plus rapide
et moins colteuse qu'avec
la microscopie électronique,
d’autres techniques sont dis-
ponibles. L'une d’entre elles
est UA4F (« Asymmetric Flow
Field-Flow Fractionation »), qui
permet de séparer les nano-
particules en fonction de leur
taille. Cette méthode, contrai-
rement a la chromatographie
en phase liquide, ne dépend
pas de linteraction entre les
analytes et les phases mobile
et stationnaire. Avec U'A4F, la
phase mobile n'a qu'un role
de véhiculeur, la séparation
des nanoparticules repose en
théorie sur des interactions
physiques entre ['échantillon
et les forces appliquées. Son
couplage a différents détec-
teurs permet de mesurer les
parameétres permettant de
caractériser les nanoparti-
cules (Figure 10).

Apreés injection et applica-
tion des flux, les nanopar-
ticules les plus petites sont
éluées les premiéres. Les
détecteurs couplés en ligne
peuvent étre de différentes
sortes (Figure 10) : le détec-
teur UV pour caractériser
des nanoparticules orga-
niques, le détecteur MALS
est un granulomeétre'™ qui
donne une information sur la
taille, et le détecteur ICP-MS
qui permet d'accéder a la
composition chimique de la
nanoparticule ainsi qu'a leur
concentration.

14 Granulometre : appareil per-
mettant de mesurer la taille de
grains ou de particules et d’en
étudier la forme.



A4F membrane

Détecteur

Détecteur
ICP-MS

Détecteur

uv MALS

A4F-MALLS

¥ Composition
¥'Concentration

Information obtenue: -3‘;

¥ Diamétre hydrodynamique o%es’
¥'Rayon de giration —

Rayon
hydrodynamique

L'information relative a taille
obtenue est le diameétre
hydrodynamique'® (Figure 11],
c’est-a-dire le diametre de la
particule avec son environ-
nement chimique : si elle est
solvatée, la taille de particule
mesurée est plus importante
puisqu’elle correspond au dia-
meétre de la particule et de sa
couche immédiate.

La technique A4F repose sur
une bonne efficacité de la
séparation des particules dans
le flux. Elle permet d’analyser
une large gamme de taille de
particules, qu’elles soient
organiques ou inorganiques.
Elle présente quand méme
des inconvénients car des
interactions particule-par-
ticule subsistent pendant la
séparation ainsi que des inte-
ractions particule-membrane,

15 Diametre hydrodynamique :
diameétre de la particule qui
prend en compte son environ-
nement chimique et mesure en
plus du diameétre de la particule
sa couche immédiate ou couche
d’hydratation, couche formée par
les molécules de solvant autour de
la particule solvatée qui dépend du
milieu.

16 Fractogramme

notamment pour les nano-
particules inorganiques. Par
ailleurs, c’est une technique
qui nécessite une bonne
mafitrise pour en conclure
les principaux résultats. Les
données obtenues par les dif-
férents détecteurs donnent
lieu a l'obtention de fracto-
grammes'®, qui ne sont pas
toujours faciles a interpréter
pour un non-expert.

3.4. Principe de l'analyse par
sp-ICP-MS

Pour les nanoparticules conte-
nant un élément détectable par
ICP-MS, la technique de choix
est U'ICP-MS en mode particule
unique ou « single particle »
(Encart : « Fonctionnement
de U'ICP-MS en mode « single
particle »). Elle repose sur la
détection des particules une a
une qui se distinguent du bruit

les parti-
cules sont capables de diffracter
la lumiére incidente. Le fracto-
gramme représente les raies de
diffraction avec leur intensité et
est spécifique a chaque type de
particule.

LA4F-MALLS est constitué

d’une membrane et d'une série

de détecteurs (UV, MALS, ICP-MS)
qui vont permettre d’obtenir

des informations, notamment sur

la taille, la composition et

la concentration des nanoparticules.

LA4F-MALS permet de mesurer
le rayon hydrodynamique

de la nanoparticule, c’est-a-dire
qu’on prend on compte a la fois

la particule et son environnement.
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FONCTIONNEMENT DE L'ICP-MS EN MODE « SINGLE PARTICLE »

Un des composants clés d'un ICP-MS est la torche a plasma
(Figure 12). C'est un milieu entretenu d’argon chauffé a tres
2 haute température. Quand l'échantillon est introduit dans ce
® * 6'.;. .;'?':, plasma sous forme d’aérosol, les éléments sont atomisés et

4 ionisés. Ils sont ensuite détectés par spectrométrie de masse
en fonction de leur rapport masse sur charge.

En mode « single particle », les particules vont produire un

nuage dions de l'élément qui la compose dans le plasma
Figure 12 . . :

(Figure 12) et lorsque ce nuage d’ions arrive dans le spec-
Méme si elle est basée sur de trometre de masse, le signal obtenu est plus intense qu’un

nombreuses hypotheses, lICP- signal provenant d'un analyte ionique. A chagque fois qu'une
MS en mode « single particle » nanoparticule arrive au détecteur, son signal se distingue de
est une technique de plus en celui du bruit de fond correspondant  la détection de l'élément

plus répandue. La premiére S . .
étape de UICP-MS est le passage  '©Nidue par une pulsation (Figure 13A). Par exemple, lorsque

dans un plasma qui dissocie des particules de TiO, sont analysées, du titane a l'état dissous
l'amas de nanoparticules & est présent et est responsable du bruit de fond. Il est néces-
analyser afin de pouvoir les saire de minimiser ce bruit de fond pour mieux distinguer les
analyser une par une. nanoparticules.

Les signaux qui se distinguent du bruit de fond (Figure 13A) sont ensuite traités par un logiciel
spécifique qui est maintenant disponible chez tous les constructeurs d'ICP-MS. Ce traitement
permet d’obtenir la fréquence des particules en fonction de leur taille (Figure 13B). Si une
seule population de nanoparticules est présente, une distribution gaussienne est obtenue et
les informations qui peuvent étre acquises sont le diamétre équivalent sphérique (diametres
moyen, médian, modal), la distribution en taille et la concentration des nanoparticules. Il est
également possible d'accéder a la teneur en élément dissous.

w
“"

AJ La détection d’une nanoparticule se visualise par lapparition d’un signal qui se distingue du bruit de fond
(élément sous forme ionique). Ces signaux sont d'autant plus visibles que le bruit de fond est atténué ;

B cette méthode permet d’obtenir la distribution en taille des nanoparticules et d’en déduire les diamétres
équivalents sphériques [moyen, médian et modal).




de fond (Figures 12 et 13). Le
mode « single particle » ne peut
étre utilisé qu'avec les ICP-MS
de nouvelle génération qui per-
mettent d’appliquer un temps
de mesure (« dwell time »)
rapide afin de pouvoir détec-
ter la nanoparticule quand elle
arrive au détecteur. Il est néces-
saire de diluer l'échantillon afin
d’éviter 'analyse simultanée de
plusieurs particules. Le traite-
ment des données est basé sur
U'hypothese que toutes les par-
ticules sont sphériques.

Les principaux avantages de la
technique sp-ICP-MS sont sa
simplicité d'utilisation, sa rapi-
dité, sa sensibilité et sa spécifi-
cité. Elle ne peut toutefois étre
appliquée qu’'a des nanoparti-
cules qui contiennent un élé-
ment détectable par ICP-MS.
Elle est donc limitée aux nano-
particules inorganiques.

Les limites de détection en
termes de taille sont diffé-
rentes selon les nanoparti-
cules ; la sensibilité en taille
est meilleure pour les nanopar-
ticules de dioxyde de titane, d’or
ou d'argent que pour celles de
silice. En effet, le silicium est un
élément interféré en ICP-MS,
ce qui engendre des limites
de détection élevées avec un
ICP-MS quadripolaire. Ces
interférences peuvent étre éli-
minées en utilisant un ICP-MS
haute résolution.

Analyse

des nanoparticules
dans les produits
du quotidien

4.1. Préparation de U'échantillon

Quelle que soit la technique
utilisée, il est nécessaire de
préparer Ll'échantillon au

Extraction des NP

©0 " =
© Setalonstampon

Echantillon

Dégradation de la

et :xtra:lion des NP

Acides
Oxydants
Bases
Enzymes

interférents

Elimination de composés

Graisses : hexane
ines : acide trichl

Dispersion (bain ou sonde ultrasons)
Analyse

lons métalliques : EDTA

préalable. S’il s’agit d'un
échantillon solide, il faut
extraire les nanoparticules de
la matrice le plus efficacement
possible sans les dénaturer.
Il est également indispen-
sable ensuite de disperser les
nanoparticules extraites. Ces
étapes sont primordiales et
des protocoles normalisés ne
sont pas encore disponibles.

Les nanoparticules dans les
produits sucrés (bonbon ou
chewing-gum) sont générale-
ment faciles a extraire. Dans
ces échantillons, les nanopar-
ticules sont souvent présentes
dans le revétement pour leur
donner un aspect brillant,
qui est soluble dans l'eau. Le
résidu solide est éliminé et
l'extrait aqueux est récupéré.
Il constitue une matrice simple
a analyser apreés dispersion
(Figure 14).

La préparation d’échantillon
est plus complexe lorsqu’on
a une matrice composite, par
exemple une créeme solaire qui
contient des produits gras. Il
faut donc les détruire et libé-
rer les nanoparticules. Des
réactifs d’extraction autres
que l'eau sont utilisés afin de

La préparation de l'échantillon
dépend de la matrice dans laquelle
sont présentes les nanoparticules.
On peut solubiliser

les nanoparticules ou bien

les extraire en dégradant

la matrice pour libérer

les nanoparticules. Les extraits
peuvent nécessiter une étape

de purification permettant
d'éliminer les composés
interférant avec la technique
d'analyse.
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Ti:13,7+0,2mg/g

Ti total extrait
Ti:13,1£0,1mg/g

(96 %)

NP de TiO,

AF4-MALS-ICP-MS
sp-ICP-MS
MEB (comparaison)

L'échantillon de creme solaire

est extrait avec de l'hexane et

les teneurs de titane avant et
apreés extraction sont mesurées.
Plusieurs techniques [A4F-MALS-
ICP-MS, sp-ICP-MS et MEB) vont
ensuite permettre de vérifier

la présence de nanoparticules
(NP).

dégrader ces matrices comme
des solvants organiques, des
acides plus ou moins dilués,
des oxydants, des bases, ou
parfois, pour des échantillons
biologiques, des enzymes
capables de dénaturer les pro-
téines qui encagent les nano-
particules (Figure 14).

Une fois l'extraction réali-
sée, il peut étre nécessaire
de purifier Uextrait afin d'éli-
miner des composants qui
peuvent perturber l'analyse
(Figure 14). Par exemple, si
U'extrait contient encore des
produits gras, une étape de
dégraissage avec de ['hexane
peut étre réalisée avant la dis-
persion. Si des protéines sub-
sistent, on peut les dégrader
avec l'acide trichloracétique.
Sidesions métalliques doivent
étre éliminés, il est possible de
les complexer avec de UEDTA.

Quel que soit le protocole de
préparation de l'échantillon,
il est nécessaire de réaliser
une étape de dispersion'’
pour éviter que ces nanoparti-
cules ne s’agglomeérent ou ne
s’agregent dans l'extrait avant
l'analyse. La dispersion se fait
avec un bain a ultrasons ou une
sonde a ultrasons.

L'analyse par les techniques
présentées auparavant peut
ensuite étre réalisée.

17. Dispersion : étape dans la pré-
paration de l'échantillon consistant
a séparer les nanoparticules qui se
sont agglomérées.

4.2. Un exemple concret :
l'analyse d'une créme solaire

Un protocole d'analyse d'un
échantillon de créeme solaire
dont la présence de nanopar-
ticules de dioxyde de titane
est indiquée dans la liste des
ingrédients avec la mention
[nano] est proposé.

La teneur en titane total a tout
d’abord été mesurée, elle est
voisine de 14 mg par gramme.
Afin d'accéder a la caracté-
risation des nanoparticules,
une extraction a été réalisée
en utilisant de U'hexane pour
dégrader la matiére grasse. La
concentration en titane total a
été mesurée dans la solution
afin de s’assurer que la tota-
lité du titane a été extraite.
La comparaison de cette
concentration avec celle du
titane contenu dans la créme
solaire montre qu’elles sont
trés proches, le taux de recou-
vrement étant de 96 %.

Afin de caractériser les nano-
particules extraites, trois tech-
niques ont été comparées : le
couplage A4F-MALS-ICP-MS,
U'ICP-MS en mode « single par-
ticle » et la microscopie élec-
tronique (Figure 15).

La Figure 16 montre le frac-
togramme obtenu par A4F-
MALS-ICP-MS. La courbe
bleue correspond au détec-
teur MALS et le pic obtenu
montre la présence d'une
seule population de nanoparti-
cules. Le signal correspondant
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au détecteur ICP-MS pour le
titane (courbe orange foncé)
se superpose completement a
celui du détecteur MALS mon-
trant que ce pic correspond
treés probablement a des nano-
particules de TiO,. D'autres
éléments peuvent étre ana-
lysés par ICP-MS pendant la
séparation comme ici l'alu-
minium, le zinc, le chrome,
le fer ou l'argent. Le signal
de l'aluminium (courbe grise)
se superpose également a ce
méme pic, démontrant que du
titane et de l'aluminium sont
soit associés aux nanoparti-
cules, soit ces deux éléments
entrent dans la composition
des nanoparticules.

Le diamétre moyen des nano-
particules dans l'échantillon
de créme solaire par la tech-
niqgue A4F-MALS-ICP-MS
est proche de 86 nm. Cet
échantillon a également été
analysé par ICP-MS « single
particle » et le diameétre
moyen mesuré est voisin de
87 nm (Figure 17A). Ces deux
résultats sont trés proches
et la microscopie a permis
d’obtenir des diameétres
équivalents (Figure 17B). La
cohérence des résultats per-
met de valider la technique la
plus récente comme l'ICP-MS
en mode « single particle »
(Figure 17C).

Nombre de particules o

Profil sp-ICP-MS
R P
9 (n=3) 180 160
140 140
120 120
sp-ICP-MS 86.9+0.6 100 100
L] 80
AF4-MALLS-ICP-MS 8615 L s
a0 0
20 0
MEB 7 5 100 150 250 250 360 30 400,

Les nanoparticules

de 'échantillon contiennent du Ti0,
et de laluminium car le signal

du granulométre (bleu)

se superpose aux signaux du titane
(orange foncé) et de laluminium
(gris).

Les différentes techniques de
mesure : A] A4F-MALLS-ICP-MS ;
BJ microscopie électronique ;

C) ICP-MS en mode « single
particle », donnent des résultats
équivalents pour le diamétre
moyen. Cela permet de valider

les techniques les plus récentes
comme ['ICP-MS en mode « single
particle ».
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Différents produits alimentaires
du quotidien [chewing-gums,
dragées, aromates, sauces et
boissons) ont été testés afin

de vérifier si l'obligation
d'étiquetage est suivie.

Les échantillons sont analysés
par ICP-MS en mode « single
particle » aprés mise en
suspension des particules

dans l'eau. Les résultats

sont validés par microscopie
électronique et sont comparés
avec ceux de ladditif E171 utilisé
comme ingrédient dans

la fabrication du produit.

Echantillons analysés
Chewing-gum 1
Confiserie Chewing-gum 2
Dragées
Complément CA 1 (comprimés)
alimentaire CA 2 (comprimés)
Aromates Poivre doré

Additif 1 (poudre)

Additif 2 (poudre)

Additifs TiO; =
Additif 3 (poudre)

Additif 4 (péte)

S
I B ) 3

Objectifs: w

Le produit est-il bien étiqueté ?

- Présence de particules ?
- Composition des particules ?
- Particules « nano »?

Quelle distribution?

4.3. Analyse de produits
alimentaires

Dans le cadre d'une collabora-
tion avec le Service Commun
des Laboratoires (SCL-Pessac]
de la Direction générale des
douanes et droits indirects
(DGCCRF) et de la Direction
générale des douanes et droits
indirects (DGDDI), une étude
a été menée sur l'analyse
de nanoparticules de dioxide
de titane d'un grand nombre
d’échantillons alimentaires
disponibles sur le marché. Il
s'agit de produits sucrés (dra-
gées et chewing-gum), des
compléments alimentaires,
un aromate (le poivre doré),
des sauces et des boissons,

ainsi que certains additifs uti-
lisés dans la fabrication de ces
produits (Figure 18).

Les objectifs de cette étude
étaient multiples : est-ce que
le produit est bien étiqueté ?
Contient-il des particules ?
Quelle est leur composition ?
Est-ce qu’elles sont nano ou
pas ? Quelle est leur distri-
bution ?

Dans la mesure ou un grand
nombre d’échantillons devait
étre analysé, la préparation
de l"échantillon a consisté en
une extraction avec de l'eau,
suivie d'une étape de disper-
sion. La méthode d'analyse
retenue est 'ICP-MS en mode
« single particle » car c’est la

Préparation d’échantillon

Echantillon + eau

Dispersion bain ultrasons 10 min

VALIDATION DES
RESULTATS
1 - Comparaison avec MEB

Technique MEB
(plateforme Carmen - LNE)

MEB (EDX)

2 - Comparaison avec
I'ingrédient TiO,
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méthode la plus simple et la
moins coliteuse de mise en
ceuvre. Certains résultats ont
été validés par comparaison
avec les informations obtenues
par microscopie électronique
(Figure 19) en partenariat
avec la plateforme Carmen du
Laboratoire National d'Essai
(LNE). Quand cela était pos-
sible, les diameétres des par-
ticules de TiO, trouvées dans
les produits alimentaires ont
été comparés avec ceux de
lingrédient E171 utilisé dans
la fabrication du produit.

Les résultats obtenus pour
certains échantillons sont
présentés sur la Figure 20.
Des nanoparticules de TiO,
ont été détectées dans tous
les produits étudiés avec des
diameétres médians compris
entre 40 et 200 nm. C'est le
poivre doré qui présente les
particules les plus fines, tous
les autres produits ayant un
diameétre médian supérieur a

100 nm. Le taux de particules
ayant un diamétre inférieur
a 100 nm est autour de 20 %
pour tous les échantillons sauf
le poivre doré qui présente un
taux plus élevé (proche de
80 %). Si le seuil de 10 % est
considéré, comme c'est sou-
vent le cas pour les nanoparti-
cules dans l'agroalimentaire, il
y aobligation d’'étiquetage pour
l'ensemble des échantillons
étudiés.

De facon générale, un trés bon
accord a été obtenu entre la
technique ICP-MS en mode
«single particle » et la micros-
copie pour l'ensemble des
échantillons, aussi bien pour
le diameétre (moyen, médian
modal) que pour le taux de
particules ayant une taille
inférieure a 100 nm. Il en est
de méme pour les diameétres
des particules de TiO, dans les
produits et dans lingrédient
E171 de base.

Les analyses des confiseries,
sauces, boissons et aromates
montrent que tous contiennent
des particules de dioxyde de titane
dont la taille est comprise entre
40 et 200 nm.
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Vers la maitrise de la connaissance
des nanoparticules dans les produits
du quotidien

Cette présentation a permis de montrer que les
nanoparticules sont présentes dans un grand
nombre de produits du quotidien. Si lon s’inté-
resse aux nanoparticules de dioxyde de titane,
il s’agit d'une utilisation industrielle ancienne
bien avant qu’elle ne soit recherchée. Elle est
en effet depuis longtemps signalée sur les
étiquettes par la mention EXXX mais doit main-
tenant étre complétée par la mention [nano].

Il est nécessaire d’augmenter la connaissance
sur la toxicité des différentes nanoparticules
afin de proposer une réglementation qui soit
sans ambiguité a la fois pour les industriels
et les consommateurs. Les outils analytiques
permettant de détecter et caractériser les
nanoparticules sont maintenant performants en
termes de sensibilité et de spécificité, rapides
et de moins en moins colteux. Leur utilisation
dans les études de toxicité devrait permettre
d’augmenter les connaissances sur lévalua-
tion du risque. Par ailleurs, il est actuellement
possible de mener des études a grande échelle
grace a certaines techniques comme UICP-MS
en mode « single particle » qui peuvent étre utili-
sées en routine. Pour augmenter la tracabilité
des données, il va étre nécessaire de proposer
des méthodes normalisées, produire des maté-
riaux de référence pour valider les analyses et
organiser des essais inter-laboratoires.
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