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AVIS
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation,
de I’environnement et du travalil

relatif a I'expertise concernant la mise a jour des connaissances sur «|’évaluation des
risques sanitaires et environnementaux liés a I'exposition aux nanoparticules d’argent »

L'’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail et de
I'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également & assurer d’'une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé des
végétaux et d’'autre part I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que I'expertise et I'appui scientifique
technique nécessaires a I'élaboration des dispositions Iégislatives et réglementaires et a la mise en ceuvre des mesures
de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont rendus publics.

L’Anses a été saisie le 10 aolt 2011 par la Direction générale de la santé (DGS), la Direction
générale du travail (DGT) ainsi que la Direction générale de l'alimentation (DGAL), 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 (DGCCREF) afin de mettre a jour les connaissances
sur I'évaluation des risques sanitaires et environnementaux liés a I'exposition aux nanoparticules
d’argent.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Les nanoparticules d’argent sous forme agrégée, agglomérée ou encore colloidale, sont utilisées
dans un grand nombre d’applications industrielles, notamment dans les secteurs suivants :

e alimentation: les additifs, emballages alimentaires et revétements internes de
réfrigérateurs ;

o textiles : vétements et literie ;

e produits cosmétiques et d’hygiéne : brosses a dents, fers a lisser les cheveux, sprays
désinfectants, etc.

L’intégration de ces nanoparticules d’argent dans des articles commercialisés par les industriels
est réputée répondre principalement a des finalités antibactériennes et antifongiques. Il n’existe
cependant actuellement aucun inventaire complet des produits contenant des nanoparticules
d’argent dans le monde ou en France. L'institution américaine Woodrow Wilson International
Center for Scholars révéle cependant, dans son inventaire des nano-produits', que depuis 2011,
les produits de consommation contenant des nanoparticules d’argent seraient les plus abondants
parmi 'ensemble des nano-produits mis sur le marché et que leur nombre est en croissance.

! http://www.nanotechproject.org/cpi/about/analysis/
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L’entrée en vigueur, conformément aux articles L. 523-1 a L. 523-8 du Code de I'environnement
(loi Grenelle 1l du 12 juillet 2010), de la déclaration obligatoire des substances a [I'état
nanoparticulaire a permis de dresser un premier état des connaissances de l'identité, des usages
et des quantités de nanomatériaux produits, importés et distribués en France? Il souligne la
présence de tonnages importants de nanomatériaux sur le marché francais. Cependant, cet état
des lieux met en évidence I'absence de déclaration concernant la production, I'importation ou la
distribution de nanoparticules d’argent, alors méme que des produits de consommation contenant
de telles nanoparticules sont identifiés sur le marché frangais (cf. avis et rapport Anses 2010)°.

En ce qui concerne les connaissances sur les risques liés a I'exposition aux nanoparticules
d’argent, l'institut fédéral allemand d’évaluation des risques (Bundesinstitut fir Risikobewertung -
BfR) et 'Anses avaient conclu dans leurs rapports respectifs de décembre 2009* et de mars 2009
et 2010° que les données disponibles étaient insuffisantes pour permettre une évaluation
quantitative des risques sanitaires.

Dans son avis du 28 décembre 2009, le BfR a cependant recommandé aux industriels de renoncer
a l'utilisation d’argent ou de composés d’argent a I'échelle nanométrique dans les produits
alimentaires et les produits de consommation courante. L’Anses, quant a elle, compte tenu
notamment des connaissances sur la toxicité de certaines nanoparticules d’argent et de risques de
contamination des compartiments environnementaux, a préconisé dans son avis du 17 mars 2010
de limiter I'exposition des consommateurs aux produits contenant des nanomatériaux et leur
dissémination dans I'environnement, selon une approche graduelle :

e « en favorisant les produits sirs et équivalents en termes de fonction, d’efficacité et de colt
dépourvus de nanomatériaux ;

e en restreignant le recours aux produits dont l'utilité démontrée serait faible pour les
consommateurs, par exemple sur la base d'une analyse socio-économique de type
bénéficelrisque ;

e en restreignant le recours aux produits susceptibles de libérer des nanomatériaux ou des
espéces chimiques pouvant présenter un risque pour I’homme ou pour I'environnement au
cours de leur utilisation, sous contrainte d’'usage normal et en fin de vie. Le critére de
persistance dans I'environnement doit étre également pris en compte, dans I'éventualité
d’'un impact a long terme ;

e en limitant dés aujourd’hui aux usages essentiels le recours aux nanomatériaux pour
lesquels des alertes de danger ont été identifiées ».

Compte tenu des recommandations différentes exprimées par I'Anses et le BfR dans leurs avis
respectifs, 'Anses a été saisie le 10 aolt 2011 par la Direction générale de la santé (DGS), la
Direction générale du travail (DGT) ainsi que la Direction générale de l'alimentation (DGAL), 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) afin de mettre a jour les
connaissances sur I'’évaluation des risques sanitaires et environnementaux liés a I'exposition aux
nanoparticules d’argent.

2 http://www.developpement-durable.gouv.fr/IMG/pdf/Rapport_public_format_final_20131125.pdf.

3 Anses (2010) Evaluation des risques liés aux nanomatériaux pour la population générale et pour I'environnement.
Anses, Maisons-Alfort.

* L'avis du BfR Nr. 024/2010 a été rendu le 28 décembre 2009, et confirmé par un communiqué de presse sur le site du
BfR le 10 juin 2010. Le BfR a organisé par la suite un atelier réunissant les différentes parties prenantes intéressées
(experts scientifiques, associations, industriels) afin de discuter des risques connus et des options envisageables pour
mettre en place une protection adéquate des consommateurs. A l'issue de cette réunion, le président du BfR a maintenu
la position de son agence (12 avril 2011).

®L'Anses a publié deux rapports sur I'évaluation des risques des nanomatériaux impliquant les nanoparticules d’argent :
« Nanotechnologies et nanoparticules dans I'alimentation humaine et animale » (mars 2009) et « Nanomatériaux et
produits de consommation » (mars 2010).
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La demande d’expertise a porté dans un premier temps sur I'analyse des différences éventuelles,
sur le plan bibliographique, entre le rapport du BfR et ceux de I'Anses publiés en 2009 et 2010. Ce
travail a fait 'objet d’'un rapport d’analyse bibliographique remis aux demandeurs, en s’appuyant
sur le systeme de veille de 'Anses pour la thématique des nanotechnologies, soumis pour
relecture et complété par quatre experts rapporteurs externes. Au cours de ce travail d’analyse
bibliographique et méthodologique, I'Agence a identifié un certain nombre de publications relatives
notamment a la toxicité des nanoparticules d’argent, postérieures a la publication des derniers
rapports d’expertise.

A la lumiére de ces connaissances nouvelles, la seconde phase de 'expertise a été engagée, afin
de mettre a jour les travaux d’expertise de 'Agence sur le nano-argent, en considérant notamment
les avis et recommandations publiés par des instances d'expertise nationale ou internationale, y
compris en milieu de travail. Les travaux ont été menés dans le cadre d’'une expertise collective
spécifique réalisée avec I'appui du groupe de travail « Nanomatériaux et santé — alimentation,
environnement, travail » rattaché au Comité d’experts spécialisés « agents physiques, nouvelles
technologies et grands aménagements ».

La mise a jour des connaissances s’est appuyée sur une revue bibliographique de la littérature
relative aux nanoparticules d’argent publiée entre décembre 2009 et décembre 2013 ou portant
sur de nouvelles voies d’exposition, en tenant compte des résultats précédemment décrits dans le
rapport publié par 'Agence en 2010.

Les travaux scientifiques retenus dans ce nouveau rapport sont donc issus :
e de publications dans des revues scientifiques internationales avec comité de lecture ;

o de rapports d’études scientifiques, d‘organismes et d’organisations non gouvernementales
(avis du Scenihr ®, rapport du Beuc et de 'Anec’, etc.).

Compte tenu de I'abondance des publications sur le sujet, une sélection des articles fournissant
des résultats originaux a été effectuée par les experts du GT. Les articles pour lesquels la
caractérisation de I'argent sous toutes ses formes a été jugée insuffisante ont été exclus. C’est
ainsi que 280 articles scientifiques portant sur la toxicité et I'écotoxicité des nanoparticules d’argent
ont été identifiés et analysés sur la période 2009-2013.

Le domaine « activité bactérienne et bactériorésistance » a été inclus dans cette expertise et
couvert par une recherche bibliographique spécifique.

Un chapitre du rapport d’expertise a été consacré a l'identification des sources d’exposition des
consommateurs et de I'environnement, a partir de I'inventaire des nano-produits réalisé par 'Anses
dans le cadre du rapport « Nanomatériaux et produits de consommation » (2010) et de l'inventaire
du Woodrow Wilson International Center for Scholars. La liste non exhaustive réalisée par
I'Observatoire régional des déchets industriels en Midi-Pyrénées en 2009 (Ordimip)® a permis
également de compléter le recensement des produits de consommation contenant des
nanoparticules d’argent présents en France.

2. ORGANISATION DE L'EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

® Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks, Scenihr (2010) Scientific Basis for the Definition
of the Term “nanomaterial”, European Comission, Brussels, Belgium.

" Bureau européen des unions de consommateurs et Association Européenne pour la coordination de la représentation
des consommateurs auprés de la standardisation, ANEC and BEUC, (2012) Nano : Very Small and Everywhere, URL :
http://www.anec.eu/attachments/ANEC_BEUC%20nano-silver%20brochure%20updated.pdf

8les nanoparticules dans les déchets : un chantier a ouvrir. « Le savoir : un préalable a la gestion » (ORDIMIP, octobre
2009)
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L’Anses a confié au Comité dexperts spécialisé (CES) « Agents physiques, nouvelles
technologies et grands aménagements » l'instruction de cette saisine. Ce dernier a, dans un
premier temps, mandaté quatre experts rapporteurs pour réaliser une analyse comparée des
différences bibliographiques entre le rapport du BfR et ceux de I'’Anses.

L’Agence a, par la suite, mandaté le groupe de travail (GT) « Nanomatériaux et santé —
alimentation, environnement, travail » pour réaliser une mise a jour de I'évaluation des risques liés
au nano-argent. Pour ce qui concerne I'activité antibactérienne et la bactériorésistance, le groupe
de travail s’est appuyé sur I'expertise de deux scientifiques de I'Anses, spécialistes du domaine.

Ces travaux d’expertise ont été soumis régulierement au CES « Agents physiques, nouvelles
technologies et grands aménagements », tant sur les aspects méthodologiques que scientifiques
entre le 16 septembre 2011 et le 20 juin 2014°. Le rapport final produit par le groupe de travail tient
compte des observations et éléments complémentaires transmis par les membres du CES. Les
travaux d’expertise ont également fait I'objet d’'une présentation auprés du CES « Caractérisation
des dangers des substances et valeurs toxicologiques de référence » le 10 juillet 2014.

L’Anses a analysé les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long
des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans le cadre
de I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont rendues publiques via le site internet de I'Anses
(www.anses.fr).

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS bU CES

Résultat de I'expertise collective

Le comité d’experts spécialisé « Agents physiques, nouvelles technologies et grands
aménagements » a adopté les travaux d’expertise collective du groupe de travail « Nanomatériaux
et santé — alimentation, environnement, travail » ainsi que ses conclusions et recommandations,
lors de sa séance du 20 juin 2014 et a fait part de cette adoption a la direction générale de I'Anses.

Conclusions de I'expertise collective

= Préambule

Le CES reprend ci-dessous les conclusions générales et les recommandations formulées par le
groupe de travail dans son rapport d’expertise, en les complétant le cas échéant.

L’'usage du terme « nano-argent », c’est-a-dire I'argent a I'état nanoparticulaire, s’inscrit dans le
sillage de la plupart des réglementations en vigueur encore aujourd’hui, pour lesquelles seule
compte la composition chimique de la substance générique. On retrouve en réalité sous le vocable
« nano-argent » des nanoparticules potentiellement trés différentes, qui se distinguent notamment
par leur distribution en taille, leur morphologie, leur traitement*® ou fonctionnalisation de surface.

Des travaux antérieurs, en particulier ceux menés au sein du groupe de travail sur les
nanomatériaux manufacturés de I'Organisation de coopération et de développement économiques
(OCDE)™ ou encore du comité technique « Nanotechnologies » de I'Organisation internationale de

° Réunions du CES « Agents physiques, nouvelles technologies et grands aménagements » :
e 16/09/2011 : présentation de la saisine et organisation
e 20/03/2012 validation de la comparaison bibliographique
e 21/03/2013,08/06/2013,24/09/2013,13/01/2014 : état d’avancement des travaux d’expertise
e 28/03/2014, 14/05/2014 : présentation et validation du rapport du GT par le CES
e 20/06/2014 : validation de I'expertise collective par le CES.
10 par exemple par une étape de sablage ou de purification.
" WPMN : Working party on manufactured nanomaterials — OCDE.
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normalisation (ISO™-TC229), démontrent que la réactivité chimique et biologique des
nanoparticules est fonction d’'un ensemble de paramétres physico-chimiques les caractérisant (et
pas uniquement de leur composition chimique) et des interactions avec leur environnement.

Ces considérations ont conduit le groupe de travail a rappeler qu’il est impossible d’aboutir a une
conclusion unique et généralisable a 'ensemble des nanoparticules d’argent pour ce qui concerne
leur identification, I'évaluation de leur dangerosité, leur activité antibactérienne et les possibles
phénoménes de bactériorésistance, quelles que soient leurs applications envisagées ou
existantes. En effet, 'hétérogénéité des résultats publiés sur tous ces points s’explique en premier
lieu par les différences portant sur les caractéristiques physico—chimiques des diverses
nanoparticules d’argent étudiées mais aussi par les défauts méthodologiques des tests utilisés.
Enfin, le groupe de travail souligne que l'utilisation de l'argent sous toutes ses formes (ionique,
nanoparticulaire, massique, etc.) est revendiquée principalement pour son activité antimicrobienne.
Par activité antimicrobienne, il faut comprendre soit un effet inhibiteur de croissance des micro-
organismes, soit un effet létal vis-a-vis de ces micro-organismes, les bactéries étant le plus
souvent citées. En conséquence, 'emploi de I'argent pour ce type d’applications antibactériennes
peut entrainer I'apparition de phénomeénes de bactériorésistance et avoir un impact négatif sur la
structure et le fonctionnement de I'écosysteme. Cette activité antibactérienne et ses possibles
conséquences doivent donc étre nécessairement prises en compte dans le cadre de I'évaluation
des risques liés aux nanoparticules d’argent.

Bien que le nombre d’études scientifiques portant sur I'évaluation des effets biologiques et des
expositions liés aux nanoparticules d’argent ait fortement augmenté, le CES rappelle qu’en I'état
actuel des connaissances il n’est toujours pas possible d'évaluer les risques liés aux
nanoparticules d’argent et leurs usages.

" Exposition

L’évaluation des connaissances disponibles sur les effets induits par les nanoparticules d’argent
sur la santé et I'environnement doit nécessairement étre associée a une évaluation des sources et
des conditions d’exposition de 'homme et de son environnement. Il convient notamment de
déterminer précisément quelles sont les sources d’exposition potentielles des populations
(travailleurs, consommateurs, riverains de sites industriels, etc.) et de I'environnement, afin de
considérer non seulement les voies d’exposition humaine aux nanoparticules d’argent les plus
probables (voie cutanée, respiratoire ou orale), mais aussi d’estimer les doses (nombre, masse,
surface, pourcentage ionique) auxquelles les populations concernées et [I'environnement
pourraient étre concrétement exposés, tout au long du cycle de vie des différents produits
contenant des nanoparticules d’argent.

Depuis le 1% janvier 2013, conformément aux articles L.523-1 a L.523-8 du Code de
l'environnement, est entrée en vigueur la déclaration obligatoire des substances a ['état
nanoparticulaire fabriquées, importées ou distribuées sur le territoire frangais. Sur le plan de
I'exposition professionnelle, I'analyse du bilan de la premiére année de mise en ceuvre de la
déclaration obligatoire indique que les nanoparticules d’argent ne seraient ni fabriquées, ni
importées, ni distribuées a des utilisateurs professionnels sur le territoire francais, excepté pour
des activités de recherche et développement, portant alors sur une quantité totale inférieure a
1 kg.

D’autres inventaires' mentionnent pourtant leur présence dans des produits de consommation.
Cet usage est également rapporté par la consultation des sites internet d’entreprises qui
distribuent leurs produits sur le territoire national’*. En I'absence de sources de données fiables
permettant d’évaluer I'exposition, les experts sont contraints, comme cela a été fait dans le rapport
de 'Anses publié en 2010, d’estimer cette derniére sur la base de scenarii plus ou moins réalistes
ou d’extrapoler a partir de cas théoriques. S’ils permettent de mieux comprendre les risques

'2|S0 : International Standardization Organization.
13 Voir le chapitre 4 du présent rapport.
% Voir le paragraphe 4.2 du présent rapport.
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éventuels liés aux nanoparticules d’argent, de tels scenarii ne permettent toutefois pas de mener
des évaluations quantitatives des risques réalistes.

Le CES souligne que la base de données issue de la déclaration obligatoire des nanomatériaux
(https://lwww.r-nano.fr/) constitue une premiére étape importante pour connaitre I'exposition, en
particulier professionnelle, aux nanomatériaux. Aussi, le CES recommande d’améliorer les
modalités de déclaration afin de mieux identifier la présence de nanoparticules d’argent importées,
produites et distribuées sur le territoire national.

® Caractérisation physico-chimique

L‘analyse des articles scientifiques publiés postérieurement a ceux pris en compte lors du
précédent rapport de I'Anses (2010) permet de constater que la caractérisation physico-chimique
des nanoparticules d’argent utilisées est réalisée aujourd’hui de fagon plus systématique et de
maniere plus pertinente. L’intégration de plusieurs méthodes de mesures accompagnées
d’informations assurant la tracabilité des mesures, notamment, aboutit a I'obtention de données
plus robustes. Certains articles rapportent également des mesures réalisées afin d’étudier la
stabilité temporelle des suspensions, la vitesse de dissolution et la teneur en ions argent (Ag*) au
cours du temps dans des substrats représentatifs des milieux de culture cellulaires des tests in
vitro. Cependant, encore trop peu d’études s’intéressent aux variations des paramétres physico-
chimiques des nanoparticules d’argent dans les tests in vitro et in vivo.

Des progrés en matiére de caractérisation physico-chimique sont donc notés dans la littérature
scientifique, mais il subsiste encore des lacunes, notamment concernant les données de
dissolution des nanoparticules (et donc sur la teneur en Ag® ou encore sur la spéciation de
I'argent)™.

Malgré ces progrés, la caractérisation physico-chimique des nanoparticules d’argent dans les
sources d’exposition et dans les matrices complexes demeure difficile, en raison :

e du nombre limité de méthodes permettant cette caractérisation, de leur complexité de mise
en ceuvre, de leur difficulté d’accés (synchrotron) et de leur co(t ;

» du manque de méthodes de mesures standardisées ainsi que de matériaux de référence a
I'échelle nanométrique, certifiés ou non (MRC ou MR) ;

e des lacunes dans la connaissance de la stabilité des paramétres physico-chimiques (en
particulier dissolution, spéciation et état d’agglomération) en fonction du milieu (présence
d’ions, de protéines, de dispersants, etc.) et de leur évolution dans le temps ;

e ainsi que des lacunes dans la connaissance du cycle de vie de ces nanoparticules
d’argent.

" Toxicologie - effets sur la santé

Depuis 2010, de nombreux articles ont été publiés sur I'évaluation de la toxicité et de la
génotoxicité in vitro et in vivo des nanoparticules d’argent, rapportant des résultats pour la plupart
contradictoires, ce qui rend I'estimation de la dangerosité de ces nanoparticules encore difficile a
ce jour.

Les études de biodistribution menées chez le rongeur et le lapin ont permis de mettre en évidence
une accumulation préférentielle dans le foie, la rate, les reins et les poumons, quelle que soit la
voie d’administration - avec des niveaux plus élevés chez les femelles que chez les méales pour les
reins.

15 La solubilisation s’entend ici comme celle utilisée couramment en chimie, qui correspond a la
formation de paires d’ions en solution aqueuse. Par dispersion, on entend la formation d’'une
solution colloidale de nanoparticules, invisible a I'ceil nu. Cette définition est différente de celle
proposée par 'UPAC.
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Certaines publications relatives a des expérimentations in vivo (exposition aux nanoparticules
d’argent) soulignent le passage d’argent de forme indéterminée (ionique ou nanoparticulaire) a
travers les barrieres hémato-encéphalique, placentaire ou encore hémato-testiculaire. Toutefois,
les mécanismes ne sont pas élucidés, notamment par manque d’expérimentations in vitro ou ex
vivo.

Des expositions aigués'® ou sub-chroniques®’ chez les petits rongeurs et le lapin ont entrainé peu
d’effets cliniques ou comportementaux, quelle que soit la voie d’exposition utilisée. Néanmoins,
des effets'® sont rapportés au niveau des organes primo-exposés (poumons, intestin) ou des
organes systémiques (foie, rate et reins essentiellement).

Il est difficile d’estimer le potentiel reprotoxique et tératogéne des nanoparticules d’argent, compte-
tenu du peu d’études disponibles sur animaux, bien que des effets a différents niveaux de la
fonction de reproduction (production de gamétes, puberté, etc.) aient été observés. Chez le
rongeur, il semble que les nanoparticules d’argent ne provoquent pas d’altérations morphologiques
des embryons, mais un effet sur leur implantation et sur leur viabilit¢ ne peut étre exclu. Par
ailleurs, l'accumulation d’argent observée dans différents organes des foetus mériterait une
attention particuliére.

De méme, les résultats de neurotoxicité chez le rongeur sont clairsemés et montrent in vivo des
effets moteurs et des effets sur la mémoire qui restent cependant contradictoires. Aussi, compte
tenu du passage potentiel des nanoparticules d’argent au travers des barriéres hémato-
encéphalique et sang/liquide cérébrospinal (sang-LCS) et de leur bioaccumulation, des effets
toxiques au niveau du systéme nerveux central ne peuvent étre exclus.

De maniére générale, les mécanismes impliqués dans la toxicité et la génotoxicité des
nanoparticules d’argent concernent le déséquilibre de la balance oxydo-réduction (stress oxydant)
et 'inflammation.

Il n'est en général pas possible d’établir une courbe dose-réponse pour les effets rapportés, ce qui
rend délicate l'interprétation des données toxicologiques.

En I'état des connaissances, les incohérences constatées peuvent s’expliquer par :

e des différences dans les expérimentations réalisées, concernant par exemple le type de
nanoparticule d’argent (taille, revétement), le type cellulaire utilisé, I'absorption cellulaire, la
dissolution intracellulaire, le paramétre de toxicité étudié, la fagcon dont les cellules ou les
animaux ont été exposeés, eftc. ;

e Jutilisation de protocoles trés variables en matiére de voies dadministration
(intrapéritonéale, intraveineuse...), de doses administrées et d'espéces testées
(drosophile, rats ...).

Enfin, bien que la présence d’argent ait été observée dans différents organes en fonction des voies
d’administration, la forme sous laquelle cet argent est présent n’est pas établie. |l n’est pas non
plus clairement établi si les effets observés lors de certains tests in vitro et in vivo sont
exclusivement dus aux ions Ag* ou a la forme nanoparticulaire, voire éventuellement aux effets
combinés entre les ions Ag” et les nanoparticules d’argent.

= Ecotoxicologie

Depuis 2009, le nombre de travaux en écotoxicologie et leur qualité ont progressé. En particulier,
la caractérisation physico-chimique des nanoparticules d’argent est réalisée de fagon plus
systématique et plus approfondie, et les études en milieux complexes commencent a se

16 Aigué : une seule dose de 0,1 a 5 000 mg/kg.
" Sub-chronique : 4 a 13 semaines, < 500 mg/kg.

8 Pour les données sub-chroniques : diminution de la masse corporelle et de la masse de certains organes, des
variations de parameétres biochimiques au niveau sanguin, des alopécies etc.
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développer par le biais d’études conduites en mésocosme, en plein air ou en laboratoire (eau
douce).

Ces études récentes montrent que les nanoparticules d’argent sont bioaccumulées et qu’elles
induisent des effets biologiques dans tous les organismes aquatiques et terrestres étudiés.
Cependant, de nombreuses interrogations demeurent a propos de la localisation de ces
nanoparticules dans les organismes (tissus, cellules) et du mécanisme d’action toxique, en
particulier en ce qui concerne la contribution de la forme ionique ou de la forme nanoparticulaire
dans la toxicité. Ces incertitudes sont en partie dues a l'insuffisance des données disponibles sur
le devenir et le comportement des nanoparticules d’argent dans I'environnement (influence des
facteurs biotiques et abiotiques) au cours du temps. De plus, il existe toujours, a I'’heure actuelle,
une méconnaissance sur le transfert trophique des nanoparticules d’argent.

= Activité antibactérienne et résistance

L’étude de I'activité antibactérienne et de la résistance bactérienne n’avait pas fait I'objet d’'une
analyse spécifique dans la précédente expertise de ’Anses en 2010. Elle a été abordée par le
groupe de travail a travers des données publiées pour la plupart postérieurement a 2009, et en
utilisant I'analyse de la littérature scientifique publiée par le BfR'® en 2009.

Comme en toxicologie et en écotoxicologie, il faut souligner que le défaut de mesures ou
d’'informations précises sur les caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules d’argent
étudiées induit des biais quant a linterprétation et a la comparaison des résultats des études
portant sur I'activité antimicrobienne.

Concernant le mode d’action antibactérien des nanoparticules d’argent, des travaux en laboratoire
ont permis de mettre en évidence une différence d’activité antibactérienne de l'ion argent par
rapport a celle des nanoparticules d’argent. Cependant, il convient de souligner I'absence de
travaux de recherche ciblés visant a étudier les mécanismes permettant d’expliquer cette
différence.

Du fait de l'influence de la complexité et de la diversité des milieux naturels sur la stabilité des
différentes espéces de I'argent, il est a ce stade impossible de distinguer la contribution respective
des nanoparticules d’argent et de I'ion argent dans cette activité antibactérienne.

La capacité d’adaptation des bactéries a l'ion argent monovalent et les résistances croisées a
certains antibiotiques ont été démontrées en laboratoire depuis de nombreuses anneées.
Cependant, il n’est toujours pas possible de tirer de conclusions quant aux risques de propagation
de cette résistance en conditions réelles. En effet, les études menées en milieux naturels sont
encore trop peu nombreuses et aboutissent a des conclusions souvent contradictoires. Les travaux
épidémiologiques permettant d’évaluer la prévalence des génes de résistance a I'argent parmi les
populations bactériennes font cependant défaut.

Recommandations du CES

Le CES souligne linsuffisance des connaissances permettant d’évaluer les risques liés aux
nanoparticules d’argent et a leurs utilisations. Ce constat illustre les nombreuses difficultés a
réaliser une évaluation de risque des nanomatériaux, exposées dans le rapport de I'Anses
récemment publié?®. Aussi, face & une croissance soutenue de la mise sur le marché de produits
intégrant des nanomatériaux, le CES reprend les recommandations exprimées par ’Agence dans
son avis du 15 avril 2014 visant a un encadrement réglementaire renforcé pour les nanomatériaux
et a la poursuite d’efforts de recherche portant sur la caractérisation physico-chimique, la
connaissance des expositions et la dangerosité. Ces efforts permettraient de pouvoir établir une
catégorisation des nanomateriaux en s’appuyant sur des approches alternatives (safer by design,

BfR : Institut fédéral allemand d’évaluation des risques (Bundesinstitut fir Risikobewertung).

2 Anses - Evaluation des risques liés aux nanomatériaux : Enjeux et mise a jour des connaissances. Rapport d’expertise
collective — 2014.
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QNAR, arbres décisionnels en fonction des étapes du cycle de vie, etc.) pour réduire le nombre
d’études a réaliser au cas par cas lors de I'évaluation des risques.

Le succes aux appels a projets relatifs au développement des nanomatériaux pourrait étre
subordonné a lintégration systématique d’études de toxicologie et d’écotoxicologie. Le CES
encourage une coordination efficace et renforcée en ce qui concerne linitiation, la sélection et la
gestion des appels a projet, sans oublier un effort en matiere de formation a la recherche. Un plan
national de recherche tel que celui initié pour les perturbateurs endocriniens serait nécessaire.

Concernant spécifiquement les nanoparticules d’argent, le CES émet les recommandations listées
ci-dessous.

Dans le domaine de la caractérisation physico-chimique

Considérant en particulier :

e le fait que la réactivité des nanoparticules d’argent dépend de plusieurs paramétres
physico—chimiques ;

e le fait que les parametres physico-chimiques des nanoparticules d’argent ne sont pas
nécessairement tous des paramétres intrinséques des nanoparticules, mais sont
dépendants du milieu d’exposition ainsi que du cycle de vie des nanoparticules
d’argent ;

le CES recommande :

e de recourir systématiguement a une combinaison de plusieurs méthodes de
caractérisation physico-chimique afin d’obtenir une connaissance aussi compléte et
fiable que possible des propriétés physico-chimiques des nanoparticules d’argent
auxquelles sont exposés la population générale ou salariée ainsi que I'environnement ;

e de développer et dutiliser des nanomatériaux de référence pour étalonner
périodiquement les appareils de mesure et de s’assurer de la tragabilité métrologique
des mesures. Cette étape est indispensable pour fiabiliser les mesures et les rendre
comparables entre différentes techniques, différents laboratoires ou différents
utilisateurs ;

e de favoriser le développement de méthodes de mesures des paramétres physico-
chimiques en milieux complexes ;

e de caractériser les nanoparticules d’argent dans les modeéles utilisés pour les tests
(éco)toxicologiques, afin de comprendre le devenir et le comportement des
nanoparticules d’argent diffusées dans I'environnement ;

o d’apporter une attention particuliere a la stabilité ou a I'évolution de ces paramétres
physico-chimiques dans les milieux réels d’exposition (en présence ou en l'absence
des cellules lors des tests in vitro, ou en présence d'organismes lors des études
écotoxicologiques notamment) ;

o d’établir des protocoles de référence d’échantillonnage afin de pouvoir comparer les
études entre elles ;

o dutiliser, de maniére systématique, des méthodes de caractérisation de la dissolution
des nanoparticules d’argent (et de la spéciation éventuelle) dans les études afin de
progresser dans la compréhension des mécanismes d’action des nanoparticules
d’argent vs les ions Ag”.

Dans le domaine de I'exposition

Considérant

e les lacunes et les difficultés persistantes concernant I'évaluation des expositions de la
population générale et des travailleurs, notamment :
0 la connaissance des sources d’exposition aux nanoparticules d’argent ;
o0 latracabilité des mesures et de leurs incertitudes ;
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o0 les conditions de prélevement et d’échantillonnage des produits testés ;
0 les connaissances relatives a la tragabilité de ces produits dans les milieux concernés ;

le CES recommande :

d’améliorer ou de développer des méthodes :

0 de caractérisation des nanoparticules d’argent et de leurs suspensions in situ (fluides
biologiques, matrices complexes, etc.) ;

0 de mesure permettant de déterminer les doses réelles auxquelles sont exposés les
consommateurs et les professionnels ;

de développer et d'utiliser des matériaux de référence pour étalonner les appareils de
mesure de I'exposition aux nanomatériaux ;

de poursuivre et renforcer la documentation des émissions de nanoparticules d’argent et
des expositions réelles des travailleurs, des consommateurs et des riverains.

Dans le domaine de la toxicologie

Considérant :

I'hétérogénéité des résultats scientifiques publiés ;

le fait que la réactivité des nanoparticules d’argent dépende notamment de leur
environnement (cellule, polymére, dispersants, ions, etc.) ;

la possibilité d’'un franchissement des barriéres physiologiques ;

la possibilité de bioaccumulation dans des organes cibles ;

le manque de données d’excrétion dans les études de toxicocinétique ;

la possibilité de formation d’espéces réactives de I'oxygéne pouvant provoquer des effets
toxiques (cytotoxicitié, génotoxicité, inflammation, apoptose, nécrose) ;

impossibilité de statuer, en I'état actuel des connaissances, sur les effets reprotoxiques,
neurotoxiques et génotoxiques des nanoparticules d’argent ;

I'absence d’étude de cancérogénése ;
les faiblesses méthodologiques de I'unique étude toxicologique réalisée chez 'lhomme? ;

le CES recommande :

de procéder a une caractérisation physico-chimique compléte et systématique (avant et au
cours des tests toxicologiques) et de développer des travaux portant sur I'étude des
modifications de la suspension des nanoparticules d’argent une fois introduites dans un
milieu complexe ou un organisme ;

de réaliser des études de toxicocinétique complétes (incluant les mesures d’excrétion), qui
devraient étre préalables & toute étude in vitro ou in vivo® ;

de renseigner systématiquement le design des expérimentations et de détailler leur mise
en ceuvre :

0 en sélectionnant le modéle cellulaire ou I'espece animale et le(s) parameétres(s) étudiés,
afin d’étre prédictif ;

0 en s’assurant de la pertinence des doses et des durées de traitement utilisées afin
d’éviter d’engendrer des résultats non spécifiques, peu ou non prédictifs d’'une activité
in vivo, les rendant finalement inutilisables pour caractériser les dangers ;

o0 en utilisant de préférence une voie d’exposition représentative d'une exposition
humaine possible in vivo ;

A Munger et al., 2014, cf. paragraphe « toxicité humaine du présent rapport d’expertise.

22| es résultats de toxicocinétique obtenus permettent de définir les organes cibles, les lignées cellulaires pertinentes et
les doses.
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0 en évaluant différents événements génétiques pouvant mener a des phénoménes
genotoxiques et/ou mutagénes tout en s’affranchissant d’éventuelles interférences dans
les tests (colorants, réactifs, etc.) ;

0 en discriminant les effets générés par les nanoparticules d’argent avec ceux produits
par les ions Ag” ;

d’évaluer linfluence des parameétres physico-chimiques des nanoparticules d’argent, tels
que la taille ou la dissolution des nanoparticules d’argent, sur leur durée de rétention et leur
clairance ;

de poursuivre les études de toxicité en général, en insistant sur les études chroniques et
sub-chroniques ;

de développer des méthodologies de référence et des méthodes standardisées permettant
d’évaluer la dangerosité des nanoparticules d’argent liée a leurs usages ;

d’approfondir les études concernant les franchissements de barriéres biologiques (peau,
placenta, hémato-encéphalique, etc.) ;

de développer les études de neurotoxicité et reprotoxicité, compte tenu notamment du

danger potentiel d’'une présence d’argent (quelle que soit sa forme) au niveau du systéme
nerveux central ou des organes de la reproduction.

Avant d’envisager d’éventuelles études de cancérogénése, il serait nécessaire de :

0 consolider les études de génotoxicité in vivo, en particulier en utilisant des modéles et
des conditions expérimentales appropriées ;
o de vérifier 'absence de modification épigénétique®.

Dans le domaine de I’écotoxicologie

Considérant :

le nombre élevé de publications scientifiques ;

'hétérogénéité des résultats publiés, notamment en ce qui concerne les approches
expérimentales ;

la dépendance de la réactivité des nanoparticules d’argent vis-a-vis de leur environnement
(présence de cellules, de polyméres, de dispersants, d’ions, etc.) ;

les résultats sur la biodisponibilité et la bioaccumulation des nanoparticules d’argent ;

les effets biologiques constatés chez tous les organismes aquatiques et terrestres étudiés
aux doses testées ;

le CES recommande :

de poursuivre des études d’écotoxicologie en milieux complexes, notamment afin de
prendre en compte I'impact du milieu environnemental sur les caractéristiques physico-
chimiques des nanoparticules d’argent et notamment sur leur spéciation ;

de conduire des études dans des conditions se rapprochant le plus de celles auxquelles le
milieu environnemental est susceptible d’étre soumis hors situation accidentelle (e.g.
concentrations et durée d’exposition) ;

de poursuivre les études visant a localiser les nanoparticules d’argent dans les organismes
(organes, cellules), de prendre en compte les caractéristiques biologiques des différentes
espéces et les difféerentes voies d’exposition (eau, sols, sédiment, nourriture) dans
I’évaluation des risques écotoxicologiques liés aux nanoparticules d’argent ;

2 | ’épigénétique est définie comme « I'étude des modifications de I'expression des génes qui sont transmissibles lors de
la mitose et/ou la méiose, mais ne découlent pas de modifications dans la séquence de I’ADN » Deltour, S., Chopin, V.
and Leprince, D., (2005) - Modifications épigénétiques et cancer, Médecine/Sciences 21, 405—411.
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d’étudier leur transformation dans les organismes (ex : influence des sucs digestifs) ;
d’identifier les mécanismes responsables de leur toxicité, en utilisant par exemple des
biomarqueurs a différents niveaux d’organisation biologique (sub-organismal, organisme,
population) ;

de renforcer les études portant sur le transfert des nanoparticules d’argent dans les
réseaux trophiques et de prendre en compte le transfert de toxicité dans la chaine
alimentaire ;

Concernant I'activité antibactérienne et la résistance bactérienne

Considérant :

le nombre élevé de publications scientifiques et le rapport du Scenihr de décembre 2013
sur les nanoparticules d’argent ;

I'hétérogénéité des résultats de la plupart des travaux publiés ;

la dépendance de la réactivité des nanoparticules d’argent vis-a-vis de leur environnement
(cellules, polyméres, dispersants, ions, etc.) et de la présence d’impuretés dues aux
procédés de fabrication ;

les progrés sur la compréhension des modes d’action respectifs des nanoparticules
d’argent et de I'ion argent sur l'activité antibactérienne en laboratoire ;

la capacité d’adaptation des bactéries a I'ion argent monovalent et les résistances croisées
a certains antibiotiques en laboratoire ;

les difficultés a déterminer les mécanismes d’action de résistance de I'argent sous sa forme
nanoparticulaire ;

le CES recommande :

de renseigner systématiquement, et le plus précisément possible, les caractéristiques
physico-chimiques des nanoparticules d’argent associées a I'état brut (impuretés de
synthése incluses) ou aprés leur dispersion en solution colloidale (présence de co-
formulants ou de tensio-actifs). Ces informations essentielles permettent I'interprétation et
la comparaison des résultats d’études sur I'activité antimicrobienne en différenciant I'effet
des nanoparticules d’argent de celui de l'ion argent ;

de développer des outils et des protocoles standardisés pour évaluer des niveaux de
résistance et garantir linterprétation des résultats, et faciliter les comparaisons inter-
études ;

de mener des études sur la résistance bactérienne en milieu naturel tout comme des
études épidémiologiques pour évaluer la prévalence de génes de résistance bactérienne a
largent ;

d’engager des recherches permettant d’évaluer le transfert de géne de résistance et leur
propagation ;

d’étudier la stabilité des parameétres physicochimiques (en particulier dissolution et
spéciation) en fonction du milieu (présence d’ions, de protéines, de dispersants, etc.) et de
leur évolution dans le temps et des étapes du cycle de vie de ces nanoparticules d’argent.

En matiére d’encadrement réglementaire

Considérant :

labsence, a I'heure actuelle, d’'un inventaire permettant d’assurer la tracabilité des
nanoparticules d’argent tout au long de leur cycle de vie ;

linsuffisance et le caractére lacunaire des données d’exposition disponibles sur les
nanoparticules d’argent et sur les produits en contenant ;

'hétérogénéité des définitions adoptées pour la prise en compte de la spécificité des
nanomatériaux dans les réglementations existantes ;
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e [I'entrée en vigueur, depuis le 1er janvier 2013, conformément aux articles L. 523-1 a
L. 523-8 du Code de I'environnement, de la déclaration obligatoire des substances a I'état
nanoparticulaire fabriquées, importées ou distribuées sur le territoire frangais et I'absence
de déclarations de substances a I'état nanoparticulaire a base d’argent pour I'année 2013
en France ;

e le caractére insuffisant, voire inexistant, des informations destinées aux consommateurs et
a la population générale (étiquetage et/ou informations issues de la déclaration obligatoire)
en application des réglementations existantes ;

e |a difficulté persistante a différencier les effets qui sont dus a l'ion argent de ceux que I'on
peut directement imputer aux nanoparticules d’argent (voire leurs effets combinés quand ils
sont tous les deux présents) ;

le CES recommande :

e d’entreprendre des travaux visant a comprendre I'absence de déclaration de nanoparticules
d’argent en France en 2013 ;

e de réviser, en cas de défaut de déclaration avéré, les modalités de l'obligation de
déclaration des substances a I'état nanoparticulaire afin de pouvoir identifier, évaluer la
quantité et déterminer les usages des nanoparticules d’argent produites, importées et
distribuées a tous les utilisateurs, a minima pour le territoire national, dans le cadre
suivant :

0 extension aux distributeurs de produits grand public (en complément des distributeurs a
destination des utilisateurs professionnels) ;
0 amélioration de I'information du public en limitant les possibilités de confidentialité ;

e de travailler a I'évolution de la déclaration obligatoire afin de demander aux déclarants de
fournir des données complémentaires concernant les nanoparticules d’argent déclarées
(concentration, informations disponibles sur la toxicité, etc.). Par ailleurs, les fiches de
données de sécurité devraient étre enrichies par des informations adaptées au statut
nanométrique de l'argent, pour les différentes étapes du cycle de vie des produits.
L’ensemble de ces informations pourrait étre recensé dans une base de données a accés
public ;

e d’engager des études visant a évaluer l'intérét et I'impact de la mise en place d’obligations
d’étiquetage dans des réglementations sectorielles (ex : cosmétiques), afin de mesurer la
pertinence d’'une extension de telles obligations dans le cadre de réglementations plus
larges et la cohérence entre cet éventuel étiquetage et les données issues de la déclaration
obligatoire des substances a I'état nanoparticulaire ;

o détudier la faisabilit¢ de limiter le recours aux nanoparticules d’argent aux usages
essentiels, en :

o favorisant les produits sirs dépourvus de nanoparticules d’argent et équivalents en
termes de fonction et d’efficacité ;

0 restreignant le recours aux produits susceptibles de libérer des nanoparticules d’argent
ou des espéces chimiques pouvant présenter un risque pour 'homme ou pour
I'environnement au cours de leur utilisation, sous contraintes d’'usage normal et en fin
de vie. Le critére de persistance dans I'environnement devrait étre également pris en
compte, dans 'éventualité d’'un impact a long terme ;

0 restreignant le recours aux produits dont l'utilité démontrée serait faible pour les
consommateurs, sur la base d’une analyse socio-économique.

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail reprend
les conclusions et recommandations formulées par le CES « Agents physiques, nouvelles
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technologies et grands aménagements » ci-dessus. Par ailleurs, prenant en compte I'ensemble
des travaux portés par I'’Agence sur la thématique des nanomatériaux®* et plus particuliérement
son avis du 15 avril 2014 relatif a I'évaluation des risques liés aux nanomatériaux, elle les
compléte ci-aprées.

Depuis 2010, de nombreux articles scientifiques ont été publiés sur I'évaluation de la toxicité des
nanoparticules d’argent. Les résultats de ces travaux sont le plus souvent contradictoires, ce qui a
ce jour rend encore difficile I'estimation de la toxicité de ces nanoparticules d’argent. Les études
d’écotoxicité sont par ailleurs de plus en en plus nombreuses. Elles montrent des effets
biologiques dans tous les organismes aquatiques et terrestres étudiés. Par ailleurs, des travaux en
laboratoire ont mis en évidence une différence d’activité antibactérienne de I'ion argent par rapport
a celle des nanoparticules d’argent ainsi que des résistances croisées a certains antibiotiques®,
qui s’expliquent par la capacité d’adaptation des bactéries a I'ion argent monovalent. Cependant,
en conditions naturelles, il est impossible aujourd’hui de distinguer la contribution respective des
nanoparticules d’argent et de I'argent ionique a I'activité antibactérienne.

Les recommandations suivantes de ’Agence concernant les nanoparticules d’argent s’inscrivent
dans I'approche générale décrite dans son avis publié relatif aux risques liés aux nanomatériaux
manufacturés (avril 2014). L’Anses souligne ainsi la nécessité :

m d’encourager les travaux de recherche dans les domaines de la caractérisation physico-
chimique, I'évaluation de I'exposition, de la toxicologie et de I'écotoxicologie, de I'évaluation de
I'efficacité antibactérienne et de la résistance bactérienne,

e par la mise en ceuvre de projets de recherche pluridisciplinaires visant a développer la
connaissance des mécanismes d’action toxiques attribués respectivement aux
nanoparticules d’argent et a l'ion argent monovalent. Ces projets devront procéder a une
caractérisation physico-chimique compléte et systématique des nanoparticules d’argent
avant et pendant les tests ;

e par la poursuite d’études approfondies concernant les effets potentiels sur la santé
humaine liés a une exposition chronique aux nanoparticules d’argent (bioaccumulation,
effet neurotoxique, reprotoxique et tératogéne, etc.). Au regard des éléments de toxicité
rapportés par la littérature scientifique, la voie d’exposition a priori la plus pertinente est
celle par ingestion ;

e par de nouvelles études sur le devenir et le comportement (agglomération, transport
physique et trophique, persistance, etc.) des nanoparticules d’argent susceptibles d’'étre
présentes dans I'environnement (usure, combustion, mise en décharge, recyclage etc.). La
prise en compte du transfert de toxicité le long de la chaine alimentaire est a considérer ;

e par la réalisation d’études « hors laboratoire », en situation réelle, concernant l'activité
antibactérienne des nanoparticules d’argent et les résistances croisées aux antibiotiques et
la capacité d’adaptation des bactéries ;

m de renforcer la tracgabilité des données et I'information des consommateurs sur les produits
contenant des nanoparticules d’argent. L’Agence souligne que cette tragabilité ne peut étre
atteinte par la seule voie de la déclaration obligatoire prévue a l'article L 523-1 du Code de
'environnement.

L'Agence rappelle par ailleurs que, dans le cadre de la Directive européenne 2002/46/CE du 10
juin 2002 relative au rapprochement des Iégislations des Etats membres concernant les
compléments alimentaires, I'argent ne figure pas dans la liste des minéraux pouvant étre utilisés

' Etat de l'art et évaluation des risques liés aux nanotubes de carbone (2011,2012), action conjointe européenne
Nanogenotox (2013), avis sur la modification des annexes du réglement REACh (2014),...

% La résistance croisée est la résistance d’un microorganisme a un médicament, souvent un antibiotique, auquel il n'a
pas été exposé, résultant d’'une résistance acquise envers un autre médicament.
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pour la fabrication des compléments alimentaires, qu’il soit sous forme nanoparticulaire ou non.
Compte tenu de la présence de nano-argent dans des compléments alimentaires distribués
notamment par le biais du commerce en ligne, 'Agence recommande de renforcer I'information
des consommateurs et le contrble de la distribution de ces compléments alimentaires qui
contiendraient des nanoparticules d’argent.

Enfin, s’appuyant sur I'expertise réalisée par le groupe de travail « nanomatériaux et santé » sur
I'évaluation des risques liés a I'exposition aux nanoparticules d’argent, et sur les conclusions et
recommandations émises par son Comité d’experts spécialisés « agents physiques, nouvelles
technologies et grands aménagements », I'’Anses recommande de limiter l'usage des
nanoparticules d’argent (production, transformation, utilisation) aux applications dont l'utilité est
clairement démontrée et pour lesquelles la balance des bénéfices pour la santé humaine au regard
des risques pour I'environnement est positive.

Marc Mortureux
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MOTS-CLES

Nanomatériaux, nanoparticule, argent, évaluation des risques, exposition, danger, résistance,
antibactérien, antimicrobien, réglementation, recherche.
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Expertise collective : synthése de I’'argumentaire et conclusions

relatives a I’expertise concernant la mise a jour des connaissances sur
« I’évaluation des risques sanitaires et environnementaux liés a I’exposition aux
nanoparticules d’argent »

Ce document synthétise les travaux du comité d’experts spécialisé et du groupe de travail
« Nanomatériaux et santé — alimentation, environnement, travail ».

Présentation de la question posée

L’Institut fédéral allemand d’évaluation des risques (Bundesinstitut fiir Risikobewertung - BfR) et
I’Anses avaient conclu dans leurs avis respectifs du 28 décembre 2009 et du 17 mars 2010 que les
données disponibles étaient insuffisantes pour permettre I'évaluation des risques sanitaires liés a
'exposition au nano-argent. Cependant, alors que le BfR recommandait aux industriels de
renoncer a l'utilisation d’argent ou de composés d’argent a I'échelle nanométrique dans les
produits alimentaires et les produits de consommation courante, 'Anses préconisait de limiter
I'exposition des consommateurs aux produits contenant des nanomatériaux et leur dissémination
dans I'environnement, selon une approche graduelle.

L’Anses a été saisie le 10 ao(t 2011 par la Direction générale de la santé (DGS), la Direction
générale du travail (DGT) ainsi que la Direction générale de l'alimentation (DGAL), 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) afin de :

1) analyser les éventuelles différences existant entre les connaissances scientifiques sur
lesquelles se sont fondés les travaux du BfR d’une part et ceux de I'’Anses d’autre part ;

2) mettre a jour I'évaluation des risques liés au nano-argent pour la population générale, pour
les travailleurs, pour l'alimentation et pour I'environnement, compte tenu notamment de
I'existence de nouvelles publications scientifiques parues depuis la rédaction des rapports
de I'Anses et du BfR.

Contextes scientifique et réglementaire

Les nanoparticules d’argent sous forme agrégée, agglomérée ou encore colloidale, sont utilisées
pour un grand nombre d’applications parmi lesquelles on peut citer :

e pour lalimentation: les additifs et emballages alimentaires et les revétements de
réfrigérateurs ;

e dans le domaine des textiles : les vétements et |a literie ;

e ou encore pour les produits cosmétiques et d’hygiéne : les brosses a dents, les fers a lisser
les cheveux, les sprays désinfectants, etc.

L’intégration de ces nanoparticules dans des articles commerciaux est réputée répondre
principalement a des finalités antibactériennes et antifongiques. Bien qu’il n’existe actuellement
aucun inventaire officiel des produits contenant des nanoparticules d’argent dans le Monde ou en
France, des sources non officielles comme le Woodrow Wilson Institute révélent que les produits
contenant ces nanoparticules seraient a la fois les nanoproduits les plus abondants sur le marché
depuis 2011 mais aussi que leur nombre est en croissance.

page 10/ 165 Octobre 2014



Anses o rapport d’expertise collective Saisine n° 2011-SA-0224 - nanoparticules d’argent

L’entrée en vigueur, conformément aux articles L. 523-1 a L. 523-8 du Code de I'environnement
(loi Grenelle Il du 12 juillet 2010), de la déclaration obligatoire des substances a ['état
nanoparticulaire a permis de dresser un premier état des connaissances de I'identité, des usages
et des quantités de nanomatériaux produits, importés et distribués en France'. Il souligne la
présence de tonnages importants de nanomatériaux présents sur le marché frangais. Cependant,
cet état des lieux permet de constater I'absence de déclaration concernant la production,
limportation ou la distribution de nanoparticules d’argent alors méme que des produits de
consommation contenant de telles nanoparticules sont identifiés sur le marché francais (cf. avis et
rapport Anses 2010)2.

Les expertises menées par 'Anses et par le BfR en 2010 avaient conclu a l'impossibilité de
réaliser une évaluation des risques liés a l'exposition aux nanoparticules d’argent, en raison
notamment du manque de données. Depuis, de nouvelles études scientifiques ont été produites,
qui justifient la mise a jour des connaissances et de [I'évaluation des risques liés aux
nanoparticules d’argent pour la population générale, les travailleurs et 'environnement.

Organisation de I’expertise

L’Anses a confié au comité d’experts spécialisé (CES) « Agents physiques, nouvelles technologies
et grands aménagements » l'instruction de cette saisine. Ce dernier a, dans un premier temps,
mandaté quatre experts rapporteurs pour réaliser I'analyse comparée des différences
bibliographiques entre le rapport du BfR et celui de 'Anses (phase 1 de I'expertise).

L’Agence a, par la suite, mandaté le groupe de travail « Nanomatériaux et santé — alimentation,
environnement, travail » pour réaliser une mise a jour de I'évaluation des risques liés au nano-
argent (phase 2). Pour ce qui concerne I'activité antibactérienne et la bactériorésistance, le groupe
de travail s’est appuyé sur I'expertise de deux scientifiques de I'Anses, spécialistes du domaine.

Ces ftravaux d’expertise ont été soumis régulierement au CES, tant sur les aspects
méthodologiques que scientifiques. Le rapport final produit par le groupe de travail tient compte
des observations et éléments complémentaires transmis par les membres du CES.

Ces travaux d’expertise sont ainsi issus d'un collectif dexperts aux compétences
complémentaires. lls ont été réalisés dans le respect de la norme NF X 50-110 « qualité en
expertise ».

Description de la méthode

La mise a jour des connaissances s’est appuyée sur une revue bibliographique de la littérature
relative aux nanoparticules d’argent publiée entre décembre 2009 et décembre 2013 ou portant
sur de nouvelles voies d’exposition, en tenant compte des résultats précédents décrits dans le
rapport publié par 'Agence en 2010.

Les travaux scientifiques retenus dans ce nouveau rapport sont issus :

e de publications dans des revues scientifiques internationales avec comité de lecture ;
e de rapports d’études scientifiques, d‘organismes et d’organisations non gouvernementales
(avis du Scenihr 3, rapport du Beuc et de I'’Anec?, etc.).

1 http://www.developpement-durable.gouv.fr/IMG/pdf/Rapport public format final 20131125.pdf.

2 Anses (2010) Evaluation des risques liés aux nanomatériaux pour la population générale et pour
l'environnement. Anses

® Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks, Scenihr (2010) Scientific Basis for the
Definition of the Term “nanomaterial”. European Commission, Brussels, Belgium.
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Compte tenu de I'abondance des publications sur le sujet, une sélection des articles fournissant
des résultats originaux a été effectuée par les experts du groupe de travail. Les articles pour
lesquels la caractérisation de l'argent sous toutes ses formes a été jugée insuffisante ont été
exclus. C’est ainsi que 280 articles scientifiques portant sur la toxicité et I'écotoxicité des
nanoparticules d’argent ont été identifiés et analysés.

Le domaine « activité bactérienne et bactériorésistance » a été inclus dans cette expertise et
couvert par une recherche bibliographique spécifique.

Un chapitre a été consacré a l'identification des sources d’exposition des consommateurs et de
'environnement, a partir de la base de données des nano-produits réalisée par 'Anses dans le
cadre du rapport « Nanomatériaux et produits de consommation » (2010) et de linventaire du
Woodrow Wilson Institute. La liste non exhaustive réalisée par I'Observatoire régional des déchets
industriels en Midi-Pyrénées en 2009 (Ordimip)° a permis également de compléter le recensement
des produits de consommation contenant des nanoparticules d’argent présents sur le territoire
francais.

Résultat de I’expertise collective

Le comité d’experts spécialisé « Agents physiques, nouvelles technologies et grands
aménagements » a adopté les travaux d’expertise collective du groupe de travail « Nanomatériaux
et santé — alimentation, environnement, travail » ainsi que ses conclusions et recommandations,
lors de sa séance du 20 juin 2014 et a fait part de cette adoption a la direction générale de I'Anses.

Conclusions et recommandations de I’expertise collective

> Préambule

Le CES reprend ci-dessous les conclusions générales et les recommandations formulées par le
groupe de travail dans son rapport d’expertise, en les complétant le cas échéant.

L’'usage du terme « nano-argent », c’est-a-dire I'argent a I'état nanoparticulaire, s’inscrit dans le
sillage de la plupart des réglementations encore en vigueur aujourd’hui, pour lesquelles seule
compte la composition chimique de la substance générique. On retrouve en réalité sous le vocable
« nano-argent » des nanoparticules potentiellement trés différentes, qui se distinguent notamment
par leur distribution en taille, leur morphologie, leur traitement® ou fonctionnalisation de surface.

Des travaux antérieurs, en particulier ceux menés au sein du groupe de travail sur les
nanomatériaux manufacturés de I'Organisation de coopération et de développement économiques
(OCDE)’ ou encore du comité technique « Nanotechnologies » de I'Organisation internationale de
normalisation (ISO8-TC229), démontrent que la réactivit¢ chimique et biologique des
nanoparticules est fonction d’'un ensemble de paramétres physico-chimiques les caractérisant (et
pas uniquement de leur composition chimique) et des interactions avec leur environnement.

Ces considérations ont conduit le groupe de travail a rappeler qu’il est impossible d’aboutir a une
conclusion unique et généralisable a 'ensemble des nanoparticules d’argent pour ce qui concerne
leur identification, I'évaluation de leur dangerosité, leur activité antibactérienne et les possibles

4 Bureau européen des unions de consommateurs et Association Européenne pour la coordination de la

représentation des consommateurs auprés de la standardisation, ANEC and BEUC, (2012) Nano : Very
Small and Everywhere -
http://www.anec.eu/attachments/ANEC_BEUC%20nanosilver%20brochure%20updated.pdf .

° Les nanoparticules dans les déchets : un chantier a ouvrir. « Le savoir: un préalable a la gestion »
(ORDIMIP, octobre 2009).

6 Par exemple par une étape de sablage ou de purification.
"WPMN : Working party on manufactured nanomaterials — OCDE.
81S0 : International Standardization Organization.
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phénoménes de bactériorésistance, quelles que soient leurs applications envisagées ou
existantes. En effet, 'hétérogénéité des résultats publiés sur tous ces points s’explique en premier
lieu par les différences portant sur les caractéristiques physico—chimiques des diverses
nanoparticules d’argent étudiées mais aussi par les défauts méthodologiques des tests utilisés.

Enfin, le groupe de travail souligne que l'utilisation de I'argent sous toutes ses formes (ionique,
nanoparticulaire, massique, etc.) est revendiquée principalement pour son activité antimicrobienne.
Par activité antimicrobienne, il faut comprendre soit un effet inhibiteur de croissance des micro-
organismes, soit un effet létal vis-a-vis de ces micro-organismes, les bactéries étant le plus
souvent citées. En conséquence, 'emploi de I'argent pour ce type d’applications antibactériennes
peut entrainer I'apparition de phénoménes de bactériorésistance et avoir un impact négatif sur la
structure et le fonctionnement de I'écosysteme. Cette activité antibactérienne et ses possibles
conséquences doivent donc étre nécessairement prises en compte dans le cadre de I'évaluation
des risques liés aux nanoparticules d’argent.

Bien que le nombre d’études scientifiques portant sur I'évaluation des effets biologiques et des
expositions liés aux nanoparticules d’argent ait fortement augmenté, le CES rappelle qu’en I'état
actuel des connaissances il n'est toujours pas possible d’évaluer les risques liés aux
nanoparticules d’argent et leurs usages.

» Exposition

L’évaluation des connaissances disponibles sur les effets induits par les nanoparticules d’argent
sur la santé et I'environnement doit nécessairement étre associée a une évaluation des sources et
des conditions d’exposition de 'homme et de son environnement. Il convient notamment de
déterminer précisément quelles sont les sources d’exposition potentielles des populations
(travailleurs, consommateurs, riverains de sites industriels, etc.) et de I'environnement, afin de
considérer non seulement les voies d’exposition humaine aux nanoparticules d’argent les plus
probables (voie cutanée, respiratoire ou orale), mais aussi d’estimer les doses (hombre, masse,
surface, pourcentage ionique) auxquelles les populations concernées et I'environnement
pourraient étre concrétement exposés, tout au long du cycle de vie des différents produits
contenant des nanoparticules d’argent.

Depuis le 1% janvier 2013, conformément aux articles L.523-1 a L.523-8 du Code de
l'environnement, est entrée en vigueur la déclaration obligatoire des substances a ['état
nanoparticulaire fabriquées, importées ou distribuées sur le territoire frangais. Sur le plan de
I'exposition professionnelle, I'analyse du bilan de la premiére année de mise en ceuvre de la
déclaration obligatoire indique que les nanoparticules d’argent ne seraient ni fabriquées, ni
importées, ni distribuées a des utilisateurs professionnels sur le territoire frangais, excepté pour
des activités de recherche et développement, portant alors sur une quantité totale inférieure a
1 kg.

D’autres inventaires® mentionnent pourtant leur présence dans des produits de consommation. Cet
usage est également rapporté par la consultation des sites internet d’entreprises qui distribuent
leurs produits sur le territoire national’. En I'absence de sources de données fiables permettant
d’évaluer I'exposition, les experts sont contraints, comme cela a été fait dans le rapport de I'Anses
publi¢ en 2010, d’estimer cette derniére sur la base de scenarii plus ou moins réalistes ou
d’extrapoler a partir de cas théoriques. S’ils permettent de mieux comprendre les risques éventuels
liés aux nanoparticules d’argent, de tels scenarii ne permettent toutefois pas de mener des
évaluations quantitatives des risques réalistes.

Le CES souligne que la base de données issue de la déclaration obligatoire des nanomatériaux
(https://www.r-nano.fr/) constitue une premiére étape importante pour connaitre I'exposition, en
particulier professionnelle, aux nanomatériaux. Aussi, le CES recommande d’améliorer les

9 Voir le chapitre 4 du présent rapport.
10 Voir le paragraphe 4.2 du présent rapport.
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modalités de déclaration afin de mieux identifier la présence de nanoparticules d’argent importées,
produites et distribuées sur le territoire national.

» Caractérisation physico-chimique

L‘analyse des articles scientifiques publiés postérieurement a ceux pris en compte lors du
précédent rapport de I'Anses (2010) permet de constater que la caractérisation physico-chimique
des nanoparticules d’argent utilisées est réalisée aujourd’hui de fagon plus systématique et de
maniere plus pertinente. L’intégration de plusieurs méthodes de mesures accompagnées
d’informations assurant la tracabilité des mesures, notamment, aboutit a I'obtention de données
plus robustes. Certains articles rapportent également des mesures réalisées afin d’étudier la
stabilité temporelle des suspensions, la vitesse de dissolution et la teneur en ions argent (Ag*) au
cours du temps dans des substrats représentatifs des milieux de culture cellulaires des tests in
vitro. Cependant, encore trop peu d’études s’intéressent aux variations des paramétres physico-
chimiques des nanoparticules d’argent dans les tests in vitro et in vivo.

Des progrés en matiére de caractérisation physico-chimique sont donc notés dans la littérature
scientifique, mais il subsiste encore des lacunes, notamment concernant les données de
dissolution des nanoparticules (et donc sur la teneur en Ag® ou encore sur la spéciation de
argent)!1.

Malgré ces progrés, la caractérisation physico-chimique des nanoparticules d’argent dans les
sources d’exposition et dans les matrices complexes demeure difficile, en raison :

e du nombre limité de méthodes permettant cette caractérisation, de leur complexité de
mise en ceuvre, de leur difficulté d’accés (synchrotron) et de leur codt ;

s du manque de méthodes de mesures standardisées ainsi que de matériaux de
référence a I'échelle nanométrique, certifiés ou non (MRC ou MR) ;

¢ des lacunes dans la connaissance de la stabilité des paramétres physico-chimiques (en
particulier dissolution, spéciation et état d’agglomération) en fonction du milieu
(présence d’ions, de protéines, de dispersants, etc.) et de leur évolution dans le temps ;

e ainsi que des lacunes dans la connaissance du cycle de vie de ces nanoparticules
d’argent.

» Toxicologie - effets sur la santé

Depuis 2010, de nombreux articles ont été publiés sur I'évaluation de la toxicité et de la
génotoxicité in vitro et in vivo des nanoparticules d’argent, rapportant des résultats pour la plupart
contradictoires, ce qui rend I'estimation de la dangerosité de ces nanoparticules encore difficile a
ce jour.

Les études de biodistribution menées chez le rongeur et le lapin ont permis de mettre en évidence
une accumulation préférentielle dans le foie, la rate, les reins et les poumons, quelle que soit la
voie d’administration - avec des niveaux plus élevés chez les femelles que chez les males pour les
reins.

Certaines publications relatives a des expérimentations in vivo (exposition aux nanoparticules
d’argent) soulignent le passage d’argent de forme indéterminée (ionique ou nanoparticulaire) a
travers les barrieres hémato-encéphalique, placentaire ou encore hémato-testiculaire. Toutefois,
les mécanismes ne sont pas élucidés, notamment par manque d’expérimentations in vitro ou ex
vivo.

11 La solubilisation s’entend ici comme celle utilisée couramment en chimie, qui correspond & la formation de
paires d’ions en solution aqueuse. Par dispersion, on entend la formation d’'une solution colloidale de
nanoparticules, invisible a I'ceil nu. Cette définition est différente de celle proposée par I'Union internationale
de chimie pure et appliquée (IUPAC).
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Des expositions aigués'2 ou sub-chroniques'3 chez les petits rongeurs et le lapin ont entrainé peu
d’effets cliniques ou comportementaux, quelle que soit la voie d’exposition utilisée. Néanmoins,
des effets'# sont rapportés au niveau des organes primo-exposés (poumons, intestin) ou des
organes systémiques (foie, rate et reins essentiellement).

Il est difficile d’estimer le potentiel reprotoxique et tératogéne des nanoparticules d’argent, compte-
tenu du peu d’études disponibles sur animaux, bien que des effets a différents niveaux de la
fonction de reproduction (production de gamétes, puberté, etc.) aient été observés. Chez le
rongeur, il semble que les nanoparticules d’argent ne provoquent pas d’altérations morphologiques
des embryons, mais un effet sur leur implantation et sur leur viabilité ne peut étre exclu. Par
ailleurs, I'accumulation d’argent observée dans différents organes des foetus mériterait une
attention particuliere.

De méme, les résultats de neurotoxicité chez le rongeur sont clairsemés et montrent in vivo des
effets moteurs et des effets sur la mémoire qui restent cependant contradictoires. Aussi, compte
tenu du passage potentiel des nanoparticules d’argent au travers des barriéres hémato-
encéphalique et sang/liquide cérébrospinal (sang-LCS) et de leur bioaccumulation, des effets
toxiques au niveau du systéme nerveux central ne peuvent étre exclus.

De maniére générale, les mécanismes impliqués dans la toxicité et la génotoxicité des
nanoparticules d’argent concernent le déséquilibre de la balance oxydo-réduction (stress oxydant)
et I'inflammation.

Il n'est en général pas possible d’établir une courbe dose-réponse pour les effets rapportés, ce qui
rend délicate l'interprétation des données toxicologiques.

En I'état des connaissances, les incohérences constatées peuvent s’expliquer par :

o des différences dans les expérimentations réalisées, concernant par exemple le type de
nanoparticule d’argent (taille, revétement), le type cellulaire utilisé, I'absorption cellulaire, la
dissolution intracellulaire, le paramétre de toxicité étudié, la fagon dont les cellules ou les
animaux ont été exposés, etc. ;

o ['utilisation de protocoles trés variables en matiéere de voies dadministration
(intrapéritonéale, intraveineuse...), de doses administrées et d’espéces testées
(drosophile, rats ...).

Enfin, bien que la présence d’argent ait été observée dans différents organes en fonction des voies
d’administration, la forme sous laquelle cet argent est présent n’est pas établie. |l n’est pas non
plus clairement établi si les effets observés lors de certains tests in vitro et in vivo sont
exclusivement dus aux ions Ag® ou a la forme nanoparticulaire, voire éventuellement aux effets
combinés entre les ions Ag” et les nanoparticules d’argent.

Ecotoxicologie

Depuis 2009, le nombre de travaux en écotoxicologie et leur qualité ont progressé. En particulier,
la caractérisation physico-chimique des nanoparticules d’argent est réalisée de fagon plus
systématique et plus approfondie, et les études en milieux complexes commencent a se
développer par le biais d’études conduites en mésocosme, en plein air ou en laboratoire (eau
douce).

Ces études récentes montrent que les nanoparticules d’argent sont bioaccumulées et qu’elles
induisent des effets biologiques dans tous les organismes aquatiques et terrestres étudiés.
Cependant, de nombreuses interrogations demeurent a propos de la localisation de ces
nanoparticules dans les organismes (tissus, cellules) et du mécanisme d’action toxique, en

12 Aigué : une seule dose de 0,1 & 5 000 mg/kg.
13 Sub-chronique : 4 & 13 semaines, < 500 mg/kg.

14 Pour les données sub-chroniques : diminution de la masse corporelle et de la masse de certains organes,
des variations de paramétres biochimiques au niveau sanguin, des alopécies etc.

Octobre 2014 page 15/ 165



Anses o rapport d’expertise collective Saisine n° 2011-SA-0224 - nanoparticules d’argent

particulier en ce qui concerne la contribution de la forme ionique ou de la forme nanoparticulaire
dans la toxicité. Ces incertitudes sont en partie dues a I'insuffisance des données disponibles sur
le devenir et le comportement des nanoparticules d’argent dans I'environnement (influence des
facteurs biotiques et abiotiques) au cours du temps. De plus, il existe toujours, a I'’heure actuelle,
une méconnaissance sur le transfert trophique des nanoparticules d’argent.

> Activité antibactérienne et résistance

L’étude de l'activité antibactérienne et de la résistance bactérienne n’avait pas fait I'objet d’'une
analyse spécifique dans la précédente expertise de 'Anses en 2010. Elle a été abordée par le
groupe de travail a travers des données publiées pour la plupart postérieurement a 2009, et en
utilisant 'analyse de la littérature scientifique publiée par le BfR' en 2009.

Comme en toxicologie et en écotoxicologie, il faut souligner que le défaut de mesures ou
d’'informations précises sur les caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules d’argent
étudiées induit des biais quant a linterprétation et a la comparaison des résultats des études
portant sur I'activité antimicrobienne.

Concernant le mode d’action antibactérien des nanoparticules d’argent, des travaux en laboratoire
ont permis de mettre en évidence une différence d’activité antibactérienne de l'ion argent par
rapport a celle des nanoparticules d’argent. Cependant, il convient de souligner I'absence de
travaux de recherche ciblés visant a étudier les mécanismes permettant d’expliquer cette
différence.

Du fait de l'influence de la complexité et de la diversité des milieux naturels sur la stabilité des
différentes espéces de I'argent, il est a ce stade impossible de distinguer la contribution respective
des nanoparticules d’argent et de I'ion argent dans cette activité antibactérienne.

La capacité d’adaptation des bactéries a I'ion argent monovalent et les résistances croisées a
certains antibiotiques ont été démontrées en laboratoire depuis de nombreuses annees.
Cependant, il n’est toujours pas possible de tirer de conclusions quant aux risques de propagation
de cette résistance en conditions réelles. En effet, les études menées en milieux naturels sont
encore trop peu nombreuses et aboutissent a des conclusions souvent contradictoires. Les travaux
épidémiologiques permettant d’évaluer la prévalence des génes de résistance a I'argent parmi les
populations bactériennes font cependant défaut.

Recommandations du CES

Le CES souligne linsuffisance des connaissances permettant d’évaluer les risques liés aux
nanoparticules d’argent et a leurs utilisations. Ce constat illustre les nombreuses difficultés a
réaliser une évaluation de risque des nanomatériaux, exposées dans le rapport de I'Anses
récemment publié'®. Aussi, face a une croissance soutenue de la mise sur le marché de produits
intégrant des nanomatériaux, le CES reprend les recommandations exprimées par '’Agence dans
son avis du 15 avril 2014 visant a un encadrement réglementaire renforcé pour les nanomatériaux
et a la poursuite d’efforts de recherche portant sur la caractérisation physico-chimique, la
connaissance des expositions et la dangerosité. Ces efforts permettraient de pouvoir établir une
catégorisation des nanomateriaux en s’appuyant sur des approches alternatives (safer by design,
QNAR, arbres décisionnels en fonction des étapes du cycle de vie, etc.) pour réduire le nombre
d’études a réaliser au cas par cas lors de I'évaluation des risques.

Le succés aux appels a projets relatifs au développement des nanomatériaux pourrait étre
subordonné a lintégration systématique d’études de toxicologie et d’écotoxicologie. Le CES
encourage une coordination efficace et renforcée en ce qui concerne linitiation, la sélection et la
gestion des appels a projet, sans oublier un effort en matiére de formation a la recherche. Un plan
national de recherche tel que celui initié pour les perturbateurs endocriniens serait nécessaire.

15BfR : Institut fédéral allemand d’évaluation des risques (Bundesinstitut fiir Risikobewertung).

16 Anses - Evaluation des risques liés aux nanomatériaux : Enjeux et mise a jour des connaissances.
Rapport d’expertise collective — 2014.
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Concernant spécifiquement les nanoparticules d’argent, le CES émet les recommandations listées
ci-dessous.

Dans le domaine de la caractérisation physico-chimique

Considérant en particulier :

e le fait que la réactivité des nanoparticules d’argent dépend de plusieurs paramétres
physico—chimiques ;

e le fait que les paramétres physico-chimiques des nanoparticules d’argent ne sont pas
nécessairement tous des paramétres intrinséques des nanoparticules, mais sont
dépendants du milieu d’exposition ainsi que du cycle de vie des nanoparticules d’argent ;

le CES recommande :

e de recourir systématiquement a une combinaison de plusieurs méthodes de caractérisation
physico-chimique afin d’obtenir une connaissance aussi compléte et fiable que possible
des propriétés physico-chimiques des nanoparticules d’argent auxquelles sont exposés la
population générale ou salariée ainsi que I'environnement ;

e de développer et d'utiliser des nanomatériaux de référence pour étalonner périodiquement
les appareils de mesure et de s’assurer de la tragabilité métrologique des mesures. Cette
étape est indispensable pour fiabiliser les mesures et les rendre comparables entre
différentes techniques, différents laboratoires ou différents utilisateurs ;

e de favoriser le développement de méthodes de mesures des paramétres physico-
chimiques en milieux complexes ;

e de caractériser les nanoparticules d’argent dans les modéles utilisés pour les tests
(éco)toxicologiques, afin de comprendre le devenir et le comportement des nanoparticules
d’argent diffusées dans I'environnement ;

e d’apporter une attention particuliere a la stabilité ou a I'évolution de ces parameétres
physico-chimiques dans les milieux réels d’exposition (en présence ou en I'absence des
cellules lors des tests in vitro, ou en présence dorganismes lors des études
écotoxicologiques notamment) ;

e d’établir des protocoles de référence d’échantillonnage afin de pouvoir comparer les études
entre elles ;

o d'utiliser, de maniére systématique, des méthodes de caractérisation de la dissolution des
nanoparticules d’argent (et de la spéciation éventuelle) dans les études afin de progresser
dans la compréhension des mécanismes d’action des nanoparticules d’argent vs les ions
Ag”.

Dans le domaine de I’exposition

Considérant

e les lacunes et les difficultés persistantes concernant I'évaluation des expositions de la
population générale et des travailleurs, notamment :
0 la connaissance des sources d’exposition aux nanoparticules d’argent ;
o0 latragabilité des mesures et de leurs incertitudes ;
o0 les conditions de prélevement et d’échantillonnage des produits testés ;
0 les connaissances relatives a la tracabilité de ces produits dans les milieux concernés ;

le CES recommande :
e d’améliorer ou de développer des méthodes :
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0 de caractérisation des nanoparticules d’argent et de leurs suspensions in situ
(fluides biologiques, matrices complexes, etc.) ;
0 de mesure permettant de déterminer les doses réelles auxquelles sont exposés les
consommateurs et les professionnels ;
o de développer et d'utiliser des matériaux de référence pour étalonner les appareils de
mesure de I'exposition aux nanomatériaux ;
e de poursuivre et renforcer la documentation des émissions de nanoparticules d’argent et
des expositions réelles des travailleurs, des consommateurs et des riverains.

Dans le domaine de la toxicologie

Considérant :

e [|'hétérogénéité des résultats scientifiques publiés ;

le fait que la réactivité des nanoparticules d’argent dépende notamment de leur

environnement (cellule, polymére, dispersants, ions, efc.) ;

la possibilité d’un franchissement des barriéres physiologiques ;

la possibilité de bioaccumulation dans des organes cibles ;

le manque de données d’excrétion dans les études de toxicocinétique ;

la possibilité de formation d’espéces réactives de I'oxygéne pouvant provoquer des effets

toxiques (cytotoxicité, génotoxicité, inflammation, apoptose, nécrose) ;

e [limpossibilité de statuer, en I'état actuel des connaissances, sur les effets reprotoxiques,
neurotoxiques et génotoxiques des nanoparticules d’argent ;

o [l'absence d’étude de cancérogénése ;

e les faiblesses méthodologiques de I'unique étude toxicologique réalisée chez 'lhomme17 ;

le CES recommande :

e de procéder a une caractérisation physico-chimique compléte et systématique (avant et au
cours des tests toxicologiques) et de développer des travaux portant sur I'étude des
modifications de la suspension des nanoparticules d’argent une fois introduites dans un
milieu complexe ou un organisme ;

e de réaliser des études de toxicocinétique complétes (incluant les mesures d’excrétion), qui
devraient étre préalables a toute étude in vitro ou in vivo'® ;

e de renseigner systématiquement le design des expérimentations et de détailler leur mise
en ceuvre :

0 en sélectionnant le modeéle cellulaire ou I'espéce animale et le(s) paramétres(s)
étudiés, afin d’étre prédictif ;

0 en s’assurant de la pertinence des doses et des durées de traitement utilisées afin
d’éviter d’engendrer des résultats non spécifiques, peu ou non prédictifs d’'une
activité in vivo, les rendant finalement inutilisables pour caractériser les dangers ;

o0 en utilisant de préférence une voie d’exposition représentative d’'une exposition
humaine possible in vivo ;

0 en évaluant différents événements génétiques pouvant mener a des phénomeénes
génotoxiques et/ou mutagénes tout en s’affranchissant d’éventuelles interférences
dans les tests (colorants, réactifs, etc.) ;

0 en discriminant les effets générés par les nanoparticules d’argent avec ceux
produits par les ions Ag" ;

17 Munger et al., 2014, cf. paragraphe « toxicité humaine » du présent rapport d’expertise.

18 Les résultats de toxicocinétique obtenus permettent de définir les organes cibles, les lignées cellulaires
pertinentes et les doses.
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e d’évaluer linfluence des paramétres physico-chimiques des nanoparticules d’argent, tels
que la taille ou la dissolution des nanoparticules d’argent, sur leur durée de rétention et leur
clairance ;

e de poursuivre les études de toxicité en général, en insistant sur les études chroniques et
sub-chroniques ;

e de développer des méthodologies de référence et des méthodes standardisées permettant
d’évaluer la dangerosité des nanoparticules d’argent liée a leurs usages ;

o d’approfondir les études concernant les franchissements de barriéres biologiques (peau,
placenta, hémato-encéphalique, etc.) ;

o de développer les études de neurotoxicité et reprotoxicité, compte tenu notamment du
danger potentiel d’'une présence d’argent (quelle que soit sa forme) au niveau du systéme
nerveux central ou des organes de la reproduction.

Avant d’envisager d’éventuelles études de cancérogénése, il serait nécessaire de :

0 consolider les études de génotoxicité in vivo, en particulier en utilisant des
modeles et des conditions expérimentales appropriées ;
o de vérifier 'absence de modification epigénétique®.

Dans le domaine de I’écotoxicologie

Considérant :

¢ le nombre élevé de publications scientifiques ;

e [|'hétérogénéité des résultats publiés, notamment en ce qui concerne les approches
expérimentales ;

e la dépendance de la réactivité des nanoparticules d’argent vis-a-vis de leur environnement
(présence de cellules, de polyméres, de dispersants, d’ions, etc.) ;

e les résultats sur la biodisponibilité et la bioaccumulation des nanoparticules d’argent ;

e les effets biologiques constatés chez tous les organismes aquatiques et terrestres étudiés
aux doses testées ;

le CES recommande :

e de poursuivre des études d’écotoxicologie en milieux complexes, notamment afin de
prendre en compte I'impact du milieu environnemental sur les caractéristiques physico-
chimiques des nanoparticules d’argent et notamment sur leur spéciation ;

e de conduire des études dans des conditions se rapprochant le plus de celles auxquelles le
milieu environnemental est susceptible d'étre soumis hors situation accidentelle
(e.g. concentrations et durée d’exposition) ;

e de poursuivre les études visant a localiser les nanoparticules d’argent dans les organismes
(organes, cellules), de prendre en compte les caractéristiques biologiques des différentes
espéces et les difféerentes voies d’exposition (eau, sols, sédiment, nourriture) dans
I’évaluation des risques écotoxicologiques liés aux nanoparticules d’argent ;

e d’étudier leur transformation dans les organismes (ex : influence des sucs digestifs) ;

o d’identifier les mécanismes responsables de leur toxicité, en utilisant par exemple des
biomarqueurs a différents niveaux d’organisation biologique (sub-organismal, organisme,
population) ;

19 L’épigénétique est définie comme « I'étude des modifications de I'expression des génes qui sont
transmissibles lors de la mitose et/ou la méiose, mais ne découlent pas de modifications dans la séquence
de I'ADN » Deltour, S., Chopin, V. and Leprince, D., (2005) - Modifications épigénétiques et cancer,
Médecine/Sciences 21, 405-411.
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e de renforcer les études portant sur le transfert des nanoparticules d’argent dans les
réseaux trophiques et de prendre en compte le transfert de toxicité dans la chaine
alimentaire ;

Concernant ’activité antibactérienne et la résistance bactérienne

Considérant :

e le nombre élevé de publications scientifiques et le rapport du Scenihr de décembre 2013
sur les nanoparticules d’argent ;

e [|'hétérogénéité des résultats de la plupart des travaux publiés ;

e la dépendance de la réactivité des nanoparticules d’argent vis-a-vis de leur environnement
(cellules, polyméres, dispersants, ions, etc.) et de la présence d’impuretés dues aux
procédés de fabrication ;

e les progrés sur la compréhension des modes d’action respectifs des nanoparticules
d’argent et de I'ion argent sur l'activité antibactérienne en laboratoire ;

e |a capacité d’adaptation des bactéries a l'ion argent monovalent et les résistances croisées
a certains antibiotiques en laboratoire ;

o les difficultés a déterminer les mécanismes d’action de résistance de I'argent sous sa forme
nanoparticulaire ;

le CES recommande :

e de renseigner systématiquement, et le plus précisément possible, les caractéristiques
physico-chimiques des nanoparticules d’argent associées a I'état brut (impuretés de
synthése incluses) ou aprés leur dispersion en solution colloidale (présence de co-
formulants ou de tensio-actifs). Ces informations essentielles permettent l'interprétation et
la comparaison des résultats d’études sur I'activité antimicrobienne en différenciant I'effet
des nanoparticules d’argent de celui de l'ion argent ;

e de développer des outils et des protocoles standardisés pour évaluer des niveaux de
résistance et garantir l'interprétation des résultats, et faciliter les comparaisons inter-
études ;

e de mener des études sur la résistance bactérienne en milieu naturel tout comme des
études épidémiologiques pour évaluer la prévalence de génes de résistance bactérienne a
largent ;

e d’engager des recherches permettant d’évaluer le transfert de géne de résistance et leur
propagation ;

e détudier la stabilité des paramétres physicochimiques (en particulier dissolution et
spéciation) en fonction du milieu (présence d’ions, de protéines, de dispersants, etc.) et de
leur évolution dans le temps et des étapes du cycle de vie de ces nanoparticules d’argent.

En matiére d’encadrement réglementaire

Considérant :

e [|'absence, a l'heure actuelle, d’'un inventaire permettant d’assurer la tracgabilité des
nanoparticules d’argent tout au long de leur cycle de vie ;

o linsuffisance et le caractére lacunaire des données d’exposition disponibles sur les
nanoparticules d’argent et sur les produits en contenant ;

e [|'hétérogéneité des définitions adoptées pour la prise en compte de la spécificité des
nanomatériaux dans les réglementations existantes ;

e l'entrée en vigueur, depuis le 1er janvier 2013, conformément aux articles L. 523-1 a
L. 523-8 du Code de I'environnement, de la déclaration obligatoire des substances a I'état
nanoparticulaire fabriquées, importées ou distribuées sur le territoire francgais et I'absence

page 20/ 165 Octobre 2014



Anses o rapport d’expertise collective Saisine n° 2011-SA-0224 - nanoparticules d’argent

de déclarations de substances a I'état nanoparticulaire a base d’argent pour I'année 2013
en France ;

e |e caractére insuffisant, voire inexistant, des informations destinées aux consommateurs et
a la population générale (étiquetage et/ou informations issues de la déclaration obligatoire)
en application des réglementations existantes ;

¢ |a difficulté persistante a différencier les effets qui sont dus a l'ion argent de ceux que I'on
peut directement imputer aux nanoparticules d’argent (voire leurs effets combinés quand ils
sont tous les deux présents) ;

le CES recommande :

o d’entreprendre des travaux visant a comprendre I'absence de déclaration de nanoparticules
d’argent en France en 2013 ;

e de réviser, en cas de défaut de déclaration avéré, les modalités de I'obligation de
déclaration des substances a I'état nanoparticulaire afin de pouvoir identifier, évaluer la
quantité et déterminer les usages des nanoparticules d’argent produites, importées et
distribuées a tous les utilisateurs, a minima pour le territoire national, dans le cadre
suivant :

0 extension aux distributeurs de produits grand public (en complément des
distributeurs a destination des utilisateurs professionnels) ;

0 amélioration de I'information du public en limitant les possibilités de confidentialité ;

e de travailler a I'évolution de la déclaration obligatoire afin de demander aux déclarants de
fournir des données complémentaires concernant les nanoparticules d’argent déclarées
(concentration, informations disponibles sur la toxicité, etc.). Par ailleurs, les fiches de
données de sécurité devraient étre enrichies par des informations adaptées au statut
nanométrique de I'argent, pour les différentes étapes du cycle de vie des produits.
L’ensemble de ces informations pourrait étre recensé dans une base de données a accés
public ;

e d’engager des études visant a évaluer l'intérét et I'impact de la mise en place d’obligations
d’étiquetage dans des réglementations sectorielles (ex : cosmétiques), afin de mesurer la
pertinence d’'une extension de telles obligations dans le cadre de réglementations plus
larges et la cohérence entre cet éventuel étiquetage et les données issues de la déclaration
obligatoire des substances a I'état nanoparticulaire ;

e d’étudier la faisabilit¢ de limiter le recours aux nanoparticules d’argent aux usages
essentiels, en :

o favorisant les produits slrs dépourvus de nanoparticules d’argent et équivalents en
termes de fonction et d’efficacité ;

0 restreignant le recours aux produits susceptibles de libérer des nanoparticules
d’argent ou des especes chimiques pouvant présenter un risque pour ’homme ou
pour I'environnement au cours de leur utilisation, sous contraintes d’'usage normal et
en fin de vie. Le critére de persistance dans I'environnement devrait étre également
pris en compte, dans I'éventualité d’'un impact a long terme ;

0 restreignant le recours aux produits dont l'utilité démontrée serait faible pour les
consommateurs, sur la base d’une analyse socio-économique.

Date de validation de la synthése par le comité d’experts spécialisé : 20 juin 2014.
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Sigles et abréviations

AAS : Atomic Absorption Spectroscopy - Spectroscopie d’absorption atomique
ACV : Analyse du cycle de vie

ADN : Acide désoxyribonucléique

AES : Atomic Emission Spectroscopy - Spectrométrie d'émission atomique
Afsset : Agence frangaise de sécurité sanitaire de I'environnement et du travail
Afssa : Agence francgaise de sécurité sanitaire de I'alimentation

AFM : Atomic Force Microscopy - Microscopie a force atomique

Anec : Association européenne pour la coordination de la représentation des consommateurs
auprés de la standardisation (European Association for the Co-ordination of Consumer
Representation in Standardisation AISBL)

Anses : Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
BET : Mesure de surface spécifique (Méthode Brunauer, Emmett et Teller)

Beuc : Bureau européen des unions de consommateurs

BfR : Bundesinstitut fiir Risikobewertung - Institut fédéral allemand d’évaluation des risques
BPL : Bonnes pratiques de laboratoire

CES : Comité d’experts spécialisé

CMH : Complexe majeur d'histocompatibilité

CMI : Concentration minimale inhibitrice

CRP : C-reactive protein - Protéine c réactive

EELS : Electron Energy Loss Spectroscopy - Spectroscopie des pertes d'énergie

DC-FDA : 2', 7' dichlorodihydrofluoresceine diacétate

DPPC : Dipalmitoyl phosphatidylcholine

DGS : Direction générale de la santé

DGT : Direction générale du travail

DGAL : Direction générale de I'alimentation

DGCCREF : Direction générale de la concurrence, de la consommation et de la répression des
fraudes

DGPR : Direction générale de la prévention des risques

DLS : Dynamic Light Scattering - Diffusion dynamique de la lumiére

DRX : Diffraction des rayons X

EDS ou EDX : Energy Dispersive X-ray spectrometry - Spectrométrie par dispersion d’énergie
ERO : Espéces réactives de I'oxygéne

EXAFS : Extended X-Ray Absorption Fine Structure - Spectrométrie d'absorption des rayons X
FFF : Fractionnement par couplage flux-force

FSH : Follicle Stimulating Hormone - hormone folliculo-stimulante

GSH : Glutathion

GT : Groupe de travail

ICP-MS : Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry - Spectrométrie de masse par torche a
plasma

ICP-AES : Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy - Spectrométrie d’émission
atomique par torche a plasma
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ICP- OES : Inductively coupled plasma optical emission spectrometry - Spectrométrie optique de
photons couplée a une source de plasma

IP : Intrapéritonéal

ISE : lon Selective Electrode - Electrode sélective de I'ion Ag*

IV : Intraveineux

LBA : Liquide broncho-alvéolaire

LH : Luteinizing hormone - Hormone lutéinisante

MET : Microscopie électronique a transmission

MEB : Microscopie électronique a balayage

MNPCE : Micronucleated polychromatic erythrocytes - Erythrocyte polychromatique micronucléé ()
MR : Matériau de référence

MRC : Matériau de référence certifié

NP(s) : Nanoparticule(s)

NPs-Ag : Argent sous forme de nanoparticules

NMs : Nanomatériaux manufacturés

NTA : Nanoparticle Tracking Analysis — Analyse du suivi individuel de nanoparticules
OCDE : Organisation de coopération et de développement économiques

OES : Optical emission spectrometry - Spectrométrie d'émission optique

ORDIMIP : Observatoire régional des déchets industriels en Midi-Pyrénées

PBS : Phosphate Buffer Saline - Tampon phosphate salin

PVP : Polyvinyl pyrrolidone

Rapport PCE/NCE : rapport érythrocytes polychromatiques / érythrocytes normochromatiques
RE : réticulum endoplasmique

SAXS : Small Angle X-rays Scattering - Diffusion de Rayons X aux petits angles

Scenihr :  Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks - Comité
Scientifique d’évaluation des risques sanitaires émergents ou nouveaux

SOD : Superoxyde dismutase

STEP : Station d’épuration des eaux usées

WWI : Woodrow Wilson International Centre for Scholars

XANES : X-ray Absorption Near Edge Structure - Spectroscopie d’absorption X

XPS-UPS : X-Ray photoelectron spectrometry — Ultraviolet Photoelectron Spectroscopy -
Spectrométrie de photo-électrons X ou UV
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1 Contexte, objet et modalités de traitement de la
saisine

1.1 Généralités

Les nanomatériaux sont le plus souvent considérés comme des objets constitués de structures
élémentaires dont au moins une des dimensions est comprise entre 1 et 100 nanometres (nm). En
réalité, cette définition n’est pas suffisante pour décrire toute la complexité de leur réalité physico-
chimique. Les définitions proposées font encore I'objet de nombreuses discussions scientifiques,
réglementaires, institutionnelles2? ainsi qu’au sein de la société civile Anses (2014) et ne sont,
selon le groupe de travail de 'Anses « Nanomatériaux et santé — alimentation, environnement,
travail » en charge de la présente expertise, pas satisfaisantes en I'état dans le cadre de
I'évaluation des risques. Aucune définition actuelle ne prend ainsi en compte certains paramétres
importants comme la solubilisation (amener une substance a I'état de solution ou de suspension
colloidale) ou la taille moyenne des agglomérats et agrégats. La connaissance de ces paramétres
participe pourtant a la compréhension des mécanismes d’action des nanomatériaux sur le vivant.
Aussi, le groupe de travail a-t-il choisi de ne pas privilégier une définition particuliére des
nanomatériaux parmi 'ensemble de celles déja publiées.

Lorsqu’ils sont fabriqués intentionnellement, les nanomatériaux sont appelés « manufacturés ».
Dans le présent rapport, les produits de consommation dans lesquels sont intégrés des
nanomatériaux seront désignés par le terme « nano-produits ».

En raison de la grande diversité de leurs propriétés physiques, chimiques ou biologiques, les
nanomatériaux trouvent aujourd’hui des applications dans de nombreux secteurs d’activités
industrielles. Les inventaires mis en ceuvre par les autorités publiques et les acteurs privés, a
I'échelle nationale comme internationale, depuis plusieurs années, montrent en dépit des fortes
incertitudes liées a la difficile tracabilité des nano-produits un accroissement du nombre de
produits de consommation contenant des nanomatériaux manufacturés.

L’analyse de I'inventaire (non exhaustif) des produits disponibles sur le marché frangais réalisé par
'Anses en 2010 a notamment montré I'existence d’'un grand nombre d’applications utilisant des
nanoparticules d’argent, sous forme agrégée, agglomérée ou encore colloidale. Ces
nanoparticules sont souvent recouvertes en surface (enrobées) par des ions (citrate), ou encore
des molécules (cystéine) ou des polymeres (polyvinylpyrrolidone). L'intégration de nanoparticules
d’argent dans ces articles commerciaux est réputée répondre principalement a des finalités
antibactériennes et antifongiques. De nombreux domaines d’application sont ainsi concernés,
parmi lesquels on peut citer I'alimentation (additifs et emballages alimentaires, revétement de
réfrigérateurs), les textiles (vétements, literie), ou encore les produits de cosmétiques et d’hygiéne
(brosses a dents, fers a lisser les cheveux, sprays désinfectants, etc.).

Si la présence de nanomatériaux dans un certain nombre de produits de consommation est avérée
et fait aujourd’hui I'objet de réglementations spécifiques au niveau européen, les nanoparticules
d’argent, quant a elles, ne sont pas expressément visées et le bilan de la premiére année de mise
en ceuvre de I'obligation de déclaration des substances a I'état nanoparticulaire francgaise témoigne
des difficultés rencontrées par les pouvoirs publics pour les recenser, puisqu’aucune déclaration

20 Cf. Réunion du 19 Mars 2014 portant sur la révision par la Commission européenne de la définition du
terme« nanomatériaux ».

http://publications.jrc.ec.europa.eu/repository/bitstream/111111111/31515/1/lbna26567enn.pdf.

https://ec.europa.euljrc/en/publication/eur-scientific-and-technical-research-reports/towards-review-ec-
recommendation-definition-term-nanomaterial-part-2-assessment-collected ?search.
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n’a été déposée a leur sujet en dehors d’une activité de recherche et développement (Ministére du
Développement 2013).

La production et l'utilisation croissantes des nanomatériaux dans des produits de consommation
courante soulévent de multiples interrogations sur leurs risques potentiels pour la santé humaine
et pour I'environnement :

e les propriétés intrinséques particuliéres de ces nanomatériaux conditionnent-elles des
comportements singuliers dans l'organisme et dans I'environnement et une toxicité
spécifique (passage des barriéres naturelles de I'organisme, bio-persistance, toxicité
systémique, etc.) ?

e comment caractériser de maniére fiable I'exposition humaine et environnementale ?

1.2 Contexte de la demande

Dans son avis n° 024/2010 du 28 décembre 2009, I'Institut fédéral allemand d’évaluation des
risques (Bundesinstitut fiir Risikobewertung - BfR) a indiqué qu'il n’était pas encore possible
d'évaluer les risques sanitaires liés aux nanoparticules d’argent. Il a alors recommandé aux
fabricants de renoncer a I'utilisation d’argent ou de composés d’argent a I'échelle hanométrique
dans les produits alimentaires et les produits de consommation courante?! jusqu’a ce que les
données disponibles permettent d’évaluer définitivement les risques sanitaires et que l'innocuité
sanitaire de ces produits soit garantie. Le BfR a réitéré cette recommandation dans un
communiqué publié le 10 juin 2010.

Certains industriels ont alors objecté que, selon eux, les données étaient suffisantes pour réaliser
une évaluation des risques liés a l'utilisation des nanoparticules d’argent dans des produits de
consommation et dans les aliments. Aussi, le BfR a organisé un atelier réunissant différentes
parties prenantes intéressées (experts scientifiques, associations, industriels) pour discuter de la
connaissance actuelle des risques afin d’envisager les options possible a mettre en place pour
assurer une protection adéquate des consommateurs. A l'issue de cette réunion, le président du
BfR a maintenu la position de son agence (12 avril 2011).

De son c6té, a la méme période, 'Anses?2 a publié deux rapports sur I'évaluation des risques des
nanomatériaux : « Nanotechnologies et nanoparticules dans I'alimentation humaine et animale »
(Afssa 2009) et « Nanomatériaux et produits de consommation »23 (Afsset 2010). Devant le
manque de données concernant la dangerosité potentielle des nanomatériaux, 'Anses a conclu a
impossibilité de caractériser le risque associé aux produits contenant des nanomatériaux. Dans
son avis du 17 mars 2010 portant sur I'évaluation des risques liés aux nanomatériaux pour la
population générale et pour I'environnement, '’Anses recommandait alors de limiter I'exposition des
consommateurs et de I'environnement aux nanomatériaux [...] « par la réduction de I'exposition
des consommateurs aux produits contenant des nanomatériaux manufacturés et de leur
dissémination dans I'environnement, dans le cadre d’'une approche graduelle, notamment :
e en favorisant les produits sdrs et équivalents en termes de fonction, d’efficacité et de codt
dépourvus de nanomatériaux ;
e en restreignant le recours aux produits dont l'utilité démontrée serait faible pour les
consommateurs, par exemple sur la base d'une analyse socio-économique de type
bénéfice/risque ;

21 Plastiques au contact des denrées alimentaires, additifs alimentaires, procédés de traitement des eaux et
produits cosmétiques.

22 | ’Afsset (Agence frangaise de sécurité sanitaire de I'environnement et du travail) et 'Afssa (Agence
frangaise de sécurité sanitaire de 'alimentation) ont fusionné le 1 juillet 2010 pour créer I'’Agence nationale
de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail (Anses).

23 A noter que I'Agence a publié en février 2008 un rapport sur les « nanoparticules manufacturées dans
l'eau », qui recense notamment un certain nombre d'utilisations de nanoparticules d’argent dans des
applications de filtration d’eau : Afssa (2008) Les nanoparticules manufacturées dans I'eau. Afssa, Maisons-
Alfort.
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e en restreignant le recours aux produits susceptibles de libérer des nanomatériaux ou des
espéces chimiques pouvant présenter un risque pour 'homme ou pour I'environnement au
cours de leur utilisation, sous contrainte d’'usage normal et en fin de vie. Le critére de
persistance dans I'environnement doit étre également pris en compte, dans I'éventualité
d’'un impact a long terme ;

e en limitant dés aujourd’hui aux usages essentiels le recours aux nanomatériaux pour
lesquels des alertes de danger ont été identifiées ».

Enfin comme I'avait déja souligné auparavant le BfR dans ses avis, ’Agence a pointé la nécessité
d’engager des recherches pour acquérir les connaissances nécessaires a I'établissement de
conclusions solides quant aux risques pour ’lhomme et I'environnement.

1.3 Objet de la saisine

A la suite de la publication puis de la réitération des recommandations du BfR en 2010, la
direction générale de la santé (DGS), la direction générale du travail (DGT) ainsi que la
direction générale de I'alimentation (DGAL), 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 (DGCCREF) ont saisi 'Agence le 10 ao(t 2011 (cf. annexe 1).

La demande formulée dans cette saisine intitulée « Mise a jour de I'expertise relative a
’évaluation des risques liés aux nanomatériaux pour la population générale, pour
I'alimentation et pour I'environnement : cas particulier du nano-argent » porte :

e dans un premier temps, sur l'analyse des différences éventuelles existantes entre les
connaissances scientifiques sur lesquelles se sont fondés les travaux du BfR d’une part et
ceux de I'Anses d’autre part, en 2009 et 2010. Ce rapport propose donc une analyse
comparée des différences, sur le plan bibliographique, entre le rapport du BfR et celui de
I'Anses (phase 1) ;

e dans un deuxieme temps, sur une éventuelle révision par I'Anses de son avis sur
I'utilisation des nanoparticules d’argent. Compte tenu de nouvelles publications
scientifiques parues depuis les rapports de I'Anses et du BfR, ’Agence propose une mise a
jour de I'évaluation des risques liés au nano-argent pour la population générale, pour les
travailleurs, pour I'alimentation et pour I'environnement (phase 2). Ce travail d’expertise a
été confié¢ au groupe de travail pérenne « nanomatériaux et santé — alimentation,
environnement, travail » de I'’Anses.

1.4 Modalités de traitement :

L’expertise présente a été réalisée dans le respect de la norme NF X50-110 « Qualité en
expertise — prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) », avec pour
objectif le respect des points suivants : compétence, indépendance, transparence, tragabilite.

Dans le domaine de I'activité antibactérienne et de la bactériorésistance, le groupe de travail s’est
appuyé sur les compétences scientifiques de deux agents de I'Anses: un spécialiste de la
direction des produits réglementés ainsi qu'un expert rapporteur du laboratoire de Fougéres de
I'Anses.

Les travaux d’expertise ont été présentés au Comité d'experts spécialisé (CES) « Agents
physiques, nouvelles technologies et grands aménagements », tant sur les aspects
méthodologiques que scientifiques, qui les a commentés lors des séances du 28 mars et du 14
mai 2014. Les travaux ont été adoptés par ce CES lors de la séance du 14 mai 2014.
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2 Meéthodologie d’expertise

La présente mise a jour des connaissances sur les risques potentiels liés a l'usage des
nanoparticules d’argent s’appuie sur la revue bibliographique issue des travaux du rapport de
I'’Anses publié en 2010, complétée par la littérature relative aux nanoparticules d’argent diffusée
ultérieurement ,jusqu’en décembre 2013, ou portant sur de nouvelles voies d’exposition.

Les travaux scientifiques retenus dans ce rapport sont issus :
¢ de publications dans des revues scientifiques internationales avec comité de lecture ;

o de rapports d’études scientifiques, d’instituts ou d’organisations non gouvernementales
(avis du Scenihr, rapport du Beuc, Anec).

Compte tenu de I'abondance des publications sur le sujet, une sélection des articles les plus
pertinents pour cette mise a jour a été réalisée par les experts du groupe de travail. Deux cent
quatre vingt articles scientifiques, dans les domaines de la toxicité et de I'écotoxicité des
nanoparticules d’argent ont été identifiés grace aux outils usuels de recherche bibliographique. Six
rapports d’études portant sur I'évaluation des risques des nanoparticules d’argent ont été
également recensés.

Le domaine « activité bactérienne et bactériorésistance », qui n’avait pas été couvert par
'expertise publiée en 2010 par I'Anses, a été inclus dans ce travail d’expertise ; il a fait I'objet
d’'une recherche bibliographique débutant avant 2009.

Un chapitre spécifique a été consacré a [lidentification des sources d’expositions des
consommateurs et de I'environnement aux nanoparticules d’argent, extraites principalement de
l'inventaire des nano-produits disponibles sur le marché francais réalisé par '’Anses en 2010 pour
le rapport « Nanomatériaux et produits de consommation » ((Afsset 2010)) et de l'inventaire du
Woodrow Wilson Centre for Scholars. La liste non exhaustive réalisée par I'Observatoire régional
des déchets industriels en Midi-Pyrénées en 2009 (Ordimip)24 a permis également de compléter le
recensement des produits de consommation contenant des nanoparticules d’argent présents sur le
territoire francais.

Afin de compléter les compétences disponibles dans le groupe de travail, 'Agence a fait appel a
deux agents de I'Anses spécialistes du domaine « activité antibactérienne et bactériorésistance ».

24 |es nanoparticules dans les déchets : un chantier a ouvrir ; « Le savoir : un préalable a la gestion »
(ORDIMIP, octobre 2009).
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3 Comparaison bibliographique des rapports du BfR
et de I'’Anses

Les rapports du BfR et de ’Anses concernant les nanoparticules d’argent répondent a des saisines
portant sur des préoccupations différentes : le BfR s’est principalement orienté vers les résistances
bactériennes - liées a 'argent au sens large - et le risque alimentaire, alors que I'Anses a étudié le
risque lié a I'exposition par voie cutanée et le risque environnemental (cf. Tableau 1). La plupart
des références bibliographiques utilisées par les Agences ne sont donc naturellement pas les
mémes : seules 5 publications scientifiques sont communes aux rapports antérieurs des deux
Agences.

Le BfR et 'Anses ont souligné I'impossibilité de réaliser une évaluation de risque compléte pour la
santé et I'environnement lié aux nanoparticules d’argent contenues dans des produits de
consommation courante, faute de connaissances scientifiques suffisantes. Les deux Agences
estiment cependant que ce risque ne peut, pour autant, étre exclu. Enfin, 'Anses a également
indiqué que le risque pour I'environnement, en raison du danger avéré chez certaines espéces
animales, devait faire I'objet d’'une attention particuliére.

Si les recommandations portées par le BfR ont pu sembler plus restrictives que celles formulées
par I'Anses, il apparait en réalité qu’elles ne différent pas tant sur le fond mais plutét sur la forme
de leur expression.

L’analyse bibliographique des deux rapports, qui datent d’avant 2010, montre que les deux
agences se sont appuyées sur les mémes connaissances scientifiques. La différence des
recommandations formulées s’explique par la différence des préoccupations envisagées par les
saisines comme précédemment énoncé (bactériorésistance et alimentation/voie cutanée et
environnement).

Tableau 1: comparaison des rapports des deux agences (Anses et BfR) sur les nanoparticules
d’argent

« Utilisation du nano-
argent dans les
produits alimentaires
et les produits de
consommation
courante » (BfR, 2009)

« Nanotechnologies et
nanoparticules dans
I'alimentation humaine et
animale» (Anses, 2009)

« Nanomatériaux et
exposition du
consommateur » (Anses,
2010)

Nature de I'argent
étudié

Sels d’argent, ions Ag,
nanoparticules d’argent

nanoparticules d’argent

nanoparticules d’argent

Produit(s)
considéré(s)

Additifs alimentaires,
MCDA, cosmétiques

Additifs alimentaires
(hydrosol d’argent) ;
matériaux au contact de
denrées alimentaires

Chaussettes
antibactériennes

(MCDA)
Voie(s) Orale ; cutanée Orale Cutanée
d’exposition
considérée(s)
Extrait des Les données Evaluation des risques liés | Evaluation des risques liés a
conclusions actuellement disponibles | a l'ingestion impossible du | I'exposition par voie cutanée
ne permettent pas de fait de données impossible du fait de
communiquer une insuffisantes. données insuffisantes.
évaluation définitive des
risques sanitaires liés a
I'exposition du
consommateur a ces
produits.
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Extrait des
recommandations

A lattention des
industriels : renoncer a
l'utilisation d’argent ou

de composés d’argent a
I'échelle nanométrique
dans les produits
alimentaires et les
produits de
consommation courante
jusqu’a ce que les
données disponibles
permettent d’évaluer
définitivement les
risques sanitaires et que
I'innocuité sanitaire des
produits soit garantie.

Développer les travaux de

recherche ; Etre prudent &

I'égard de I'utilisation des

nanoparticules en

alimentation humaine et
animale ; Déclaration
systématique de ces

substances.

Incitation a la recherche dans
les domaines de la
caractérisation physico-
chimique, de I'évaluation de
I'exposition, de la
toxicologie ; Mise en place
de la tragabilité des
données ; Limitation de
I'exposition des
consommateurs et de
'environnement : favoriser
les produits sars et
équivalents en termes de
fonction, d’efficacité et de
codt dépourvus de
nanomatériaux, restreindre le
recours aux produits dont
I'utilité démontrée serait
faible pour les
consommateurs, restreindre
le recours aux produits
susceptibles de libérer des
nanomatériaux ou des
espéces chimiques pouvant
présenter un risque pour
I’'homme ou pour
I'environnement au cours de
leur utilisation et limiter dés
aujourd’hui aux usages
essentiels le recours aux
nanomatériaux pour lesquels
des alertes de danger ont été
identifiées.

Organisation de
I'expertise

Expertise interne pour le
rapport et I'avis. Les
conclusions et
recommandations ont
été ensuite discutées au
cours de 2 workshops.

6 CES
8 rapporteurs

CES « Agents physiques »
GT « nanomatériaux et
exposition du
consommateur » ;

4 experts rapporteurs

Le BfR, dans ses avis et communiqués de presse, a recommandé aux industriels de renoncer a
l'utilisation d'argent ou de composés d'argent a I'échelle nanométrique dans les produits
alimentaires et les produits de consommation courante jusqu’a ce que les données soient
suffisantes. Cette recommandation de portée générale se fonde principalement sur le risque
d’apparition d’'une résistance des bactéries a I'argent sous toutes ses formes (métal, oxydes, sels
...). De son c6té, 'Anses a formulé des recommandations plus ciblées, préconisant « une
réduction de Il'exposition des consommateurs aux produits contenant des nanomatériaux
manufacturés ainsi que leur dissémination dans I'’environnement, dans le cadre d’une approche
graduelle »25,

25 Voir le rapport d’analyse bibliographique, publié concomitamment au présent rapport.
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4 Présence des nanoparticules d’argent dans les
produits de consommation

Il n’existe actuellement aucun inventaire officiel?6 des produits contenant des nanoparticules
d’argent, et 'on ne dispose d’aucune donnée fiable sur la production de nanoparticules d’argent,
que ce soit dans le monde ou en France. Faute de données officielles, des sources non
réglementaires telles que I'inventaire réalisé dans le cadre du rapport de 2010 de I'’Anses, du site
du WWI27 et de la liste de produits fournis par I'Ordimip28 ont été utilisées. Ces bases de données
permettent néanmoins d’obtenir des informations sur les produits susceptibles de contenir des
nanoparticules d’argent en France et dans le monde, sur la proportion qu’ils représentent vis-a-vis
des autres nano-produits et sur leurs domaines d’application.

En France, le 1% janvier 2013, la déclaration obligatoire des usages ainsi que des quantités
annuelles produites, importées et distribuées sur le territoire frangais des substances a I'état
nanoparticulaire est entrée en vigueur, conformément aux articles L. 523-1 a L. 5 23-8 du Code de
I'environnement.

Les principaux résultats de la déclaration annuelle 2013, qui concernent les substances a I'état
nanoparticulaire produites, importées et distribuées en France en 2012, sont les suivants2° :

e 670 entités francaises ont soumis au moins une déclaration ;

e les acteurs frangais ayant déclaré sont: pour 22 % des importateurs, pour 6 % des
producteurs, pour 68 % des distributeurs et pour 4 % d’ « autres » acteurs ;

o 282 386 tonnes de substances a I'état nanoparticulaire ont été produites et 212 076 tonnes
de substances a I'état nanoparticulaire ont été importées en France en 201230, soit un total
de 500 000 tonnes de substances a I'’état nanoparticulaire mises sur le marché en France
en 2012.

Ces éléments d’analyse publiés par le ministére du développement durable sur le bilan de la
premiére année de mise en ceuvre de l'obligation de déclaration des substances a ['état
nanoparticulaire prévue par les lois Grenelle | et 13! semblent néanmoins indiquer que les
nanoparticules d’argent ne sont pas fabriquées, importées ou distribuées a des utilisateurs
professionnels sur le territoire frangais.

Bien que l'obligation de déclaration frangaise ne concerne pas directement les produits de
consommation courants, on peut Iégitimement se poser des questions sur la cohérence de la
présence de ces produits sur notre territoire référencés dans les inventaires précédemment cités

26 |es inventaires sont réalisés par des associations non-gouvernementales, des universités, des agences,
voir par exemple : http://veillenanos.fr/wakka.php?wiki=RecensementsProduitsNano.

27 http://www.nanotechproject.org/cpil.

28 Les nanoparticules dans les déchets : un chantier a ouvrir. « Le savoir: un préalable a la gestion »
(ORDIMIP, octobre 2009).

29 Rapport « Eléments issus des déclarations des substances & I'état nanoparticulaire » publié en novembre
2013 et disponible a I'adresse suivante : http://www.developpement-
durable.gouv.fr/IMG/pdf/Rapport_public_format_final_20131125.pdf.

30 Rapport du ministére de I'Ecologie du Développement durable et de I'Energie : « Eléments issus des
déclarations des substances a I'état nanoparticulaire », novembre 2014.

31 Loi n°2009-967 du 3 aolt 2009 de programmation relative a la mise en ceuvre du Grenelle de
I'environnement (dite Loi Grenelle 1) et Loi n°2010-788 du 12 juillet 2010 portant engagement national pour
I'environnement (dite Loi Grenelle 2).
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(WWI, Ordimip,Afsset (2010)), sans production, importation et distribution déclarées de
nanoparticules d’argent ou de mélanges en contenant sur le marché francais.

Bien que la fiabilité de ces inventaires ne soit pas établie, ils constituent, a I'heure actuelle, les
seules sources disponibles et, de fait, utilisées par la littérature scientifique aussi bien que par les
experts pour tenter d’évaluer I'exposition de la population et de I'environnement aux nanoparticules
d’argent en France. Leur analyse critique effectuée par le groupe de travail et exposée ci-dessous
illustre les difficultés rencontrées par les acteurs du champ des nanomatériaux pour tenter
d’évaluer la présence des nanomatériaux manufacturés dans les produits de consommation.

4.1 Les nanoparticules d’argent dans le monde

Certains auteurs considérent que la production mondiale est modérée. En Europe, moins de dix
tonnes par an de nanoparticules d’argent seraient ainsi produites. Néanmoins, ces estimations
s’appuient elles-mémes sur des données trés variables, pouvant s’étendre de 5,5 a 550 tonnes par
an (XiaoPiccinno, Gottschalk et al. 2012). D’autres sources estiment que la production des
nanoparticules d’argent se situerait aux Etats-Unis entre 2,8 et 20 tonnes par an (Hendren,
Mesnard et al. 2011).

Selon la base de données du WWI, 1668 nano-produits présents dans le monde entier ont été
répertoriés en octobre 201332, ce qui correspond a une augmentation de plus de 25 % depuis
2010. En février 2014, la base de données du WWI référencait 1854 nano-produits.

Selon cette méme source, les produits contenant des nanoparticules d’argent, au nombre de 410,
représentaient environ 26 % des autres nano-produits recensés. Le plus grand nombre de produits
contenant des nanoparticules d’argent est rencontré dans le domaine de la santé, du sport et du
bien-étre. Ces nanomatériaux sont également présents dans des produits dédiés a
I'électroménager, au jardinage ou a la maison ainsi que dans des jouets et, plus largement, dans
des produits pour enfants (Quadros, Pierson lv et al. 2013).

Ainsi, aujourd’hui, il est impossible d’évaluer de maniére fiable le nombre et la répartition exacte
selon le domaine d’application des produits contenant des nanoparticules d’argent ainsi que le
volume de production d’argent sous forme de nanoparticules au niveau mondial.

4.2 Les nanoparticules d’argent en France

La répartition des produits de consommation contenant des nanoparticules d’argent sur le marché
francais présentée ci-apres est réalisée a partir de I'inventaire des nano-produits qu’avait réalisé
I'Anses, en interne, en 2010. Il recensait les produits finis disponibles sur le marché francais
(commandes internet incluses) et contenant des nanomatériaux manufacturés lorsque ces derniers
étaient revendiqués. Cet inventaire n’a pas eu pour ambition d’étre exhaustif, la consultation d’'une
grande variété de sources de données a été privilégiée par rapport a la quantité de produits
recensés. En effet, 'objectif attaché a ce travail d’inventaire était de fournir un support pour la
sélection de quelques produits caractéristiques qui ont fait ensuite I'objet d’évaluations de risque. A
la suite de cet inventaire, quatre nano-produits avaient été choisis dont des chaussettes contenant
des nanoparticules d’argent. Cette base de données n’a pas été mise a jour depuis 2010. Les
domaines d’applications les plus souvent rencontrés concernent I'alimentaire, I'électronique et les
fournitures pour la maison (filtres, humidificateurs, désodorisants, etc.).

Dans le Tableau 2 construit a partir de I'inventaire de I'Anses, il est a remarquer que :

¢ le nombre de produits identifiés est faible (21), et il est fort possible qu’il soit plus élevé
aujourd’hui ;
e les volumes commercialisés ne sont pas connus.

32 http://www.nanotechproject.org/cpi/about/analysis/
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Tableau 2 : Nano-produits identifiés contenant des nanoparticules d’argent en France

Domaines d’application* Nombre 'de nailr_u’)-prodwts Exemples*
identifiés
Vétements / textile 8 Chaussettes, casques
Cosmétiques / hygiéne 3 Tétines, séche-cheveux,
Alimentation 3 Complément alimentaire,
emballage, ustensile de
cuisine
Fourniture maison 3 Purificateurs d’air,
électroménager, filtres
désodorisants, landaus,
Electronique 3 Encres, lettres de clavier,
revétements de souris ou de
téléphones mobiles
Batiment 1 Peintures
Total 21

* définis par les experts du groupe de travail constitué dans le cadre du rapport « Nanomatériaux
et produits de consommation » (Anses 2010).

4.3 Exposition aux nanoparticules d’argent et risques associés

Population en milieu professionnel :

Dans un contexte professionnel, la principale voie d’exposition des travailleurs est I'inhalation. Une
autre voie possible importante est la voie cutanée. Il convient de souligner que si la voie
d’exposition majeure est linhalation, le mécanisme d’épuration du systéme respiratoire
(notamment la remontée par mouvement mucocillaire) conduit indirectement a une exposition par
voie orale.

De fait, comme cela a été souligné précédemment, méme si aucune déclaration de nanoparticules
d’argent n’a été realisée en France en 2013, on ne saurait exclure I'exposition professionnelle aux
produits contenant des nanoparticules d’argent dans le cadre des activités suivantes :

e production et utilisation ;
e intervention et maintenance sur des installations contenant des nanoparticules d’argent ;
e collecte et traitement de déchets.

Pour la population générale :

Au regard des sources aujourd’hui disponibles sur les produits de consommation contenant des
nanoparticules d’argent (produits en contact avec des aliments, compléments alimentaires,
jouets...), 'exposition par ingestion ne peut pas étre exclue :

e soit directement via la consommation de produits contenant des nanoparticules d’argent,
comme par exemple des compléments alimentaires ou encore dans des procédés de
traitement de 'eau ;

e soit indirectement via les aliments contaminés du fait du relargage a partir de produits en
contact avec les denrées alimentaires (notamment emballages, réfrigérateur,...) en
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contenant ou de l'accumulation des nanoparticules d’argent le long des chaines
trophiques33.

L’exposition par inhalation est possible lors de l'utilisation de produits classés dans la catégorie
« fournitures de maison », par exemple avec des aspirateurs, des climatiseurs ou des
assainisseurs d’air. |l existe également des sprays désinfectants dont le but recherché est
précisément de libérer de I'argent, sous forme de nanoparticule ou sous forme ionique (Quadros
and Marr 2011).

On peut aussi envisager une exposition par inhalation en cas d’abrasion ou de de détérioration des
produits contenant des nanoparticules d’argent, dans le cadre d'activités de loisirs (bricolage,
réparation).

De plus, pour la population générale, on peut considérer que I'ensemble des produits contenant
des nanoparticules d’argent dans le domaine du textile et de la cosmétique représente un risque
d’exposition par voie cutanée.

Pour I'environnement :

L’exposition de I'environnement pourrait provenir de 'ensemble des nano-produits lors de lavages,
d’abrasion, ou de destruction/élimination incompléte des produits contenant des nanoparticules
d’argent. En effet, il n’existe actuellement aucune réglementation spécifique sur le traitement des
nanomatériaux et par conséquent aucune filiere de traitement des déchets spécialisée ou
adaptée : ils sont pris en charge par des installations classiques qui n’ont pas nécessairement la
capacité de les retenir ou de les détruire. Des travaux sont en cours sur I'impact des
nanoparticules d’argent dans la filiere STEP (stations d'épuration des eaux usées)34 tandis que
des études antérieures ont montré que les nanoparticules d’argent (Ag°) étaient retenues par la
biomasse et transformées en nanoparticules de sulfure d’argent (Ag,.S) trés peu solubles dans les
conditions environnementales classiques en sortie de STEP (Kaegi, Voegelin et al. 2011).

Dans le rapport « Nanomatériaux et exposition du consommateur » publié par I'Anses en 2010, un
scénario d’exposition de I'environnement a été réalisé a partir de données sur des chaussettes
anti-bactériennes contenant et libérant des nanoparticules d’argent dans I'eau lors de lavages. La
quantité d’argent sous forme nanoparticulaire rejettée a un niveau national avait été estimée pour
ce scénario a 18,72 tonnes par an3s.

L’analyse du cycle de vie :

Les émissions et dispersions de nanoparticules peuvent se produire durant les différentes étapes
de la vie du produit : la production, la fabrication du produit fini, son utilisation et sa fin de vie.
L’« analyse du cycle de vie » (ACV) des produits contenant des nanoparticules d’argent est donc
importante car un produit contenant des nanomatériaux n’en émet pas forcément sous la méme
forme que le nanomatériau qui a été intégré au départ dans le produit.

A la difficulté de réaliser cette ACV s’ajoute la complexité du comportement des nanoparticules
dans les différents compartiments de I'écosystéme : en effet, le parcours de ces particules est
directement influencé par leurs caractéristiques physico-chimiques comme leurs tailles et leurs
distributions de taille, leur solubilité, leurs états d’agrégation, leurs natures chimiques, leurs
revétements, etc.

33 Chaine alimentaire constituée d’une succession d’étres vivants liés entre eux par des besoins nutritifs.
34 travaux de thése de Lauren Barton, Duke University.

35 page 69 du rapport « nanoamatériauxEvaluation des risques liés aux nanomatériaux pour la population
générale et consommation de I'’Ansespour I'environnement » (Anses 2010).
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4.4 Niveaux d’exposition aux nanoparticules d’argent

Il existe encore actuellement trés peu de données relatives aux niveaux d’exposition des
populations aux nanoparticules d’argent, que ce soit en milieu professionnel ou dans
I'environnement. Deux tentatives de mesures d’expositions professionnelles ont été publiées par
une seule et méme équipe en Corée. Dans la 1°° étude, des concentrations atmosphériques
d’argent allant de 0,00002 & 0,00118 mg/m® ont été mesurées dans 2 entreprises coréennes
produisant 1 & 5 kg/jour de nanoparticules d’argent (Lee, Kwon et al. 2011). Dans la 2"* étude, les
concentrations sanguines et urinaires d’argent ont été mesurées par spectrométrie d’absorption
atomique chez les salariés exposés aux nanoparticules d'argent (Lee, Mun et al. 2012).
Quantitativement, leurs taux d’argent dans le sang et les urines se situaient dans une gamme de
concentrations similaires a celles trouvées pour une population non exposée. Néanmoins, compte
tenu du nombre trop restreint de travailleurs suivis, aucune conclusion ne peut étre tirée quant a
une éventuelle corrélation entre les niveaux atmosphériques et les résultats biométrologiques. Les
résultats obtenus ne peuvent donc en aucun cas étre considérés comme représentatifs des
niveaux d’'imprégnation des travailleurs exposés a I'argent sous forme nanoparticulaire.

Concernant la mesure de I'exposition des consommateurs aux nanoparticules d’argent, il existe
encore peu de données. Cing études portant sur les niveaux d’argent émis par des produits de
consommation ont récemment été publiées. Les produits étudiés étaient :

e les textiles (von Goetz, Fabricius et al. 2013a) ;

¢ les emballages alimentaires (Cushen, Kerry et al. 2013; von Goetz, Fabricius et al.
2013b) ;

e les produits destinés aux enfants (Quadros, Pierson Iv et al. 2013) ;
e les sprays contenant des nanoparticules d’argent (Quadros and Marr 2011).

Concernant I'exposition environnementale, les émissions d’argent lors du lavage de textiles
contenant des nanoparticules d’argent ont été mesurées dans les eaux de lavage et de ringage
(Lorenz, Windler et al. 2012). Des concentrations détectables d’argent de l'ordre de 0,32 a
38,5 mg/l lors du lavage et 0,36 a 22,7 mg/l lors du ringage ont été mesurés dans 4 des 7 textiles
testés. Les études de caractérisation indiquent que I'argent est présent majoritairement sous forme
de nanoparticules d’argent agglomérées de taille « globale » supérieure a 450 nm. De la méme
facon, les niveaux d’argent émis dans les effluents lors d’un cycle de lavage avec une machine a
laver utilisant des nanoparticules d’argent pour désinfecter le linge ont été estimés a 11 ug/l, ce qui
représenterait, rapporté a I'ensemble de la population norvégienne, 98,5 kg d’argent par an
(Farkas, Peter et al. 2011).
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5 Evolution réglementaire :

Des dispositions spécifiquement dédiées aux nanomatériaux ont été intégrées, depuis 2009, dans
plusieurs législations sectorielles de I'Union européenne. Les nanoparticules d’argent sont
soumises a ces dispositions.

Le Réglement (CE) n°1333/2008 du Parlement européen et du Conseil du 16
décembre 2008 sur les additifs alimentaires

L’article 12 du Réglement prévoit que « Lorsque, s’agissant d’'un additif alimentaire déja inclus
dans une liste communautaire, les méthodes de production ou les matieres premiéres utilisées font
I'objet d’'une modification notable, ou lorsqu’intervient une modification dans la taille des particules,
par exemple par I'emploi des nanotechnologies, I'additif produit avec ces nouvelles méthodes ou
matieres premieres est considéré comme un additif différent et une nouvelle entrée ou une
modification des spécifications dans les listes communautaires est nécessaire avant qu’il puisse
étre mis surle marché.».

Le Réglement (CE) n°1223/2009 du Parlement européen et du Conseil du 30
novembre 2009 relatif aux produits cosmétiques

L’article 2 du réglement définit la notion de nanomatériau comme « un matériau insoluble ou bio-
persistant, fabriqué intentionnellement et se caractérisant par une ou plusieurs dimensions
externes, ou une structure interne, sur une échelle de 1 a 100 nm ». Le Réglement prévoit par
ailleurs, dans ses articles 13 et 16, une procédure de notification particuliére3® pour les produits
cosmeétiques contenant des nanomatériaux, ainsi que la mise a disposition du public, a compter du
11 janvier 2014 au plus tard, d’'un « catalogue de tous les nanomatériaux utilisés dans les produits
cosmétiques mis sur le marché, y compris ceux qui sont utilisés comme colorants, filtres
ultraviolets et agents conservateurs, mentionnés dans une section séparée, en indiquant les
catégories de produits cosmétiques et les conditions d’exposition raisonnablement prévisibles ». A
ces dispositions s’ajoute une nouvelle obligation d‘étiquetage des cosmétiques contenant des
nanomatériaux, puisque larticle 19 du Réglement prévoit que « tout ingrédient présent sous la
forme d’un nanomatériau doit étre clairement indiqué dans la liste des ingrédients. Le nom de
'ingrédient est suivi du mot « nano » entre crochets ».

Le Réglement (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

Le réglement établit des exigences spécifiques applicables a la fabrication et a la
commercialisation de matériaux et d’objets en matiere plastique :

e « qui sont destinés a entrer en contact avec des denrées alimentaires ; ou
e qui sont déja en contact avec des denrées alimentaires ; ou

e dont on peut raisonnablement prévoir qu’ils entreront en contact avec des denrées
alimentaires ».

Les autorisations délivrées aux substances (figurant en annexe |) « fondées sur I'évaluation des
risques de la dimension particulaire classique d’une substance n’englobent pas les nanoparticules

36 Incluant des éléments relatifs & la toxicologie des nanomatériaux utilisés, aux expositions prévisibles et
aux données de sécurité.
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artificielles3” » (considérant 23). Cette discrimination entre substances nanoparticulaires et
substances non nanoparticulaires est précisée a l'article 9 du réglement ou il est indiqué que « les
substances se présentant sous une forme nanométrique ne peuvent étre utilisées que si elles sont
expressément autorisées et mentionnées dans les spécifications figurant a I'annexe [|». Par
ailleurs, les dérogations concernant le respect des restrictions et spécifications prévues dans le
réglement ou de l'obligation de fabrication avec des substances figurant dans la liste de I'Union
développées au bénéfice des substances contenues dans les couches de certains matériaux et
objets en matiere plastique, lorsque ces substances sont contenues dans une couche en matiere
plastique qui n’est pas en contact direct avec la denrée alimentaire et qui en est séparée par une
couche jouant le role de barriére fonctionnelle, ne sont pas applicables aux substances se
présentant sous une forme nanométrique (Articles 13 et 14 du réglement).

Le Réglement (UE) n° 1169/2011 du Parlement européen et du Conseil du 25 octobre
2011 concernant 'information des consommateurs sur les denrées alimentaires

Le reglement (article 18) prévoit une obligation d’étiquetage spécifique pour les nanomatériaux
identique a celle que met en place le Réglement cosmétiques. Elle s’applique cette fois aux
ingrédients qui se présentent sous forme de nanomatériaux manufacturés, ces derniers étant
définis dans son article 1, comme : « fout matériau produit intentionnellement présentant une ou
plusieurs dimensions de l'ordre de 100 nm ou moins, ou composé de parties fonctionnelles
distinctes, soit internes, soit a la surface, dont beaucoup ont une ou plusieurs dimensions de
l'ordre de 100 nm ou moins, y compris des structures, des agglomérats ou des agrégats qui
peuvent avoir une taille supérieure a 100 nm mais qui conservent des propriétés typiques de la
nanoéchelle.

Les propriétés typiques de la nanoéchelle comprennent :
i.  les propriétés liées a la grande surface spécifique des matériaux considérés; et/ou

ii.  des propriétés physico-chimiques spécifiques qui sont différentes de celles de la forme non
nanotechnologique du méme matériau »

Le Réglement (UE) n° 528/2012 du Parlement européen et du Conseil du 22 mai 2012
concernant la mise a disposition sur le marché et I'utilisation des produits biocides

Le Réglement 528/2012/UE comporte plusieurs innovations, dont la création d'une liste de I'Union
des substances actives approuvées. Il est précisé a son article 4 paragraphe 4 que « l'approbation
d’'une substance active ne couvre pas les nanomatériaux, sauf mention expresse ». La notion de
« nanomatériau » est définie d'une maniere conforme a la recommandation 2011/696/UE relative a
la définition des nanomatériaux.

Un produit biocide ne peut étre mis sur le marché ou utilisé qu’a la condition qu’une autorisation ait
été délivrée au produit biocide par l'autorité compétente. L’autorisation ne peut étre accordée
gu’en cas d’évaluation positive des risques présentés par le produit biocide et si les substances
actives utilisées dans le produit biocide figurent sur la liste de I'Union des substances actives
approuvées. En cas de présence de nanomatériaux dans le produit biocide, I'article 19 du
réglement précise que le risque pour la santé humaine, pour la santé animale et pour
I'environnement doit étre examiné séparément. La procédure d’autorisation simplifiée des produits
biocides décrites aux articles 25 et suivants du réglement de 2012 ne peut bénéficier aux produits
biocides contenant des nanomatériaux (Article 25 point c).

Les produits biocides autorisés devront indiquer sur une étiquette « les éventuels nanomatériaux
présents dans le produit et les risques spécifiques éventuels qui y sont liés» (Article 69
paragraphe 2 du réglement) [sous la forme de la mention du nanomatériau suivi du terme
« nano »]. Cette obligation d’information de la présence de nanomatériaux s’étend aux « articles
fraités » tels que définis a l'article 3 paragraphe 1 1) du réglement. Enfin, dans le cadre de leur

37 Au sens de manufacturés
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obligation de surveillance, les Etats membres devront remettre a la Commission européenne un
rapport comprenant en particulier « des informations sur I'utilisation de nanomatériaux dans les
produits biocides et les risques potentiels d’une telle utilisation » (Article 65 paragraphe 3d).

Enfin, il faut noter que d’autres réglementations européennes traitent des nanomatériaux dans
leurs considérants sans toutefois leur consacrer de dispositions particuliéres. Ces réglementations
selon le cas sont également applicables aux nanoparticules d’argent.

Le Réglement (CE) n° 450/2009 de la Commission du 29 mai 2009 concernant les

matériaux et objets actifs et intelligents destinés a entrer en contact avec des
denrées alimentaires

Selon le considérant 14 du Réglement: « Les systémes d’emballage intelligents fournissent a
I'utilisateur des informations sur I'état des denrées alimentaires et ne doivent pas libérer leurs
éléments constitutifs dans ces denrées. Les systémes intelligents peuvent étre placés sur la
surface extérieure de I'emballage et peuvent étre séparés des denrées alimentaires par une
barriére fonctionnelle, c’est-a-dire une barriére située a l'intérieur des matériaux ou objets destinés
a entrer en contact avec des denrées alimentaires empéchant la migration de substances a travers
cette barriére vers les denrées alimentaires. Des substances non autorisées peuvent étre utilisées
derriére une barriére fonctionnelle pour autant qu’elles remplissent certains critéres et que leur
migration reste en dessous d'une limite de détection donnée. En tenant compte des denrées
alimentaires pour nourrissons et autres personnes particulierement sensibles ainsi que des
difficultés de ce type d’analyse ou la tolérance analytique est grande, il convient d’établir une limite
maximale de 0,01 mg/kg dans les denrées alimentaires pour la migration d’'une substance non
autorisée a travers une barriére fonctionnelle. Les nouvelles technologies qui produisent des
substances a une dimension particulaire présentant des propriétés chimiques et physiques
sensiblement différentes de celles de particules plus grandes, par exemple sous la forme de
nanoparticules, doivent étre évaluées au cas par cas pour ce qui est des risques, jusqu’a ce que
'on dispose de davantage d’informations a leur sujet. Par conséquent, la notion de barriére
fonctionnelle ne doit pas s’appliquer a ces nouvelles technologies. »

Directive (UE) n° 2011/65 du Parlement européen et du Conseil du 8 juin 2011 relative
a la limitation de [Ilutilisation de certaines substances dangereuses dans les
équipements électriques et électroniques

Selon le considérant 14 de la directive, « Dés que des données scientifiques sont disponibles, et
compte tenu du principe de précaution, il y a lieu d’examiner la limitation d’autres substances
dangereuses, y compris de toutes substances de trés petite taille ou caractérisées par une
structure interne ou de surface trés petite (nanomatériaux) qui sont susceptibles de présenter un
danger en raison des propriétés liées a leur taille ou leur structure ainsi que leur substitution par
d’autres substances plus respectueuses de I'environnement et garantissant un niveau au moins
équivalent de protection des consommateurs. A cette fin, il importe que le réexamen et la
modification de la liste des substances soumises a limitations figurant a I'annexe Il, soient
cohérents, optimisent les synergies et reflétent la nature complémentaire des travaux réalisés
conformément a d’autres actes législatifs de I'Union, et notamment le réglement (CE) N°
1907/2006, tout en veillant & ce que la présente directive et ledit réglement s’appliquent
indépendamment 'un de l'autre. Il convient de réaliser une consultation des acteurs concernés et
de porter une attention particuliére aux incidences potentielles sur les PME ».
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6 Mise a jour des connaissances relatives a
I’activité antibactérienne

Les nanoparticules d’argent et les autres formes d’argent (métal, sels, oxydes...) sont utilisées de
nos jours pour leur activité antimicrobienne, et plus particuliérement vis-a-vis des bactéries. Par
activité antimicrobienne, il faut comprendre :

e soit un effet inhibiteur de croissance des micro-organismes ;

e soit un effet Iétal vis-a-vis de ces micro-organismes, cité le plus souvent dans les études
sur les bactéries.

L’avis publié par le BfR le 28 décembre 2009 traite plus particulierement du volet « efficacité
antibactérienne », en incluant la résistance des bactéries exposées a I'argent. L’expertise du BfR
explore notamment les questions suivantes :

¢ le besoin d’éclaircissements sur la propagation de cette résistance ;

e la nécessité de disposer de méthodes standardisées pour les études d’efficacité et de
résistance ;

e |a nécessité de disposer d’études épidémiologiques sur la propagation de cette résistance ;

e |a meilleure connaissance des vitesses (cinétiques) de libération de I'argent a partir des
produits et biens de consommation ;

e ['apport réel et bénéfique lié a l'utilisation des nanoparticules d’argent dans le cadre de la
mise en place de mesures d’hygiéne.

En effet, le BfR fait 'hypothése de I'existence d'une différence de mécanisme d’action selon la
nature nanoparticulaire ou non de I'argent : « L'action antibactérienne des nanoparticules d’argent
repose en effet également sur la libération d’ions d'argent. Mais en raison du tres vaste rapport
surface/volume et des particularités du comportement dans le corps, il est possible que cette
derniére induise d'autres mécanismes d'action38 ».

L’analyse des ressources bibliographiques utilisées dans I'expertise du BfR, complétées par celles
du Scenihr dans son rapport sur le nano-argent publié en décembre 2013 (Scenihr 2013) permet
de mettre en avant un certain nombre de travaux significatifs en matiére d’évolution des
connaissances. Ceux-ci sont exposés ci-aprés.

6.1 Considérations préalables sur les caractérisations physico-
chimiques des nanoparticules

Un préalable a une analyse précise des travaux sur I'activité antimicrobienne publiés ces derniéres
années repose tout d’abord sur la caractérisation physico-chimique des nanoparticules d’argent la
plus compléte possible, sans oublier les impuretés. Une revue récente (Prabhu and Poulose 2012)
attire I'attention sur I'impact des procédés de fabrication, notamment chimiques, sur I'activité et la
toxicité des nanoparticules. En effet, les substances chimiques résiduelles (impuretés) peuvent
s’adsorber et modifier I'état de surface des nanoparticules d’argent et in fine leur activité.

L’étude des impuretés ne se résume pas a l'analyse des seuls résidus présents dans les
suspensions de nanoparticules d’argent. El Badawi et al. (El Badawy, Silva et al. 2011) insistent
sur l'importance de renseigner les méthodes de purifications utilisées ainsi que les résultats de
contrdles. Dans leur étude, les auteurs montrent que la purification des nanoparticules d’argent

38 Extrait de la traduction commandée de I'Anses concernant le BfR de 2009 écrit originalement en langue
allemande.
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entraine une diminution de leur activité bactéricide sur le genre Bacillus liée a I'élimination des ions
Ag’. lls démontrent également le réle important de la charge de surface des nanoparticules lors de
leurs interactions avec la membrane cellulaire. En particulier, les nanoparticules d’argent chargées
négativement seraient moins toxiques que leurs homologues.

De méme, les études de Panacek et al. (2009) sur des champignons pathogénes du genre
Candida concluent que la stabilisation des agrégats de nanoparticules d’argent par des tensio-
actifs et polyméres diminue d’un facteur 4 la concentration minimale inhibitrice (CMI).

Les travaux de Guzman et al. (2012) établissent une relation inversement proportionnelle entre
I'activité antibactérienne et la taille des nanoparticules entre 9 et 30 nm. Il est a remarquer qu’au
cours de ces travaux, la concentration des ions Ag* est mesurée tandis que la caractérisation des
impuretés de synthéses (type hydrazine ou mélange d’hydrazine plus citrate de sodium comme
agents réducteurs, et dodécylsulfate de sodium comme stabilisant) n’est pas effectuée.

Un exemple d’analyses a effectuer est donné dans les travaux de Lavanya, Veenavardhini et al.
(2013) décrivant quatre niveaux :

1. le suivi par spectrométrie UV de la formation et de la stabilité des nanoparticules d’argent ;

2. la caractérisation par spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier des ligands qui
recouvrent et stabilisent les nanoparticules d’argent ;

3. la caractérisation par diffraction des rayons X de la structure cristalline39 ;

4. lévaluation par microscopie électronique de la taille et de la forme des nanoparticules
d’argent.

6.2 Impact de I’environnement sur I’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne est fortement influencée par I'environnement naturel dans lequel se

Bradford, Handy et al. (2009) ont mis en évidence, dans une étude en microcosme avec des
sédiments marins sur une période de 30 jours, la faible activité antibactérienne de nanoparticules
d’argent commerciales (taille moyenne de 58,6 nm). Cette activité négligeable est expliquée soit
par la formation de chlorure d’argent, qui piége ainsi les ions Ag® présents, soit par un phénoméne
d’agglomération des nanoparticules d’argent.

Dasari and Hwang (2010) sont arrivés a des conclusions similaires en utilisant des nanoparticules
d’argent de 15 et 25 nm en présence d’acides humiques en concentrations de 20 et 40 ppm.lls
précisent que la nature de ces acides impacte également I'activité antibactérienne.

De leur cbté, Das, Xenopoulos et al. (2012) se sont intéressés a 'activité antibactérienne dans des
milieux aquatiques naturels en travaillant sur 9 sites et en utilisant 6 concentrations d’un produit
commercial (nanoparticules d’argent de 1 a 10 nm). lls ont observé qu’au bout de 48 h I'inhibition
de la croissance bactérienne persiste pour des concentrations de 1 et 10 ppm tandis qu’une
reprise de croissance bactérienne se produit pour des concentrations de 0,05 et 0,1 ppm. Il est
aussi observé que la concentration effective en argent mesurée en solution ne correspond
seulement qu’a 10 % de la valeur des nanoparticules d’argent ajoutées (valeur nominale). Cette
observation s’explique par des effets de piégeage des nanoparticules introduites par les matiéres
organiques et inorganiques. De plus, la concentration d’'ions argent mesurée en solution aprés
ultra centrifugation représente moins de 0,04 % de la concentration en argent initiale.

De leur cété, Choi et al. (Choi, Clevenger et al. 2009; Choi, Deng et al. 2008) s’intéressent aux
bactéries nitrifiantes des eaux résiduaires et observent une inhibition de la croissance bactérienne
plus forte de la part des nanoparticules d’argent (15 +/- 9 nm) comparativement aux ions Ag®. L’ion
sulfure réduit par ailleurs cette activité antibactérienne en réagissant avec les nanoparticules

39 L’analyse de la spéciation par spectroscopie d’absorption X (XANES) est plus slre, car la cristallinité de
certaines phases n’est pas assurée. Cette technique, qui nécessite d’utiliser un synchrotron, est cependant
difficile d’acces.
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d’argent. Ceci pourrait s’expliquer par l'affinit¢ de lion Ag® pour Iion sulfure (Sz') présent
naturellement conduisant a la formation du précipité Ag,S peu soluble (Levard, Hotze et al. 2013).

Fabrega et al. (Fabrega, Fawcett et al. 2009) ont exposé des nanoparticules d’argent a des
Pseudomonas fluorescens pendant 24 h, a des concentrations de 0,002 a 2 ppm, a des pH
variables, et en présence d’acides humiques comme matiére organique. lls ont observé I'effet
neutralisant des acides humiques sur I'activité antibactérienne des nanoparticules d’argent car ils
favorisent la désagrégation des nanoparticules (sorte de tensio-actifs) tout en les enrobant.
Travaillant ensuite sur Pseudomonas putida inclus dans un biofilm en présence d’acides fulviques,
ils ont constaté que les nanoparticules d’argent n’ont pas d’effet sur la croissance du biofilm, bien
gu’elles soient incorporées dans ce dernier (Fabrega, Renshaw et al. 2009). Une étude récente
pourrait expliquer ce résultat par une probabilité de collage des nanoparticules d’argent sur des
bactéries trés faible, résultant de la présence du revétement (PVP, acide citrique) (Mitzel and
Tufenkji 2014; Xiao and Wiesner 2013).

Suivant les travaux de Garcia et al. (Garcia, Delgado et al. 2012), des concentrations plus élevées
en nanoparticules d’argent (130 ppm) sont nécessaires pour obtenir une activité antibactérienne
moyenne dans les eaux usées. Dans cette étude, des informations sur les caractéristiques
physico-chimiques des nanoparticules d’argent (diamétre moyen 30 nm) sont fournies mais sans
précision sur leurs éventuelles impuretés.

Une autre étude (Zhang, Smith et al. 2012) a mis en relation I'impact de la qualité des eaux sur les
caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules d’argent et leur efficacité. La matiére
organique naturelle de type acides humiques diminue I'activité antibactérienne des nanoparticules
d’argent, et la présence d’ions divalents (tel que les ions sulfures) et 'eau de mer impactent
'agglomération des nanoparticules d’argent et au final leur activité antibactérienne. Dans cette
étude, il est aussi mentionné que face a ces paramétres interférents, les nanoparticules d’argent
enrobées par du PVP sont plus stables que celles recouvertes par de la caséine ou de la dextrine.

Concernant I'évaluation des rejets de 'argent quelle que soit sa forme, des concentrations trés
faibles d’Ag sous la forme Ag®, de l'ordre du nanogramme/L, ont été mesurées dans les eaux de
surfaces d’effluents de STEP 