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Le directeur général

Maisons-Alfort, le 29 octobre 2015

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

relatif a une « demande d'avis sur la réalisation d’un essai impliquant I'utilisation du
dioxyde de titane (forme anatase) comme traceur de digestibilité dans un essai
réalisé sur des poulets »

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 a 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 l'appui scientifique technique nécessaires a I'élaboration des dispositions législatives 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 18 aolt 2015, par la Direction Générale de la Concurrence, de la
Consommation et de la Répression des Fraudes (DGCCRF) d'une demande d’avis sur la
réalisation d’essais impliquant I'utilisation du dioxyde de titane (forme anatase) comme traceur de
digestibilité dans des essais réalisés sur poulets.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Le dioxyde de titane (TiO,) est utilisé comme additif en alimentation humaine (E171) entre autres
comme colorant blanc dans I'enrobage (par ex. médicaments, dragées et chewing-gums). Il est
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également utilisé comme additif sensoriel (colorant) dans I'alimentation des chiens et des chats
(annexe 1 du réglement CE 1831/2003 relatif aux additifs destinés a l'alimentation des animaux?).
Cependant, l'utilisation de cet additif n'est pas autorisée dans l'alimentation des animaux
producteurs de denrées alimentaires.

Ce produit est utilisé dans des expérimentations comme marqueur de la fraction solide (par ex.
Wilfart et al. 2006) en raison de son indigestibilité. Le pétitionnaire a joint une liste de publications
récentes relatant I'utilisation du TiO, comme marqueur indigestible dans des essais de digestibilité
chez le poulet (Denstadli et al. 2010 ; O’'Neill et al. 2012 ; Romero et al., 2013 ; Woyengo et al.
2010). En raison de son absorption intestinale quasi nulle, le titane contenu dans la terre a
également été utilisé comme marqueur dans des études estimant l'ingestion de sol par les
animaux élevés en plein air (Healy 1968 ; Fries et al. 1982).

L'Unité de Recherche Avicole (URA) et le Péle d’Expérimentation Avicole de Tours (PEAT) de
I'Institut National de Recherche Agronomique (INRA) développent des protocoles d'essais
consacrés a I'étude de la physiologie des espéces aviaires et de leurs systemes d’élevage. Dans
ce contexte, des mesures de digestibilité des aliments destinés aux oiseaux doivent étre réalisées.
Pour cela un traceur indigestible est incorporé aux aliments pour animaux et le choix de 'INRA

s'est porté sur le dioxyde de titane sous forme anatase’ dont I'usage a cette fin est déja
documenté dans la littérature spécialisée.

Le demandeur souhaite pouvoir utiliser ce produit dans plusieurs expérimentations a une dose de
0,5% dans des aliments destinés aux volailles.

Le demandeur a estimé que la quantité de dioxyde de titane utilisée dans les cinq prochaines
années serait de 150 kg a savoir 30 kg par an. L'INRA indique dans la lettre d’accompagnement
que les fumiers de I'unité expérimentale PEAT sont mélangés a ceux de I'ensemble du site INRA
de Nouzilly dont la surface d’épandage est de 380 ha dont 70 ha par an minimum sachant que
cette surface tourne en fonction des cultures. La charge de titane par hectare est donc évaluée par
le pétitionnaire a 0,39 kg (150 kg sur 380 ha) pour la période considérée de cing ans.

Le pétitionnaire met & disposition un exemple de protocole réalisé en 2015 (2 pages), la fiche de
données techniques, incluant les données de sécurité du fournisseur (Titanium (IV) oxide, anatase,
Sigma Aldrich) et une liste de 6 publications mentionnant I'utilisation du TiO,.

! http://ec.europa.eu/food/food/animalnutrition/feedadditives/docs/comm_register_feed_additives_1831-03.pdf, page

26/203, consulté le 26/10/2015

2 Le dioxyde de titane se trouve a I'état naturel sous trois principales formes cristallines présentes dans les especes
minérale suivantes : rutile (CAS=1317-80-2, systéeme cristallin quadratique), brookite (CAS = 1317-80-2, systéme
cristallin orthorhombique) et anatase (CAS= 1317-70-0, systéme cristallin quadratique) (fiche toxicologique de INRS)

Page 2/8


http://ec.europa.eu/food/food/animalnutrition/feedadditives/docs/comm_register_feed_additives_1831-03.pdf

Saisine n° 2015-SA-0185
Saisine liée n° 2014-SA-0255

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’Anses a confié au comité d'experts speécialisé (CES) « Alimentation animale » l'instruction de
cette saisine. Ses travaux d’expertise sont ainsi issus d’un collectif d’experts aux compétences
complémentaires. lls ont été réalisés dans le respect de la norme NF X 50-110 «qualité en
expertise (Mai 2003)».

Le comité d’experts spécialisé « Alimentation animale» a adopté les travaux d’expertise collective
ainsi que ses conclusions et recommandations lors de sa séance du 13 octobre 2015 et veérifié
télématiqguement le 29 octobre 2015.

L’expertise s’est appuyée sur l'avis de I'’Anses du 3 avril 2014 relatif aux lignes directrices pour les
autorisations d’essais pour les produits non autorisés en alimentation animale et porte sur
'évaluation de linnocuité pour l'animal, la sécurité pour [l'utilisateur, le consommateur et
'environnement au regard des conditions de I'essai fournies par le pétitionnaire. L'expertise a
consisté a évaluer le risque de l'introduction de 0,5% de TiO, dans l'aliment des poulets sur la
santé des animaux, celle des consommateurs de ces poulets ainsi que le risque pour
I'environnement suite a I'épandage des fientes contenant le TiO,.

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES ALAN

3.1. Risque pour la santé des poulets et du consommateur

Chez l'animal, l'utilisation du TiO, dans l'alimentation nécessite d'évaluer la fraction de ce
marqueur qui peut étre absorbée par la muqueuse intestinale pour valider cette substance comme
marqueur de digestibilité. En cas d’absorption non nulle, son innocuité pour la santé animale et
celle du consommateur des denrées animales doit aussi étre évaluée. L'appréciation du risque
éventuel pour le consommateur s'apprécie au vu des données de métabolisme du TiO, et de la
présence des résidus dans les denrées alimentaires d'origine animale. Dans le cadre de cette
saisine, ne seront considérées que I'absorption et la possible distribution tissulaire du TiO,, le
caractéere "marqueur de digestibilité" ne relevant pas de I'analyse de risque.

Les propriétés biologiques des particules de TiO, dépendent de nombreux facteurs incluant
notamment les caractéristiques physiques des particules et la dose d’apport de TiO,, mais aussi
les conditions du milieu (pH, osmolarité). Ces principales caractéristiques sont la forme cristalline
(anatase, rutile, brookite), la taille (microparticules ou nanoparticules), la forme et les propriétés de
surface (hydrophobicité, charge électrique, etc.) des particules de TiO, (Frohlich et al., 2012). Une
des propriétés essentielles modulant I'activité du TiO, est la taille des particules, selon leur nature
micro (MP) ou nano (NP). D’aprés la recommandation de la Commission Européenne de 2011
relative & la définition des nanomatériaux ou nanoparticules, « on entend par "nanomatériau” un
matériau naturel, formé accidentellement ou manufacturé contenant des particules libres, sous
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forme d'agrégat ou sous forme d'agglomérat, dont au moins 50 % des particules, dans la
répartition numérique par taille, présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1
nm et 100 nm ». Le TiO, utilisé comme marqueur de digestibilité comprend probablement une part
majoritaire de MP, mais il ne peut étre exclu qu'une fraction du produit soit sous forme de NP.

Jusqu'a un passé récent, il était supposé que des particules de taille supérieure a 50 nm
présentaient une faible absorption par l'intestin des mammiferes, mais il a été montré que les
pores des cellules intestinales pouvaient laisser passer des particules de plus de 1000 nm (Al-
Jubory et al., 2013). Aprées ingestion de TiO, chez 'Homme, les particules dans l'intestin sont
principalement sous forme d’anatase, avec des particules sphériques de 100 a 200 nm (Powell et
al., 2010) et I'absorption de telles particules a été démontrée par leur apparition dans le flux
sanguin (Pele et al., 2015). In vitro et in vivo, la pénétration de particules de TiO, dans lintestin
chez le rat ou la souris a été montrée pour des NP de taille comprise entre 12 nm (Brun et al.,
2014) et 66 nm (Nogueira et al., 2012), et méme pour des particules jusqu’a 300 nm (Bettini et al.,
2014).

L’'absorption de NP a été considérée comme négligeable dans certaines études récentes (NP de
25 & 100 nm, Song et al., 2015), méme a forte dose d’apport (1 g/kg de PV/j chez le rat, NP de 20
nm, Cho et al., 2013). Enfin dans une étude comparant des nanoparticules de TiO, (10 nm de type
anatase et 70 nm de type rutile) a des particules plus grosses (1,8 um de type rutile), Jones et al.
(2015) n'ont pas observé de différence d'absorption intestinale entre les trois types de particules, ni
in vivo chez 'homme (dose de 5 mg/kg de PV pendant 4 semaines), ni in vitro (monocouche
d’entérocytes humains). Il ressort aussi de cette étude que les nanoparticules de TiO, sont
susceptibles de s'agglomérer dans le liquide gastrique réduisant de ce fait la dose
"nanoparticulaire" lors de I'exposition par voie orale. Ce dernier résultat corrobore ceux de Wang et
al. (2012) qui avaient montré que les NP de TiO, pouvaient s’agréger au niveau intestinal en MP
avec une taille d’environ 2000 nm dont le comportement physique dans l'intestin (délitement
ultérieur en NP) est inconnu.

La fraction de TiO, absorbée par lintestin peut induire une perturbation de I'homéostasie
immunitaire dans le tissu lymphoide intestinal (Bettini et al., 2014), reflétée par un accroissement
des CD4+* dans lintestin et une augmentation de certaines cytokines inflammatoires en fonction
du segment intestinal considéré (Nogueira et al., 2012). Néanmoins, au niveau intestinal, des
effets positifs de NP de TiO, ont également été rapportés au travers de la surexpression de
récepteurs intestinaux impliqués dans le transport des nutriments et de pompes a efflux inhibant
'entrée de certains toxiques (Dorier et al., 2015). Au niveau systémique, des effets de doses de
TiO, comprises entre 1 mg/kg/j et jusqu’a 1000 mg /kg/j sur des durées de 1 a 90 jours ont montré

® Les lymphocytes T CD4+ appelés également lymphocytes T auxiliaires, sont un type différencié des autres

lymphocytes T, non cytotoxiques, agissant comme des intermédiaires de la réponse immunitaire. lls proliférent
seulement lorsqu'ils sont liés a certains antigenes pathogénes, pour activer d'autres types de cellules qui agiront de
maniére plus directe sur la réponse, d'ou leur autre nom de « cellules auxiliaires » des lymphocytes T.
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des perturbations du fonctionnement de certains organes comme le foie, les reins, la rate
(Jovanovic, 2015).

Les NP de TiO, ayant été absorbées peuvent étre retrouvées dans différents tissus comme le foie,
la rate, le rein (Jovanovic 2015). Néanmoins I'étude de Geraerts et al. (2014) montre un
accroissement négligeable de TiO, dans la rate, le foie, le rein ou le cerveau chez des rats
recevant jusqu’'a 1024 mg de NP de TiO, sous forme d’anatase/rutile (80%/20%) pendant 91 jours.
Par ailleurs, la teneur en Ti dans le muscle et la peau des rats était sous la limite de détection dans
cette étude. Le potentiel de bioaccumulation du muscle est faible apres exposition au Ti de
diverses especes comme la carpe (Sun et al., 2007) et la truite (Ramsden et al., 2009).

Conclusion pour la santé des poulets : Chez le poulet, aucune étude spécifique d’absorption de NP
ou de MP de TiO, n’est disponible et I'éventuel effet sur la santé n'a pas été étudié. Néanmoins, il
est possible de considérer que I'absorption de telles particules et 'effet sur la santé des poulets
durant I'essai proposé soient négligeables dans la mesure ou l'apport se fait sur des périodes
courtes (5 jours) et dans des conditions différentes des études citées ci-dessus (administration par
gavage).

Conclusion pour la santé du consommateur : La faible accumulation de Ti dans les denrées
animales observée chez quelques espéces permet de considérer que le risque pour le
consommateur est négligeable. Néanmoins, en I'absence de données chiffrées disponibles et au
regard de la durée de demande d’autorisation, il serait préférable que les tissus présentant des
risques de bioaccumulation de Ti (poumons, rate, foie, rein) soient retirés de la consommation.

3.2. Risque pour |'utilisateur

La fiche de donnée de sécurité du produit préconise d'utiliser des gants pour la manipulation du
produit et des masques de protection de type N95 (US) ou de type P1 (EN 143). Etant donné qu'il
ne peut étre exclu qu'une fraction du produit soit sous forme de NP, des équipements
de protection individuelle appropriés pourront étre mis a disposition : des masques FFP3 peuvent
étre utilisés a condition que le masque soit bien ajusté sur le visage afin qu’il n’y ait pas de fuite sur
les cbétés du masque.

3.3. Risque pour I'environnement
Le pétitionnaire prévoit l'utilisation de 30 kg de dioxyde de titane (soit 18 kg de Ti) par an. Cette

guantité sera rejetée dans les déjections. La surface d’épandage est de 70 ha annuels, soit 429 g
de TiO, (257 g Ti) épandus annuellement par ha et un enrichissement des sols, sur la base de
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3000 t de terre par ha, de 143 ng TiO,/kg de terre (86 ug Ti/kg de terre). La concentration de Ti
dans la couche superficielle des sols est variable, mais est en moyenne de 3 g/kg, principalement
sous forme TiO, (Kabata-Pendias et al, 2001). La quantité épandue est donc négligeable par
rapport a la concentration dans les sols. Ainsi les risques d’enrichissement significatif des sols sont
trés limités, méme si ce type d’expérimentation est reconduit pendant 5 ans.

3.4. Conclusions

Compte tenu de la trés faible absorption du dioxyde de titane et de son utilisation de trés courte
durée, un avis favorable peut étre donné pour lintroduction des animaux dans la chaine
alimentaire. Néanmoins, en I'absence de données chiffrées disponibles et au regard de la durée
de demande d’autorisation, les experts soulignent qu’il serait préférable que les tissus présentant
des risques de bioaccumulation de Ti (poumons, rate, foie, rein) soient retirés de la consommation.
Concernant le risque pour I'environnement, un épandage annuel de 30 kg de TiO, sur 70 ha
pendant 5 ans n’entraine pas d’enrichissement significatif de la couche superficielle du sol. Enfin,
le risque pour I'animal a été considéré négligeable.

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail endosse
les conclusions et recommandations du CES ALAN.

En I'absence de données chiffrées concernant la teneur en nanoparticules du produit, et dans la
mesure ou aucune précision supplémentaire n'a pu étre obtenue concernant les données
techniques du produit, 'Anses recommande que ses caractéristiques physico-chimiques soient
précisées par le fournisseur et notamment la courbe de distribution en taille des particules.

Au-deld, I'Agence rappelle qu'elle engage prochainement un travail d'identification des

nanomatériaux utilisés dans les filieres alimentaires et d’évaluation des risques sanitaires qui
pourraient y étre associés.

Marc Mortureux

MOTS - CLES

Autorisation d’essai, poulet, dioxyde de titane, épandage.
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