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EVOLUTION DES TECHNIQUES DE PREPARATION DES ECHANTILLONS
LES NOUVELLES REGLEMENTATIONS POUSSENT A INNOVER

1) Le Reglement Cosmétique 2009/1223 (du 30 novembre 2009) demande d’informer le

consommateur par un étiquetage [nano] si le produit cosmétique mis sur le marché confient un

nanomatériau.

2) La Recommandation Européenne 2011/696/UE (du 18 octobre 2011) définit un matériau comme
nanomatériau si au moins 50 % de ses particules constitutives, dans la répartition numeérique par taille,

présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1 et 100 nm.

> LES MATIERES PREMIERES : CETTE MATIERE PREMIERE CONSTITUE-T-ELLE UN NANOMATERIAU ?

» LES PRODUITS FINIS : CE PRODUIT FINI CONTIENT-IL DES NANOMATERIAUX ?




CADRE DU DEVELOPPEMENT DE NOUVELLES TECHNIQUES DE PREPARATIONS
LE PROJET EUROPEEN NANODEFINE
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Développer des méthodes robustes et accessibles capables de mesurer le 4 ans

nombre de particules d'une taille comprise entre 1 et 100 nm et de le

comparer au nombre de parficules de tailles plus importantes.
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-- I Very poor
- . poor;

o : middle-rate;
+:well;

++ : very well

AC Analytical Centrifugation

AFM Atomic Force Microscopy

ALS Angular Light Scattering

BET Brunaver-Emmeti-Teller method
DLS Dynamic Light Scattering

DMAS Differential Mobility Analyzing
System

FCS X-Ray Fluorescence Correlation
Spectroscopy

FFF Field Flow Fractionation

OS Optical Spectroscopy

PTA Particle Tracking Analysis

SAXS Small-angle X-Ray Scattering
SEC Size Exclusion Chromatography
SEM Scanning Electron Microscopy
SFM Scanning Force Microscopy

SLS Static Light Scattering

sp ICP-MS Single Particle Inductively
Coupled Plasma

TEM Transmission Electron Microscopy
TRPS Tunable Resistive Pulse Sensing
TSEM Scanning Electron Microscopy in
Transmission Mode

USSp Ultrasonic Spectroscopy

XRD X-Ray Diffraction
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EVALUATION DES TECHNIQUES
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LES MATIERES PREMIERES : CETTE MATIERE PREMIERE CONSTITUE-T-ELLE UN NANOMATERIAU 2
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TECHNIQUES COURANTES DE PREMIERE INTENTION

Le granulometre a diffraction laser (ALS anguioriaserseatiering) — Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)
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TECHNIQUES COURANTES DE PREMIERE INTENTION

Le granulometre a diffraction laser (ALS) Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)
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TECHNIQUES COURANTES DE PREMIERE INTENTION
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TECHNIQUES COURANTES DE PREMIERE INTENTION

Le granulometre a diffraction laser (ALS) Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)
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ET LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DANS TOUT CA?

— 1

MET/MEB

Pour distinguer entre particule
et agrégat de particules

Pour distinguer entre particule poreuse
et agrégat de particules

Nanomatériau?
ALS; DLS
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ET LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DANS TOUT CA?2
MET/ EB

Dispersion
ALS; DLS

Dégazage
BET
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oy e—y

Méthodes globales




ET LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DANS TOUT CA?2
MET/MB

Dispersion
ALS; DLS

Dégazage
BET

Nanomatériau?

Méthodes globales




LA REPRESENTATIVITE DE L'ECHANTILLON
LE PHENOMENE DE PERCOLATION
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LA REPRESENTATIVITE DE L'ECHANTILLON

| | , | LE PRELEVEMENT
Plusieurs solutions pour echantillonner

#1

Homogénéisation par roulement (30s, % plein)
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LA QUALITE DU DEPOT POUR LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE
CE QUE L'ON VEUT POUVOIR FAIRE

Projet Européen NanoDefine
Deliverable 2.8

Grant agreement 604347
Toni Uusimaki (EAWAG)

Distribution en tailles des particules,
a partir de 5557 particules mesurees.

mosaique
champ initial
segmentation

- -




LA QUALITE DU DEPOT POUR LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE
DEPOT D’UNE GOUTTE DE SUSPENSION APRES FONCTIONNALISATION ‘CHIMIQUE’ DE LA SURFACE

Deux classiques revisités pour le dépdt de gouttes :

Poly-L-Lysine (PLL)

Adhesion of cells to surfaces coated with polylysine
Applications to electron microscopy , journal of cell biology — 1975

- Retient les particules chargées négativement.

Bleu alcian:

- Retient les particules chargées négativement.

Toni Uusimaki




LA QUALITE DU DEPOT POUR LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE
DEPOT D’UNE GOUTTE DE SUSPENSION ET FONCTIONNALISATION ‘PHYSIQUE’ DE LA SURFACE

Glow Discharge

Le film de carbone recouvrant les grilles se charge
négativement sous I'action du plasma.

- Retient les particules chargées positivement

¥ 2 PELCO easiGlow




LA QUALITE DU DEPOT POUR LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE
DEPOT D’UNE GOUTTE DE SUSPENSION ET FONCTIONNALISATION ‘PHYSIQUE’ DE LA SURFACE

High Vacuum Baking (EAWAG)

- Retient les particules chargées positivement

=~ Glow Discharge
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LA QUALITE DU DEPOT POUR LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE
DEPOT D'UNE GOUTTE DE SUSPENSION ET FONCTIONNALISATION

' Image TEM faible mag pour
distribution trimodale de
SiO2

(a) Pas de traitement.

(b) Glow discharged.

7= (c) PLL

(d) Glow discharged + PLL
coated.

(e) Bleu alcian

(f) High vacuum baked



LA QUALITE DU DEPOT POUR LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE
DEPOT PAR CENTRIFUGATION

X2

X1
X0

suspension
particle
ultracentrifugation tube

TEM grid

volume of
suspension

above the grid

Images MEB de nanoparticules d’or (40 nm)
pour des concentrations de a) 25 ug L-1, b) 50
ug L-1, ¢) 100 ug L-1, d) 250 ug L-1, e) 500 pg L-
1,f) 750 ug L-1, and g) 1000 ug L-1
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LA QUALITE DU DEPOT POUR LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE
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LA QUALITE DU DEPOT POUR LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE
DISPERSION DES POUDRES SECHES

Morphologi 4 (Malvern) :
Dispersion des poudres seches

par flux gazeux.
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LES PRODUITS FINIS : CE PRODUIT COSMETIQUE CONTIENT-IL DES NANOMATERIAUX ¢

WET-SEM :
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Flow 1 CTOSS FIOW

i, 2
D .

y

(Field-Flow Fractionation (FFF))

Thin film
ESEM/GSED

Nécessité

d’extraire

les particules

pour
imagerie/comptage

t Cryo-SEM of a
Freeze_fracture (BSE)
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GRANULOMETRIE DE PARTICULES DANS UN PRODUIT COSMETIQUE
OBSERVATION PAR ESEM

Oxydes de titane et de fer dans une matrice complexe
organique.

v";‘\cc.V SpotMagn Det WD Exp |—| 20 um Acc.V SpotMagn Det WD Exp ——— S5um
150kv 40 1000x GSE9.1 1 25 Torr 5 1150kV 40 5000x GSE90 1 25 Torr
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GRANULOMETRIE DE PARTICULES DANS UN PRODUIT COSMETIQUE
EXTRACTION A TEMPERATURE AMBIANTE

Observation de I'extrait par MET : on identifie 4 populations de minéraux,
correspondant a deux oxydes de titane et deux oxydes de fer

LOREAL
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GRANULOMETRIE DE PARTICULES DANS UN PRODUIT COSMETIQUE
EXTRACTION A CHAUD DANS UN SOXHLET

MET

Résidus solides apres extractions For

BUCHI extraction systéme B811

Extraction au toluene a 110,6°C et extraction a I'alcool absolue a 78,4°C Titane

i L \\ET et EDS

FC MAG: 30.0kx HV: BOKV
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GRANULOMETRIE DE PARTICULES DANS UN PRODUIT COSMETIQUE
EXTRACTION PAR COMBUSTION

| fusion

Fer
Combustion sous air suivie par thermogravimétrie
Titane
E o
l?m\é;sso Okx HV: 100KV . \/\ET et EDS
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All existing and novel materials

Nanomaterial by EU
definition
(CNT, fullerenes, graphene)

VY

Basic classification

Basic sorting of materials according to the EU definition

ROUTE 1:
Poudres
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ROUTE 2.

Dispersions

L’ ARBRE DE DECISION NANODEFINE
APRES EXTRACTION DES PARTICULES

GN MEBA JUSSIEU DECEMBRE 2018



L’ ARBRE DE DECISION NANODEFINE APPLIQUE AUX PARTICULES EXTRAITES
LA ROUTE DES POUDRES

Yes : /vssa
< > 10720130

. VSSA No
&> 20/40/60 dyssa < 100nm / :
SR 7. e NP Ny ey (= L
Accept?
Yes
Yes
Nanomaterial '

by EU Definition
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L’ ARBRE DE DECISION NANODEFINE APPLIQUE AUX PARTICULES EXTRAITES

LA ROUTE DES DISPERSIONS
‘ Check of Dispersibility \

Nanomaterial
by ElW Definition

** OK if dsg in dispersion is consistent with a dispersion-free
method such as BET or SEM (within a factor 2)

Nanomaterial
by EU Definition
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All existing and novel materials SYNTH ESE : CAS CONCREI-

Vv

Basic classification
Basic sorting of materials according fo the EU definition

Nanomaterial by EU
definition
ROUTE 1 : (CNT, fullerenes, graphene)

N

Measurement as
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e Yes Final
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All existing and novel materials SYNTH ESE : CAS CONCREI-

2

Basic classification
Basic sorting of materials according to the EU definition

Nanomaterial by EU
definition
(CNT, fullerenes, graphene)

ROUTE 2 :

Measurement as
dispersion

\Y(ES

Check of Dispersibility

#1
Classification
by Screening

Methods

* OK if dgg in dispersion is consistent
with a dispersion-free method such as
BET or SEM (within a factor 2)

No No d
50
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Nanomaterial
by EU Definition
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L’ ARBRE DE DECISION NANODEFINE

LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE S'AVERE INCONTOURNABLE DANS LA TRES GRANDE MAJORITE DES CAS

Nanomaterial
by EU Definition
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