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MOTS CLES Résumé L’évaluation des risques des Substances Non Intentionnelles (SNI), présentes dans
Emballages au les emballages au contact des denrées alimentaires et susceptibles de migrer dans les ali-
contact des denrées ments, représente un défi majeur pour les conditionneurs, les industriels de |’agroalimentaire,
alimentaires ; les évaluateurs et les gestionnaires du risque. Une stratégie, consistant a combiner des outils
Biotests ; analytiques a des études in silico et in vitro, permettant ’identification du danger dans un
Substances non mélange complexe (extrait/migrat d’emballage), est présentée dans cet article. L’objectif est
intentionnelles ; d’éviter la présence dans l’aliment de substances indésirables, non caractérisées d’un point
Techniques de vue chimique, voire inconnues. Cette approche semble d’autant plus indispensable et perti-
analytiques ; nente dans un contexte d’économie circulaire ou la part des matériaux biosourcés, réutilisables
Mélanges et recyclés va considérablement augmenter dans les prochaines années, la tracabilité de ces

nouveaux matériaux étant, pour la plupart, a ce jour, difficile.
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mixture (packaging extract/migrate), is presented in this article. The aim is to avoid the pre-
sence of undesirable, chemically uncharacterised or unknown substances in food. This approach
appears all the more essential and relevant in a circular economy context, where the share of
bio-based, reusable and recycled materials will increase considerably in the coming years. To
date, traceability of these new materials is, for the most part, difficult.
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Introduction

Les emballages des produits alimentaires sont fabriqués a
partir de quatre matériaux principaux, a savoir le plastique
(37 %), le carton (34 %), le verre (11 %) et les métaux (alumi-
nium et acier) (6 %), ainsi que 10 % d’autres matériaux (bois,
cires, lieges...), respectivement, selon leur répartition en
volume de production. Ces matériaux ont pour but d’assurer
la protection et la conservation du produit, le stockage, la
vente et le transport des denrées alimentaires, ainsi que la
communication et le marketing liés a la marque et a la regle-
mentation concernant |’étiquetage et la tracabilité. A coté
de ces fonctions « bénéfiques », I’emballage peut, néan-
moins, présenter un danger pour le consommateur du fait de
I’existence d’interactions contenu/contenant qui ont lieu,
quel que soit le matériau utilisé, et en particulier du fait
que des substances chimiques peuvent étre « cédées » par
’emballage au contact des aliments ; c’est le phénomene
de migration [1].

Plus de 12 000 substances individuelles ont été réper-
toriées comme pouvant étre utilisées pour la fabrication
des Matériaux au Contact des Denrées Alimentaires (MCDA)
[2]. Or, les MCDA doivent répondre a U’article 3 (principe
d’inertie) du reglement cadre européen (CE) n° 1935/2004
[31, qui souligne que, entre autres, « les matériaux et
objets doivent étre fabriqués conformément aux bonnes
pratiques de fabrication afin que, dans les conditions nor-
males ou prévisibles de leur emploi, ils ne puissent pas
céder des constituants dans une quantité dangereuse pour
la santé humaine ». A titre d’exemple, lors de la fabrication
d’un emballage plastique, des substances de départ (mono-
meéres, additifs...) peuvent étre utilisées dés lors qu’une
évaluation du risque a été menée préalablement a leur auto-
risation ; ce sont les Substances Intentionnelles (SI). Ces
substances autorisées sont alors listées avec des conditions
d’utilisation, et avec des restrictions d’emploi pour cer-
taines, afin de protéger la santé du consommateur (annexe
1 du Réglement (UE) n° 10/2011 [4]).

Cependant, lors du procédé de fabrication de ’emballage
ou lors de post-traitements (conditionnement, micro-
onde...), des réactions chimiques ou de dégradation
peuvent se produire, entrainant [’apparition de nouvelles
substances non prévisibles, souvent difficiles a identifier et
pour lesquelles aucune donnée toxicologique n’est dispo-
nible. Ce sont les Substances Non Intentionnelles (SNI). Les
SNI peuvent représenter une large part de ’ensemble des
substances qui migrent dans l’aliment [5—7] et Mc Combie
et al. (2020) en ont identifié entre 30 000 et 100 000[8].
La contamination de ’aliment et le risque sanitaire associé
peuvent étre alors sous-évalués du fait de la présence de
ces SNI.

Bien que le réglement 10/2011 sur les matiéres plastiques
soit le seul a exiger de s’assurer du risque sanitaire des
SNI, tous les emballages sont concernés par leur présence,
y compris les matériaux biosourcés, réutilisables et recy-
clés, et qui seront de plus en plus présents sur le marché
dans le contexte de l’économie circulaire. D’apres plu-
sieurs publications, ces matériaux réutilisés et recyclables
seraient méme davantage contaminés que les matériaux
vierges [9,10].

Les reglementations sur |’économie circulaire (directive
européenne (UE) 2019/904, loi AGEC n° 2020-105) [11,12],
incitant les Etats a réduire la quantité d’emballages ainsi
qu’a augmenter le recyclage et la réutilisation, obligent les
industriels a s’interroger sur la conformité de ces nouveaux
emballages qui doivent étre de méme qualité sanitaire que
les matériaux vierges.

Le rapport 2015/2259/(INl) du Parlement européen
concernant les MCDA [13] souligne des lacunes dans la
réglementation, notamment en termes de sécurité sani-
taire, mentionnant que les effets combinés et le produit
fini n’étaient pas assez pris en compte : « il convient
d’encourager ’utilisation des biotests comme mesure pré-
dictive facultative visant a garantir la sécurité des MCDA
chimiquement complexes, et aussi les recherches sur le
développement des deux systémes de tests, analytiques et
toxicologiques, afin de garantir des évaluations de la sécu-
rité des MCDA robustes et économiques, dans Uintérét des
consommateurs, de l’environnement et des fabricants ». Le
récent rapport de la Commission européenne souligne aussi
le besoin d’utiliser des biotests pour ’évaluation des sub-
stances non identifiées dans les MCDA susceptibles de migrer
dans les aliments [14].

Cependant, contrairement aux Sl, et méme si le régle-
ment (UE) n° 10/2011 impose une évaluation du risque des
SNI au méme titre que les SI uniquement pour les matériaux
plastiques, celle-ci reste difficile. Il n’y a pas de ligne direc-
trice harmonisée pour une évaluation du risque appropriée,
et I’approche classique basée sur ’identification et la quan-
tification des substances présentes dans un migrat, et leur
évaluation toxicologique n’est pas concevable a cause des
contraintes de temps et de colts. De plus, sur le plan tech-
nique, [’analyse chimique d’un extrait/migrat est rarement
exhaustive [15—17].

Les SNI : une problématique complexe

Pour identifier les substances présentes dans les MCDA, une
étape de migration (mimant les conditions de contact avec
’aliment) ou d’extraction (maximisant le phénomene de
migration) est réalisée, puis différentes techniques analy-
tiques (HPLC-MS ou GC-MS), ciblées ou non, peuvent étre
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utilisées. Ces analyses permettent de détecter un maxi-
mum de substances présentes (chromatogramme avec une
« forét de pics »), mais elles ne permettent pas toujours,
ni de les identifier, ni de les quantifier ; ces substances se
retrouvant parfois a ’état de trace [18—20]. De plus, les
techniques analytiques ne permettent pas de savoir si ces
substances présentent un danger. L'utilisation de méthodes
alternatives, notamment les outils in silico QSAR (relation
quantitative structure/activité), ou "application d’un seuil
de préoccupation toxicologique (Threshold of Toxicological
Concern ou TTC) pour prédire le risque, est impossible si ces
SNI ne sont pas précisément caractérisées chimiquement et
quantifiées. L’application du seuil de détection analytique
de 10 ppb est discutable pour les SNI dans la mesure ou ce
n’est pas un seuil de sécurité, a moins de démontrer que ces
SNI ne sont pas des substances cancérogénes, mutagenes et
toxiques pour la reproduction (CMR) [17,21]. De méme, pour
pouvoir étudier une SNI avec la batterie de tests réglemen-
taires in vitro, souvent une synthése est nécessaire et donc
une caractérisation chimique précise doit étre réalisée en
amont.

De plus, les Sl et les SNI se retrouvent en mélange dans
un extrait ou un migrat et la question d’un éventuel effet
« cocktail » se pose, comme cela a fréquemment été identi-
fié avec les perturbateurs endocriniens [22,23] ou avec des
substances génotoxiques [24]. Cet effet mélange est une
problématique a laquelle les toxicologues doivent faire face
afin de mener une évaluation du risque sanitaire pertinente
des substances chimiques, comme c’est déja le cas avec les
pesticides [25].

Les biotests : des outils incontournables

Lutilisation de tests réalisés sur des modéles biologiques
in vitro (bactéries, cellules en culture...), dits « bio-
tests », est une stratégie complémentaire aux analyses
chimiques pour étudier le danger lié a la présence de SNI
non identifiées et indésirables dans un extrait/migrat. Ces
biotests permettent d’identifier un potentiel effet toxique
du mélange. L'autorité européenne de sécurité des ali-
ments [26] reconnait ’utilité d’évaluer la génotoxicité des
mélanges complexes quand la totalité des composés ne
peuvent pas étre identifiés individuellement.

Pour lever les incertitudes liées a la présence de SNI
indésirables dans les aliments, ILSI Europe a publié un
rapport concernant des recommandations pour leur éva-
luation du risque en proposant notamment une stratégie
couplant les méthodes de chimie analytique ciblées et/ou
non ciblées et 'utilisation de biotests in vitro [17,19]. Les
cibles toxicologiques (cytotoxicité/génotoxicité et pertur-
bation endocrinienne) retenues répondent a la notion de
faible exposition, comme c’est le cas pour les substances
relarguées par les MCDA.

Ainsi, Uutilisation de biotests présente |’avantage, en
complément de U’analyse chimique, d’étre une approche
pragmatique a faible colit, rapide et robuste pour identi-
fier les substances préoccupantes dans les emballages finis
(incluant les différents matériaux, les colles et adhésifs, les
encres. ..) et donc de définir les priorités pour des investi-
gations ultérieures en matiére de sécurité sanitaire, mais
aussi d’innovation. Cette approche fait l’objet de travaux
de recherche depuis plusieurs années et de discussions dans
des groupes de travail, lors de sessions particuliéres dans
des congres ou des forums (ILSI, Food Packaging Forum).
Appliqués tot dans le développement de nouveaux embal-
lages, les biotests peuvent jouer un réle important pour

une conception efficace et slire de nouveaux matériaux
d’emballage (mise en ceuvre de ’approche Safe By Design).

Des améliorations encore nécessaires

Dans le cas particulier de mélanges complexes comme les
extraits de MCDA, U'utilisation des biotests présente encore
des limites [16,21] (Fig. 1).

Extraction/migration

Pour pouvoir étudier au mieux, avec des biotests, la toxi-
cité de ’ensemble des substances capables de migrer des
MCDA, Uextraction est une étape importante, car elle condi-
tionne la nature, le nombre et la quantité de substances
qui seront testées ; cette étape doit étre représentative
d’un « worst case » (pire cas, équivalent a une migration
totale). Pour cela, les solvants utilisés ont pour but de
maximiser le nombre de substances extraites (iso-octane,
acétonitrile. . .).

Pour une exposition plus réaliste, des essais de migra-
tion peuvent aussi étre réalisées, comme demandées par le
réglement plastique (UE) n® 10/2011, en utilisant des simu-
lants alimentaires comme ’éthanol a 10 % pour les denrées
alimentaires aqueuses, ’acide acétique a 3 % pour celles
acides, ’éthanol a 20 % pour celles en milieu alcoolique,
’éthanol a 50 % pour les produits laitiers, I’huile végétale de
composition spécifique en acides gras pour les aliments gras
et ’oxyde de poly(2,6-diphényl-p-phényléne) (Tenax®) pour
les aliments secs. Ces solvants peuvent étre substitués par
d’autres solvants s’il a été démontré scientifiquement que
le substitut surestime la migration par rapport aux simulants
réglementés.

Les conditions d’extraction varient aussi en termes
de durée, de température de contact et de ratio sur-
face/volume selon le matériau analysé. Par exemple, la
migration des papiers-cartons est un processus bien plus
rapide que celle des plastiques, une des conditions préco-
nisée dans le reglement (UE) n° 10/2011 (10jours a 40°C)
ne serait pas optimale et il serait préférable de se baser sur
les recommandations de la FDA (2007) de 24h a 40°C [27].
D’autre part, le rapport « surface d’emballage sur volume
de solvant » doit aussi étre déterminé afin d’obtenir, par la
suite, le facteur de concentration le plus élevé. En général,
un rapport correspondant a au moins 20 dm? par litre de
solvant doit étre choisi [21].

Préparation de I’échantillon

Le solvant de U’échantillon doit étre compatible avec le
milieu de culture utilisé pour les biotests. Une étape
d’évaporation a sec du solvant d’extraction est parfois
nécessaire pour reprendre |’extrait dans un solvant biocom-
patible. En effet, la plupart des solvants organiques utilisés
pour U'extraction ne sont pas biocompatibles, car cyto-
toxiques. Les solvants candidats sont donc le plus souvent
’eau pour le contact aqueux et l’éthanol ou le diméthylsul-
foxyde (DMSO), généralement utilisés a 1 % (concentration
finale dans le milieu de culture non cytotoxique la plus éle-
vée pour la plupart des lignées cellulaires) pour le contact
gras. Ainsi, une étape de concentration des extraits, d’un
facteur de 100 a 1000, est nécessaire pour tenir compte de
la dilution ultérieure du solvant dans le milieu de culture.
Wagner et Oehlman (2011) [28] ont démontré que
des techniques de préparation d’échantillons inappropriées
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Figure 1.

pouvaient conduire a des résultats « faux négatifs » avec des
biotests en raison d’une perte de composés volatils au cours
du traitement de U’échantillon. Les auteurs concluent que la
méthode SPE (Solid Phase Extraction), qui utilise un adsor-
bant traditionnel a base de silice (C18) et une préparation
d’échantillons minimisant les étapes d’évaporation, semble
étre la méthode la plus efficace pour extraire les composés
de type cestrogénique a partir d’eaux embouteillées. Une
méthode alternative pour éviter ’évaporation a sec et
réduire la perte des volatils est de rajouter du DMSO, utilisé
comme « piégeur » avant |’évaporation compléte du solvant
d’extraction. En raison de son point d’ébullition élevé, le
DMSO est capable de retenir des substances volatiles pen-
dant la phase d’évaporation [29] du solvant d’extraction.
Cependant, contrairement a l’éthanol, le DMSO ne peut pas
étre évaporé, s’il y avait un besoin de concentration ulté-
rieur.

Néanmoins, il a été démontré que ces deux solvants
induisent certaines enzymes du métabolisme [30] et que
’éthanol est clastogéne in vitro [31]. Il est donc primor-
dial de prendre en compte U’effet toxique du solvant utilisé
a forte concentration. De plus, une méthode d’extraction
liquide/liquide ou SPE en une seule étape ne permet pas
d’extraire toutes les substances génotoxiques de polarités
variées [21].

Toutes les expériences doivent étre réalisées exclusive-
ment avec des matériaux dits « inertes » (ex. du verre, du
téflon ou de ’acier inoxydable) afin d’éviter la contamina-
tion croisée des échantillons [32].

Enfin, la composition de U’extrait, sa stabilité et sa repro-
ductibilité pendant le stockage doivent étre vérifiées pour

Représentation des étapes critiques pour tester un emballage fini (extraction/migration/préparation et biotests).

s’assurer que U'extrait testé in vitro est représentatif de
celui obtenu apres ’extraction.

Les échantillons doivent étre testés jusqu’a leur limite
de solubilité (tant qu’ils ne sont pas cytotoxiques), mais
pas au-dela, car cela pourrait générer des données non
reproductibles du fait d’une dissolution hétérogene ou d’une
précipitation.

Une fois les conditions d’extraction définies, il faut
valider le protocole de concentration en « spikant » (enri-
chissant) les extraits avec une substance génotoxique de
référence de facon a vérifier que la réponse obtenue est bien
celle attendue. La méme démarche peut aussi étre réalisée
avec une substance non génotoxique pour vérifier la spécifi-
cité du biotest. Ainsi, il est possible de s’affranchir de l’effet
matrice de l’échantillon.

Modeles biologiques et biotests

Le choix du modeéle biologique est également important,
car il détermine la qualité et la fiabilité des résultats. Les
biotests doivent étre effectués sur des modeéles in vitro per-
tinents, car U’environnement cellulaire a un impact crucial
sur les résultats. Les modeles sont tres variés, comme des
bactéries ou des levures, des cellules de mammiféres (ron-
geurs ou humains) d’origine tissulaire diverses, ainsi que le
mode de culture (2 ou 3 dimensions. . .). Concernant les tests
de génotoxicité, il est convenu que les lignées cellulaires
utilisées doivent avoir certaines caractéristiques : étre de
préférence d’origine humaine, avoir une protéine p53 fonc-
tionnelle et étre capable de réparer les lésions de |’ ADN pour
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obtenir une réponse fidéle dans les tests de génotoxicité
[33,34]. De plus, des informations sur les activités enzy-
matiques des modeéles cellulaires doivent étre précisées.
Les cellules de mammiféres avec un métabolisme défini de
phase 1 (fonctionnalisation) et de phase 2 (conjugaison) sont
considérées comme plus adaptées dans les tests de génotoxi-
cité pour réduire les faux positifs [34]. Lorsque le modéle
biologique ne posséde pas ou peu d’activités métaboliques
endogénes (comme les bactéries par exemple), lutilisation
d’un systéme d’activation métabolique exogéne est alors
utilisé pour améliorer la sensibilité des tests et éviter les
résultats faux négatifs. Le systéme le plus couramment uti-
lisé, appelé S9, est une fraction microsomale de foie de rat
dont les enzymes ont été induites par ’arochlor 1254 ou
un mélange de phénobarbital/B-naphtoflavone. Cependant,
le S9 mix (enrichi en co-facteurs) est toxique au-dela d’un
certain % et doit étre utilisé sur un temps court (< 4h).

Concernant les modeles biologiques, les conditions de
culture doivent étre optimisées, notamment U’ utilisation du
sérum de veau foetal (SVF). Le SVF est utilisé généralement
a 10 % dans le milieu. Cependant, de par sa quantité impor-
tante en protéines, il peut avoir un effet protecteur vis-a-vis
des cellules. C’est pourquoi, il est recommandé de dimi-
nuer la quantité de sérum (0,5 a 1 %) pendant la période de
traitement.

La sensibilité (capacité a détecter correctement les sub-
stances positives) et la spécificité (capacité a détecter
correctement les substances négatives) des biotests doivent
étre caractérisées en testant des substances de référence
(substances connues pour étre toxiques ou non toxiques)
afin d’éviter des données faussement négatives ou positives
pour 'identification du danger. En effet, le seuil de détec-
tion biologique doit étre suffisamment bas pour détecter des
effets a une faible concentration (ce qui est le cas dans les
extraits de MCDA). Ces seuils sont déja atteints avec les tests
d’activation transcriptionnelle sur des genes d’intérét en
matiere de perturbation endocrinienne (activités de ’ordre
du pg ou fg équivalent E2/L), mais des évolutions sont encore
nécessaires pour améliorer la sensibilité des tests de géno-
toxicité [21].

Projet de recherche « Packsafe »

Le projet de recherche « Packsafe », financé par ’Agence
Nationale de la Recherche (ANR-21-CE21-004) et débuté en
janvier 2022 pour une durée de 48 mois, a pour objec-
tif de répondre aux différents points évoqués ci-dessus.
Le consortium regroupe 4 laboratoires publics, deux spé-
cialisés en chimie analytique, le Laboratoire National de
métrologie et d’Essais (LNE) et 'UMR Sayfood 0782, et
deux, spécialisés dans la réalisation de tests de toxicité
in vitro, le Laboratoire de toxicologie de l’Institut Pas-
teur de Lille et le Derttech Packtox de U'UMR 1231 qui
coordonne le projet. La premiére étape du projet consiste
a optimiser la préparation des échantillons pour les bio-
tests, a identifier un éventuel effet « matrice », puis a
sélectionner des biotests sensibles et spécifiques pour la
détection des effets génotoxiques et perturbateurs endo-
criniens dans les différents extraits. Cette premiere étape
sera validée sur des emballages finis du commerce. La
deuxieme étape consiste a utiliser ces biotests avec des
extraits d’emballages (recyclés ou non) soumis a des pro-
cédés particulierement générateurs de SNI. En paralléle
de ces deux étapes, des analyses chimiques seront réali-
sées pour caractériser les extraits et obtenir des signatures
chimiques par chimiométrie. La derniére étape a pour
but d’intégrer tous les résultats obtenus dans un systéeme

expert d’aide a la décision, basé sur Uoutil informatique
FMECA engine (https://github.com/ovitrac/FMECAengine),
initialement développé dans le projet « SafeFoodPack
Design » (ANR-10-ALIA-009) par UUMR SayFood. Résultant
d’une approche scientifique multidisciplinaire, ce projet
permettra aux fabricants d’emballages et a leurs clients
(transformateurs, industries agro-alimentaires) : (1) de
mieux garantir la sécurité et la conformité de leurs
matériaux ; et (2) d’encourager leur innovation et/ou
leur compétitivité en leur proposant des outils scienti-
fiques d’aide a la décision, pertinents et fiables, pour un
développement par une approche « safe-by-design » des
MCDA.

En génotoxicité, plusieurs biotests ont été retenus. Les
deux tests reglementaires requis pour les MCDA (test d’Ames
et test du micronoyau) seront utilisés sous forme miniaturi-
sée.
Le test d’Ames est un test de mutations reverses, a court
terme, qui détecte les mutations géniques de type substi-
tution, addition ou suppression d’une ou plusieurs paires
de bases de I’ADN sur des modeles bactériens, Salmonella
typhimurium ou Escherichia coli [35]. Dans le projet « Pack-
safe », la méthode en plaques 6 puits a été retenue.

Le test du micronoyau (OCDE 487) permet de mettre en
évidence des effets clastogenes (cassures de chromosomes)
et/ou aneugénes (perte d’un ou plusieurs chromosomes
entiers) provoqués par des substances chimiques. Ces ano-
malies sont identifiées sous forme de micronoyaux dans le
cytoplasme de cellules en interphase, ayant réalisé un cycle
cellulaire complet aprés exposition [36—38].

En plus, le test DDR (DNA Damage Response) a été retenu
comme test de screening. Ce test consiste a utiliser un kit, le
Multiflow DNA damage assay (Litron Rochester, NY, USA), sur
la lignée cellulaire humaine lymphoblastoide TKé. Il est basé
sur la combinaison de plusieurs marqueurs impliqués dans
les événements mutagenes, clastogénes et aneugénes [39].
Ce test permet, par une lecture en cytométrie en flux aprés
4h ou 24h d’exposition, de classer correctement a plus de
90 % les composés selon leur mode d’action supposé [40]. Il
a été validé en 2017 par une étude inter-laboratoires [41]
qui a montré une sensibilité d’environ 92 % et une spécificité
d’environ 96 %.

En perturbation endocrinienne, les biotests permettant
de mettre en évidence le mode d’action d’un perturba-
teur endocrinien (PE) comme préconisé dans le niveau 2 du
cadre conceptuel d’évaluation des PE (OCDE, 2018) seront
utilisés pour la mesure des activités (anti)oestrogéniques,
(anti)androgéniques, (anti)thyroidiennes et de la synthése
des stéroides.

Le test AR (OCDE 458) [42] est un test d’activation trans-
criptionnelle faisant intervenir le récepteur aux androgenes
réalisé sur la lignée cellulaire AR-EcoScreen. Il met en évi-
dence des effets (anti)androgéniques liés a une interaction
avec le récepteur aux androgenes, grace au géne rapporteur
de la luciférase.

Sur le méme principe, le test ER (OCDE 455) [43] permet
de mettre en évidence une activité (anti)oestrogénique liée
a une interaction avec le récepteur des oestrogénes, grace
au gene rapporteur de la luciférase sur la lignée cellulaire
hERaHela-9903.

L’essai de stéroidogénése (OCDE 456) [44] sur la lignée
cellulaire H295R de carcinome surrénalien humain a pour
but de détecter les substances qui impactent la production
d’cestrogénes et de testostérone (inhibition ou induction).
Cette lignée exprime les génes qui codent les enzymes clés
pour la stéroidogéneése. Les résultats de ’essai s’expriment
par des changements dans les taux en cestradiol ou en tes-
tostérone.
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Figure 2.

chimie ; chiffre simple : partie biotests et chiffre * : risque écarté.

Le test T-Screen est, quant a lui, un test de proliféra-
tion cellulaire utilisant la lignée cellulaire pituitaire de rat
GH3 qui exprime les récepteurs aux hormones thyroidiennes
et dont la prolifération est dépendante de la présence
de ’hormone T3. Les effets agonistes sont confirmés par
Uincubation simultanée avec une substance de référence
antagoniste.

Stratégie finale proposée

Une fois les verrous techniques (Fig. 1) résolus, ’approche
sera développée comme le montre la Fig. 2.

A partir d’emballages finis, une premiére étape
d’extraction par solvant (pire des cas) sera réalisée [1].
L’extrait sera alors testé en paralléle en analyse chimique
non ciblée pour obtenir une signature chimique sous forme
de chromatogrammes en utilisant la spectrométrie de masse
en détection (2') et sur des biotests sensibles et spéci-
fiques [5]. L'analyse chimique va permettre d’identifier les
substances intentionnelles et non intentionnelles (3'), qui
seront réglementées ou non et pour lesquelles des ana-
lyses QSAR pourront étre menées (4'). Si la substance est
disponible commercialement, elle pourra aussi étre testée
in vitro pour déterminer sa toxicité (4'). En ce qui concerne
I’extrait analysé in vitro [5], si le biotest donne une réponse
négative, le mélange testé sera considéré comme ne posant
pas de probléme en termes de sécurité sanitaire dans ces
conditions expérimentales (3*). Si le biotest donne un résul-
tat positif, Uextrait sera alors fractionné [6] et chaque
fraction sera testée séparément in vitro [9]. Si aucune
des fractions n’entraine de réponse positive, il pourra étre
conclu que Ueffet observé sur U'extrait de départ est du

Approche globale d’évaluation du danger des extraits d’emballages au contact des denrées alimentaires. Chiffre’

: partie

a un effet mélange (5*). Dans ce cas, la méme approche
devra étre menée sur un migrat (obtenu en réalisant un
essai de migration suivant les conditions réglementaires)
pour étre dans des conditions plus réalistes. Si par contre,
l'une des fractions donne une réponse toxicologique posi-
tive, elle sera analysée d’un point de vue chimique [18] pour
essayer d’identifier la substance responsable. Une fois iden-
tifiée, la substance sera alors analysée en QSAR et/ou in
vitro si elle est commercialement disponible [10]. En fonc-
tion des résultats, une décision pourra alors étre prise (7 et
7*).

En conclusion, développer une approche harmonisée uti-
lisant des biotests comme outils d’alerte et de priorisation
en complément de ’analyse chimique pour U’évaluation des
substances non intentionnelles présentes dans les MCDA,
est une étape nécessaire et prometteuse pour améliorer la
sécurité chimique des MCDA finis, quelles que soient leurs
origines.
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