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Introduction 

G eàau àa a esàte h ologi uesàdeà esàde i esàd e ies,àl’i dustrie des nanotechnologies fait 

désormais pa tieà desà plusà flo issa tesà età g eà d’i po ta tsà i t tsà o o i ues. Une taille 

nanométrique associée à une augmentation de surface spécifique confère aux nanoparticules des 

propriétés inédites et étonnantes. Ces dernières sont très largement exploitées dans de nombreux 

secteurs tels que les industries électroniques, automobiles, cosmétiques, sanitaires ou encore en 

médecine. Il existe un panel impressionnant de nanoparticules de par leur composition chimique, leur 

taille, leur forme ou encore leur voie de synthèse et les produits incorporant des nanoparticules sont 

maintenant omniprésents dans notre quotidien.  

Fa eà àlaàp odu tio àetà àl’utilisatio à oissa tesàdesà a opa ti ules,àlesà uestio sà elati esàd’u eàpa tà

àl’ aluatio àdesà ejetsàdeà a opa ti ulesàda sàl’e i o e e tàetàd’aut eàpa tà àleu sàeffetsàpote tielsà

sur les organismes et les écosystèmes sont désormais devenues des questions majeures qui animent la 

communauté des écologues et écotoxicologues. 

Cependant le caractère « émergent » de esà o ta i a tsà pa ti ulie sà i pli ueà pou à l’i sta tà u à

manque de moyens techniques pour quantifier en routine les émissions et les concentrations en 

a opa ti ules.à Quel uesà tudesà o tà toutefoisà l esà l’e iste eà deà ejetsà deà a opa ti ulesà da sà

l’e ironnement et plusieurs modélisations mathématiques ont établi des concentrations 

e i o e e talesàp di ti lesà PEC à ota e tàda sàlesà os st esàd’eauàdou e,àsoule a tàdeàfaitàlaà

possi ilit àd’u eà o ta i atio àdesào ga is esàa uati ues.àLesàp e i es e p ie esàd’ oto i it àdesà

nanoparticules sur ces organismes ont été élaborées à de très fortes concentrations bien au-dessus de 

esàPECàetào tà o t à l’e iste eàd’effetsàpou a tà t eàdusàauà at ielà o posa tà lesà a opa ti ules. 

Cependant ces effets peuvent être modulés par des paramètres caractérisant les nanoparticules : leur 

taille, leur forme, leur enrobage ou encore leur charge électrique. De plus, les caractéristiques 

ph si o hi i uesàd’u à ilieuàpeu e tàg a de e tàt a sfo e àetàd g ade àlesà anoparticules influant 

ai sià su à leu à ioa essi ilit à età iodispo i ilit .àDeà faço à plutôtà su p e a te,à lesà tudesà d’ oto i it à

ep se te tà u eà pa tà i i eà deà l’e se leà desà pu li atio sà t aita tà desà a opa ti ules,à età lesà

expérimentations en conditions environnementalement réalistes demeurent très rares. 

C’està dans ce contexte scientifique que le programme ANR P2N – MESONNET (2011- à s’està

attaché à décrire et comprendre le devenir des nanoparticules en termes de transfert et de 
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transformation dans lesà ilieu àetàda sàlesào ga is esà i a tsàai sià u’ à tudie àleu à oto i it .àAu lieu 

d’ tudie àauà asàpa à asà lesàeffets d’u à t peàdeà a opa ti uleà su àu eàesp e do e,à l’o je tifàdeà eà

programme était de dégager et de mettre en évidence des scénarios g au àd’effetsàdeà esà o pos sà

afin de permettre une évaluation du risque mieux adaptée à leur comportement et leur dispersion dans 

l’e i o e e t. 

Ceà p og a eà s’està as à su à u à t a ailà deà olla o atio à i te dis ipli ai eà e à asso ia tà desà

compétences en physicochimie, biogéochimie, écologie, écotoxicologie, microbiologie et biologie 

permettant deà d eloppe à à g a dsà do ai esà d’e pe tiseà / Synthèse et caractérisation des 

nanoparticules, 2/ Exposition: transformation et réactivité des nanoparticules dans la colonne d'eau, 3/ 

Exposition: transfert dans les milieux poreux (sols, sédiments et biofilms), 4/ Devenir et impacts des 

nanoparticules dans des micro- et mésocosmes terrestres et aquatiques et 5/ Évaluation du risque par la 

modélisation et le cycle de vie).à Pou à elaà leà p og a eà s’està o st uità auà t a e sà d’u à seauàdeà à

laboratoires partenaires français regroupant par exemple le CEREGE porteur du projet (Centre de 

Re he heàetàd’E seig e e tàdesàG os ie eàdeà l’E i o e e t,àái -en-Provence) ainsi que ECOLAB 

(laboratoire écologie fonctionnelle et environnement, Toulouse) et le LIEC (Laboratoire 

Interdisciplinanire des Environnements Continentaux, Metz). Il a aussi été développé en association avec 

un consortium américain CEINT (Center for Environmental Implication of Nanotechnology) qui regroupe 

àu i e sit sàa i ai esà o duitesàpa àl’u i e sit àdeà e he heàp i eàdeàDuke. 

Certaines nanoparticules métalliques étant construites à partir de métaux stratégiques, la 

problématique développée dans ce do to atàs’està gale e tài s iteàda sàleàp og a eàRessou esà  

uià està u à La o atoi eà d’E elle eà po t à pa à l’U i e sit à deà Lo ai e.à Ceà La e à aà pou à p i ipau à

objectifs de comprendre les processus de formation des gisements de métaux, et le cycle naturel et 

anthropique des métaux stratégiques, de développer des outils et des procédés innovants pour mieux 

a t ise àetàe ploite àlesàgise e tsàetàd’app he de àl’i pa tàe i o e e talàdeà esà tau àu eàfoisà

diss i sàda sàl’ os st e.à 

Le travail présenté dans eà a us ità po t à su à l’ tudeà desà effetsà desà a opa ti ulesà les plus 

largement produites, les nanoparticules d’a ge t (nAg), de titane (nTiO2) et de carbone (nanotubes, NTC) 

sur des Crustacés Amphipodes appartenant au genre Gammarus. Les gammares constituent un maillon 

i po ta tàda sàleàfo tio e e tàdesà os st esàa uati uesàpuis u’ilsà àjoue tàu à ôleàesse tielàda sà

la dégradation de la matière organique détritique et donc, dans son incorporation dans les réseaux 

trophiques. 
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Les effets des a opa ti ulesà su à lesà ga a esào tà t à tudi sà à diff e tsà i eau àd’o ga isatio à

biologiques : niveau (sub)individuel et niveau fonctionnel. Pour cela, deux grands questionnements ont 

été découpés en plusieurs sous-parties : 

- La mise en place en condition simple (microcosmes) de scénario de contamination 

environnementalement réaliste à de faibles concentrations en nanoparticules permet-elle 

d’o se ve  des effets des a opa ti ules d’a ge t su  le ge e Gammarus sp ? Si oui, quel 

niveauàd’o ga isatio àse le le plus impacté dans les conditions expérimentales fixées et quel(s) 

marqueur(s) semble(nt) être le(s) mieux adapté(s) pour évaluer, chez les gammares, les effets 

des nAg? Ces effets sont-ils dépendants de la taille des nAg ? Existe-t-il des patterns de réponses 

différents entre plusieurs espèces et populations ? 

 

- Une approche à plus long terme utilisant des systèmes plus complexes (mésocosmes) incluant 

des s di e ts, u  ou a t d’eau et d’aut es esp es pe et-elle d’ value  de faço  plus fia le 

les effets des nAg, nTiO2 et NTC ? Une approche multibiomarqueurs est-elle pertinente pour 

mettre en évidence et caractériser des effets biologiques ? Ces effets sont-ils dépendants de la 

composition, de la forme des nanoparticules et de la présence de matière organique ? 

Pour répondre à ces questions, plusieurs bioindicateurs ont été étudiés : des biomarqueurs cellulaires 

de réponse antioxydante, antitoxique et de dommage ; des biomarqueurs individuels de physiologie et 

de comportement ainsi que des indicateurs fonctionnels de consommation et de production de FPOM 

Fi eàpa ti uleàdeà ati eào ga i ue .àE se le,àilsào tàpe isàd’o se e ,àetàd’essa e àdeà o p e d eà

lesàeffetsàdesà a opa ti ulesà su à lesà ga a esàafi àd’ alue à leu sà o s ue esà su à lesà os st es 

d’eauàdou e. 

Da sàu àp e ie àte ps,àu eàs th seà i liog aphi ueàs’estài t ess eàauà o te teàs ie tifi ueàda sà

le uelà s’està d oul à etteà th se.à Lesà thodologiesà isesà e à pla eà ai sià ueà lesà opti isatio sà desà

protocoles de contamination développés pour e e à l’e se leà desà e p i e tatio sà so tà e suiteà

détaillées. Puis, les résultats relatifs aux deux grands questionnements énoncés précédemment sont 

présentés, décrits puis interprétés. Enfin, ces résultats sont confrontés dans une discussion générale et 

plusieurs perspectives sont proposées. 
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I. Les nanoparticules, contexte actuel 

I.1.  Les nanotechnologies : entre innovation, engouement économique et craintes 

sociétales 

I.1.1. L’e plosio àdesà a ote h ologies 

L’industrie des nanotechnologies a connu un essor tellement impressionnant u’elleà faitàdésormais 

partie des industries les plus florissantes de notre siècle et très certainement du siècle à venir. On peut 

alors se poser une simple question : sommes- ousà à l’ eàd’u eà ou elleà olutio à a o-industrielle ? 

En effet, les produits issus des nanotechnologies sont omniprésents dans notre société de 

consommation. Selon le dernier inventaire effectué en Octobre 2013 par le centre international 

Woodrow Wilson, 1628 produits ont été introduits sur le marché entre les années 2005 et 2013 ce qui 

représente une augmentation de 24% par rapport à la dernière mise à jour effectuée entre 2005 et 2010 

(Figure 1A ; Lovell, 2013). Cet inventai eàs’i t g eàda sàu  projet collaboratif lancé en 2005 et dénommé 

« The Project on Emerging Nanotechnologies (PEN)». Il a pour utà deà alo ise à età d’ alue à

objectivement le développement des nanotechnologies en identifiant les lacunes présentes par exemple 

da sà lesà p o essusà deà gle e tatio à afi à deà s’assu e à ue les risques pour la santé humaine et 

environnementale restent compris, anticipés voire limités (Rejeski, 2009). Ce projet est par ailleurs 

rapidement devenu une référence en termes d’informations sur le marché des nanotechnologies dans le 

o deàpuis u’ilà seà réfère à plus de 30 pays différents. Il nous apprend par exemple, que ce sont les 

Etats-Unis qui produisent et commercialisent le plus de produits incorporant des nanoparticules avec 

741 produits en 2013 contre 440 en Europeàetà àe àásieàdeàl’Est (Figure 1B; The Project on Emerging 

Nanotechnologies).  

Cette surabondance de produits présents sur le marché a bien évidemment des retombées 

économiques très importantes. D’ap sà le programme américain de recherche et de développement 

« National Nanotechnology Initiative » (NNI), les revenus mondiaux générés par les nanoproduits ont été 

estimés à 339 milliards de dollars en 2010 et à plus de 1 trillion de dollars en 2013 (National Science 

Foundation, 2014).àLesà a i etsàd’ tudeàdeà a h àetàdeà o seilsàst at gi uesàGlo alàI dust àá al sts,à

Inc (GIA) et Lux Research ont estimé que ces revenus allaient atteindre 2 à 3 trillions de dollars en 2015 

et 4.4 trillions de dollars en 2018 (Bernhardt et al., 2010; Sargent, 2014).  
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Figure 1: A : Evolution du nombre de produits contenant des nanoparticules sur le marché mondial de 

consommation ; B : en fonction la localisation g og aphi ue  e t e  et  selo  l’i e taire du PEN mis à jour 

e  O to e  D’ap s The Project on Emerging Nanotechnologies). 

Les retombées économiques de ce nouvel eldorado que représentent les nanotechnologies sont 

telle e tà i po ta tesà u’u eà elleà o p tition mondiale pour être le leader dans ce domaine s’està

instaurée dans les pays développés. En effet, entre 2001 et 2004 plus de 60 pays ont monté des 

programmes nationaux de recherche et développement (Roco, 2011). Le programme américain NNI est 

le premier à avoir été fondé en 2000 et il reste le leader incontestable. Entre 2001 et 2014, le 

gouvernement fédéral américain y a investi plus de 19.4 milliards de dollars. Plus récemment, le 

président Obama a demandé un financement de 1.5 milliards de dollars pour la seule année 2015, et les 

compagnies américaines privées y ont investi des milliards de plus (Sargent, 2014). Dans son dossier 

documentaire intitulé « Les nanotechnologies » paru en 2013 sur le site du ministère des finances et des 

comptes publics, le CEDEF (centre de documentation économie-finance) nous apprend que la France 

’està pasà à laà t ai eà puis u’elleà seà pla eà auà deu i eà a gà eu op e à de i eà l’álle ag eà e à termes 

d’effo t financier dans le domaine des nanotechnologies. En effet, plusàd’u à illia d d’eu os de fonds 

publics ont été investis en France entre 2001 et 2005 pour développer la recherche en nanoscience 

(Cedef, 2013). Malgré tout, il est difficile pou à l’Europe de concurrencer les puissances américaines et 

japonaises où les investissements publics se doublent de soutiens privés très importants. 

Ces levées deà fo dsà d’i estissement ont permis une augmentation exponentielle de dépôts de 

e etsà d’i e tio à ai sià ueà deà pu li atio s scientifiques (Chen et al., 2013; Hullmann and Meyer, 

2003). Bernhardt et al. (2010) ont évalué cette explosion du nombre de publications traitant des 

nanotechnologies en tapant des mots clés sur le moteur de recherche Web of Science (Thomson 

B A 
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Reuters). Les mots « nanomaterial  or  nanoparticle », ont généré environ 17 000 publications le 28 

septembre 2009. En utilisant ce même moteur de recherche, le 10 juin 2015 nous atteignons le nombre 

spectaculaire de 182 664 pour ces mêmes mots clés soit une augmentation par un facteur 10. Ces 

publications regroupent évidemment de nombreux domaines scientifiques et une partie minime 

seule e tàt aiteàdeà eluiàdeàl’ oto i ologieà(Bernhardt et al., 2010).  

Ce constat est illustré par la figure 2 qui permet de visualiser les différents domaines scientifiques 

plus ou moins éloignés impli u sàda sàleàdo ai eàdeàl’ tude des nanomatériaux dis EHS (Environmental, 

Health and Safety), ’est-à-dire ceu àissusàdeàlaàsa t ,àlaàs u it àetàl’e i o e e tà(Klaine et al., 2012). 

L’e plosio à desà a ote h ologiesà aà aussià pe isà deà d eloppe à età e fo e à l’effo tà deà olla o atio à

interdisciplinaire (Bhushan, 2015). 

 

Figure 2 : Carte de superposition des domaines scientifiques impliqués dans la recherche sur les Nano EHS. Les 

disciplines possédant des caractéristiques similaires sont positionnées à proximité. Les dimensions des sphères sont 

proportionnelles au pourcentage de publications scientifiques dans le domaine (Klaine et al., 2012 d’ap s la 

méthode de Rafols et al., 2010). 

Ces dernières années, les nanotechnologies ont donc littéralement inondé le marché tel un véritable 

raz de marée économique et auraient permis deà e àdeà à à à illio sàd’e ploisà à t a e sà leà o deà

(Gaffet, 2008). 

I.1.2. Définitions  

Dans ce nouveau domaine des nanotechnologies, de nombreux termes ont vu le jour et il suffit bien 

souvent de rajouter le préfixe « nano » à des appellations déjà existantes. Cependant même si au 
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premier abord ces définitions semblent être intuitives, il est important de les définir clairement afin 

d’e ployer une nomenclature normalisée pour faciliter la communication entre les chercheurs, 

organismes et industries.à C’està da sà età o je tifà u’o t été établies des normes internationales ISO 

(Organisation Internationale de Normalisation) o sulta lesà su à laà platefo eà e à lig eà deà l’I“O. 

Concernant les nano-objets,à ’està a tuelle e tà laànorme ISO/TS 80004-2 :2015 qui est en vigueur. Le 

terme « échelle nanométrique » désigne des dimensions allant de 1 à 100nm (ISO/TS 80004-1:2010, 2.1). 

En plus de ce paramètre dimensionnel, une autre propriété inhérente à cette notion du « nano » est  

ota e tà l’appo tà deà p op i t s émergentes de part cette/ces dimensions particulières. Ainsi le 

précurseur des nanotechnologies Richard Feynman a notamment défini les nano-objets comme des  

« Atoms on a small scale behave like nothing on a large scale » ’està àdi eà« des atomes à une échelle de 

petite taille qui ne se comportent comme rien de tel sur une échelle de grande taille » (Bernhardt et al., 

2010; Feynman, 1959). 

Plus concrètement, la nanotechnologie correspond à un domaine de développement et de recherche 

technologique comprenant principalement des manipulations de la matière à l’ helleà ato i ue et 

ol ulai eàdeàl’o d eàduà a o t eà -9m) (EPA, 2007). Ces manipulations de matière permettent de 

produire des objets de tailles nanométriques ou nano-objets, qui possèdent alors de nouvelles 

propriétés et fonctions qui sont uniquement dues à leurs petites tailles. Les nano-objets peuvent être de 

différentes formes (Figure 3). Les trois principales sont les nanoparticules, les nanofibres et les 

nanoplaques qui possèdent respectivement 3, 2 et 1 dimensions externes àl’ helleà a o t i ue (ISO, 

2015). Ces nano-objets sont ensuite utilisés pour élaborer des matériaux qui deviennent alors des 

nanomatériaux et qui présentent eux-aussi des propriétés spécifiques. Les nanomatériaux peuvent 

ensuite être décrits comme des matériaux renforcés, des matériaux nanostructurés de surface ou des 

matériaux nanostructurés en volume (Gaffet, 2008). 

Il est intéressant de souligner que malgré des définitions précises et normalisées, le terme de 

« nanoparticule » est celui qui reste le plus couramment employé. Par abus de langage et très 

e tai e e tà pa à ha itude,à ilà està assezà a eà d’e te d eà pa le à deà nano-objets, nanofibres et 

a opla ues,àl’e se leà ta tàplutôtàd sig à o eàdesà a opa ti ulesà(Gaffet, 2011). Pourtant leurs 

définitions respectives  font état de différences dimensionnelles non négligeables. 
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Figure 3 : Nomenclature et hiérarchie des termes employé dans le domaine des nanotechnologies (Adapté de Gaffet, 

2008 et ISO, 2015). 

I.1.3. Origine naturelle 

Il est important de considérer que la vie a de tout temps évolué en présence de nanoparticules, ces 

dernières étant présentes su à Te eà depuisà desà illio sà d’a es. En effet depuis toujours, des 

nanoparticules se sont formées naturellement dans notre environnement de pa àl’a ti it à ol a i ue,àlaà

combustion,àl’érosion et même lors des réactions de photosynthèse (Bernhardt et al., 2010; Nowack and 

Bucheli, 2007). Ellesàso tà et ou esàplusàa o da e tàda sà l’ai àetàelles proviennent principalement 

des éruptions volcaniques (nanoparticules de verre de silicate, nanofribres de cristobalite), des feux de 

forêts (nanotubes de carbone, fullerènes) ou encore des embruns marins (sulfates) (Barnard and Guo, 

2012; Bernhardt et al.,à ;à Ho hellaà età al.,à ;àNo a kà a dà Bu heli,à ;à O’Do dà età al.,à . 

M eàs’ilsà eàso tàpasàtousàdeàl’o d eàduà a o t e,à il convient de souligner que les aérosols (petites 

particules suspenduesàda sàl’ai àproduits par les activités humaines ne représenteraient que 10% de la 

totalité des poussières aériennes présentes da sà l’at osph e qui sont alors très majoritairement 

d’o igi eà atu elle (Taylor, 2002). En termes de géologie, le sol terrestre et les fonds océaniques 

représentent eux-aussi des puits à nanoparticules inorganiques naturelles (Barnard and Guo, 2012). Ces 

nanoparticules minérales ou nanominéraux se comportent eux-aussi différemment que leur homologues 

macroscopiques et peuvent être présents en quantité plus limitée dans le manteau terrestre (Hochella et 

al., 2008). Une autre origineà atu elle,à so eà touteà plusà o igi aleà està l’origine extraterrestre. Des 

i pa tsà d’ast roïdes et de météorites sur la Terre auraient par exemple délivré et produit des 
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nanoparticules de carbone nommés fullerènes (C60 et C70) (Becker et al., 2001, 1994). Enfin, certaines 

météorites pourraient même contenir des nanoparticules de diamant allant de 1 à 3 nm de diamètre (Hill 

et al., 1997; Hochella et al., 2008). 

Depuisà uel uesàa esàu àd atàs’està i stau àauàsei àdeà laà o u aut às ie tifi ue.àái si,àda sà

leur étude nommée : « Nanotechnologie : cadeau de la nature ou création des scientifiques ? », Hochella 

et al. (2015) nous expliquent qui si certains pensent que les nanoparticules manufacturées sont pour la 

plupart i e t esà età esà pa à l’ho e,à d’aut es restent convaincus que nous reproduisons 

simplement des structures déjà existantes dans la nature. 

I.1.4. Origine anthropique 

Malgré une origine naturelle, la grande majorité des nanomatériaux qui nous entourent et auxquels 

nous sommes constamment confrontés so tàdeàtouteà ide eàd’o igi eàa th opi ue, que leur structure 

soit inspirée de la nature ou non. Il existe désormais un impressionnant panel de nano-objets qui 

diffèrent de par leur composition chimique, leur taille, leur forme, leur enrobage, leur fonctionnalisation, 

leur charge ou encore leur méthode de synthèse. La plupart de ces termes restent spécifiquement 

dédiés aux domaines des nanotechnologies. En peu de temps, ce domaine a littéralement réussi à 

s’i t g e à da s la communauté scientifique et à i stau e à so à p op eà ha pà le i alà u’ilà o ie tà deà

définir. 

I.1.4.1. Forme 

Les nano-objets peuvent se présenter sous différentes formes. Comme le rappelle la norme ISO, il 

existe 3 formes prédominantes qui permettent de nommer les nano-objets (ISO, 2015). La forme la plus 

courante est la forme nanoparticulaire sphérique. Les nanoparticules inorganiques métalliques peuvent 

adopter ce type de configuration sphérique comme par exemple les nanoparticules d’a ge t,àd’o àouàdeà

fer (Huber, 2005; Lapresta-Fernandez et al., 2012). Mais un nano-objet de même composition chimique 

peut être configuré différemment, comme les nano-o jetsà d’o deà deà tita eà uià peu e tà t eà sousà

forme de nanoparticules, nanotiges, nanofils ou encore nanotubes (Reyes-Coronado et al., 2008). Les 

structures cylindriques sont également très largement représentées sur le marché des nanotechnologies 

notamment grâce aux nanotubes de carbone (Baughman et al., 2002).  Enfin, il est désormais possible de 

e à ’i porte quel type de nanoparticules en fonction de la méthode de synthèse employée. Il peut 

alors exister un immense panel de formes et de structures atomiques comme des nanohélices, 

nanozigzags, nanopyramides, nanocubes etc (Sun and Xia, 2002; Wang, 2000). 
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I.1.4.2. Synthèse 

Il existe principalement deux voies de synthèse des nano-objets : bottom-up et top-down. 

La voie bottom-up propose une approche moléculaire où les structures organiques et inorganiques 

sont construites atome par atome ou molécule par molécule  (Biswas et al., 2012; Sobolev and Gutiérrez, 

2005; Zhang, 2003). Cette approche est la plus prometteuse dans le monde des nanotechnologies car 

elleà pe età deà e à ’i po teà uelà t peà deà a o at ielà pa à diff e tesà te h i uesà (Biswas et al., 

2012). En effet, tout peut être adapté aux demandes des industriels :à laà taille,à laà fo e,à l’e o ageàouà

encore la fonctionnalisation. Ces nano-o jetsà so tà o pos sà d’ato esà pa faite e tà o ga is sà e à

structures cristallines et peuvent aussi être nommés nanocristaux (Sobolev and Gutiérrez, 2005).  

La voie top-do àp oposeà o eàso à o àl’i di ueàu eàapp o heàoppos eà à elleàduà otto -up. Ici, 

un matériel va être fragmenté, coupé ou réduit afin d’o te i àdesàpa ti ulesàdeà eà eà at ielà aisà

deàtaillesà a o t i ues.àL’atta ueà hi i ueà àl’aideàde l’utilisatio àd’acide fait partie des méthodes de 

synthèse top-down (Biswas et al., 2012). 

Le top-down peut être considéré comme la méthode la plus traditionnelle et elle se base parfois sur 

de simples procédures de broyage à billes (Christian et al., 2008). Cependant, la méthode la plus 

p o etteuseàe àte esàd’innovation est bien évidemment le bottom-upà uiàs’estàla ge e tài spi eàdeà

la nature qui a de tout temps construit des matériaux complexes comme les cristaux, coquillages, perles 

via cette technique de bottom-up. ái sià Leo a dà deà Vi i,à g a dà isio ai eà u’ilà tait, a dit : «When 

nature finishes to produce its own species, man begins using natural things in harmony with this very 

nature to create an infinity of species » (Zhang, 2003).  

Depuis quelques années nous assistons à une révolution verte dans la synthèse de nano-objets. Il est 

désormais possible de synthétiser une grande variété de nanoparticules (or, argent, sélénium, platine, 

titane, silice etc.) via des extraits de plantes, des bactéries, des champignons, des levures ou encore des 

virus (Mittal et al., 2013; Narayanan and Sakthivel, 2010). Le principe et la méthode sont très simples. En 

pa ta tàd’u eà oieàdeàs th seàtop-down, les produits chimiques, parfois toxiques utilisés dans les trois 

étapes principales de préparation ont simplement été remplacés par des produits naturels non toxiques. 

Pa à e e ple,à l’eauà peut t eà utilis eà o eà sol a t,à leà glu oseà o eà age tà du teu à età l’a ido à

o eà at ielà d’e o ageà (Raveendran et al., 2003). La méthode est alors très simple et peut 

s’appa e te à à une banale recette de cuisine. Il est, par exemple, possible de synthétiser des 

nanoparticulesàd’a ge tà àpa ti àdeà to sàdeà a elleàa het s en grande surface (Sathishkumar et al., 

2009). Les paramètres tels que le pH de la solution ou encore la température de réaction, peuvent avoir 
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une importance sur la forme des nano-objets produits (Mohammadikish et al., 2015; Sharma et al., 

2009).  

L’i t tà d’u à telà p o essusà e i o e e tale e tà espo sa leà està ie  ide e tà d’ ite à

d’utilise à desà p oduitsà to i uesà sus epti lesà d’ t eà rejetés da sà l’e i o e e t, mais également de 

limiter la production de d hetsàlo sàdesàs th sesà hi i ues.àIlàestà ua dà eài t essa tàd’o se e à

cet engouement pour un mode de p odu tio à espe ta leà deà l’e i o e e tà pou à s th tise à desà

nanoparticules métalliques qui pourraient à terme être ou devenir toxiques pour ce même 

environnement. 

I.1.4.3. Composition chimique du noyau 

On peut nommer «noyau» le centre de la nanoparticule. C’estàg ale e tà laà o positio à àdeà eà

noyau qui lui donne sa dénomination et qui informe sur ses propriétés émergentes (Christian et al., 

2008). De façon très simple, les nano-objets et nanoparticules peuvent être classés en deux catégories : 

les organiques et les inorganiques (Nowack and Bucheli, 2007). Les fullerènes et les nanotubes de 

carbone sont des nano-objets organiques qui contiennent des atomes de carbone et qui sont les plus 

répandus sur le marché. Pour ceux de nature inorganique, ce sont les nano-objets métalliques qui sont 

les plus couramment incorporés dans des nanomatériaux comme par exemple les nanoparticules 

d’argent, de cuivre, d’or ou encore de platine (Fauss, 2008; Giljohann et al., 2010; Véron et al., 2013; 

Welch and Compton, 2006). Ce tai sà tau à peu e tà p se te à plusieu sà tatsà d’o datio à ’està

pourquoi les nanoparticules métalliques peuvent aussi se présenter sous des formes oxydées comme les 

a opa ti ulesàd’oxyde de titane, d’o deàdeàzi àou e o eàd’o deàdeàfe . 

I.1.4.4. Surface spécifique 

La définition des nano-objets évoque la présence de propriétés émergentes qui sont liées à leur taille 

nanométrique (ISO, 2015). Ilàfautà ote à ueà eàph o eà ’estàpasào se a leàlo s u’u à at ielàestà

duità àl’o d e du i o t eàetà ’està ie àl’ helleà a o t i ueà uiàappo teà esàp op i t sà(Klaine et 

al., 2012). En effet, à cette échelle le rapport surface/volume d’u eà structure augmente 

considérablement. Auffan et al. (2009) ont estimé que la taille critique des nanoparticules sphériques 

pour développer des propriétés innovantes était même inférieure à 30 nm de diamètre. Ils expliquent 

u’ à etteàtaille,àdesà ha ge e tsàda sàlaàst u tu eà istalli eàpe ette tàd’aug e te à la réactivité de 

surface. Co eà l’e pli ueà laàfigu eà , pour u eà eà asseàdeà at ielà i ià µgàd’o ,àu à illia dàdeà

particules présenteront une aire surface spécifique 103 foisàplusài po ta teà u’u eàseuleàpa ti uleàdeà à
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µgàd’o .àC’est cette augmentation de l’ai eàde surface spécifique qui pe etàd’aug e te àdeàpote tiellesà

interactions et qui octroie aux nano-objets de nouvelles propriétés parfois étonnantes. En clair, la forme 

ph si ueà d’u à at ielà peutà la ge e tà i flue e à sesà p op i t s.à La surface des nano-objets apparait 

donc comme un élément important de classification, et la chimie de surface peut être différente de celle 

du noyau g eà àl’e o ageàou à la fonctionnalisation (Christian et al., 2008).  

 

Figure 4 : Aire de surface en fonction du nombre et de la taille des a opa ti ules pou  u e asse d’o  ui ale te 

(adapté de Klaine et al., 2012). 

I.1.4.5. Enrobage 

Dans de nombreux cas, les noyaux des nano-objets sont e o sàd’un composant différent (Figure 5). 

L’e o ageà està pa foisà asso i à à laà thodeà deà s th se.à D’après la méthode Turkevich, des 

nanoparti ulesàd’o àsph i uesàpeu e t pa àe e pleà t eàp oduitesàsuiteà àlaà du tio àdeàselsàd’o àpa à

une solution de citrate (Brisson and Mornet, 2007). Ces nanoparticules sont de ce fait, enrobées par un 

groupement négatif citrate. Ce sont par ailleurs souvent des ions ou molécules chargées mais également 

des oxydes de métaux (Griffitt et al., 2008), des polymères comme la polyvinylpyrrolidone PVP (Huang et 

al., 2010), des acides humiques (Croteau et al., 2011) ou encore deà l’a ideà th l eà dia i eà t t a-

acétique (EDTA) (Kennedy et al., 2010).à Cesà age tsà d’e o ageà so tà sou e tà utilis sà pou à odifie à laà

surface des nanoparticules et notamment pour éviter leur agrégation dans un milieu liquide (Figure 5). 

C’està p i ipalement le cas des enrobages citrate qui, possédant une charge négative, entrainent des 

répulsions électrostatiques (Loi de Coulomb) entre nanoparticules de même charge limitant ainsi leur 

agrégation. Le potentiel zeta est intimement relié à cette charge de surface et est facilement mesurable 

pou à alue à eàph o eàd’ag gatio à(Landsiedel et al., 2010). 

I.1.4.6. Fonctionnalisation 

E àplusàdeàl’e o age,àlesà a opa ti ulesàetà a o-objets peuvent être fonctionnalisés (Figure 5). Dans 

ce cas-là, ce sont des macromolécules ou molécules relativement longues qui saturent la surface du 

nano-objet (protéines par exemple). Un encombrement stérique permet ainsi une stabilisation car les 
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molécules fonctionnalisées présentent souvent une forte affinité pour le solvant dans lequel les nano-

objets sont en solution (figure 5). Pour que les nanoparticules puisse tàs’ag ge  entre elles il faudrait 

alors que le solvant se désagrège entre les deux nano-objets, mais également entre les macromolécules 

fonctionnalisées (Christian et al., 2008). Ce processus est largement élaboré dans le domaine médical 

a e à l’a e e tàdeà laà a obiotechnologie qui permet notamment la fonctionnalisation de molécules 

th apeuti uesàouàd’a ti o psà CF.àse tio àI. . . .  

 

Figure 5 : Exemple de structure de nanoparticules sphériques évitant leur ag gatio  da s u  ilieu. L’e o age 

et/ou la fo tio alisatio  peu e t pe ett e u e pulsio  le t ostati ue s’ils p se te t des ha ges et/ou u  

encombrement stérique si la molécule est de taille relativement importante. 

I.1.5. Intérêt et innovation 

Lesà a ote h ologiesào tàe t a àu eàso teàd’eupho ieà olle ti eàg eà àl’a e e tàdeàp op i t sà

émergentes parfois même considérées comme révolutionnaires. Nous pouvons clairement distinguer 

deux types de nanotechnologies. D’u eà pa t,à lesà a opa ti ules développées en biotechnologies qui 

promettent de réels progrès thérapeutiques, des applications cliniques et un espoir de guérison pour de 

nombreuses maladies encore jugées i u a les.à Pou à u eà uestio à d’ thi ue,à il apparait délicat de 

poi te àduàdoigtàl’utilisatio àdeà esà a o at iau àpote tielle e tàto i uesàpou àl’e i o e e tàalors 

u’ils pourraient offrir la possibilité de guérir des personnes atteintes de maladies graves. Une autre 

catégorie de nanomatériaux ont quant à eux, des objectifs différents, moins vitaux et ils permettent 

entre autre d’a lio e à o sid a le e tà ot eà o fo tàdeà ie.  

I.1.5.1. Na opa ti uleàetà de i eà l’e e pleàdeàl’o  

La nanobiotechnologie a permis la synthèse des nanoparticules pouvant être utilisées dans de 

nombreuses applications o eàpa àe e pleàl’i age ieà di ale (Corot et al., 2006; Gao et al., 2009; 

Whitesides, 2003). Les a o o jugu sà d’o  sont largement étudiés car ils offrent des promesses de 

progrès thérapeutiques qui pourraient s’a e  révolutionnaires. Ce sont des nanoparticules d’o à uiào tà
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leur surface fonctionnalisée par différentes structures et qui leur confère leà pote tielà d’age tà

thérapeutique (Giljohann et al., 2010). En effet, des anticorps fonctionnalisés peuvent par exemple 

détecter spécifiquement des cellules cancéreuses grâce à une haute affinité avec des récepteurs de 

surface exprimés par les cellules malignes (Giljohann et al., 2010). Une fois irradiés, ces nanoconjugués 

d’o àd eloppe tàdesàp op i t sàd’ hauffe e tàimportantes qui permettent la destruction de la cellule 

cancéreuse (Giljohann et al., 2010; Loo et al., 2005). Ils pourraient donc constituer des traitements 

thérapeutiques non invasifs et plus supportables pour les patients, qui pourraient entrainer une 

du tio à o sid a leà duà olu eà desà tu eu s.à Lesà a opa ti ulesà d’o à so tà gale e tà e à ou sà deà

e he hesà pou à leà t aite e tà d’u eà aut eà aladieà alheu euse e tà t sà pa due, le VIH (Virus de 

l’Immunodéficience Humaine) (Bowman et al., 2008). 

I.1.5.2. Nanoparticule et confort de vie 

Les propriétés émergentes des nanomatériaux sont utilisées dans de nombreux secteurs. Pour la 

g a deà ajo it à ilsàpe ette tàd’a lio e à ot eà uotidie  grâce à divers matériaux exploités dans de 

nombreux produits de consommation. Il serait diffi ileà d’e à fai eà u à i e tai eà e haustif,à epe da tà

quelques exemples sont présentés ci-dessous. Dans les cosmétiques, les nanoparticules de dioxyde de 

tita eàetàd’o deàdeàzi àso tàutilis esàda sàlesà esàsolai esà o eà a àUV (Nohynek et al., 2008). 

Pour un aspect esthétique et grâce à un fort pouvoir blanchissant on retrouve également du titane dans 

le dentifrice ou les crèmes de beauté mais aussi dans les peintures. á e àleu à ouleu à ougeà ifà àl’ helleà

nanométrique, les nanoparticulesàd’o  et les nanoparticules de cuivre sont aussi exploitées en tant que 

colorant, notamment dans le verre des flacons de parfum ou des bouteilles de soda (Véron et al., 2013). 

Da sà l’i dust ieà sa itai e, les nanoparti ulesà d’a ge tà so tà pa à e e ple,à g eà à leu à pou oi à

antimicrobien, exploitées dans les pansements (Marambio-Jones and Hoek, 2010; Pourzahedi and 

Eckelman, 2015). Les nanoparticules de silice e àta tà u’agent anti agglomérant sont incorporées dans 

des produits comestibles tels que les soupes et sauces pour augmenter leur onctuosité (Grombe et al., 

2014). L’i dust ieà auto o ileà exploite aussi ces matériaux sous forme de films minces pour des 

propriétés de résistance, de traitement de surface qui rendent par exemple les surfaces résistantes aux 

taches, autonettoyantes ou encore imperméables. Enfin avec des propriétés de magnétisme nommées 

super paramagnétisme, les nanoparticulesà deà fe à so tà utilis esà da sà l’i dust ieà le t o i ue. Les 

applications militaires ont été largement étudiées et les nanotechnologies ont notamment permis la 

i iatu isatio à desà o di ateu sà età deà l’ le t o i ueà e à alla tà jus u’ à laà pu eà età au à s st esà
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d’i tellige eà a tifi ielle.à Lesà e te e tsà deà p ote tio  blindée peuvent être plus légers tout en 

conférant une protection plus efficace (Altmann, 2004). 

áp sà l’eupho ieà asso i eà à esà p og sà te h ologi ues, un constat a été établi et les questions 

d’o d eàsa itai e et d’ thi ue entrent maintenant en jeu. 

I.1.6. Prise de conscience collective, crainte, éthique 

Depuis quelques années, une prise de conscience collective a vu le jour et même si encore une 

majorité de la population ne sait pasà elle e tà eà u’està u eà a oparticule, les nanotechnologies 

commencent à apparaitre dans les sujets d’a tualit à età deà dis ussio  (Grunwald, 2005; Schummer, 

2006). Récemment sur un plateau de télévision, un altermondialiste a pointé du doigtàde a tàl’opi io à

publique l’e iste eàdeà a opa ti ulesàde titane dans des bonbons et chewing-gums e àesti a tà u’ellesà

étaient mauvaises pour la santé. Une théorie plus radicale a également vu le jour, elle se nomme « Grey 

goo » ou « gelée grise » età etàl’h poth seàd’u eàfi àduà o deà uiài pli ue aità lesà a otechnologies 

avec des autoréplications de robots qui deviendraient incontrôlables et consommeraient les ressources 

terrestres (Giles, 2004; Nohynek et al., 2007; Schmoll, 2007). Un thriller écrit par Michael Crichton en 

2002 nommé «La proie» faità tatàdeà etteàth o ieàpuis ueàl’i t igueàseà aseàsu àdesànano-objets qui se 

so tà ad sàd’u eàe t ep iseàetàs’asso ie tàe àessaim pour attaquer et contrôler les hommes. Même si 

chacun a so àp op eà juge e tàd’esp it,àcette théorie pointe du doigt un sentiment de peur face à un 

développement technologique pouvant, pour certains, être perçu comme incontrôlable.  

D’aut es,à auà o t ai eà plusà utopistes,à oie tà l’a e e tà desà anotechnologies comme un 

« nanodream » qui offrirait un pont vers le futurisme, la prospérité sans précédent, le développement 

d’i dust iesàsa sàpollutio àouàe o eà eà l’espoi àd’u eà ieà te elleà (Mnyusiwalla et al., 2003; Stix, 

2001). 

En ce qui concerne l’ oto i ologie, nous pourrions nous demander quel poids aurait un petit groupe 

de chercheurs face à une entreprise qui génère des millions de dollars si leurs recherches venaient à 

démontrer que les nano-objets mis sur le marché peuvent avoir des dommages irrémédiables sur 

l’e i o e e t.àM eàsià elaàaà t àu àpeuàou li à esàde i esàa esàetà o e eàe fi à à e ge à

da sà lesà tatsà d’esp its,à ilà o ie tà deà ga de à à l’esp ità u eà ala eà fi es/ is uesà ua tà à laà

surexploitation des ces nanotechnologies. 
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I.1.7. Contexte législatif 

Il aura fallu attendre le 1er janvier 2013, alors que les nanoparticules sont déjà en plein apogée, 

pour voir apparaitre en France l’e t eà e à vigueur d’u eà d la atio à o ligatoi eà d’utilisation. Dans 

l’a ti leàL -1 du odeàdeàl’e i o e e tàil est dit que «da s u  o je tif de t aça ilit  et d’i fo atio  

du pu li , l’ide tit , les ua tit s et les usages de es su sta es doi e t t e p iodi ue e t d la s». 

De plusàl’a ti leàL -2 souligne que «Les personnes qui fabriquent, importent ou utilisent des substances 

e tio es à l’a ti le L. -  t a s ette t, à la de a de de l’auto it  ad i ist ati e, toutes les 

informations disponibles relatives aux dangers de ces substances et aux expositions auxquelles elles sont 

sus epti les de o dui e, ou utiles à l’ aluatio  des is ues su  la sa t  et l’e i o e e t» (Direction 

générale de la prévention des risques, 2014; Legifrance, 2010). Cette déclaration doit être effectuée en 

ligne iaàl’appli atio àdeàgestio  R-Nano dès que laàp odu tio ,àl’i po tatio àouàlaàdist i utio àdépasse 

100 grammes deàsu sta eà àl’ tatà a opa ti ulai e. Ainsi on peut maintenant facilement savoir que 10 

417 déclarations ont été soumises en 2014 contre 3 409 en 2013 par plus de 1400 entités françaises et 

pour 319 catégories de substances nanoparticulaires. En 2014, La France a vu sa production grimper à 

274 000 tonnes et au contraire son importation diminuer, passant de 212 000 tonnes en 2013 à 122 000 

tonnes en 2014 (Direction générale de la prévention des risques, 2014). Avec cette législation, la France 

o t eàl’e e pleàpuis u’elle est devenue le p e ie àpa sàdeàl’u io àeuropéenne à mettre en place une 

déclaration obligatoire. Avec son arrêté royal du 27 Mai 2014, la Belgique a aussi instauré la mise en 

pla eà d’u à telà egist eà uià se aà a tifà e à ja ie à .à áuà Da e a kà ilà faud aà d so aisà gale e tà

déclarer les productions et importations. Il apparait évident que ces législations vont progressivement se 

mettre en place un peu partout dans le monde. 

 

I. .ààLesà a opa ti ulesàd’a ge tà ág  

I.2.1. Marché 

Selon la dernière mise à jour du PEN (The Project on Emerging Nanotechnologies, 2013), trois types 

de nanoparticules dominent le marché en 2013 (Figure 6). Avec 383 nanoproduits (produits mis sur le 

a h à i o po a tà desà a opa ti ules ,à lesà a opa ti ulesà d’a ge tà ág à seà pla e tà e à p e i eà

position en occupant 24% de la totalité des nanoproduits référencés (Fauss, 2008; Rejeski, 2009). Elles 

devancent largement les nanoparticules de titane et de carbone qui représentent respectivement 11 et 

5% (Fauss, 2008). Avec un coût de production raisonnable et des propriétés permettant leur 
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incorporation dans de o eu àp oduits,àlesà a op oduitsàd’a ge tào tà uàleu àutilisatio àetàp odu tio à

multipliée par 15 entre 2006 et 2013 (Capek, 2004; Fabrega et al., 2011; Fauss, 2008). Pourtant, même si 

elles sont incorporées dans une plus large gamme de produits, avec seulement 400 tonnes de production 

par an en 2010, les nAg étaient loin derrière les nanoparticules de dioxyde de titane (nTiO2 ,àd’o deàdeà

zinc (ZnO) ou encore les nanotubes de carbone (NTC) qui affichaient quant à eux, des estimations record 

de plus 80 000, 30 000 et 3 000 tonnes respectivement (Keller et al., 2013). En effet, les applications qui 

génèrent ces production élevées sont les peintures, les enrobages ou encore les pigments alors que les 

ágàso tàp i ipale e tàutilis esàda sàlesàdo ai esàdeàlaàsa t ,àdeàl’h gi eàetàduà ie -être. 

 

Figure 6 : Nombres de produits incorporant des nanoparticules composées de différents matériau  selo  l’i e tai e 

du PEN is à jou  e  O to e  D’ap s The P oje t o  E e gi g Na ote hnologies). 

I.2.2. Propriétés et utilisations des nAg 

C’està p i ipale e tà pou à leu sà p op i t sà a ti i o ie esà ueà lesà ágà so tà leà plusà la ge e tà

e ploit es.àCesàp op i t sà eàso tàpasàu eàd ou e teàpuis u’ilà àaàplusàdeà àa s,àl’a ge tà taitàd j à

utilisé par les Romains et les Grecs pour soigner les plaies (El-Badawy et al., 2010). Avec leur taille 

nanométrique, les nAg ont permis de décupler ces propriétés déjà reconnues. Elles sont donc 

actuellement couramment utilisées comme biocide contre les bactéries, les champignons ou encore les 

virus (Marambio-Jones and Hoek, 2010).àDa sàl’i dust ieàte tile,àellesào tàd’a o dà t ài o po esàda sà

les vêtements hospitaliers afin de prévenir les infections bactériennes pathog esàtellesà ueàl’i fe tio à

causée par Staphylococcus aureus (Durán et al., 2007). Elles sont maintenant incorporées dans les 

te e tsàdeà tousà lesà jou sà o eà lesà haussettesàetàpe ette tàd’ li i e à lesà i oo ga is esà uià
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sont notamment responsables des mauvaises odeurs (Benn and Westerhoff, 2008; Perera et al., 2013). 

Dans leur étude, Farkas et al. (2011b) rapportent eàl’e iste eàsu àleà a h àd’u eà a hi eà àla e à

le linge qui serait capable de produire des nAg par électrophorèse via un système nommé « Silver Nano 

Health system ». En 2003, la compagnie multinationale Samsung a déposé une appellation de marque 

« Silver Nano »à pou à d sig e à l’e se leà deà leu sà i o atio sà e à te esà deà a hi esà à la e ,à

f ig ateu sàetàaut esàpu ifi ateu sàd’ai à uiàs th tise tàouài orporent des nAg. Que ce soit dans les 

produits ménagers, les vêtements, les cosmétiques ou encore les produits de soins personnels, les nAg 

ont envahi le quotidien (Figure 7).  

 

Figure 7 : A : Distribution des catégories de produits incluant des nAg ; B : Distribution spécifique de la catégorie 

sa t  et e ise e  fo e D’ap s Fauss, 2008). 

Fait plus surprenant, les nAg sont également utilisées dans les emballages alimentaires afin de 

eta de àauà a i u àlaàd g adatio àdesàali e ts.à“ià e tai esà tudesào tà o t à ueàl’a ge tàp se tà

dans ces emballages ne migrait pas sous forme nanoparticulaire dans les produits (Addo Ntim et al., 

2015) d’aut esàauà o t ai eàl’o tàd o t  (Echegoyen and Nerín, 2013; Grombe et al., 2015). 

Elles sont parfois également utilisées pour des propriétés optiques et peuvent être intégrées dans des 

peintures, encres voire même dans des bouteilles en verre contenant du soda (Kaegi et al., 2010; Mueller 

and Nowack, 2008; Perelaer et al., 2009; Tay and Edirisinghe, 2002; Véron et al., 2013). 

Dans le domaine médical, les propriétés des nAg pour prévenir les infections, réduire les 

inflammations ou encore favoriser la cicatrisation ne sont plus à démontrer, et les pansements qui en 

incorporent sont largement utilisés notamment pour le traitement de grands brûlés (Fong and Wood, 
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2006; Pourzahedi and Eckelman, 2015).à áà l’i sta à desà a opa ti ulesà d’o ,à ellesà p se te tà aussià u à

pote tielà i t essa tà pou à lesà appli atio sà d’i age iesà di alesà ai sià ueà pou à lesà t aite e tsà deà

aladiesà uià e ui e tàl’e oiàdeà di a e tsàsu àdesà ellulesàouào ga esàsp ifi uesà(Ahamed et al., 

2010; Jain et al., 2008; Schrand et al., 2008). 

I.2.3. Synthèse, forme 

Il existe de nombreux protocoles de synthèse et de production des nAg expliqués dans divers 

rapports et études (Behra et al., 2013; Fa egaàetàal.,à ;àPa čekàetàal.,à ;à“ha aàetàal.,à ;à“u à

and Xia, 2002). Dans leur synthèse bibliographique, Evanoff and Chumanov, (2005) appo te tà ueàl’o à

peut arbitrairement différencier deux méthodes de synthèse : des méthodes traditionnelles qui 

o po te tà lesàs th sesà iaàdesà du tio sàdeàselsàd’a ge t,àetàdesàte h i uesà o àt aditio ellesàdeà

synthèse par réduction dans des matrices poreuses ou encore par irradiation laser (Abid et al., 2002; 

Plyuto et al., 1999). Dans ce manuscrit de thèse, nous nous focaliserons seulement sur la méthodologie 

la plus couramment employée : une synthèse par bottom-up où les nanoparticules sont produites suite à 

laà du tio àdeà selsàd’a ge t,à leàplusà sou e tàdesà it atesàd’a ge t (Behra et al., 2013; Fabrega et al., 

2011; Sharma et al., 2009). Ces sels peuvent être réduits en solution aqueuse par différents ions 

réducteurs comme le borohydrure (BH4
-), le citrate (C6H507

3- àouàl’as o ateà C6H7O6
-) (Behra et al., 2013; 

Marambio-Jones and Hoek, 2010; Sharma et al., 2009; Tolaymat et al., 2010). Cette réduction forme des 

ato esà d’a ge tà ág0 à uià s’agglo e tà e à g oupesà puisà e à a opa ti ules.à La solution de nAg ainsi 

formée présente une couleur jaune. La taille, la forme et la stabilité des nanoparticules ainsi 

synthétisées, dépendent principalement des conditions expérimentales. En effet de nombreuses études 

résumées dans la synthèse bibliographie de Sharma et al. (2009) ont prouvé que le borohydrure, 

considéré comme un fort agent réducteur, entraine la production de petites nAg, alors que le citrate, 

considéré comme un agent réducteur plus faible, produit des nAg plus larges. Lors de la synthèse, ces 

a io sà se e tà aussià d’age tà sta ilisateu à ouà age tà d’e o ageà fa o isa tà laà o odispe sio à desà

a opa ti ules.à Laà du tio à età laà sta ilisatio à desà ágà peutà gale e tà s’effe tue à ia des polymères 

comme le polyvinylpyrrolidone (PVP) et le polyethylene glycol PEG à uià se e tà alo sà d’age tsà

du teu s,àdeàdispe sa tsàouàe o eàd’age tsàd’e o ageàe àfo tio àdesà thodesà(Jiang et al., 2004; 

Luo et al., 2005; Marambio-Jones and Hoek, 2010; Wang et al., 2005). 

Les différentes techniques de synthèse existantes permettent de produire des nAg de formes 

variables comme des sphères, des bâtonnets, des fils, des cubes ou encore des plaques (Figure 8, Behra 

et al., 2013; Cobley et al., 2009; Sun and Xia, 2002). Dans leur étude, Pal et al. (2007), ont étudié les 
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propriétés antibactériennes de différentes formes de nAg (Figure 8) sur la bactérie gram-négative 

Escherichia coli, et ont démontré une plus forte action biocide des nAg sous forme de nanoplaque 

t ia gulai eàt o u eà Figu eà D .àIlsà ette tàl’h poth seà ueàdiff e tesàfo esàdeà ágàposs da tàu eà

aire de surface équivalente auront par contre des aires de surfaces effectives différentes en fonction des 

facettes actives dépendantes de leur forme. 

 

Figure 8 : Photos e  i os opie le t o i ue à t a s issio  TEM  de a opa ti ules d’a ge t de différentes 

formes synthétisées par différents protocoles. A : nAg de différentes forme ; B : nAg sphériques ; C : nAg 

principalement en bâtonnets; D : nAg en nanoplaques triangulaires tronquées. Photos tirées de Pal et al. (2007). 

I.2.4. Cycle de vie des nAg :àdeàlaàp odu tio àe àusi eàau à ejetsàda sàlesà ou sàd’eauàà 

L’utilisatio àa ueàdesà ágàda sàlaà ieà uotidie eàposeà lai e e tàlaà uestio àdeàleu à o s ue eà

e i o e e tale.àáuàp ala le,àilà o ie tàdeàs’i t esse àen premier lieu à leur cycle de vie global. En 

effet, le cycle de vie et deà p odu tio à d’u à a op oduit détermine les possibilités de rejets de 

a opa ti ulesàda sàl’e i o e e tà o eàl’illust eàlaàfigu eà à(d'après Sun et al., 2014). 

Dans leur revue bibliographique, Gottschalk and Nowack (2011) ont compilé les différentes étapes 

impliquées dans un possible relargageà da sà l’e i o e e t.à Lo sà duà p o essusà deà p odu tio ,à ilsà

affi e tà ueà à à %àdesà a opa ti ulesàp oduitesàpou aie tà t eà ejet esàda sàl’ai ,àlesàsolsàouàlesàeau à

deà su fa eà sa sà au u à passageà auà p ala leà pa à u eà statio à d’ pu atio .à Puis,à l’i o poration de ces 

nanoparticules dans des produits intermédiaires ou finaux pourrait également être une étape générant 
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u à ela gageàda sàl’e i o e e t.àC’està ie à ide e tàlo sàdeàl’utilisatio ,àleà e lageàouàe o eàlaà

destruction des nanoproduits que le risque est le plus grand et bien souvent incontrôlable. Ce risque est 

effectivement bien difficile à évaluer car les rejets de nanoparticules, et, dans le cas présent de nAg, sont 

fortement dépendants de la façon dont elles sont intégrées dans le produit final. Il apparait évident que 

lesà ágài o po esàda sàdesàfluides,à esàouàe o eàsp a sàso tàplusàsus epti lesàd’ t eà apide e tà

ejet esà da sà l’e i o e e t.à áuà o t ai e,à ellesà i t g esà da sà u eà at i eà solideà se o tà plutôtà

graduellement rejetées e à fo tio àdeà l’ tatàd’usu eàduàp oduità (Gottschalk and Nowack, 2011). Dans 

leur étude, Kaegi et al. (2010) ont par exemple rapporté un lessivage de 30% des nAg incorporées dans 

u eà pei tu eà deà façadeà ap sà seule e tà u eà a eà d’e positio à au à i te p ies.à E fi ,à e à eà uià

o e eàlesà a opa ti ulesà ejet esàda sàleà seauàd’eauàpu li àouàda sàlesàd hetsà o u s,à ’estàlo sà

deàleu àpassageà iaàlesàstatio sàd’ pu atio ,àlesài i ateu sàouàlo sàdeàleu  mise en décharge/recyclage 

ueàleà is ueàd’u àpote tielà ejetàda sàl’ai ,àleàsol,àl’eauàetàlesàs di e tsàdoità t eàp isàe à o pte.à 

 

Figure 9 : Structure générale du modèle de rejet des nanoparticules (ENM : engineered nanomaterial, 

nanomatériaux manufacturés  à diff e tes tapes de p odu tio , d’i o po atio  da s des p oduits et 

d’utilisatio /appli atio . Rejets di e ts da s la te h osph e statio s d’ pu atio , usi es d’i i atio  des 
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d hets, d ha ges et p o essus de e lage  et da s l’ osph e ai , sol, eau, s di e t . Rejet i di e ts de la 

te h osph e e s l’ osph e. S h a ti  de Sun et al. (2014). 

Tout au long de leur cycle de vie, les nanoparticules, telles que les nAg, peuvent subir différentes 

transformatio sàouàd g adatio sàsoulig a tàai siàleà halle geài po ta tà ueà ep se teàl’ tudeàdeàleu à

e positio àetà o e t atio à fi alesàda sà lesà ou sàd’eauà (Gottschalk and Nowack, 2011; Nowack et al., 

2012).àáàl’heu eàa tuelle,àilà ’e isteàse le-t-il pas de méthode spécifique permettant leur quantification 

di e teà età e à outi eà da sà l’e i o e e t.à “eulesà lesà od lisatio sà ath ati uesà pe ette tà

d’ aluer des concentrations environnementales prédictibles (PEC) (Gottschalk et al., 2009; Sun and Xia, 

2002). 

I.2.4.1. E e plesàdeà ejetsàdesà ágà iaàl’utilisation de nanoproduits 

Co eà ousà l’a o sà e pli u à p de e t,à lesà ágà so tà la ge e tà i o po esà da sà lesà

te e tsàetà ota e tàlesà haussettesàpou à ite àleàd eloppe e tàdesà au aisesàodeu s.àL’ tudeà

effectuée par Benn and Westerhoff (2008) sur le relargage de nAg incorporées dans 6 types de 

haussettesà a het esà da sà leà o e eà esteà l’u eà desà plusà it es.à Desà photosà pa à i os opieà à

ala ageào tàd o t àl’e iste eàdeà ágàdeà à à à àdeàdia t eài t g esàda sàlesà haussettes 

et des photos par microscopie électronique à transmission ont prouvé la présence de formes irrégulières 

deà ágàdeà à à à uel uesà e tai esàdeà a o t esàda sàleu sàeau àdeàla age.àE àplusàd’u à ela gageà

d’a ge tàsousàfo eàdissoute,àlesàauteu sào tàmontré que les rejets étaient en relation avec les processus 

deàfa i atio àetàd’i o po atio . 

De nombreuses études se sont intéressées aux tissus composés de nAg encore appelés nanotextiles. 

“ià e tai esà o tà tudi à lesà p o essusà età te h i uesà d’i o po ation des nAg dans les fibres de coton 

(Perera et al., 2013),à d’aut esà o tà tudi à lesà diff e tesà te h i uesà deà su eilla eà possi lesà pou à

o t ôle à lesà is uesà di e tsà ouà i di e tsà pou à l’ho eà età l’e i o e e tà (Rezic, 2011). Les coûts 

e g ti uesàetàlesài pa tsàe i o e e tau àd’u eàtelleàte h ologieào tàaussi été analysés (Walser et 

al., 2011) ainsi que le comportement de tissus provenant de différentes usines (Geranio et al., 2009). 

U eà tudeàaà eàd o t àleà ela gageàd’a ge tàda sàdeàlaàsueu àa tifi ielleàe à o ta tàa e àleàtissu,à

soule a tà alo sà u à is ueà pote tielà pou à l’homme (Kulthong et al., 2010). Toutes ces études ont par 

ailleu sà o t àu à ela gageàd’a gent sous forme ionique ou nanoparticulaire dans les eaux de lavage 

(Benn and Westerhoff, 2008; Geranio et al., 2009; Mitrano et al., 2014; Perera et al., 2013). Elles 

soulig e tàalo sàl’e iste eàd’u à is ueàdeà ela gageà uiàdoità t eàp isàe à o pteàlo sàduàt aite e tàdesà

eaux usées. 
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“iàl’o às’i t esseàau àaut es biens de consommation impliquant des nAg, des études ont mesuré des 

ejetsàd’a ge tàsousàfo esàdissoutesàet/ouà a opa ti ulai esà iaàlesàpa se e tsà(Holbrook et al., 2014; 

Pourzahedi and Eckelman, 2015), les sprays type déodorants (Losert et al., 2015), les revêtements 

transparents pour façade extérieures en bois (Künniger et al., 2014), les peintures extérieures (Kaegi et 

al., 2010) ou encore les emballages alimentaires (Addo Ntim et al., 2015; Echegoyen and Nerín, 2013; 

Grombe et al., 2015).à “ià pou à e tai sà p oduits,à ilà e isteà u à is ueà d’u à ela gageà di e tà da sà

l’environnement (Holbrook et al., 2014, 2014; Kaegi et al., 2010; Künniger et al., 2014; Losert et al., 

2015),àpou àd’aut esàetà ota e tà lesà a ote tiles,à esà ejetsàdoi e tà t eàg sàetàt ait s (Benn and 

Westerhoff, 2008). 

Bie à ueà e tai sàassu e tà ueàlesà ua tit sàdeà ágàetàd’a ge tàdissousà ejet esàda sàlesàeau àus esà

sont trop faibles pour parler de risques environnementaux (Perera et al., 2013) la plupart des études 

d j à it esà esti e tà laà essit à d’u à p o essusà deà t aite e tà desà eau à us esà fo tio elà età adapt à

pour prendre en charge ce type de rejet.  

I.2.4.2. Co po te e tàdesà ágàda sàlesàstatio sàd’ pu atio  

Les nAg rejetées dans le réseauàd’eauàpasse tàda sàlesàs st esàd’assai isse e tà o eàlesàstatio sà

d’ pu atio sà “TEP .à Lesà p o d sà deà t aite e tsà desà eau à us esà età laà p iseà e à ha geà desà

a opa ti ules,à do tà lesà ág,à so tà de e usà desào je tifsà deà e he heà i dispe sa lesà pou à l’ tude de 

l’ aluatio à duà is ueà e i o e e talà (Brunetti et al., 2015). Kim et al. (2010) ont identifié dans les 

bouesàdeà“TEPàdesà a o istau àdeàsulfu eàd’a ge tà ág2“ àdeàfo eàellipsoïdale,àd’u eàtailleàdeà à à à

à asso i sà e à petitsà ag gats.à D’aut esà tudesà o tà o t à ueà lesà ágà so tà pa tielle e tà oi eà

totale e tà o e tiesàe àsulfu eàd’a ge tàág2S pendant la phase de digestion anaérobique du traitement 

(Brunetti et al., 2015; Kaegi et al., 2011; Kent et al., 2014; Lombi et al., 2013).à“ià laàplupa tàdeà l’a ge tà

retrouvé dans les boues ou les effluents de STEP semble être présent sous forme de sulfure et donc 

eau oupà oi sàsolu leàetàto i ueà ueàd’aut esàfo esàd’a ge t,àleàde e i  des nAg est étroitement lié 

à la nature de leurs enrobages qui parfois agissent contre la floculation ou encore contre les 

transformations chimiques. Sous certaines conditions, il semble que les nAg pourraient être rejetées 

dans les écosystèmes aquatiques sous leur forme originelle (Kaegi et al., 2011). Les enrobages pourraient 

a oi à u à ôleà i po ta tà su à leà de e i à età l’i pa tà desà a opa ti ulesà da sà l’e i o e e t,à età pou à

effectuer une évaluation pertinente des risques, il faudrait alors effectuer des études et proposer des 

modélisations pour chaque type de nAg (Hendren et al., 2013). Par ailleurs, les nAg ayant très 

certainement déjà subi des transformations physiques et chimiques avant leur arrivée en STEP, il faudrait 
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de ce fait raisonner sur des nanoparticules altérées présentant des formes, des tailles et des 

compositions potentiellement différentes (Lowry et al., 2012b). 

Leà is ueàd’u à ela gageàdeà ágàda sàlesàeaux de surface semble avéré, que ce soit via les effluents 

ap sàleu àpassageàe à“TEP,à iaàlesà ela gagesàdi e tsàda sàl’e i o e e tàouàe o eà iaàlaàgestio àdesà

boues de STEP comme par exemple leur épandage en agriculture. 

I.2.4.3. Concentration dans les ou sàd’eau : limites techniques et modélisations 

M eàsiàdesà ejetsàdeà a opa ti ulesàse le tà t eà i ita les,à à l’heu eàa tuelle peu de données  

sont disponibles concernant leurs concentrations environnementales. Des mesures quantitatives de 

concentrations, et qualitatives de tailles, formes et compositions des nanoparticules dans les milieux, 

sont nécessaires pour pouvoir étudier leur devenir, leur transport et surtout leurs risques potentiels pour 

les écosystèmes (Hassellöv et al., 2008).àáàl’heu eàa tuelle,àlesàte h i uesàdispo i lesà eàpe ette t pas 

des détections et quantifications fiables qui pourraient être applicables en routine pour des 

concentrations environnementales faibles (Gottschalk and Nowack, 2011). Comparées aux analyses 

chimiques traditionnelles, les mesures pour les nanoparti ulesà o e e tàd’u eàpa tàl’aspe tà hi i ueà

etàd’aut eàpa tàl’aspe tàph si ueà fo e,àtaille à uiàso tà t oite e tàli sà(von der Kammer et al., 2012). 

Leurs propriétés physicochimiques sont aussi reliées au milieu environnant et le traitement nécessaire à 

leu àa al seàpeutà odifie à esàp op i t sàetàe t ai e àl’appa itio àd’a tefa tàdeà esu eà(von der Kammer 

et al., 2012). Dans leur revue bibliographique, (von der Kammer et al., 2012) ont répertorié et décrit 

différentes approches permettant de détecter et caractériser les nanoparticules dans des milieux 

complexes. Ils ont pointé du doigt les aspects à développe àa a tàd’ la o e àdeà ou ellesàte h i uesàdeà

mesure spécifiques aux nanoparticules comme par exemple la préparation des échantillons et leur 

condition de stockage.  

áàl’heu eàa tuelle,à lesà od lisatio sà ath ati uesà este tàfi ale e tàl’outilà leà ieux adapté pour 

évaluer les concentrations environnementales prédictibles (PEC) (Gottschalk et al., 2013; Gottschalk and 

Nowack, 2011; Mueller and Nowack, 2008).à L’u eà desà plusà e tesà tudesà deà od lisatio à aà té 

réalisée par Sun et al. (2014) età o e eàl’Eu opeàe à .àC’està àpa ti àdeàdo esàsu àlesà olu esàdeà

production et sur les cycles de vie des nAg que les flux de distribution et de transfert entre 

compartiments ont pu être calculés (Figure 10A). Les concentrations prédictibles en nAg évaluées dans 

divers compartiments sont présentées dans la figure 10B. Pour les eaux de surface la PECàestàdeàl’o d eà

du ng.L-1 avec une valeur fréquente de 0,66 ng.L-1 uiàpou aitàs’ le e àjus u’ à , à g.L-1.  
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Figure 10 : A : Flu  de t a spo t et dist i utio  des Ag e  Eu ope pou  l’a e  à pa ti  d’u e p odu tio  de 

32,4 tonnes ; B : Concentrations prédictibles des nAg dans différents compartiments techniques et 

environnementaux. La valeur « Mode » correspond à la valeur la plus fréquente alors que les valeurs Q0.15 et Q0.85 

correspondent aux percentiles les plus faibles et les plus élevés. Les valeurs en noir désignent des concentrations 

alors que les valeurs en gris désignent les augmentations annuelles des concentrations. Adapté de Sun et al. (2014). 

Dans leur étude qui a servi de précurseur dans ce domaine, Gottschalk et al. (2009) avaient quant à 

eu à al ul à u eà PECà deà , à uià pou aità alle à jus u’ à , à g.L-1.à áà l’aideà deà esà aleu sà lesà auteu sà

avaient établi un quotient de risque correspondant au ratio des valeurs de PEC (concentration 

environnementale prédictible)/PNEC (concentration prédictible sans effet). En Europe, pour les nAg, ce 

quotient était de 1,1 pour les eaux de surface et de 61,1 pour les efflue tsàdeà“TEP.àL’e se leàdeà esà

aleu sà o t eà ueàlesà ejetsàdesà ágàda sàlesà os st esàd’eauàdou eàdoi e tà t eàp isàe à o pteàetà

nécessitent leà d eloppe e tà deà e he heà isa tà à app he de à leu à de e i à da sà l’e i o e e tà

tout autant que leurs effets. Si pour le moment, les faibles concentrations et le quotient de risque 

se le tà t eà aiso a les,à ilà o ie tàdeàpasàou lie à ueà laàp odu tio àetà l’utilisatio àdesà ágàestàe à

constante augmentation ce qui nécessairement induira une augmentation des concentrations et le 

risque associé. 

I.2.4.4. Transformation et dégradation des nanoparticules 

Tout au long de leur cycle de vie et dès leur production, les nanoparticules peuvent subir des 

transformations ou des dégradations (Lowry et al., 2012b; Nowack et al., 2012). Leur rejet dans les cours 
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d’eauà eàseà faitàsa sàdouteàpasàsousà leu sà fo esào igi ellesà aisà ie àsousàdesà fo esàalt es.àPou à

t eà leà plusà alisteà possi le,à ilà faud aità ieilli à lesà a opa ti ulesà a a tà d’effe tue à desà testsà

d’ oto i ologie.àCepe da t,àilàestàa tuelle e tàdiffi ileàd’ alue à uellesàso tà esàt a sfo atio sàda sà

un cycle de vie classique puisque la technique fait encore défaut. De plus, il existe une telle multitude de 

nanoparticules qui ont des devenirs pouvant être complètement différents et donc des transformations 

qui sont propres à leur histoire, que seule une étude au cas par cas semble réellement cohérente. 

Toutefoisà pou à a t ise à età o p e d eà auà ieu à lesà is uesà d’u à ejetà deà a opa ti ulesà da sà lesà

écosystèmes aquatiques, ces transformations sont à prendre en compte. La dissolution oxydative est le 

processus qui contrôle le plus le devenir et le comportement des nAg dans les systèmes aquatiques 

(Lowry et al., 2012b; Nowack et al., 2012; Peretyazhko et al., 2014). 

E à effet,à auà o ta tà d’o g eà età deà p oto s,à lesà ágà peu e tà li e à deà l’a ge tà ionique par 

dissolution oxydative (Lee et al., 2012; Liu and Hurt, 2010; Peretyazhko et al., 2014). Dans leur étude, 

Peretyazhko et al. (2014) ont décrit les réactions : 

4 Ag(s)    +   O2   =   2 Ag2O(s)                                             (1) 

Ag2O(s)   +  2H+  =   2 Ag+ + H2O                     (2) 

Ils expliquent que dans un premier temps, la surface de la nAg est oxydée par du dioxygène dissous 

(O2),à eà uiàfo eàu eàfi eà ou heàd’a ge tào d à Ag2O(s),à uatio à .àC’està etteà ou he,à ui,à iaà lesà

protons (H+) aà ejete à deà l’a ge tà dissousà sousà fo eà d’io sà Ag+, équation 2). Une fois la couche 

d’Ag2O(s) o pl te e tàdissoute,àd’aut esào datio sà o tàseàp odui eàsu àlaàsu fa eàdeàlaà a opa ti uleà

et sa dissolution continuera progressivement. Le taux de dissolution dépendra des paramètres propres à 

la a opa ti uleà o eàlaàtaille,àlaàfo e,àl’e o ageàouàe o eàlaàfo tio alisatio ,à aisàilàd pe d aà

gale e tà duà ilieuà e i o a t,à o eà pa à e e pleà laà hi ieà deà l’eauà pou à lesà os st esà

aquatiques. La température, le pH, la force ionique ou encore la présence de ligands sont des facteurs 

pouvant influencer ce processus (Auffan et al., 2009; Behra et al., 2013; Elzey and Grassian, 2010; Liu and 

Hurt, 2010; Peretyazhko et al., 2014). Les dissolutions sont parfois contrôlées par un seul de ces 

paramètres mais dans la plupart desàsituatio s,à ’estàu eà o i aiso àdeàfa teu sà uiàe t eàe àjeu,àetàilà

de ie tà alo sà o pli u àd’ alue à laà o t i utio à espe ti eàdeà ha ueà fa teu àda sà esà a tio s.à E à

faisant varier un ou deux de ces facteurs, Liu and Hurt, (2010) ont montré que dans leurs conditions 

d’e p i e tatio à p i ipale e tàdeàl’eauàd i alis e ,àlaàdissolutio àdesà ágà e o ageàdeà it ate ; 

de 2 à 8 nm de diamètre) était accentuée par de fortes températures (20, 37°C) et de fortes 

concentrations (plus forte dissolution à 2 > 0,2 > 0,05 mg.L-1 de nAg). Au contraire, elle était diminuée 

a e àl’aug e tatio àduàpHà àfoisàplusàdeàdissolutio à àpH à u’ àpH àouàe o eàpa àlaàp se eàd’a idesà
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ful i uesàetàhu i ues.à Ilsào tà gale e tà o t à u’e àa se eàd’o g eàda sà leà ilieuà eàp ocessus 

était quasiment nul voire inexistant. Peretyazhko et al. (2014),ào tà ua tà àeu à o t àl’i po ta eàdeàlaà

taille des nAg sur ce processus en mesurant des taux de dissolution plus importants pour les plus petites 

tailles de nanoparticules. 

Alors que certaines études rapportent une dissolution rapide et totale des nAg entrainant leur 

complète disparition (Liu and Hurt, 2010),à d’aut esà auà o t ai eà esti e tà ueà laà dissolutio à està

incomplète et atteint même un état de stabilité après plusieurs heures (Kittler et al., 2010; Lee et al., 

2012; Peretyazhko et al., 2014). Dans leur étude concernant des nAg de 10 nm immergées dans des 

fluides biologiques artificiels (fluides interstitiel et lysosomal), Stebounova et al. (2011) ont, quant à eux, 

noté une absence quasi-totale de dissolution. Ces cinétiques de dissolution ont majoritairement été 

évaluées sur des milieux expérimentaux simples etàilàse aitàdo àu àpeuàh tifàd’ ta li àdesàg alit sàe à

terme de dynamique de dissolution alors que les moyens techniques ne sont pas encore optimaux pour 

desà tudesàe àsituatio à o ple e,àtelleà u’u eàeauàde rivière.  

Le second processus de transformation chimique pouvant modifier le comportement et la surface des 

nAg est la sulfuration qui peut être en étroite relation avec le phénomène de dissolution. En effet, une 

fois oxydées, les nAg et les ions Ag+ présentent une forte affinité avec certains ligands, par exemple les 

sulfures (Lowry et al., 2012b). Les nAg recouvertes de sulfure voient leurs propriétés de surface 

modifiées, pouvant induire leur agrégation et diminuer leur dissolution (Figure 11). Les ligands 

organiques pourvus de groupement thiol pourront eux aussi modifier la surface des nAg et favoriser leur 

dissolution. Enfin, la lumière peut aussi impacter les nAg (Nowack et al., 2012). La dégradation de leur 

enrobage peut favoriser leur agrégation (Lowry et al., 2012b). 
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Figure 11 : Représentation des transformations chimiques potentielles sur les nAg affectant leur comportement 

da s le ilieu. L’ paisseu  des fl hes o espo d à la probabilité de la réalisation du processus. La couleur grise 

o espo d à l’Ag0, le iolet à l’Ag2O et le oi  à l’Ag2S.  

D’ap s (Lowry et al., 2012b). 

L’ag gatio àdesà a opa ti ulesàfaità gale e tàpa tieàdesàt a sfo atio sàditesàph si uesàau uellesà

ellesàso tàla ge e tà o f o t esà ota e tàda sàlesà ilieu à o ple esà Figu eà .àL’ho oag gatio à

correspond  à l’ag gatio à e t eà plusieu sà a opa ti ulesà ide ti uesà alo sà ueà l’h t oag gatio à faità

tatà deà l’ag gatio à deà a opa ti ulesà a e à d’aut esà st u tu es.à D’i po ta tesà o e t atio sà deà

pa ti ulesào ga i uesàda sàu à ilieuà atu elà o eàl’eauàdeà i i eàfa o iseàl’h t oag gatio à (Lowry 

et al., 2012b). 
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Figure 12 : Rep se tatio  d’u e t a sfo atio  ph si ue pote tielle des  nAg : l’ag gatio  pou a t affe te  leu  

o po te e t da s le ilieu. L’ paisseu  des fl hes o espo d à la p o a ilit  de la alisatio  du p o essus. 

D’ap s (Lowry et al., 2012b). 

Ce ph o eà d’ag gatio à est,à o eà pou à laà dissolutio ,à fo te e tà d pe da tà des propriétés 

intrinsèques des nAg ainsi que des conditions physicochimiques du milieu environnant (Behra et al., 

2013; Elzey and Grassian, 2010; Fabrega et al., 2011). Les enrobages des nAg, comme par exemple 

l’e o ageàdeà it ate,àpe etàd’ ite à eàph o eàd’ag gatio àda sà leà ilieu.àToutefois, toutes les 

ágà ’e àso tàpasàpou uesàetà etàe o ageàpeutàdeàsu oitàluiàaussià t eàt a sfo à oi eàd g ad àda sà

les milieux aquatiques. Alors que de petites nanoparticules monodispersées sont facilement 

t a spo ta lesàda sà lesà ou sàd’eauàauàg é des courants, les hétéroagrégats sont eux moins mobiles et 

ont plutôt tendance à sédimenter devenant moins disponibles pour les organismes présents dans la 

olo eàd’eauà(Behra et al., 2013). Les rapports surface/volume des agrégats sont diminués, et les nAg 

peuvent perdre leur caractère « nano » et donc leur réactivité de surface si particulière (Lowry et al., 

2012b). Dans les eaux naturelles, la matière organique comme par exemple les substances humiques 

(acides humiques et acides fulviques) fontàpa tieàdesà o posa tsàlesàplusàsus epti lesàdeàs’agglo e à

aux nAg (Chinnapongse et al., 2011; Grillo et al., 2015; Maurer-Jones et al., 2013). Le carbone organique 

dissous pourrait par exemple enrober les nAg et favoriser leur stabilité en empêchant leur dissolution 

(Jie Gao et al., 2009; Grillo et al., 2015). 

L’e se leà desà p o essusà d itsà p de e t,à eà ep se teà pasà u à i e tai eà e haustifà desà

t a sfo atio sà età d g adatio sà possi lesà desà ág,à aisà ilà s’agità deà p o essusà uià se le tà leà plusà



Chapitre 1 : Contexte scientifique 

33 
 

participer aux modifications de comportement et au devenir des nanoparticules dans les écosystèmes 

d’eauàdou e. Ils peuvent surtout influencer la biodisponibilité des nAg pour les organismes aquatiques et 

leu à tudeàestàdo àd’u eàg a deài po ta eàda sàlesàe p i e tatio sàe à oto i ologieàa uati ueàetà

en analyse du risque. 

I.2.4.5. Effets sur les organismes du milieu aquatique 

Les rejets de nAg dans les écosystèmes aquatiques semblent être inévitables. Tout au long de leur 

cycle de vie les nAg ont subi des dégradations qui peuvent augmenter ou diminuer leur bioaccessibilité 

et leur biodisponibilité pou àlesào ga is esàa uati ues.àL’a ge tà ta tà o sid à o eàl’u àdesà tau à

les plus toxiques dans les milieux aquatiques notamment pour les invertébrés (Bianchini et al., 2002; 

Luoma, 2008; Ratte, 1999; Wood et al., 1999),àu eàh poth seàse aità ueàdesà ejetsàd’a ge tàsousàfo eà

a opa ti ulai eà pou aie tà affe te à lesà o ga is esà à diff e tsà i eau à d’o ga isatio à iologi uesà età

avoir des conséquences sur le fonctionnement des écosystèmes. Dans la littérature, de nombreuses 

études se sont intéressées aux effets des nAg sur les bactéries (Choi et al., 2008; Choi and Hu, 2008; 

Colman et al., 2012; Das et al., 2012; Marambio-Jones and Hoek, 2010), les algues (Navarro et al., 2008; 

Piccapietra et al., 2012), les invertébrés (Asghari et al., 2012; Croteau et al., 2011; Das et al., 2013; 

Gomes et al., 2014; Hoheisel et al., 2012) ou encore les poissons (Chae et al., 2009; Choi et al., 2010; 

Farkas et al., 2011a; Griffitt et al., 2009; Scown et al., 2010). Si certaines études estiment que les effets 

observés sont essentiellement dusàauàph o eàdeàdissolutio àetàdo àauà ela gageàd’a ge tàdissousà

(Kennedy et al., 2010),àd’aut esào tàp ou à l’e iste eàd’i pa tsàouàdeà oiesàd’a tio àu i ue e tàdusà

aux nAg (Asghari et al., 2012; Chae et al., 2009; Gomes et al., 2014; Griffitt et al., 2012, 2009). Leurs 

forme et taille ont une grande influence sur leur dissolution ainsi que sur leur toxicité et il semble 

généralement admis que plus les nanoparticules sont petites et plus elles sont toxiques (Carlson et al., 

2008; Hoheisel et al., 2012; Marambio-Jones and Hoek, 2010). 

En termes de toxicité, des valeurs de concentrations moyennes entraînant 50% de mortalité après 

48h (CL5048h) ont été mesurées chez les daphnies entre 2 et 100 µg.L-1 (Das et al., 2012; Griffitt et al., 

2012; Hoheisel et al., 2012; Kennedy et al., 2010). Chez les poissons zèbres, ces CL50 ont été mesurées à 

des concentrations plus élevées allant de 7 mg.L-1 ap sà hàd’e positio à(Griffitt et al., 2008) et à 250 

mg.L-1 après 24h (Choi et al., 2010). Des tests effectués sur des embryons de poissons zèbres ont 

gale e tà esu à desà o e t atio sà l talesà deà l’o d eà duà g.L-1 avec des CL50 de 25 à 50 mg.L-1 

(Asharani et al., 2008). 
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Cesà to i it sà fo tà suiteà au à à i te a tio sà desà ágà et/ouà deà l’a ge tà dissousà a e à lesà o ga is esà

i duisa tàdesàph o esàd’adso ptio àet/ouàd’a so ptio .àDesà tudesàont montré une accumulation 

deàl’a ge tàsousàfo eà a opa ti ulai eàouàdissousàauàsei àdesào ga is esàetàpa foisà eàda sà e tai sà

tissusàouào ga es.àE àeffet,àap sà àjou sàd’e positio à àdesà ágàdeà à àau à o e t atio sàdeà , àetà

0,1 mg.L-1, des carpes (Cyprinus carpio) ont été disséquées et les tissus prélevés ont été dosés par ICP-

OES (techniques analytiques à plasma induit détectée avec un spectromètre à émission optique). Des 

concentrations en argent ont été mesurées dans le foie, la vésicule biliaire, les intestins et les branchies 

des organismes contrairement au cerveau, au sang et aux reins montrant ainsi une biodistribution de 

l’a ge tà (Gaiser et al., 2012). Chez les invertébrés, des concentrations en argent ont également été 

esu eà e à spe t o t ieà d’a so ptio à ato i ueà áá“ à da sà lesà a hiesà età gla desà digesti esà de 

moules marines exposées 15 jours à 10 µg.L-1 deà ágà d’u eà tailleà i f ieu eà à à à (Gomes et al., 

2014), ainsi que par ICP-M“àda sàlesàtissusà ousàd’es a gotsàd’eauàdou eàe pos sàpa à oieàt ophi ueàouà

directe pendant 2h à 24h à des diatomées ou à des milieux exposées de 0,4 à 250 nmol de nAg (Croteau 

et al., 2011). Cependant, afin de préciser et de localiser les nAg dans les tissus des organismes, les 

te h i uesàd’i age ieàso tà àl’heu eàa tuelle les mieux adaptées. Dans leur études Farkas et al. (2011a) 

ont par exemple utilisé la microscopie optique et la microscopie électronique à transmission et ont 

observé la présence de nAg dans des cellules branchiales de truite arc-en-ciel exposées durant 24 à 48 h 

à des concentration de nAg enrobées de citrate et PVP de 10 à 20 mg.L-1. Dans une autre étude, des nAg 

o tà eà t ào se esàpa àTEMà àl’i t ieu àdesà ellulesàetàplusàsp ifi ue e tàauà i eauàdesà o aux 

deà ellulesàd’e o àdeàpoisso s zèbres exposés durant 48 h  à des nAg enrobées de BSA et pour des 

concentrations de 25 µg.mL-1(Asharani et al., 2008).àChezàlesàdaph ies,àu à ou eauàt peàd’i age ieàpa à

Na o“IM“à spe t o t ieàdeà asseà àio sàse o dai es àaàpe isàd’o se e àlaàp se eàdeà ágàdeà ,à à

età à à da sà laà lu i eà deà l’i testi à ai sià ueà leà passageà desà ágà deà à à da sà l’espa eà

inte ellulai eàdeàlaà ou heà pith lialeàdeàlaà e a eàdeàl’i testi à(Georgantzopoulou et al., 2013). 

Cetteàa u ulatio àpeutàalo sàs’effe tue àpa à oieàdi e teàouàt ophi ueà (Croteau et al., 2011; Gaiser et 

al., 2012) età e t ai e à desà effetsà su à lesà o ga is esà ai sià ueà leà t a sfe tà d’a ge tà leà lo gà duà seauà

trophique.  

Suite à une contamination aux nAg plusieurs effets ont déjà été observés sur les organismes comme 

l’i du tio à deà do agesà o datifsà iaà laà g atio à d’esp esà a ti esà deà l’o g eà (Carlson et al., 

2008; Gomes et al., 2014; Kaur and Tikoo, 2013; Lapresta-Fernandez et al., 2012; Navarro et al., 2008; 

Scown et al., 2010). La perturbation de la stabilité membranaire des cellules a aussi plusieurs fois été 

reportée (Farkas et al., 2011a; Navarro et al., 2008).  
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Les études des effets des nAg se sont en premier lieu focalisées sur des aspects de viabilité des 

o ga is es,àdeàdo agesà ellulai es,àdeà po sesàa tito i uesàouàa tio da tesà iaà ota e tàl’ tudeà

de biomarqueurs (Chae et al., 2009; Farkas et al., 2011a; Gomes et al., 2014). Les résultats plus détaillés 

et propres chaque étude sont présentés dans le tableau 1 et seront décrits et confrontés à nos résultats 

tout au long du manuscrit. 

Pou à affi e à l’ aluatio à duà is ue,à lesà tudesà de aie tà à l’a e i à ouple à plusieu sà i eau à

d’o ga isatio àe às’i t essa tàpa àe e pleà àdesà io a ueu sà o po te e tau àouàfo tio els.àDeà

plus,à pou à ueà l’ aluatio à duà is ueà soità laà plusà aliste,à età alg à u à effo tà o se à esà dernières 

a esàda sà leàdo ai eàdesà ág,à ilàse aità o àdeà dui eàauà a i u à lesà o e t atio sàd’e positio à

afin de se rapprocher au mieux des concentrations environnementales prédites. 
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Tableau 1: Etudes appo ta t des do es d’ oto i it  des Ag sur les orgnanismes aquatiques. 

 

Organismes Espèces Contaminations Tailles des nAg Concentrations 

initiales en argent 

(nAg)

Conditions expérimentales Effets des nAg observés Références

Bactéries •àBa t iesàautot ophesà
et hétérotrophes 

(Escherichia coli )

nAg                                                                             

•àsph i ueàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àe o ageà:àal oolàpol i li ueà PVá ààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
Ag (AgNO3) et AgCl

•à à± 6 nm •àdeà à à à g.L-1 •à ouillo à ut itifààààààààààààààààààààààààààààààà
•à àhàd'e positio

•àI hi itio àdeà oissa eàd'E. coli                                                       

•àI hi itio àdeàlaà espi atio àdesà a t iesàautot ophesàààààààààààààààà
Choi et al., 2008

•àBa t iesà it ifia tesà
(aliquot)

nAg                                                                         

•àsph i ueààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àe o ageà:àal oolàpol i li ueà PVá ààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
Ag (AgNO3) et AgCl

•àdeà à à à à •àdeà à à à g.L-1 •àBouillo à ut itifàààààààààààààààà•à
30 min d'exposition

•àI te a tio à:à o ta i atio à/i hi itio àdeà oissa eà à
nAg < 5 nm)                                                                                                    

•àI te a tio à:àtailleàdesà ág/to i it àsu àlesà a t iesààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àI te a tio à:ài hi itio àdeà oissa e/st essào da t

Choi et Hu, 2008

•àCo u aut à
bactérienne d'une eau 

d'une rivière 

nAg                                                                             

•àsph i ueàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àe o ageà:àpol i lp olido eà
(PVP)                                                                         

AgNO3

•à à±à à •àdeà à à à g.L-1 •àeauàdeà i i eààààààààààààààààààààààààààà
•à àjou sàd'e positio

•àBaisseàdeàlaà espi atio àdueàau à ágà<à aisseàdueà à
l'AgNO3àààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•à
Effet en partie dû à la dissolution des nAg

Colman et al., 

2012

•àCo u aut à
bactérienne prélevées en 

rivière

nAg                                                                             

•àe o ageà:àpol a lateàààààààààààààààààààààààààààààààà
•àfo tio alisatio à:à a o ààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
AgNO3

•àdeà à à à •à à à à g.L-1 •àeauàdeà à i i esààààààààààààààààààààààà
•àdeà à à àhàd'e positio

•àBaisseàdeàlaàp odu tio à a t ie eàe àfo tio àduà
temps, de la concentration et du milieu                                           

•ààLOECàdeà à à àµg.L-1                                                                                 

•àT sàfai leàdissolutio à < %

Das et al., 2012

• Es he i hia oli nAg  (3 formes)                                                      

•àsph i ueààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àe à to etàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à a opla ueàt ia gulai eàt o u e

                                                              

•à à àààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à àetà à ààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à à

•àdeà à à àµgàd'ágà
dans 100 mL de 

bouillon nutritif

•àBouillo à ut itifàààààààààààààààààààààààà
•à àhàd'e positio

•àBaisseàdeàlaà oissa eàetàduà o eàdeàE. coli                            

•àEffetsàdesà ágàd pe da tsàdeàleu àfo eàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àTo i it àplusài po ta teàpou àlesà a opla uesà
triangulaires tronquées

Pal et al., 2007

Bactéries, algues 

et invertébrés 

d'eau douce

• Vi io fis he i                                                                          
• Des odes us 
subspicatus                                  

• Daph ia ag a  

nAg                                                                             

•àsph i ueàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à àtaillesàissusàpa às th seà hi i ueàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à àt pesàissuesàd'u eàs th seà
biologique par des végétaux

nnnnnnnnnnnnn

nnnnnnnnnnnàà•à
20 et 200 nm   

nnnnnnnnnnn        

•à àetà à

•àdeà , à à à g.L-1 

selon les tests 

•àV. fisheri : solution 

isotonique ; 30 min                        

• D. subspicatus  : milieu de 

culture ; 72 h                                     

•àD. magna  : eau Volvic ; 48 

h d'exposition

•àEffetsàto i uesàdesà ágàsu àlesà àesp esààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àEffetsàd pe da tsàdeàlaàtaille,àdeàlaà oieàdeàs th seàetà
de la chimie de surface des nAg (nAg 27 nm plus toxique)       

•àD. magna :  nAg 20, 23 et 200 nm observées dans la 

lumière intestinale (aggrégat)                                                              

•àE t eàdesà ágà à àda sàl'espa eài te ellulai eàdeàlaà
couche épithéliale via la membrane de l'intestin des D. 

magna  (NanoSIMS)                                                                                   

•àDissolutio àdesà ágà 'e pli ua tàpasàlaàtotalit àdesà
effets

Georgantzopoul

ou et al., 2013
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Invertébrés d'eau 

douce

• Daph ia ag a nAg                                                                             

•àsph i ueààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à àt pesàselo àlesàfou isseu sààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
AgNO3                             

•ààdeà à à à •àdeà , à à , à g.L-

1

•àMilieuàM ,àtestàOCDEààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à àhàd'e positio

•àTo i it àd pe da teàdeàlaàdoseàetàdesàt pesàdeà ágàààààààààààààààààààààààààààààààà
•àI gestio àetàa u ulatio àdesà ágàsousàlaà a apa e,àsu à
l'extérieur du corps et les appendices                                               

•àCo po te e tàdeà ageàa o al

Asghari et al., 

2012

•àDaphnia magna 

(juvéniles)

nAg                                                                             

•àe o ageà:àpol a lateàààààààààààààààààààààààààààààààà
•àfo tio alisatio à:à a o àààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà

•àdeà à à à •àdeà , à à àµg.L-1 •àTestàOCDEà thodeà ,à
milieu, eau déminéralisée          

•à àhàetà àhàd'e positio

•àNOECà=à , àµg.L-1                                                                                      

•àLOECà=à , àµg.L-1                                                                                      

•àCL 48h = 2,75 µg.L-1

Das et al., 2013

Invertébrés et 

poisson d'eau 

douce

• Daph ia ag a                                                          
• C p i us a pio

nAg                                                                             

micro-Ag

•à à ààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à , à à , àµ

•àdeà à à à g.L-1 •àEauàduàp oto oleàsta da dà
U.S. EPA (test Daphnie)                

•àEauàduà o i etàd hlo eàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à àhàetà àjou s

• D. magna : CL5048h = 0,1 mg.L-1                                                                                       

•àCyprinus carpio  : concentration en argent mesurées dans 

l'intestin, le foie, la vésicule biliaire et les branchies                 

•àTo i it àetàdist i utio àtissulai eà ágà>à i o-ágààààààààààààààààààààà
•àDissolutio àdesà ágà 'e pli ua tàpasàlaàtotalit àdesà
effets

Gaiser et al., 

2010

•àDaphnia magna                   

•àPimephales promelas   

nAg et Ag colloïdal (8 types)                            

•à àtaillesàdeà ágàsph i uesààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à ágàe o ageà it ateààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à ágàe o ageàpol i lp olido eà
PVP àààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•à

nAg enrobage éthylène diamine tétra-

Acétique (EDTA)                                              

Boisson commerciale Ag colloïdale              

AgNO3

•àdeà à à à •àGa eàdeà
concentrations de 0 à 

plus de 100 µg.L-1

•àEauà o e e e tàdu eàààààààààààààààààààààààààààààà
•à àhàd'e positio ààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà

•àD.magna  : CL5048h = de 2 à 97 µg.L-1à àt pesà ág ààààààààààààààà•à

P.promelas  : CL5048h = de 9 à 126 µg.L-1 (8 types nAg)                  

•àCL 48h AgNO3 <<à ágà àt pes ààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•à
Toxicité plus forte pour l'argent colloidal et plus faible 

pou àlesà ág-PVPààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•àG a deà
importance de la dissolution des nAg sur les effets 

observés

Kennedy et al., 

2010

• Daph ia ag a                                                          
• Pi ephales p o elas

nAg                                                                             

•àsph i ueààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àsa sàe o ageàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
AgNO3

de 10 à 200 nm •àD. magna  : de 0,1 à 

100 µg.L-1                                             

•àP. promelas  : de 0,01 

à 1000 µg.L-1           

à•àEauà la ààààààààààààààààààààààààààààààààà•à
De 48 à 96 h d'exposition

•àD.à ag aà:àCL 48h = de 4,31 à 30,36 µg.L-1 ( toxicité plus 

importante pour les plus petites tailles)                                           

•àP.àp o elasà:àCL 96h = 89,4 µg.L-1 (nAg de 10 nm)                      

•àCL àágNO3 << CL50 nAg

Hoheisel et al., 

2012

Bivalve marin • M tilus gallop o i ialis nAg                                                                        

•àsph i ueààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
AgNO3

< 100 nm  10 µg.L-1 •àEauàdeà e ààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àdeà à à àjou sàd'e positio ààààààààààààààààààààààà

•àCo e t atio sàe àágà esu esàda sàlesà a hiesàetàlesà
gla desàdigesti esààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•àáug e tatio àdesà
enzymes antioxydantes : SOD, CAT, Gpx                                           

•àI du tio àdesàMTà a hiesà>àgla desàdigesti es ààààààààààààààààààààààààà
•àáug e tatio àdeàlaàp o datio àlipidi ueà a hiesà>à
glandes digestives)        

Gomes et al., 

2014

Gastéropode 

d'eau douce

• L aea stag alis nAg                                                                         

•àsph i ueààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àe o ageà:à it ateààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àe o ageà:àa ideàhu i ueàààààààààààààààààààààààà
Ag (AgNO3) et AgCl

nnnnnnnnnnnnn

nnnnnnnnnnn          

•à à± 5 nm                 

•à à±à à

•àdeà , à à à olà
selon les formes 

d'argent et les tests         

•àEauà o e e e tàdu eààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àE positio àpa à oieàdi e teà
ou trophique (Nitzschia 

palea =  ressource nutritive)       

•àdeà à à àhàd'e positio

•àCo ta i atio à àl'ágàdissousà>à ágàpou àlesà à oiesà
d'exposition (Influx nAg-PVP>nAg-cit)                                              

•àássi ilatio àdeàl'ágàissuàdesà ágààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àVoieàt ophi ueà:àeffetsàdesà ágàsu àlaà o so atio ,àlaà
digestion et la croissance des organismes                                        

•àCo e t atio àe àa ge tàplusà le esàpou àlesà
organismes exposés  par la voie trophique que par la voie 

directe

Croteau et al., 

2011
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Bivalve et 

Polychète 

(estuaire)

• S o i ula ia pla a                           
• Hediste di e si olo          

ágààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•àà
enrobage : maltose                                             

AgNO3

•àà - à à•à àµg.L-1 •àEauàdeà e àetàs di e tààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à ,à àetà àjou sà
d'e positio àààààààààààààààààààààààààààààà•à
Simulation des marées                 

•àM so os es

•àS. plana  : augmentation des activités des GST, CAT, CSP, 

Laccase-type PO, Lysozyme et diminution des SOD, TBARS. 

Pas d'effet sur les dosages et activités des MT, LDH, AChE,  

phosphatase acide, sur l'enfouissement, la 

consommation. Dommage sur l'ADN (glandes digestives)        

• H. diversicolor  : augmentation GST, CAT, CSP, ACP, 

Laccase-type PO, lysosyme. Pas d'effet sur LDH, SOD, 

AChe, TBARS, l'enfouissement et la consommation                    

•àEffetsàpa foisàdusàsp ifi ue e tà àlaàfo eà ágàààààààààààààààà

Buffet et al., 

2014

Poissons d'eau 

douce

Oryzias latipes ágààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•à
plusieurs formes dans un même lot 

(sphérique, octaédrique et 

décaédrique)                                       AgNO3

•ààtailleà o e eà
de 50 nm

•àdeà àetà àµg.L- ààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•àEauàdou eààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àDeà à à àjou sàd'e positio

•àCL 96h = 34,6 µg.L-1                                                                                                                         

•àI du tio àdesàg esàCYP á,àH“P àetàp àetài du tio à
po tuelleàdesàMTààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•à
Dommages cellulaires et à l'ADN, stress oxydatif, mise en 

place et régulation de mécanismes de détoxication                   

•àE p ei teàto i ueàdiff e tesàe t eàlesà ágàetàágNO3

Chae et al., 2009

Danio rerio nAg sans ions Ag+  (désionisé)                         

AgNO3

•àdeà à à à •à ,à àetà à g.L-1 •à àhàd'e positio •ài du tio àMT,àaug e tatio àMDá,àG“Hààetàà
augmentation de l'expression des gènes bax1, nova et p21     

•àBaisseàdeàCáTàetàGp ààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àPasàdeà odifi atio àdeà“ODàetàdesàe p essio sàdesà
gènes p53 et blp                                                                                          

•à ágài duise tàu eàh patoto i it à:àst essào datif,à
dommage à l'ADN et apoptose                             

Choi et al., 2009

Oncorhynchus mykiss 

(cellules branchiales)

ágààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•àà
enrobage : citrate                                                 

•àe o ageà:àpol i lp olido eà
(PVP)                                             AgNO3

•à à àààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à à

•àdeà à à à g.L- •àMilieuàdeà ultu eà ellulai eà
L15                                                         

•à à-à àhàd'e positio

•à ágà et ou esàda sàlesà ellulesàetà ágàt a spo t esàauà
travers de multiples couches de cellules épithéliales 

(différences entre les 2 enrobages et nAg< à AgNO3 )                

•àEffetàsu àlaà ia ilit à ellulai eààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•à
Augmentation de la GST         

Farkas et al., 

2011

Danio rerio nAg                                                                         

AgNO3

•à , à± 8,8 nm •à àµg.L-1 •àEauà o e e e tàdu eààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àà àh

à•à[ág]àda sà a hiesà 'i duisa tàpasàdeà odifi atio àdeà
o phologieàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•à

Réponse génétique suggérant des réponses biologiques 

suite à la contamination                                                                      

•àEffetsàpasàu i ue e tàdusà àlaàdissolutio àdesà ág

Griffit et al., 

2009
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Cyprinodon variegatus 

(juvéniles et adultes)

nAg                                                                         

AgNO3

•à à •à àµg.L- ààààààààààààààààààààààààààààà
•à àµg.L-

•àEauàdeà e àààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à à à àjou sàààààààààààààààààààààààààà•à
Organismes nourris

à•à[ág]ào ga is esài duisa tàu à paississe e tàduàtissuà
épithéliale des branchies                                                                        

•àEffetsà o àatt i ua lesà àlaàdissolutio àdesà ág

Griffit et al., 

2012

Oncorhynchus mykiss nAg                                                                         

AgNO3

•à à à;à ààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à à à à à

•à àetà àµg.L-1                       •àEauààd hlo eààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•à àjou s

•à[ág]àda sàlesàdiff e tsàtissusàe àfo tio àdesà
concentrations et type de nAg (nAg 10 les plus 

concentrées dans les branchies)                                                           

•àPasàd'effetàdesà ágàsu àlaàp o datio àlipidi ueàààààààààààààààààààààààà
•àI du tio àd'e p essio àg i ueàda sàlesà a hiesàsuiteà
à l'exposition des nAg 10 nm

Scown et al., 

2010
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I.2.4.6. Entre représentation hygiéniste et crainte :àleà asàpa ti ulie àdeàl’a ge t colloidal 

L’a ge tàaàdeàtoutàte psà taità o sid à o eàu à o àa ti a t ie .àP se tà atu elle e tàsu àTe e,à

son utilisation en médecine a longtemps été légitime. Avant le développement des antibiotiques, 

l’a ge tà olloidalà taità ota e tà p es ità da s les pathologies du système nerveux, comme par 

e e pleà l’ pilepsieà (Fung and Bowen, 1996; Wadhera and Fung, 2005).àL’a ge tà olloïdalà o espo dà à

une solution aqueuse qui peut contenir des ions et/ou des nAg (Berge, 2013). Ces dernières années, un 

elà e goue e tà s’està i stall à autou à desà p oduitsà atu elsà età iologi ues.à L’a ge tà ta tà la ge e tà

considéré comme un produit naturel, par e te sio ,àl’a ge tà olloidalàaà t àluiàaussià a t à o eàsai àetà

bon pour la santé. Même si pour les producteurs et revendeurs il est légalement interdit en France et 

aux Etats-Unis (Food and Drug Administration, 1999) deà a te à lesà itesà th apeuti uesàd’u eà telleà

su sta e,àl’utilisatio àd’i te et,àdeàfo u sàetàdi e sàsitesàetà logsà a ta tàlesà fi esàdeà eà e deà

universel qui est décrit comme guérrissant toutes sortes de pathologies, ont rassemblé de nombreux 

adeptes. Sur un site français de vente en ligne (http://consomacteurs.com/argent- olloidal/ à l’a hatàdeà

fla o sà d’a ge tà olloïdalà d’u eà o e t atio à deà à g.L-1 est possible. La société explique que: 

« Depuis le 1 janvier 2010, la commercialisation de compléments alimentaires contenant le minéral 

argent sous toutes ses formes est interdite. » ; puis : « Pour respecter la législation concernant les 

compléments alimentaires, le Laboratoire Bio Colloïdal France commercialise son argent colloïdal comme 

produità os ti ueà ie à ueàsaà o positio à ’aitàpasà ha g àdepuisà etteà esu e... ». Si cette solution 

aqueuse est conseillée pour une utilisation en application locale pour purifier la peau, atténuer les 

rougeurs ou soulager les tiraillements, une possible ingestion par voie orale est aussi suggérée. La 

société américaine Purest colloids, qui a déjà reçu des avertissements par la FDA (Food and Drud 

Administration), a directement mis en vente un complément alimentaire visant à optimiser la santé et à 

« booster » le système immunitaire : Le Mesosilver. Sur leur site 

(https://www.purestcolloids.com/mesosilver.php) il est dit que cette eau serait composée de nAg 

u i ue e tà sa sàp se eàd’io ,àd’u àdia t eà o e àdeà , à à àu eà o e t atio àdeà à g.L-1 

dansàdeàl’eauàd i alis e.à“u àleàfla o ,àilàestà o seill àpa àe e pleàd’e ài g e àu eà uill eà àsoupeà

par jour dans un estomac vide, cette posologie pouvant être multipliée par 4 si nécessaire (1 cuillère à 

soupeà=à à Là ui ale tà à àµgàd’a ge t .à 

Certains de ces utilisateurs, pensant être détenteurs de la panacée accusent les firmes pharmaceutiques, 

lesàpoliti ie sàetà eàlesàasso iatio sà ologistesàd’ t eàauàse i eàdesà o pag iesàpha a euti uesàetà

de leurs intérêts économiques quand ces derniers préviennent et mettent en garde des risques et des 

da ge sà desà ágà età deà l’a ge tà olloïdalà (Berge, 2013). Pourtant, la pathologie nommée argyrie, bien 
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connue de par son effet de coloration de la peau en bleue, est une des conséquences directes de la 

o so atio àd’a ge tàe àe sà(Fung and Bowen, 1996).àOut eàl’aspe tàesth ti ue,à etteà aladieà ’està

pasà a odi eà puis u’elleà s’a o pag eà g ale e tà d’aut esà t ou lesà telsà ueà desà ul esà (Wadhera 

and Fung, 2005). 

áuà o t ai eàd’aut esà oi à o pos esàd’i stitutio sàetàd’asso iatio sàs’ l e tà o t eàleàd eloppe e tà

età l’usageàdesà ágàetàdeà l’a ge tà olloïdalàe àsugg a tàdeà lesà lasse àda sà laà at go ieàdesàpesti ides.à

Elles demandent et recommandentàdeà eàplusàutilise àdeàp oduitsàali e tai esàetàd’usagesà uotidie sà uià

e à o tie e tà a a tà d’a oi à o te uà u eà aluatio à desà is uesà su à laà sa t à hu ai eà età

environnementale. 

I.3. Les nanoparticules de dioxyde de titane (nTiO2) 

I.3.1. Marché 

Avec une estimation globale de production de plus de 80 000 tonnes en 2010, les nanoparticules de 

dioxyde de titane (nTiO2) sont les nanoparticules les plus produites (Keller et al., 2010). En France, en 

2013, les productions et importations cumulées se trouvaient dans un intervalle de tonnage compris 

entre 10 000 et 100 000 tonnes (Direction générale de la prévention des risques, 2014). La figure 6 

se tio à I. . . à o t eà u’e à ,à a e à à p oduits,à lesà nTiO2 se plaçaient à la 2ème place des 

nanoparticules incorporées dans des produits derrière les nAg (The Project on Emerging 

Nanotechnologies). Enfin, ce sont celles qui sont les plus connues du grand public notamment pour leur 

incorporation largement médiatisée dans les crèmes solaires. 

I.3.2. Propriétés et utilisations 

Les nTiO2 possèdent de nombreuses propriétés qui conditionnent leur utilisation dans de nombreux 

p oduitsà deà laà ieà ou a te.à L’u eà desà plusà o uesà età tudi esà està leu à p op i t à d’a so ptio àetà deà

dispe sio à d’u eà la geà ga eà deà a o e e tsà UVà (Shi et al., 2012).à C’està pou à etteà aiso à aisà

également pour des propriétés optiques, que les nTiO2 sont incorporées dans de nombreuses crèmes 

solaires (Johnson et al., 2011; Labille et al., 2010; Weir et al., 2012).àE àeffet,à ’estàpou à leàpou oi àdeà

olo atio à ota e tà e à la à età d’ paississe e tà u’ellesà so tà la ge e tà i o po esà da sà di e sà

produits de cosmétiques comme des crèmes, des dentifrices ainsi que des produits alimentaires comme 

les bonbons ou les chewing-gums (Weir et al., 2012). Weir et al. (2012) ont effectué un inventaire non 
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exhaustif des produits commerciaux indiquant la présence de dioxyde de titane sur leurs étiquettes et 

possédant une couleur blanche. Leurs concentrations en titane ont été quantifiées et certains des 

produits sélectionnés ont été caractérisés en microscopie électronique afin de visualiser la présence de 

titane sous forme nanoparticulaire. Dans certains produits ne comportant pas le terme « nano » sur 

l’ ti uette,àdesà a opa ti ulesào tà ua dà eà t ào se es.àLaàfigu eà àp se teàlesà o e t atio sà

en titane mesurées dans divers produits alimentaires.  

 

Figure 13 : Concentrations e  tita e esu es da s di e s p oduits f ue e t o so s. Les a es d’e eu  

représentent les écart-types pour les échantillons traités en triplicats. Figure tirée de Weir et al. (2012). 

Les nTiO2 peuvent aussi être utilisées pour leur propriétés photocatalytiques, énergétiques ou encore  

photovoltaïques (Chen and Mao, 2007; Ni et al., 2007).  

I.3.3. Synthèse, forme 

De par leur large gamme de propriétés innovantes et leur utilisation dans de nombreux domaines,  les 

différentes voies de synthèse et de production des nTiO2 ont connu un réel engouement ces dernières  

années. Dans leur très complète revue bibliographique, Chen and Mao (2007) avaient déjà répertorié  

une quinzaine de méthodes de synthèse en proposant même des modifications pour améliorer ces 

nanoparticules. La synthèse de différentes formes, structures cristallines et tailles de nTiO2 dépend 

entièrement de la méthode de préparation. Le TiO2 estàpol o phe,à ’est-à-di eà u’ilàpeutàe iste àsousà
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plusieurs phases correspondant à des structures cristallines différentes :àl’a atase,àleà utileàetàlaà ookiteà

sont les 3 plus courantes (Muscat et al., 2002; Reyes-Coronado et al., 2008). En fonction de la 

température,à esàst u tu esàpeu e tàpasse àd’u eàphaseà àl’aut eà(Chen and Mao, 2007). La synthèse des 

nTiO2 favorise souvent la phase anatase qui est alors la plus fréquemment retrouvée, alors que la phase 

brookite est plutôt rare (Muscat et al., 2002; Zhang and Banfield, 2000). Lo s u’u eà TiO2 est nommée, la 

forme et la structure cristalline sont précisées comme par exemple les nTiO2 nanotiges anatases ou les 

nTiO2 nanotiges rutiles. Il existe donc aussi une grande variété de formes de nTiO2 comme par exemple: 

les tiges, les tubes, les fils, les cubes, les bâtonnets, les sphères ou encore les ellipses (Liao and Liao, 

2007). Ces nTiO2 peuvent aussi posséder un enrobage pour favoriser leur stabilité et prévenir leur 

agrégation (Carlotti et al., 2009; Labille et al., 2010; Weir et al., 2012). Les formes, tailles, conformations 

cristallines et enrobages des nTiO2 ont une grande influence sur leur propriété et sur leur réactivité de 

su fa eàetàdo à gale e tàsu àleu sàpossi lesà is uesàpou àl’e i o e e t.à 

I.3.4. Cycle de vie des nTiO2 : de la production en usine aux rejets da sàlesà ou sàd’eau 

I.3.4.1. Exemple des rejets des nTiO2 iaàl’utilisatio àdeà a op oduits 

Largement utilisées dans les crèmes solaires, les cosmétiques et les peintures, les nTiO2 peuvent être 

directement rejetées dans les écosystèmes aquatiques et terrestres via la baignade ou le lessivage. 

Ce tai esà tudesà o tà d’ailleu sà alu à laà dispe sio à età laà d g adatio à da sà l’eauà deà TiO2 qui sont 

couramment intégrées dans la composition des crèmes solaires (Auffan et al., 2010; Labille et al., 2010). 

D’aut esà t a au ào tà tudi à leà ela gageà pa à leà lessi ageà desà pei tu esà (Kaegi et al., 2008; Som et al., 

2011). Kaegi et al. (2008) o tàpa àe e pleà tudi àu eà ieilleàfaçadeàd’i eu leàpei teàe à àa e àu eà

peinture contenant des nTiO2 et en utilisant le même produit, ils ont construit une façade expérimentale 

u’ilsà o tà pei te.à Les eaux de ruissellement de ces 2 surfaces ont été plusieurs fois récupérées et 

a al s es.àE àpa all leàdeà esàp l e e ts,à lesàeau àdeà uisselle e tàd’u eàg a deàzo eàu ai eào tà

également été recueillies à proximité des façades expérimentales. Des mesures en microscopie 

le t o i ueào tà o t à ueàsousàl’i flue eàdesà o ditio sà t o ologi uesà atu elles,àdesàpa ti ulesà

de titane de quelques dizaines à quelques centaines de nanomètres pouvaient se détacher des façades 

(âgées et neuves), entrer dans les eaux de ruissellement de la ville et être potentiellement rejetées dans 

les écosystèmes aquatiques. Ces quelques exemples montrent le risque de relargage direct des nTiO2 

da sà l’e i o e e t,à aisà leu à la geà ga eà d’appli atio sà ota e tà da sà l’ali e tation, le 

dentifrice, le shampooing et toute sorte de crèmes impliquent un rejet via les urines et les eaux usées et 

donc leur entrée dans les STEP (Johnson et al., 2011; Kiser et al., 2009; Weir et al., 2012). 
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I.3.4.2. Comportement des nTiO2 da sàlesàstatio sàd’ pu atio  

Les nTiO2 vont donc, pour une grande majorité, rejoindre les STEP pour être traitées, mais une partie 

d’e t eàellesà o tàpa àlaàsuiteà t eà ejet esàda sàlesàefflue tsàpuisàseà et ou e àda sàlesàeau àdeàsu fa es.à

Dans leur étude, Johnson et al. (2011) ont montré une baisse de 90% des fractions de titane inférieures à 

, àµ àe t eàl’i flue tà àµg.L-1 àetàl’efflue tà , àµg.L-1). Au long du processus de traitement des eaux, 

les nTiO2, comme beaucoup de nanoparticules métalliques oxydées sont en très grande majorité 

adso esàda sàlesà ouesàetà eàso tàdo àplusàe àsuspe sio àda sàl’eauà (Johnson et al., 2011; Kiser et 

al., 2009; Limbach et al., 2008).  En revanche, même si les nTiO2 sont adsorbées par les boues de STEP, 

e tai sà o pos sàp se tsàda sàlesàeau àpeu e tàfai eà a ie àleu àp op i t àd’adso ptio à (Christian et 

al., 2008a; Kiser et al., 2009). Ainsi, des nTiO2 peuvent rester en suspension dans l’eauàetà t eà ejet es 

dans les écosystèmes aquatiques. Par ailleurs, la grande quantité de nanoparticules présentes dans les 

boues de STEP représente aussi une menace pour les écosystèmes terrestres et aquatiques puisque dans 

de nombreux pays, ces boues sont répandues sur les terrains agricoles comme agent fertilisant. Le risque 

d’u à lessi ageàdesà solsàetàd’u à ejetàda sà lesà ou sàd’eauàestàdo à ie àp se tà (Johnson et al., 2011; 

Kiser et al., 2009). 

I.3.4.3. Co e t atio àda sàlesà ou sàd’eau : limites techniques et modélisation 

Même si une étude a pu identifier la présence en microscopie électronique de particules de titane 

da sà lesà eau à deà uisselle e tà d’u eà illeà (Kaegi et al., 2008), comme pour les nAg, la technique est 

encore trop limitée pour effectuer des mesures de concentrations fiables dans les systèmes complexes 

que sont les eaux de surface. Différentes études ont mesuré ou modélisé la concentration en titane dans 

les effluents de STEP. Certains ont mesuré des concentrations entre 3 et 15 µg.L-1 de titane (Johnson et 

al., 2011; Kiser et al., 2009), ce qui est cohérent avec les résultats des études de modélisation effectuée 

pou à l’Eu opeà uià o tà alu à esà o e t atio sà e t eà , à età à µg.L-1 avec des valeurs mode de 

concentrations (valeur la plus fréquemment retrouvée) entre 3,47 et 16 µg.L-1 (Figure 14, Gottschalk et 

al., 2009; Sun et al., 2014). La Figure (14) montre les provenances des différents rejets de nTiO2 qui 

peuvent entrer dans les eaux de surface. Sur une production estimée à 10 200 tonnes en Europe en 

2012, un total de 1 944 tonnes de nTiO2 auraient atteint les eaux de surface, 1 940 aurait sédimenté 

laissant quand même plus de 4 tonnes de nanoparticules dans les eaux de surface sous leur forme 

initiale ou sous une forme dégradée et transformée. 
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Figure 14 : A : Flux de transport et distribution des nTiO2 e  Eu ope pou  l’a e  à pa ti  d’u e p odu tio  de 

10 200 tonnes ; B : Concentrations prédictibles des n TiO2 dans différents compartiments techniques et 

environnementaux. La valeur « Mode » correspond à la valeur la plus fréquente alors que les valeurs Q0.15 et Q0.85 

correspondent aux percentiles les plus faibles et les plus élevés. Les valeurs en noir désignent des concentrations 

alors que les valeurs en gris désignent les augmentations annuelles des concentrations. Adapté de Sun et al. (2014). 

I.3.4.4. Transformation et dégradation des nTiO2 

Contrairement au nAg, les nTiO2 so tàpeuàsolu lesàda sàl’eauàetà ’e t ai e tàdo àpasàdeà a tio àdeà

dissolution du titane (Auffan et al., 2010; Shi et al., 2013; Som et al., 2011). Les nTiO2 qui sont 

classiquement intégrées dans les crèmes solaires comme par exemple les nanoparticules T-Lite SF 

p oduitesàpa àlaàso i t àBá“Fàpeu e tàposs de àu àe o ageàd’h d o deàd’alu i iu  (Al(OH)3) évitant 

leur photo-oxydation, et elles sont souvent fonctionnalisées avec un polymère (polydiméthylsiloxan, 

PDMS (C2H6OSi)n) qui permet leur dispersion dans la lotion. Dans leurs études, Auffan et al. (2010) et 

Labille et al. (2010) ont montré que la fonctionnalisation de ces nanoparticules pouvaient être altérée, 

alo sà ueà l’e o ageà età leà o auàdeà tita eà estaità sta leà da sà leu sà conditions d’e p i e tatio .à Lesà

auteurs ont également montré que ces nTiO2  devenaient alors hydrophiles et pouvaient former des 

agrégats (Auffan et al., 2010). Ainsi altérées, elles sont considérées comme inertes grâce à la stabilité de 

leur enrobage et peuvent, soit rester stables et bien dispersées da sàlaà olo eàd’eau,àsoitàs’ag ge àetà

sédimenter (Labille et al., 2010). Plus généralement, des analyses en SEM et spectres EDX ont montré la 

présence de nTiO2 seules et/ou agrégées, de formes et de tailles différentes, dans des effluents de STEP 

et des eaux de ruissellement (Kaegi et al., 2008; Kiser et al., 2009). En fonction des conditions 
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physicochimiques du milieu comme la force ionique et la quantité de matière organique, mais aussi en 

fonction des concentrations en nanoparticules, les nTiO2 p se te o tàdesàtau àetà itessesàd’ag gatio à

et de sédimentation variables. Les nTiO2 sont par exemple plus stables dans les eaux pluviales et les 

effluents de STEP possédant une faible force ionique et beaucoup de carbone organique total car elles 

poss de tàu eà ha geà gati eài po ta teà uià duitàleu àeffi a it àd’atta he e t.àáàl’i e se,àdans les 

eau àdeà e àouàdeà i i e,àd’i po ta tesàfo esà io i uesàetàdeàfai lesà ua tit sàdeà a o eào ga i ueà

total entrainent une rapide agrégation et sédimentation des nTiO2 (Keller et al., 2010).  

I.3.5. Effets sur les organismes du milieu aquatique 

Les nTiO2 sont pote tielle e tà iodispo i lesàpou àlesào ga is es.àá e àdesàPECà alu esàdeàl’o d eà

du µg.L-1 dans les eaux de surface, de nombreux tests de toxicité (CL50) effectués sur les Daphnies ont 

esu à desà o e t atio sà l talesà ie à plusà le esà alla tà deà à jus u’  500 mg.L-1 en fonction des 

o ditio sàd’e p i e tatio à(Das et al., 2013; García et al., 2011; Kim et al., 2014; Ma et al., 2012). Les 

nTiO2 sont photoactives, soumises à la lumière, elles peuvent produire des espèces réactives de 

l’o g e (ROS) Jo a o ić,à . Ces ROS peuvent causer des dommages oxydatifs, des lésions 

cellulaires conduisant à la mortalité des organismes. Dans leur étude Mansfield et al. (2015) ont calculé 

des CL50 6 fois plus faibles en fonction de la luminosité croissante confirmant une toxicité des ROS sur 

les daphnies. La structure cristalline anatase est par exemple responsable de production de ROS plus 

importante que la structure rutile (Mansfield et al., 2015; Menard et al., 2011). Les nTiO2 associées aux 

rayonnements UV peuvent aussi causer des effets létaux et sub-létaux sur les gammares notamment sur 

leu à a ti it à d’ali e tatio à d sà , à gà TiO2 .L
-1 (Bundschuh et al., 2011). Il existe un large panel 

d’ tudesà o t a tàdesàeffetsàdesà TiO2 , que ce soit sur les microorganismes (Adams et al., 2006; Jomini 

etàal.,à ;àJo a o ić,à ;àPag outàetàal.,à ,àlesài e t sàd’eauàdou eà(Bundschuh et al., 2011; 

Couleau et al., 2012; Ma et al., 2012; Menard et al., 2011; Wiench et al., 2009), les poissons (Griffitt et 

al., 2009; Ma et al., 2012; Menard et al., 2011) ouàe o eàsu àl’ho eà iaàpa àe e pleàleu àa so ptio à

par la peau (Crosera et al., 2009). En fonction des nTiO2 tudi es,à desà o ditio sà d’e positio à età desà

o ga is es,àdi e sàeffetsào tàpuà t eào se sà ueà eàsoitàauà i eauà ellulai eà o eàl’aug e tatio àetà

laàsti ulatio àd’e z esàa tio da tes,àu eàpossi leàa ti atio àduàs st eài u itai eà(Couleau et al., 

2012), ou encore au niveau comportemental et fonctionnel avec des effets sur la reproduction des 

daphnies ou la consommation des gammares (Bundschuh et al., 2011; Wiench et al., 2009). Cependant la 

g a deà ajo it àdeà esà tudesàso tà e esàpou àdesà o e t atio sàdeàl’o d eàduà g.L-1 et concernent 

t sà a e e tà desà o e t atio sà deà l’o d eà duà µg.L-1 rendant les conditions expérimentales peu 
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environnementalement réalistes. Malgré les limites techniques auxquelles les scientifiques sont 

o f o t s,àlesà tudesàde aie tàs’effo e àdeàs’i t esse à àplusieu sà i eau àd’i t g atio à iologi ueàetà

pour des concentrations plus réalistes afin de préciser les risques potentiels engendrés par les nTiO2 dans 

lesà os st esà d’eauà dou e. Les résultats plus détaillés et propres chaque étude seront décrits et 

confrontés à nos résultats tout au long du manuscrit. 

I.4.  Les nanotubes de carbone (NTC) 

I.4.1. Marché 

Depuis leur découverte en 1991 par Iijima, les nanotubes de carbone (NTC) ont vu leur intérêt et leur 

développement grandir et évoluer très rapidement (Iijima, 1991). En 2010, leur production a été estimée 

à plus de 3 00 àto esàda sàleà o deàdo tà àto esàpou àl’Eu opeàe à à(Keller et al., 2013; Sun et 

al., 2014).àIlsào upe tàu à a h ài po ta tàda sàlesàse teu sàdeàl’ le t o i ue,àl’opti ue,àles matériaux 

o positesàetàl’ e g ti ueà(Keller et al., 2013). 

I.4.2. Propriétés et utilisations 

Les NTC possèdent de très nombreuses propriétés qui sont largement exploitées dans beaucoup 

d’appli atio sà eg oupa tà di e sà se teu sà d’a ti it . Les NTC possèdent des propriétés mécaniques 

impressionnantes alliées à une faible masse faisant de ces nanoparticules des composites de choix pour 

renforcer la résistance de structures (Coleman et al., 2006) ou encore pour laà o du tio àd’ le t i it à

(Baughman et al., 2002). Des propriétés électrochimiques, chimiques et thermiques peuvent aussi 

permettent leur utilisation dans des électrodes, capteurs, biocapteurs, nanocapteurs, sondes mais aussi 

da sàleàsto kageàd’ e gieàetàd’h d og eà(Baughman et al., 2002; Coleman et al., 2006; Moniruzzaman 

and Winey, 2006; Riu et al., 2006; Thostenson et al., 2001; Wang, 2005). On peut donc retrouver des NTC 

dans de nombreux produits comme les écrans de télévision, les vélos, les pneus, les raquettes de tennis, 

les peintures ou encore les vêtements techniques (Baughman et al., 2002; Mouchet et al., 2011). 

I.4.3. Synthèse, forme 

Il existe différents protocoles de synthèse des NTC permettant de produire des nanotubes de 

différentes formes, diamètres, longueurs et de différentes structures, qui sont autant de paramètres 

influant sur leurs propriétés et donc leurs applications. Ces protocoles, non détaillés dans ce manuscrit, 

ont été répertoriés dans plusieurs revues bibliographiques (Baughman et al., 2002; Coleman et al., 2006; 
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Moniruzzaman and Winey, 2006; Thostenson et al., 2001).àLesàNTCàso t,à o eàleu à o àl’i di ue,àdesà

a otu es,àd’u eàfo eà li d i ue,àd’u àdia t eànanométrique  (de 1 à à àetàd’u eàlo gueu à uià

se mesure en micromètres (Iijima, 1991; Mouchet et al., 2011). Il existe principalement 2 types de NTC 

différents par leur structure. Les nanotubes monoparoi (single walled nanotube, SWNT, simple paroi) 

sont souvent décrits comme étant une feuille de graphite enroulée dans un tube (Figure 15A, Baughman 

et al., 2002; Iijima, 1991; Moniruzzaman and Winey, 2006; Thostenson et al., 2001). Les NTC multi-parois 

(multi-walled nanotubes, MWNT, multiple paroi) représentés dans la figure 15B, sont formées de 

monoparoi empilés les uns sur les autres à la manière des cernes des t o sàd’a esà(Baughman et al., 

2002; Iijima, 1991).à Lesà a otu esà peu e tà e iste à sousà plusieu sà st u tu esà ato i ues,à deu à d’e t eà

elles : la structure en fauteuil (armchair) et la structure en zig-zag sont schématisées dans la figure 15B. 

 

Figure 15 : A : Illustration des structures en fauteuil (armchair) et en zig-zag des NTC monoparoi d’ap s 

Thostenson et al., 2001) ; B : Photo de microscopie électronique à haute résolution de NTC multiparois comportant 

,  et  feuillets pou  les photo a,  et  espe ti e e t d’ap s  Iijima, 1991). 

I.4.4. Cycle de vie des NTC :àdeàlaàp odu tio àe àusi eàau à ejetsàda sàlesà ou sàd’eau 

Les NTC sont généralement incorporés dans des produits comme composite de soutien et de 

st u tu eà do tà l’utilisatio à e t ai eà pote tielle e tà peuà deà ejetsà di e tsà da sà l’e i o e e t.à Laà

modélisation du flux de transport des NTC représenté dans la figure 16A montre que sur un total de 
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production de 377 tonnes en Europe, 50% sont entreposés dans des décharges, 22% sont incinérés, 20% 

sont recyclés, 5% sont exportés et seulement 0,5% sont rejetés via le réseau des eaux usées (Sun et al., 

2014).à Deà t sà fai lesà ua tit sà deà NTCà so tà do à sus epti lesà deà ejoi d eà lesà statio sà d’ pu atio à

contrairement aux autres nanoparticules (Keller et al., 2013). En effet, les NTC incorporés dans les 

produits sont plutôt majoritairement entreposés dans des décharges. De par leurs rejets directs et 

passages restreints dans les STEP, des modélisations ont quand même suggéré des PEC pour les eaux de 

surface inférieures au ng.L-1 pou à l’a ée 2012 en Europe (Figure 16B). Les NTC se dispersent 

diffi ile e tàda sàl’eau,à aisàleu àfo tio alisatio àpote tielleàouàleu àe o ageà atu elàpa àlaà ati eà

organique présente da sà l’eauà peutà fa o ise à etteà dispe sio à (Jackson et al., 2013). Comme pour les 

autres types de nanoparticules, leur comportement dans le milieu dépend essentiellement de leur 

forme, longueur, diamètre mais aussi des conditions environnementales. 

 
Figure 16 : A : Flu  de t a spo t et dist i utio  des NTC e  Eu ope pou  l’a e  à pa ti  d’u e p odu tio  de 

377 tonnes ; B : Concentrations prédictibles des NTC dans différents compartiments techniques et 

environnementaux. La valeur « Mode » correspond à la valeur la plus fréquente alors que les valeurs Q0.15 et Q0.85 

correspondent aux percentiles les plus faibles et les plus élevés. Les valeurs en noir désignent des concentrations 

alors que les valeurs en gris désignent les augmentations annuelles des concentrations. Adapté de Sun et al. (2014). 

I.4.5. Effets sur les organismes du milieu aquatique 

Malgré une utilisation accrue des NTC et des rejets dans les écosystèmes aquatiques qui pourraient 

s’a e tue àda sàlesàa esà à e i ,àlesà tudesàsu àlesàeffetsàpote tielsàda sàlesà ou sàd’eauàso tàe o eà

peu nombreuses. Elles se sont dans un premier temps surtout focalisées sur la santé humaine, laissant 
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l’ oto i ologieà e à se o dà pla à (Mouchet et al., 2009). Cependant des études sur les invertébrés 

(Galloway et al., 2010; Ki T. Kim et al., 2010; Mwangi et al., 2012; Petersen et al., 2009), les poissons 

(Fraser et al., 2011; Klaper et al., 2010; Smith et al., 2007) et les amphibiens (Bourdiol et al., 2013; 

Mouchet et al., 2011, 2010, 2008, 2007) ont déjà été recensées. Cependant, il est difficile de clairement 

définir la toxicité de ces NTC puisque les expérimentations portent sur différents types de NTC possédant 

des caractéristiques et des protocoles de dispersion très variés (Jackson et al., 2013). De plus, 

généralement, les concentrations et les comportements des NTC au cours des expériences ne sont pas 

présentés. Une toxicité dans les écosystèmes aquatiques est potentielle, et, serait plus importante pour 

les NTC monoparoi ou double parois que pour les multiparois (Jackson et al., 2013; Mouchet et al., 

2010). En effet suite à plusieurs études, Mouchet et al. (2010) o tà isàl’h pothèse que les double parois 

pourraient entrainer des obstructions branchiales et intestinales alors que les multiparois, non observées 

da sàlesà a hiesàdesàla esàd’a phi ie àX. laevis pourraient seulement avoir des effets sur le tractus 

digestif les renda tà oi sà to i ues.à L’i gestio à età laà p se eà deà NTCà da sà leà t a tusà digestifà desà

organismes a effectivement plusieurs fois été rapportée dans la littérature (Jackson et al., 2013; 

Mouchet et al., 2010, 2008; Mwangi et al., 2012; Petersen et al., 2009). Les invertébrés semblent y être 

plusà se si lesà ueà lesà e t sà eà sià leàpassageàdesàNTCà leà lo gàdesà a i esà iologi uesà ’aàpasà

encore été observé. Les NTC pourraient également présenter une plus forte toxicité quand leur surface 

h d opho eàestà e o e,à fa o isa tà ai sià leu à sta ilit à da sà laà olo eàd’eau.àE àeffetàMouchet et al. 

(2011) o tà o se à laà p se eà d’effetsà g otoxiques dans les érythrocytes des larves de xénope 

exposées à 1 mg.L-1 de DWNT  seulement lorsque ces dernières étaient en présence de gomme arabique. 

E fi ,à lesàNTCàpou aie tàse i àdeà e teu àetàpe ett eà leà t a spo tàd’aut eà o ta i a t,à o eàpa à

exemple le cuivre, entrainant une toxicité supérieure chez les daphnies (Kim et al., 2010). La plupart de 

ces conclusions sont en accord avec les synthèses bibliographiques de Petersen et al. (2011) et Mouchet 

et al. (2008) et les auteurs concluent su àdeàpote tielsàeffetsàetà is uesà àdesà o e t atio sàdeàl’o d eà

du mg.L-1, une concentration qui est bien au-dessus des concentrations prédictibles. 
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II. Organisme modèle : le gammare 

II.1. Généralités 

II.1.1. Systématique 

Lesàga a esàso tàdeàpetitsàC usta sàappa te a tà à l’o d eàdesàá phipodes.à“u à lesà à à à

esp esàd’á phipodes,à %àso tà lass esà o eàappa te a tàauà“ous-Ordre des Gammaridea qui sont 

la ge e tà pa dusàda sàlesà os st esà a i s,àd’eauàdou eàouàterrestres (Gledhill et al., 1993; Kunz 

et al., 2010; Väinölä et al., 2008). Sur les 304 espèces qui composent la famille des Gammaridae (Väinölä 

et al., 2008), plus deà à esp esà pig esà d’eauà dou eà dist i u esà da sà toutà l’h isph eà No dà

appartiennent au genre Gammarus (Karaman and Pinkster, 1977a; Kunz et al., 2010). On compte parmi 

elles notamment les 3 espèces : Gammarus fossarum (Koch, 1835), Gammarus pulex (Linnaeus, 1758) et 

Gammarus roeseli (Gervais, 1835). 

II.1.2. Morphologie 

Morphologiquement, les gammares ressemblent à de petites crevettes  (Figure 17) ne dépassant pas, 

sous les latitudes tempérées, les 20 mm (Tachet et al., 2000). Ils ne peuvent cependant pas être 

o sid sà o eà telsà puis u’ilsà eà poss de tà pasà deà a apa eà phalo-thoracique, mais sont plutôt 

recouverts par un exosquelette calcifié composé de chitine couramment dénommé :à uti ule.àC’està etteà

dernière, qui, contenant des dépôts de caroténoïdes, donne cette couleur orangée aux gammares 

(Czeczuga, 1975; Gledhill et al., 1993). 

Laàp se eàd’u à o psà o p i à lat ale e t,àd’ eu àsessiles,àd’a te esàdeàtaillesàho og eàouà

e o eàdeàg athopodesào alai es,àpe etàdeà lasse à esàga a esàda sàl’o d eàdesàá phipodesà(Grassé 

et al., 1961). Un autre caractère distinctif est notamment la présence chez la femelle de dépendances 

fixées sur les appendices thoraciques et nommées oostégites. Ils forment une chambre incubatrice 

pe etta tàd’a ite à lesàœufs.àCesà fe ellesàso tàdeàplus,à eau oupàplusàpetitesà ueà lesà les (Felten, 

2003; Tachet et al., 2000). 

Leà o psàdesàga a esàestà ta is àetàs’o ga iseàe à àpa tiesà Figu eà 7) : 

Le prosome està laà gio à phali ueà o pos eàd’u eàseuleàpi eà issueàd’u eàfusio àdeà ta esà

(Felten, 2003). La tête porte un rostre de taille a ia le,à à eu àsessilesàai sià ueà àpai esàd’a te es,à

sup ieu esà età i f ieu esà se a tà d’o ga esà se so iels.à Desà pi esà u alesà à pai esà d’appe di es : 
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lèvres, mandibules, maxilles et maxillipèdes) permettent la prise de nourriture et la mastication 

(Chevreux and Fage, 1925; Felten, 2003). 

 

 

Figure 17 : Vue lat ale d’u  Ga a us. Les u otatio s de  à  ; I à III et a à b correspondent respectivement 

aux métamères du mésosome, métasome et urosome. pc, plaque coxale ; gn, gnathopode ; pe, péréiopode. Dessin 

modifié de C. Goergel et E. Walter (association CINCLE). 

Le mésosome se compose de 7 métamères portant chacun une paire de lames : les plaques coxales 

ai sià u’u eà pai eà d’appe di esà a ti ul s uniramés: les péréiopodes (Chevreux and Fage, 1925). Les 

péréiopodes correspondant aux segments 1 et 2 du mésosome sont spécifiques car ils sont destinés à la 

préhension et se nomment les gnathopodes (Chevreux and Fage, 1925). Ces derniers, tous comme les 

p iopodesà à à ,àso tào ie t sà e sàl’a a tàdeàl’o ga is eàetàpe ette tàaussiàl’activité de locomotion. 

C’està gale e tà leà ôleàdesàp iopodesà à à à uià so tà ua tà àeu àdi ig sà e sà l’a i eàduàga a eà

(Felten, 2003; Grassé et al., 1961). 

Le métasome possède 3 métamères généralement bien développés, portant chacun une paire 

d’appe di es : les pléopodes. Outre leur rôle dans la locomotion, ces pléopodes ont surtout une fonction 

importante de ventilation. En effet, en perpétuels mouvements synchrones, ils favorisent la circulation et 

leà e ou elle e tà o sta tà deà l’eauà autou à desà a hiesà fi esà au à pla uesà o alesà sousà lesà

péréiopodes (Chevreux and Fage, 1925; Grassé et al., 1961). 
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L’u oso e possède quant à lui à seg e tsà po ta tà ha u à u eà pai eà d’u opodesà i a s.à Cetà

urosome constitue un battant natatoire qui permet au gammare de se déplacer en mouvements 

saccadés (Grassé et al., 1961).àL’u oso eàseàte i eàpa àu àpetitàappe di e : le telson. 

II.1.3. Ecologie- Habitat 

Le genre Gammarus sp. est largement répandu dans la région Paléarctique (Grabowski et al., 2007; 

Karaman and Pinkster, 1977a). Ces organismes peuvent occuper des eaux marines ou des eaux douces 

ai sià ueàdesàs st esàloti uesàouàle ti ues.àLa ge e tàp se tsàda sàlesà os st esàd’eauàdou e,àilsà

peu e tà s’adapte à à desà o ditio sà a i esà età apide e tà dominer la faune des macroinvertébrés 

benthiques du milieu, que ce soit en termes de densité ou de biomasse (MacNeil et al., 1997). 

Cependant, ils peuvent aussi être géographiquement contraints par des facteurs abiotiques tels que la 

te p atu e,à laà lu i osit ,à laà du et ,à l’o g e,à leà pH,à lesà o e trations en calcium, le courant ou 

encore la pollution du milieu (Duran, 2007; Peeters and Gardeniers, 1998). Colonisant tous les types 

d’ha itats,à ilsà p f e tà a oi sà lesà zo esào ag esà o pos esàdeà su st atsà g ossie sà o eà lesà

galets et les graviers, ainsi que les zones possédant des substrats organiques comme des végétaux qui 

leu à se e tà deà ou itu eà età d’a ià o t eà lesà p dateu s.à Leu sà p f e esà ologi uesà a ie tà

sensiblement en fonction des espèces (Peeters and Gardeniers, 1998). 

II.1.4. Plasticité alimentaire 

Traditionnellement considérés comme des herbivores ou des détritivores déchiqueteurs (Dangles and 

Guérold, 2001; Kelly et al., 2002b),àlesàga a esàso tàe àfaitàpou usàd’u eàg a deàplasti it àali e tai eà

qui a notamment permis leur succès dans la colonisation de divers habitats (MacNeil et al., 1997). 

Certaines espèces de gammares ont une préférence pour les litières de feuilles qui, colonisées par des 

micro-organismes, deviennent plus appétentes (Gessner and Chauvet, 1994).à C’està leà asàpa àe e pleà

desà feuillesàd’aul eàouàd’ a leà olo is esàpa àdesà ha pig o sàh pho cètes aquatiques (Danger et 

al., 2013; Maltby, 1994).àD’aut esàesp esàpeu e tàp se te àu à o po te e tàdeàp datio à oi eàdeà

cannibalisme (Dick, 1995; Kelly et al., 2002b; MacNeil et al., 1997). Kelly et al. (2002a) ont par exemple 

tudi àl’a ti it àdeàp datio àdesàga a esàsu àdesà phesàd’ ph esà B. rhodani). Finalement, les 

gammares peuvent être considérés comme herbivores et carnivores mais également comme prédateurs 

et proies (MacNeil et al., 1999, 1997).  

II.1.5. Reproduction 
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Chez les gammares, la reproduction est sexuée, externe, ovovivipare et suit un cycle complexe. Alors 

ueàlesàfe ellesà eàpeu e tàseà ep odui eà u’ap sàu eàp iodeàdeà ue,àlesà lesà ua tà àeu ,àpeu e tà

leàfai eà à ’i po teà uelà o e tàdeàl’a e.àL’a ti it àdeà ep odu tio àestà epe da tà duiteàd’o to eà

à décembre, et connait un pic important dépendant de la température durant le printemps et en début 

d’ t à (Gledhill et al., 1993; Pöckl et al., 2003). Quand les femelles sont sexuellement matures, elles 

libèrent des phéromones qui sont détectées par les chémorécepteurs des mâles situés au niveau de 

leurs antennes (Sutcliffe, 2010). Ces derniers choisissent alors des femelles qui apparaissent comme 

ta tàlesàplusàaptesà àp odui eàu eàg a deà ua tit àd’œufsà(Kunz et al., 2010). Les mâles vont de ce fait 

s’a o he à au à fe ellesà à l’aideà deà leu à p e i eà pai eà deà g athopodesà età o tà fo e à u eà figu eà

nommée amplexus copulatoire (Figure 18A ;  Borowsky, 1984; Chevreux and Fage, 1925; Conlan, 1991). 

Les gnathopodes sont, pour cela, plus développés chez les mâles, ce qui constitue un bon critère de 

différentiation sexuelle (Figure 18B). Les gammares sont dits en précopulat et peuvent y rester pendant 

plusieurs semaines. Le mâle se situe donc au-dessus, il est en moyenne de 1,3 à 1,5 fois plus grand que 

sa femelle et il assure tous les mouvements pour deux (Gledhill et al., 1993). La fertilisation est externe 

etàelleàs’effe tueàjusteàap sàlaà ueàdeàlaàfe elle. 

 

Figure 18 : A : Vue lat ale d’u  ga a e âle et d’u  ga a e fe elle appa te a t à l’esp e G. oeseli e  

précopulat. Source : J. Andreï ; B : Dessi  du P opode et du Da t le h pe t ophi  d’u  ga a e âle d’ap s 

Chevreux and Fage, (1925). 
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Leà leà a a do eà e suiteà saà fe elleà età lesà œufsà seà d elopperont et écloront en 3 semaines 

environ dans une poche incubatrice, le marsupium (Figure 19á,àB .àLesà ju ilesà à este o tà jus u’ à laà

prochaine mue de la femelle, moment à partir duquel ils nageront alors àl’e t ieu à Figu eà C). 

 

Figure 19 : Vues lat ales de ga a es fe elles appa te a t à l’esp e G. pule  po ta t des œufs à diff e ts 

stades de maturation (A, B) puis au stade ultime où les juvéniles nagent hors du marsupium (C). Source : J. Andreï. 

II.1.6. Croissance, cycle de vie 

A leur sortie du marsupium, les juvéniles se nourrissent dans un premier temps des fèces des 

gammares adultes (Kunz et al., 2010; McCahon and Pascoe, 1988).àC’estàauà outàdeà à à à ois,àsoitàap sà

9 à 10 mues, que les gammares atteignent leur maturité sexuelle (Pöckl, 1992). La croissance est en effet 

dis o ti ueàetàs’effe tueàpa àdesàp iodesàdeà uesàetàd’i te uesà uiàseàsu de tàpe da tàtouteàlaà ieà

du gammare, soit environ 2 ans. Ce cycle de vie est sensiblement le même pour les différentes espèces 

appartenant au genre Gammarus, mais il peut parfois connaître des variations en fonction des facteurs 

a ioti uesà o eà pa à e e ple,à laà te p atu eà deà l’eau.à Pöckl (1992) a ainsi observé que pour une 

température inférieure à 12°C, la croissance et la maturation étaient plus rapides chez G. pulex et G. 

fossarum que chez G. roeseli. 

II.1.7. Physiologie, respiration 

Le gammare a une respiration branchiale et possède 6 paires de branchies qui sont des expansions 

latérales des pattes thoraciques (Felten, 2003; Sutcliffe, 1984). Les 3 paires de  pléopodes se situant au 

niveau du métasome sont en perpétuel mouvement, ce qui favorise un renouvellement constant et un 

flotà tu ule tà d’eauà su à laà su fa eà desà a hies.à Cetteà a ti it à deà e tilatio à duità alo sà l’ paisseu à

d’eauà auà o ta tà desà a hiesà età a lio eà laà diffusio à deà l’o g eà (Sutcliffe, 1984). En effet, cette 

diffusio àd’o g eàp se tàda sàl’eauàauàt a e sàdesà a hiesà pond à 3 grandes règles (Figure 20) : 1) 
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leà tau à deà diffusio à està p opo tio elà à l’ai eà deà su fa eà deà laà a hie ; 2) le taux de diffusion est 

p opo tio elà à l’ paisseu àdeà laà a hieà aisàsu toutà à l’ paisseu àdeà laà ou heàd’eauàauà o ta tàdeà

cette branchie ;à àleàtau àdeàdiffusio àestàa a tàtoutàla ge e tàd pe da tàd’u eàdiff e eàdeàp essio sà

pa tiellesàe ào g eàe t eàl’eauàetàleàga a eà(Sutcliffe, 1984). 

áp sàa oi àt a e s àlesà a hies,àl’o g eàestàfi àpa àu àpig e tà espi atoi e,àl’h o a i e,à uià

fa iliteà leà t a spo tà d’o g eà da sà l’h ol pheà età e sà lesà o ga es.à E à effet,à hezà lesà ga a esà

l’appa eilà i ulatoire est ouvert, les tissus et organes baignent dans le liquide extracellulaire 

hémolymphatique. 

 

Figure 20 : Diag a es o t a t l’i po ta e de l’ paisseu  de la ou he d’eau R  au o ta t de la a hie R  

ai si ue l’i po ta e du g adie t de p essio  pa tielle e  o g e PO2 g adie t  su  le tau  de diffusio  d’o g e 

de l’eau e s  le ga a e. Adapt  de Sutcliffe, (1984). 

L’h ol pheàestà ota e tà o pos eàd’io sà hlo u eàetàsodiu à uià o t i ue tà ajo itai e e tà

à laàp essio àos oti ue.àChezà lesàga a es,à l’os ola it àdeà l’h ol pheàseàsitueàg ale ent aux 

alentours de 300 mOsmol (Arce Funck, 2014; V. Felten et al., 2008a; Issartel et al., 2010; Vellinger et al., 

2013). Dans leur habitat naturel, les gammares ont comme tous les organismes animaux aquatiques la 

capacité de réguler la composition et la pression osmotique (Felten, 2003; Lignot et al., 2000) du milieu 

intérieur (=hémolymphe chez les invertébrés). 

II.2. Espèces 

Parmi les nombreuses espèces appartenant au genre Gammarus, 3 sont largement  présentes en 

Lorraine : G. fossarum, G. pulex et G. roeseli. Cette dernière, originaire des Balkans (Karaman and 
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Pinkster, 1977b),àaàlo gte psà t à ualifi eàd’esp eài asi eà aisàestàd so aisà o sid eà o eàu eà

espèce native naturalisée (Gismondi, 2012; Grabowski et al., 2007). Dans leur étude, Grabowski et al. 

(2007) o tà oupl àlesà po sesàdeà àpa a t es,à àseà appo ta tà àdesàt aitsàd’histoi eàdeà ie,àetà à àdesà

traits écologiques. En se basant sur des données bibliographiques, les auteurs ont classé les différentes 

espèces les unes par rapport aux autres dans un diagramme représenté en figure 21.  

 

Figure 21 : Diagramme regroupant les distances entre 13 espèces de gammares en se basant sur 8 paramètres : 1) 

taille moyenne des femelles reproductrices ;  o e d’œufs da s le a supiu  ; 3) indice de fécondité (nombre 

d’œufs/taille de la fe elle  ; 4) durée de la période de reproduction ; 5) âge de maturité ; 6) nombre de générations 

par an ; 7) tolérance à la salinité ;  tol a e à l’i pa t de l’ho e. D’ap s (Grabowski et al., 2007). 

II.2.1. Identification 
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“iàpa iàlesà àesp es,àl’ide tifi atio àdeàGammarus roeseli est assez aisée de par la présence de carènes 

dorsales rapidement identifiables, les espèces G. fossarum et G. pulex ne peuvent pas être différenciées 

pa à u à apideà oupà d’œil (Figure 22). La clé de détermination adaptée par Felten (2003) permet 

l’ide tifi atio àdeà esà àesp es.àCetteàide tifi atio àseà aseàsu àlaà a eài te eàduàt oisi eàu opode.à

Pou àl’esp e G. pulex, la taille de cette rame interne correspond au 2/3 de la taille de la rame externe 

alors que pour G. fossarum elle correspond seulement à 1/3 de la rame externe. 

II.2 .2. Exigences environnementales 

Bie à ueà plusieu sà esp esà deà ga a esà puisse tà oe iste à da sà u à eà t peà d’ha itat,à leu sà

di e sesàe ige esàe i o e e talesàgou e e tàleu àdist i utio àda sàlesàha itatsàd’eauàdou eà(Pöckl 

et al., 2003; Toman and Dall, 1998).àPa àe e ple,àl’esp eàG. fossarum qui préfère les eaux fraîches, bien 

oxygénées et qui supporte peu les milieux pollués, sera distribuée dans de petites rivières de têtes de 

bassins versants souvent situées en zone montagneuse et possédant un fort courant (Grabowski et al., 

2007; Karaman and Pinkster, 1977a; Pöckl et al., 2003; Toman and Dall, 1998). áuà o t ai e,àl’esp eàG. 

roeseli, plusàtol a teàau àpollutio s,àau àte p atu esà le esàetàau à aissesàd’o g eàdans le milieu, 

sera plutôt présente dans les larges rivières à faible courant (Grabowski et al., 2007; Pöckl et al., 2003; 

Toman and Dall, 1998). La troisième espèce, G. pulex présente des exigences environnementales 

intermédiaires aux deux précédentes.  

II.2.3. Les espèces invasives 

Certaines espèces de gammares sont qualifiées d’i asi es.àEllesàposs de tàg ale e tàu eà o eà

tolérance à une large gamme de conditions environnementales qui leur permet de survivre dans de 

nouvelles conditions suite par exemple à un transport par bateau via des eaux de ballast (Ricciardi and 

Rasmussen, 1998). La discrimination entre une espèce invasive et native est délicate et doit reposer sur 

une combinaison de diverses caractéristiques biologiques et écologiques. Si ce sont les traits écologiques 

et notamment leur forte tolérance environnementale qui permettent la survie des espèces dans un 

ou eauàt peàd’ha itat,àlesàt aitsà iologi uesà o eàpa àe e pleàlaà ep odu tio àfa o ise tàpa àlaàsuiteà

leur large propagation (Devin and Beisel, 2006). Les espèces G. pulex et G. roeseli ont un temps été 

o sid esà o eàd’a ie esàesp esài asi esàdeàpa àleu ào igi eà(Devin and Beisel, 2006). Etablies 

e à F a eà depuisà plusieu sà dizai esà d’a es,à ellesà so tà ai te a tà o sid esà o eà ati esà

naturalisées (Felten et al., 2008; Grabowski et al., 2007; Wijnhoven et al., 2003). 
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Figure 22 : D te i atio  de G. fossa u , G. pule  et G. oeseli adapt e d’ap s (Felten, 2003; Mayer et al., 2012). 
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II. .àPla e,à ôleàda sàlesà os st esàd’eauàdou e 

II.3.1. Place dans le réseau trophique 

Lesàga a esàso tào ip se tsàda sà lesà os st esàd’eauàdou eàtoutàauà lo gàdeà l’a e.àLesà à

espèces de Gammarus sont omnivores et consomment un large spectre de ressources trophiques 

(végétaux vivants, algues, matériel détritique, animaux). Elles sont également les proies de différentes 

esp esà d’i e t sà età deà e t sà p dateu s.à Ilsà peu e tà ep se te à pa à ailleurs la partie 

do i a teà desà a oi e t sà e thi uesà desà i i esà e à te eà deà de sit à d’o ga is esà età deà

biomasse (MacNeil et al., 1997). Véritable réserve de nourriture pour de nombreuses espèces de 

poissons, ils sont également largement consommés par des amphibiens tels que les grenouilles ou 

sala a d esà aisà gale e tà pa à d’aut es macroinvertébrés comme les coléoptères (Baudin and 

Garnier-Laplace, 1994; MacNeil et al., 1999). Fait plus étonnant, ils servent également de ressource 

ali e tai eà à e tai esà esp esà d’oiseau .à E à effet,à lesà ga a esà pa asit sà peu e tà p se te à desà

comportements modifiés quand les parasites développent une stratégie de prise de contrôle de leurs 

hôtes primaires. Les gammares sont alors attirés par la lumière, nagent plus en surface et sont ainsi plus 

consommés par des oiseaux, hôtes définitifs des trématodes (Beisel and Médoc, 2010; MacNeil et al., 

1999). 

Les gammares sont également eux- esàdesàp dateu sàa tifsàdesà ou sàd’eau.àDa sàleu à tude,à Kelly 

et al. (2002a) o tà isà e à ide eà l’a ti it à deà p datio à deà G. pulex su à desà phesà deà l’esp eà

d’ ph eàBaetis rhodani. Mais,à ’estàpa àleu àa ti it àdeàfragmentation des litières de feuilles et de la 

matière organique détritique, que les gammares occupent une place clé dans le réseau trophique et dans 

leà fo tio e e tà desà os st esà d’eauà dou eà (Dangles and Guérold, 2001; Kelly et al., 2002b; 

MacNeil et al., 1999, 1997; Wallace and Webster, 1996).  

II.3.2. Rôle fonctionnel 

De par leurs habitudes alimentaires de déchiqueteurs, les gammares jouent un rôle clé dans la 

fragmentation et la transformation de la matière organique allochtone dans les écosystèmes de tête de 

bassin versant. Ainsi, les apports de litières provenant de la ripisylve servent de ressources nutritives aux 

macroinvertébrés déchiqueteurs tels que les gammares et représentent alors une source importante 

d’e t eàd’ e gieàda sàleà ilieuà(Anderson and Sedell, 1979; Wallace and Webster, 1996).àL’a ti it àdeà

déchiquetage par ces macroinvertebrés permet la conversion des particules organiques grossières en 

fines particules d’u eàtailleà i te diai eàe t eà , àµ àetà à à : les FPOM (Fine Particulate Organic 
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Matter ; Anderson and Sedell, 1979; Dangles and Guérold, 2001; Navel et al., 2011; Wallace and 

Webster, 1996). Les FPOM produites par les gammares correspondent principalement aux fèces et aux 

pseudo-f es.àT a spo t esàleàlo gàduà ou sàd’eauàouàd pos esàsu àlesàsu st ats,àellesàse e tàalo sàdeà

source de nourriture à de nombreuses espèces de collecteurs actifs et passifs, permettant ainsi 

l’i o po atio à duà a o eà allo hto e à da sà leà seauà t ophi ueà (Cushing et al., 1993; Wallace and 

Webster, 1996).  

II.3.3. Importance des FPOM dans le cycle de la matière organique 

Les approches fonctionnelles et notamment les relations entre les organismes benthiques et la 

d a i ueà deà laà ati eà o ga i ueà da sà lesà i i es,à o tà faità l’o jetà d’u eà a o da teà litt atu eà

(Dangles and Guérold, 2001; Navel et al., 2011; Van Dokkum et al., 2002; Wallace and Webster, 1996). Il 

a été montré que les FPOM produites notamment par les gammares pouvaient être transportées sur 

plusieu sàkilo t esàdeàdista eàda sàlesà ou sàd’eauàe àalte a tàdesàphasesàdeàd pôt/ te tio àda sàleà

s di e tà età desà phasesà deà e iseà e à suspe sio à da sà laà olo eà d’eauà (Cushing et al., 1993). Ce 

d pla e e tàdeà ati eào ga i ueàleàlo gàd’u à ou sàd’eauà àflu àu idi e tio elàaàu eài flue eàdi e teà

su àl’a ti it àdeà o so atio àd’aut esào ga is es : les organismes collecteurs. Dans leur étude, Navel 

et al. (2011) o tà pa à e e pleà o t à l’i flue eà deàG. roeseli su à leà tau à d’assi ilatio  du collecteur 

Niphargus rhenorhodanensis qui se nourrit principalement des FPOM produites par le gammare 

d hi ueteu .à Ilsà o lue tà alo sà su à l’e iste eà d’u eà i te a tio à positi eà e t eà lesà o ga is esà

d hi ueteu sàetà olle teu s.àD’aut esà tudesào tà isàe à ide eà u’u eàdi i utio àe àg a dà o eà

deàlaà o u aut àdesàd hi ueteu sà e thi uesàp se tsàda sàlesà ou sàd’eauàe ge d e aitàdesà aissesà

sig ifi ati esà deà laà p odu tio à età deà l’e po tà desà FPOMà (Wallace et al., 1982; Wallace and Webster, 

1996).à M eà sià desà FPOMà peu e tà aussià t eà p oduitesà pa à a asio à ph si ueà ouà pa à l’a ti it à desà

micro-organismes (Anderson and Sedell, 1979), u eàdi utio àd asti ueàdeàleu àp odu tio àpa àl’a ti it à

deà d hi uetageà pa à lesà a oi e t sà e thi uesà au aità d’i po ta tesà o s ue esà su à lesà

organismes qui en dépendent.  

Les macroinvertébrés déchiqueteurs et donc les gammares, ont une influence importante et 

esse tielleàsu àleà leàdesà ut i e tsàetàdeàlaà ati eào ga i ueàda sàlesà os st esàd’eauàdou e.àIlsà

occupent une place clé dans son fonctionnement et participent à son bon équilibre. Une importante 

pe teà deà io aseà et/ouà d’a ti it à deà es organismes pourrait avoir de graves conséquences sur le 

fo tio e e tàdeàl’ os st e. 
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II.4. Le gammare en écotoxicologie  

Les crustacés et plus particulièrement les gammares font partie des organismes couramment étudiés 

en écotoxicologie aquatique. Ils peuvent par exemple, aisément être étudiés dans des manipulations in 

situ dans des cages, ou dans des expérimentations en conditions de laboratoire. De nombreuses études 

ont mesuré ou mis en évidence une bioaccumulation ou une concentration de contaminant au sein de 

ces organismes après un relargage da sàleà ilieuàd’e positio . Les quantités de contaminant mesurées 

dans les gammares sont le plus souvent proportionnelles et dépendantes des quantités de contaminant 

introduites dans le milieu ce qui en fait de bon biomoniteurs (Arce Funck et al., 2013; V. Felten et al., 

2008b; Güven et al., 1999; Lebrun et al., 2012; Vellinger et al., 2012). De nombreuses études ont aussi 

montré la sensibilité des gammares à différents types de polluants organiques ou inorganiques selon 

diff e tsàs a iosàd’e positio  : in situ, ex situ,àe positio àpa àpulseàda sàl’eauàouà iaàleàs di e tà(Kunz 

et al., 2010). Ces travaux se basent souvent sur des tests de toxicité normalisés CL50 (concentrations 

létales pour 50% de la population, Arce Funck et al., 2013; Ozgul Ozalp et al., 2011; Pantani et al., 1997; 

Taylor et al., 1991; Vellinger et al., 2012), mais aussi sur des mesures de différents types de 

biomarqueurs qui seront énumérés dans la section III.2. de ce chapitre (Borlakoglu and Kickuth, 1990; 

Garaud et al., 2015; Horion et al., 2015; Sroda and Cossu-Leguille, 2011).   

Dans sa revue bibliog aphi ueàt sà o pl teàsu àl’ tudeàdesàga a esàda sàlesàtestsàd’ oto i ologieà

aquatique, Kunz et al. (2010) affi e tà u’a e àlaà ua tit àd’ tudesàd’ oto i ologieàpu li es,àetàleà e ulà

que la communauté scientifique possède sur ces organismes, les gammares sont de bons candidats pour 

des études plus intégratives couplant plusieurs niveaux d’i t g atio s.àIlsàp opose tàalo sà ueàlesàfutu esà

recherches adoptent une approche plus complète en étudiant par exemple les effets 

multigénérationnels de polluants, le développement de nouveaux biomarqueurs et ils proposent 

également de favoriser au maximum les liens entre des aspects biochimiques, physiologiques, 

comportementaux et fonctionnels (Lagadic et al., 1994). 
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III. Outils pou  l’ valuatio  des is ues : vers une approche 

plus environnementalement réaliste 

L’ aluatio àdesà is uesàpou àl’e i o e e tài pli ueà ota e tàlaà o p he sio àdeàl’e positio à

et des effets des contaminants, leur interaction avec les organismes, et également leur conséquences sur 

les populations et les écosystèmes. Les études en écotoxicologie disposent de plusieurs outils qui 

pe ette tàd’adopte àdesàapp o hesàplus environnementalement réalistes. 

III.1. Complexification des systèmes expérimentaux 

III.1.1. Définition des microcosmes et des mésocosmes  

Lesàtestsàd’ oto i it àpeu e tàs’effe tue à àdiff e tsà i eau àdeà o ple it  : du test « simple » de 

toxicité en laboratoire aux tests plus complexes en extérieur voire en milieux naturels. La distinction 

entre des systèmes expérimentaux qualifiés de microcosmes et mésocosmes se base classiquement sur 

une notion de taille et de complexité physico-chimique et/ou biologique (Lähteenmäki et al., 2015; 

Teuben and Verhoef, 1992). Généralement, en écotoxicologie, de nombreuses expériences réalisées en 

laboratoire concernent une espèce placée dans des conditions contrôlées. Ces études relèvent 

t pi ue e tàd’u eàapp o heàe à i o os e.àU eà pli a ilit ài po ta teàdesàdispositifsàe p i e tau à

est associée à ce type de test.  

Pour les études en mésocosmes, en termes de complexité, elles se situent entre les expérimentations 

e à la o atoi eà età l’ os st eà atu elà (Bour et al., 2015). Souvent plus lourdes à élaborer, elles 

demandent un travail préparatoire plus important. Les dispositifs expérimentaux doivent être assez 

grands pour fonctionner sur une longue durée pouvant aller de quelques semaines à plusieurs mois. Il 

’e isteàpasàdeàtaille « réglementaire » définissant un dispositif comme étant un mésocosme, puisque la 

tailleàid aleàestàe ti e e tàd pe da teàdeàl’ tudeàai sià ueàdesào je tifsà o sid s.àDesà so osmes 

peuvent par exemple, recréer des conditions de sol (Colman et al., 2013; Gohil et al., 2014; Teuben and 

Verhoef, 1992), de rivières (Böttger et al., 2013; Kulacki et al., 2012; Roussel et al., 2008),à d’estuai esà

(Cleveland et al., 2012) ouàe o eàd’ os st esà a i sà(Buffet et al., 2014, 2013).  

Classiquement, les microcosmes et mésocosmes peuvent être classés en 3 catégories : 1) fermés, sans 

o ta tà a e à l’e t ieu ,à à se i-ouverts, soumis à certains paramètres naturels ou 3) ouverts et 

di e te e tà dispos sà à l’e t ieu à Teuben and Verhoef, 1992). Dans la littérature, la majorité des 
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études dites en mésocosmes a utilisé des dispositifs ouverts et soumis aux conditions de température et 

d’hu idit à atu ellesà (Buffet et al., 2014; Colman et al., 2013; Lähteenmäki et al., 2015; Lowry et al., 

2012a; Roussel et al., 2008).à Cepe da t,à d’aut esà tudesàégalement réalisées en mésocosmes ont été 

effectuées sous serre (Cleveland et al., 2012; Gohil et al., 2014) ou en laboratoire (Kulacki et al., 2012; 

Tella et al., 2014).  

Dans leur revue bibliographique, Bour et al. (2015) ont notamment discuté de ces différentes notions 

de microcosmes et mésocosmes présentes dans la littérature. Sans pour autant vouloir définir une 

nomenclatu eà uià at go ise aitàlesàdiff e tsàt pesàdeàs st esàe p i e tau ,àetàe àga da tà àl’esp ità

u’ilàappa aitàdiffi ileàdeàd fi i àu eàli iteàf a heàe t eàu às st eàsi pleàetàu às st eà o ple e,àilsà

sugg e tàalo sà u’u eàdisti tio àpou aitàseà aser sur la localisation des dispositifs. Ceux disposés en 

e t ieu à età do à sou isà au à o ditio sà li ati uesà so tà plusà ep se tatifsà deà laà o ple it à d’u à

os st eàetàs’appa e te aie tà ieu àauàte eàdeà so os e,àplutôtà ueàlesàdispositifsàe àla o atoi e 

qui correspondraient plutôt à des microcosmes. 

Dans ce manuscrit de thèse, la totalité des expériences a été effectuées en laboratoire. Comme deux 

i eau àdeà o ple it sàe àte esàd’ tudes,àdeàtaillesàdesàdispositifsà(de 400 mL à 50 litres, Figure 23) et 

deàdu esàd’e p i e tatio à deà à à àjou s ào tà t à la o s,à ousà ousà ase o sàdo àsu àlaà otio à

classique de complexité pour distinguer les mésocosmes, des microcosmes. 

 

Figure 23 : Dispositifs expérimentaux de A) 400 ml à B) 50 litres. Photos : J. Andreï 

 

III. . .àá a tagesàetàli itesàd’u eàd a heàdeà o ple ifi atio  

Cha ueàt peàd’ tudeàp se teà ide e tàdesàa a tagesàetàappo teàdesà i fo atio sàsp ifi ues.à

Les études en microcosme, peuvent être plus facilement contrôlées et peuvent alors présenter un 
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caractère e plo atoi e.àElleàpe ette tàd’appo te àpa àe e ple,àu eà aseàdeàdo esàfia les,à eposa tà

su à deà o eu à pli atsà e à te esà deà dispositifsà ouà d’e p ie esà a a tà deà pou oi à seà positio e à

dans des situations plus complexes, plus chronophages et plus onéreuses  qui sont développées en 

mésocosmes (Gohil et al., 2014).à Pou à etteà aiso à laà plupa tà desà tudesà d’ oto i it à o duitesà

notamment sur les nanoparticules ont été effectuées en laboratoire, sous conditions contrôlées et via 

l’ tudeà d’u eà seuleà esp eà (Buffet et al., 2014). Essentielles, ces études ont permis de révéler et 

d’ alue àdeàpote tiellesàto i it sàsu àlesàesp esà tudi esàai sià ueàlesà a is esàd’a tio à(Bour et al., 

2015). Depuis quelques années seulement, des expérimentations visant à étudier les effets des 

nanoparticules en conditions plus complexes se sont développées (Buffet et al., 2014; Cleveland et al., 

2012; Colman et al., 2013; Kulacki et al., 2012; Lowry et al., 2012a). Toutefois, ces études en 

mésocosmes, certes plus réalistes et prenant en compte plusieurs interactions interspécifiques ou 

trophiques présentent différents inconvénients. Longues, coûteuses, complexes à mettre en place et 

disposant de peu de réplicats, elles peuvent garder ce caractère artificiel de par la présence de parois 

non naturelles, mais elles sont surtout difficilement contrôlables (Bour et al., 2015). De fortes variabilités 

entre des réplicats appartenant à une même condition peuvent par exemple devenir difficiles à 

i te p te .àC’estàpou à ela,à ueàlesào je tifsàd’u eà tudeàdoi e tà t eà lai e e tàd fi isàpou às’assu e à

que le dispositif en mésocosme soit bien le plus adapté au questionnement (Pascoe et al., 2000). Ces 

li itesàetàdiffi ult sàd’i te p tatio ,à ota e tàe à eà uià o e eà lesà a opa ti ules,àpeu e tàaussià

ajo itai e e tà t eàduesàau àli itesàte h i ues.àLeàd eloppe e tàd’ tudesàe à so os es nécessite 

un savoir-faire technique ainsi que la possession et maitrise d’outilsà pe etta tà u eà o eà

caractérisation des milieux et un suivi de la pression de contamination. 

C’estàpa àe e pleà eà ueà l’o àpeutào se e àda sà l’ tudeàdeà (Lowry et al., 2012a) qui ont rapporté 

pour la première fois le devenir de nAg commerciales dans des mésocosmes simulant une zone humide 

d’eauàdou eà o pos eàd’u eàpa tieàte est eàetàd’u eàpa tieàa uati ue.àIlsào tàpuà alue àlaàdist i utio à

etàlaàsp iatio àdeàl’a ge tàda sàlesàdiff e tsà o pa ti e tsàpe da tà à oisàetào tà gale e tà o t à

une biodisponibilité de l’a ge tà pou à lesà ousti ues,à poisso sà età hi o o esà suiteà à u eà sulfu atio à

incomplète. Cette étude complexe sur le devenir des nAg dans une situation environnementalement 

aliste,à ’aà epe da tà pasà he h à à alue à laà to i it à desà ágà su à lesà o ga is es. Plusieurs 

expériences ont par la suite couplé une étude de caractérisation des nanoparticules à une étude de 

toxicité en mésocosmes (Buffet et al., 2014; Colman et al., 2013). Ces études montrent que ces rares 

expérimentations sont fondamentalement différentes ce qui ne permet pas de les comparer. Il est donc 

pou à leà o e tà e o eà diffi ileà d’ ta li à desà te da esà g alesà deà to i it à desà a opa ti ulesà e à
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conditions complexes (Bour et al., 2015).àLesàa tefa tsàd’e p ie es,àlesàdiffi ult sàd’i te p tatio àetàlesà

fai lessesà te h i uesà o pli ue tà esà tudesà uià s’a e tà pou ta tà essai esà pou à pe ett eà u eà

évaluation certainement plus pertinente des effets des nanoparticules en conditions 

environnementalement réalistes. 

III.2. Prise en compte des différentes échelles biologiques : des indicateurs 

cellulaires aux indicateurs fonctionnels 

Pour la définition de biomarqueur nous nous référons à celle proposée par Lagadic et al. (1997). Ainsi, 

« tout ha ge e t o se a le au i eau de l’i di idu et esu a le au i eau ol ulai e, io hi i ue, 

cellulaire, physiologique ou comportemental, révélant une exposition présente ou passée à un ou à des 

contaminants, peut être défini comme un biomarqueur ». Indicateurs précoces et sensibles des effets des 

contaminants sur les organismes, ces biomarqueurs son couramment étudiés en  écotoxicologie (Chae et 

al., 2009; Cossu et al., 1997; Galloway et al., 2004; Garaud et al., 2015; Gomes et al., 2014; Vasseur and 

Cossu-Leguille, 2003). Pour les invertébrés, plusieurs études de « multibiomarqueurs » ont par exemple 

été effectuées sur des bivalves (Cossu et al., 2000; Gomes et al., 2014; Rocha et al., 2015), des 

amphipodes (Correia et al., 2002; Guerlet et al., 2008; McLoughlin et al., 2000) ou même sur les deux 

conjointement (Garaud et al., 2015). Pour être écologiquement le plus pertinent possible, et pour 

pouvoir comprendre les mécanismes liant les effets au stress, une batterie de biomarqueurs devrait 

tudie àdesà io a ueu sà eli sà àdiff e tesà fo tio àdeà l’o ga is eàetà o e a tàplusieurs niveaux 

d’o ga isatio ,à o eà pa à e e pleà desà io a ueu sà ol ulai es,à ph siologi uesà età

comportementaux (Garaud et al., 2015; Moore et al., 2004; Sroda, 2010).  

L’ tudeà desà io a ueu sà ’ ta tà pasà leà sujetà deà eà a us ità deà th seà aisàplutôtà u àoutilà pou à

répondre à notre problématique, les biomarqueurs étudiés seront brièvement décrits et listés. 

Cepe da t,à da sà laà litt atu e,à deà o eusesà tudes,à s’ à so tà la ge e tà i t ess esà età lesà o tà

clairement défini un à un. Dans son manuscrit de thèse,  Sroda, (2010) aàpa àe e pleàd elopp àl’ tudeà

d’u eà atte ieàdeà io a ueu sàsu à lesàga a esàpou à alue à laà ualit àdesà ilieu àa uati ues.àPlusà

récemment, une batterie de biomarqueurs (incluant la majorité de ceux cités dans ce manuscrit) a fait 

l’o jetà d’u eà tudeà approfondie sur les moules zébrées Dreissena polymorpha suite à des 

contaminations aux nanoparticules (Garaud, 2015). 
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III.2.1. Les biomarqueurs cellulaires (défense antitoxique, défense antioxydante, dommage et réserve 

énergétique) 

Laàp se eàd’io sàouàdeà a opa ti ulesà talli uesàda sàla cellule peut entrainer différents modes 

d’a tio àp se t sàe àgrande majorité dans la figure 24. 

Au niveau des membranes, une catégorie de protéines transmembranaires peut interagir avec des 

xénobiotiques, ce sont les protéines de résistance multi-xénobiotiques, les MXR. Ce mécanisme de 

d fe seàpeutàseà su e àe àu à o ple eàdeàp ot i esà uiào tàe à ha geàd’e pulse à lesà o ioti uesà

hors de la cellule (Achard et al., 2004; Bard, 2000; Epel et al., 2008; Hyde et al., 1990; Pain and Parant, 

2003). Les activités MXR sont plus largement étudiées chez des espèces de mollusque (Luedeking and 

Koehler, 2004; Pain and Parant, 2003) et les études sur les gammares sont encore rares (Horion et al., 

2015; Timofeyev et al., 2007).  Plusieurs études repertoriées dans la synthèse bibliographique de Pain 

and Parant (2003) o tà esu à u eà i du tio à deà esàMXRà hezà lesà i al esà suiteà à laà p se eà d’u eà

contamination. Achard et al. (2004) et Canesi et al. (2014) ont respectivement montré des inductions des 

activités MXR suite à des contaminations métalliques telles que le cadmium sur les bivalves Corbicula 

fluminea et les nTiO2 sur les branchies des Mytilus galloprovincialis.   

Dans la cellule et en ce qui concerne les métaux, ils peuvent directement être séquestrés par des 

métalloprotéines spécifiques : les métallothionéines (MT) les rendant ainsi non disponible. Cette voie de 

détoxication bien connue a plusieurs fois été décrite (Amiard et al., 2006; Hamer, 1986). Dans la 

littérature, des inductions de ces MT ont été mesurées chez des crustacés en réponse à une 

contamination métallique (Amiard et al., 2006; Correia et al., 2002; Galloway et al., 2004). Certaines 

études comme celle de Buffet et al. (2014) o tàauà o t ai eà o t à ueà l’e positio àduà i al eà a i à

Scrobicularia plana àl’a ge tàsolu leàetàauà ágà ’a aitàpasàeuàd’effetàsu àlesà ua tit sàdeàMTàdos es. 

Da sàlaà ellule,à leà o ta i a tàpeutàaussià i te agi àa e àl’o g eàetàe t ai e àlaàp odu tio àd’esp esà

a ti esà deà l’o g eà RO“,à Rea ti eà O ge à “pe ies .à “ià lesà RO“à eà so tà pasà p isesà e à ha geà età

neutralisées par le système de défense antioxydant, elles peuvent conduire à de nombreux dommages 

cellulaires. Plusieurs enzymes comme la glutathion péroxydase totale (GPxtot), la catalase (CAT), ou 

encore la superoxyde dismutase (SOD) appartiennent à ce système de défense et participent à la 

capacité totale antioxydante (TAC), qui regroupe des systèmes de protections enzymatiques et non-

enzymatiques. Suite à une contamination et à une production anormale de ROS, ces enzymes 

apparaissent comme étant de bons biomarqueurs. Leur induction peut être considérée comme une 

réponse et/ou une adaptation des organismes à leur environnement contaminé alors qu’u eàd fi ie eà

deàleu àa ti it àpeutà ett eàe à ide eàu à tatàp ai eàdeàl’o ga is e,àsugg a tàdesàeffetsàto i ues 
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dans une situation de stress oxydatif (Cossu et al., 2000).àD’aut esàe z esào upe t un rôle secondaire 

ou intermédiaire comme la phosphatase acide (ACP) et la glutathion-S-transférase (GST) qui permet par 

exemple la conjugaison des glutathions avec les xénobiotique, ce qui en fait également de bons 

biomarqueurs de contamination face à une production anormale de ROS. Dans la littérature, les  études 

qui se sont intéressées à ces activités antioxydantes chez les crustacés suite à des contaminations 

talli uesà ’o tàpasàpe isàu àg alisatio àdesàeffetsào se sà(Sroda, 2010). Barata et al. (2005) ont 

par exemple étudié ces activités sur des daphnies exposées à 5 µg.L-1 de cadmium et 20 µg.L-1 de cuivre. 

Si ces métaux ont augmenté les activités des GPx et GST, les CAT et SOD ont vu leur activité différer en 

fo tio àdeàlaà atu eàduà tal.àLeà ad iu àaàdi i u àl’a ti it àdeàlaàCáTàetàaug enté celle de la SOD 

alors que le cuivre a augmenté la CAT sans modifier la SOD. Quelques récentes études se sont 

intéressées aux réponses de ces biomarqueurs suite à des contaminations aux nAg. Chez le bivalve marin 

Scrobicularia plana, de très faibles con e t atio sàd’e positio àdeà àµg.L-1 (nAg de 150 à 500 nm dans 

l’eauà deà e à a tifi ielle à o tà puà e t ai e à hezà lesà o ga is esà o ta i sà desà o e t atio sà plusà

importantes en GST, CAT et SOD (Buffet et al., 2014). Chez les G. fossarum e pos sà à desà ágà d’u eà

vingtaine de nanomètres pour des concentrations de 3 µg.L-1,àau u eà odifi atio àdeà esàa ti it sà ’aà

été observée (Mehennaoui et al., en préparation). 

Quand ces mécanismes de défense sont dépassés, les métaux, nanoparticules ou ROS peuvent 

e ge d e à desà effetsà to i uesà su à l’o ga is eà e à passa tà da sà u à p e ie à te psà pa à desà do agesà

cellulaires. 

Les principales atteintes cellulaires suite à un stress oxydatif sont des dommages aux niveaux des 

lipidesà e a ai es.à L’o datio à desà lipidesà pa à lesà RO“à ouà e o eà laà pe o datio à lipidi ueà ouà laà

lipoperoxydation (LPO) peut engendrer de nombreux dégâts sur la cellule et notamment sur sa 

perméabilité membranaire. Ces dommages peuvent être quantifiés par le dosage des structures 

lipidiques intermédiaires comme les hydroperoxydes lipidiques (LOOH) mais aussi via le dosage du 

alo diald h deà MDá ,à leà p oduità ulti eà deà etteà LPO.à D’aut esà do agesà ellulai esà peu e tà

concerner la modification et la perte de fonction entrainant la lyse de protéines, mais aussi des 

do agesàauà i eauàduà tos ueletteàetàdeàl’áDNàetàe fi àu eà o tà ellulai eàpa à oseàouàapoptoseà

(Rocha et al., 2015). La mort cellulaire par apoptose peut par exemple être évaluée via le dosage de 

l’e z eà aspaseà à Cá“ .à Cesà do agesà ellulai esà età ota e tà u eà aug e tatio à deà laà

peroxydation lipidique a déjà plusieurs fois été observée sur différentes espèces de gammares 

contaminés aux cuivre et au cadmium (Sornom et al., 2012; Sroda and Cossu-Leguille, 2011; Vellinger et 

al., 2012) contrairement aux G. fossarum contaminés aux nAg (Mehennaoui et al., en préparation). 
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Figure 24 : Schémas général illustrant les principales voies de défenses antioxydantes et antitoxiques ainsi que les 

oies de do ages ellulai es suite à l’e t e de a opa ti ules talli ues  ou d’io s talli ues da s u e ellule. 

CAS = casapse, CAT = catalase, Cb = carbonylation, ENP = nanoparticules métalliques manufacturées, GPx = 

glutathion péroxydase, LMS = stabilité de la membrane lysosomale, LPO = lipoperoxydation, MDA = 

alo diald h de, MT = etallothio i e, O  = o datio , ROS = esp es a ti es de l’o g e, SOD = supe o de 

dismutase, Ub = ubiquitination. Schémas initialement effectué pour les mollusques bivalves, adapté de Rocha et al. 

(2015). 

L’i du tio à deà p ot i es,à d’e z esà età laà iseà e à pla eà desà a is esà deà d to i atio ,à d isà

p de e t,àpou àfai eàfa eà àu eà o ta i atio àe t ai eàu àa oisse e tàdeàlaàd pe seàd’ e gieà

età do à l’i du tio à desà oiesà duà ta olis eà e g ti ueà (Lagadic et al., 1997). Le glycogène est la 

p i ipaleàfo eàd’ e gieàfa ile e tà o ilisa leàetàdi e te e tàutilisa leàpa àlesà ellules.àIlàpeutàdo à

être un bon biomarqueur de stress (Lagadic et al., 1994), tout comme les enzymes impliquées dans le 

métabolisme des glucides comme par exemple la lactate déshydrogénase (LDH ; Diamantino et al., 2001; 

Domingues et al., 2015; Ribeiro et al., 1999). Les quantités de protéines, triglycérides et cholestérol 

peuvent elles-mêmes apporter des informations intéressantes sur les réserves énergétiques et à ce titre 
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être considérées comme des biomarqueurs (Garaud et al., 2015; Sroda and Cossu-Leguille, 2011; 

Mehennaoui et al., en préparation).àLeàs st eàdeàt a spo tàd’ le t o à ET“ àlo alis àda sàlaà e a eà

ito ho d ialeài te eàestàu às st eàe z ati ueàpe etta tàlaà espi atio àetàlaàp odu tio àd’ e gieà

par la gén atio àd’áTPà (Cammen et al., 1990).àLaà esu eàdeàso àa ti it àpeutà e seig e àsu à l’a ti it à

ta oli ueàdeàl’o ga is eàauà i eauà ellulai e.àPlusieu sà tudesào tà tudi à eà io a ueu sà hezàdesà

gammares (Schmidlin et al., 2015a; Simcic and Brancelj, 2006) età e tai esàd’e t eàellesào tà l àdesà

aissesàsig ifi ati esàdesàa ti it sàdeàl’ET“àsuiteàà une contamination des gammares au cuivre (Schmidlin 

et al., 2015b, 2015c). 

 

III.2.2. Les biomarqueurs individuels (physiologie et comportement) 

Ainsi que nous l’a o sà e pli u à da sà leà hapit eà ,à chez les crustacés, la capacité osmorégulatrice 

o e eàleà ai tie àdeàlaàdiff e eàdeàp essio àos oti ueàe t eàl’h ol pheàetàleà ilieuàe te eà à

u eàsali it àdo eà Lig otàetàal.,à .àL’os olalit àestàu à io a queur écophysiologique qui permet 

laà esu eà deà laà p essio à os oti ueà deà l’h ol pheà età uià e seig eà do à su à l’ tatà deà sa t à desà

o ga is esà Felte à età al.,à .à Plusieu sà tudesà o tà o t à l’intérêt de ces biomarqueurs lors de 

contaminations métalliques et pour de très faibles concentrations (Arce Funck et al., 2013; V. Felten et 

al., 2008b; Issartel et al., 2010). 

L’a ti it à deà o so atio à e à o g eà desà o ga is esà peutà gale e tà s’a e à t eà u à o à

io a ueu àph siologi ueàda sàl’ aluatio àdesàeffetsàd’u à o ta i a tàsu àl’a ti it à ta oli ueàdesà

organismes. Ainsi, les études de Simcic et al., (2005) et de Simcic and Brancelj, (2006) ont considéré la 

respiration chez des gammares mais à notre connaissance, concernant les nAg, les rares études se sont 

plutôt focalisées sur les poissons (Bilberg et al., 2010; Cowart et al., 2011). 

Les biomarqueurs écophysiologiques et comportementaux telles que la ventilation ou la locomotion 

desà ga a esà pe ette tà l’ aluatio à apideà d’effetsà su -létaux (Gerhardt, 1996). Leur utilisation 

pe etàd’effe tue àu eà aluatio àse si le,àsi pleàetàsu toutà o ài asi eàdeàl’ tatàdesào ga is esàauà

niveau de l’i di iduà età desà populatio sà (Wallace et Estephan, 2004 ; Sornom et al., 2010). Plusieurs 

études se sont intéressées aux effets des métaux sur les activités de locomotion et de ventilation des 

gammares, et globalement un stress métallique peut entrainer une baisse de ces activités (Arce Funck et 

al., 2013; V. Felten et al., 2008b; Kunz et al., 2010; Vellinger et al., 2012). 
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III.2.3. Les indicateurs fonctionnels 

Cesà a ueu sà fo tio elsàd pe da tàdeà l’esp eà o sid eào tàd j à ie à t à d its,à e à eà uià

concerne les gammares, dans le chapitre 1-II. En effet, de par le résultat de leur activité de 

consommation et de fragmentation de la matière organique, ces organismes jouent un rôle clé dans les 

os st esàd’eauàdou e.ààLaàp odu tio àdeàFPOMà uiàe àd ouleàestàalo sàt sài po ta teàda sàleà leà

de la matière organiqueàdesà ou sàd’eau.àCesàdeu àa ti it sàfo tio ellesàhaute e tà eli esà ueàso tàlaà

consommation et la production de FPOM des gammares peuvent être impactées par une pollution 

e i o e e tale.àDesà aissesàd’a ti it àdeà o so atio ào tàd j à t ào se esà hez des gammares 

exposé à des métaux (Dedourge-Geffard et al., 2009; V. Felten et al., 2008b) et des baisses 

consommation et/ou de productions de FPOM chez des gammares exposés à un fongicide (Zubrod et al., 

2014, 2011, 2010).  
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I. Techniques de prélèvement, stockage et préparation de 

l’eau, des ga a es et des feuilles ava t leu  utilisatio  

expérimentale 

I.1. Choix des sites d’ tude :àp l e e tsàd’eau,àd’o ga is esàetài u atio à

des litières 

Afin de nous rapprocher au mieux des conditions en milieu naturel, les expérimentations réalisées 

dans le cadre de ce travail de thèse ont nécessité des prélèvements in situ d’o ga is esà Ga a idae à

etàd’eauàpou àlesà ilieu àd’e positio àe àla o atoi e.àPa àailleu s,àda sà e tai esàe p i e tatio sàpou à

les uellesà ousàa o sàfaitàleà hoi àdeà ou i àlesào ga is esàdu a tàl’e positio ,àdesàdis uesàdeàfeuillesà

ont au préalable subi un conditionnement microbien in situ.  

I. . .àL’eauàdesà ilieu àd’e positio  

Plutôtà ueàd’utilise àdeà l’eauà i aleàouàdeà l’eauàdeà sou eàpou à alise à lesà ilieu àd’e positio ,à

ousà a o sà opt à pou à deà l’eauà p o e a tà d’u eà i i eà diteà deà « référence » et qui héberge une 

population abondante de Gammarus pulex.àLaà o eà ualit àaà t àd te i eà àl’aideàdesàdo esàdeà

l’age eà deà l’eauà Rhi -Meuseà iaà leà siteà e à “.I.E.R.Mà “ st eà d’i fo atio à su à l’Eauà Rhi -Meuse ; 

Annexe 1) mais également grâce aux des données acquises par C. Vellinger au cours de sa thèse 

(Vellinger, 2012). Dans ce travail, différentes rivières de la région avaient été prospectées et la Méholle 

a aità fi ale e tà t à hoisieà o eà eauàdeà f e e.à C’està do à toutà atu elle e tà ueà ousà a o sà

considéré ce cou sàd’eauà o eà ilieuàdeà f e eàai sià ueà o eàeauà atu elleàd’e positio .à 

La Méholle est un petit ruisseau qui coule sur la commune de Void-Vacon située dans le sud de la 

Meuse (Latitudeà ° ’ .  ;à Lo gitudeà ° ’ . ,à Figure 25). Les suivis de mesures de qualité 

SEQ-Eauà áge eàdeàl’EauàRhi -Meuse) la classe dans la catégorie des ruisseaux de très bonne qualité sur 

ses paramètres généraux ainsi que de première catégorie piscicole (Annexe 1, A). 

I.1.2. Les Gammaridae comme organismes modèles 

Les gammaridae sont depuis quelques années couramment utilisés pour réaliser des tests en 

écotoxicologie. Leur large distribution, la facilité de prélèvement, de détermination des espèces et des 
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sexes ainsi que leur sensibilité à certains polluants en font des organismes de choix. Dans nos études 

ousàa o sàsouhait à t a aille àsu àdiff e tesàesp esàai sià ueàsu àplusieu sàpopulatio sàd’u eà eà

esp eà afi à deà pou oi à o pa e à leu sà po ses.à “u à laà aseà d’ tudesà alis esà a t ieu e ent au 

laboratoire, notre choix S’estàpo t àsu à àesp es : Gammarus pulex (Vellinger, 2012), G. fossarum (Arce 

Funck, 2014; Felten, 2003; Sroda, 2010) et G. roeseli (Gismondi, 2012; Sroda, 2010). Ces trois espèces ont 

t à ha tillo esà da sà t oisà ou sà d’eauà diff e tsà e à te esà deà lo alisatio à g og aphi ue,à

o phologie,à e gesàetà ualit àdeàl’eau. 

LaàMai à Latitudeà ° ’ . ’’,àLo gitudeà ° ' . ’’ àestàu à uisseauàd’o d eà àd ai a tàu à assi à

versant da sàlesàVosgesàg seusesà Figu eà .àá e àu eàfai leàhauteu àd’eau,à eà uisseauà ’estàsou isà à

au u eà p essio à a th opi ueà di e teà e eptio à faiteà deà l’e ploitatio à fo esti e.à G. fossarum y est 

abondant et représente la principale espèce de déchiqueteur de cet écosystème.  

La Méholle (Latitudeà ° ’ . ,àLo gitudeà ° ’ .  est également un ou sàd’eauàd’o d eà à

(Figure 25). Il présente cependant un gabarit sensiblement plus important que le ruisseau de La Maix 

a e à ota e tà u eà p ofo deu à d’eauà plusà i po ta teà selo à lesà fa iesà d’ oule e t.à Ilà d ai eà u à

bassin calcaire composé majoritairement de forêts et de prairies. La Méholle héberge une importante 

population de G. pulex  associés à quelques G. roeseli. 

La Nied Française sur le site de Rémilly en Moselle (Latitudeà ° ’ . ,àLo gitudeà ° ’ . à

estàu à ou sàd’eauàd’o d eà à uiàd ai eàu à assi à e sa tàp i ipale ent agricole (cultures intensives et 

p ai ies àetàfo estie .àLesàfa iesàd’ oule e tàso tàfo te e tàdiff e tsàdesàdeu àaut esà ou sàd’eauàetà

les macrophytes occupent la majeure partie du lit mineur (Figure 25 et 26). Selon le S.I.E.R.M, la qualité 

généraleàdeà eà ou sàd’eauàestà o sid eà o eàpassa le (Annexe 1B).àLesàga a idaeàse le tà ’ à

être représentés que par G. roeseli. 

Quelleà ueàsoitàl’esp eà tudi eàetàleàsiteàdeàp l e e t,àlaàp se eàdeàpa asitesàa a tho phalesàaà

été observée. De fait, les organismes parasités ont soigneusement été retirés des prélèvements. 
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Figure 25 : Localisation géographique et photographies des 3 sites de prélèvements des espèces de gammares et de 

l’eau utilis e lo s des e positio s e  laboratoire. Sources : Google map (La Nied) ; A. Gossiaux (La Maix) et J. Andreï 

(La Méholle). 

Pou àl’ tudeàdesàpopulatio s,àu àt a ailàdeàp ospe tio àda sàlaà gio àaà t à alis àpa à“i o àDe i àetà

Va à Xua à Ngu e .à Deu à aut esà populatio sà deà l’esp eà Gammarus roeseli, qui est facilement 

indentifiable in situ ont été localisées.  

ái si,àu eàdeu i eàpopulatio àaà t àp le eàda sàLaàNiedàsu àleàsiteàd’O o àe àa o tàduàp e ie à

site Rémilly (Latitude : 48.905652, Longitude : 6.479068). Ces deux points de prélèvement dans la Nied 

sont géographiquement très éloignés (Figure 26) et possèdent des caractéristiques différentes mais ont 

tousàdeu àu eà ualit àd’eauà o sidérée comme passable (Tableau 2, Annexe 1, B : site de Rémilly, point 

de mesure à Lemud et C : site d’O o ,àpoi tàdeà esu eà àBaud e ou t .à 

La troisième population a été prélevé dans la Seille au niveau de la commune de Marly en 

Moselle (Figure 26 ; Latitude : 49.061197, Longitude : 6.152600). Cette rivière, qui se jette dans la 

Moselle, possède également une qualit àd’eauàpassa leà Ta leauà2, Annexe 1, D). 
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Figure 26 : Localisation géographique et photographies des 3 sites de prélèvements des populations de gammares 

appa te a t à l’esp e G. oeseli. Sou es :Google map. 

 

Les qualités des eaux ainsi que les valeurs de pH, conductivité, oxygène dissous et de quantité de 

matière en suspension de chacun de ces sites de prélèvement sont résumées dans le tableau 2.  Les 

moyennes correspondent aux valeurs mesurées entre les années 2005 et 2013. Malheureusement, ces 

aleu sà ’ taie tàpasàdispo i lesàpou àleà ou sàd’eauàdeàlaàMai . 

Tableau 2 : Paramètres physicochimiques (pH, Conductivité, Oxygène dissous, Matières en suspension) mesurés 

entre 2005 et  et ualit  g ale e   ta lie pa  l’Age e de l’eau Rhi -Meuse et consultables sur le site 

du S.I.E.R.M (Annexe 1). 
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I.1.3. Les feuilles 

áuà la o atoi e,à lesà ga a esà o tà t à ou isà a e à desà feuillesà d’aul eà olle t esà auà o e tà deà

l’a s issio .àIlàs’agitàl àd’u eàesp eà uià eàe àa se eàdeà o ditio e e tà i o ie àestàapp te teà

pour les organismes benthiques. Son appétence est cependant augmentée après la colonisation par des 

hyphomycètes aquatiques qui constituent les principaux acteurs microbiens de la décomposition de la 

matière organique allo hto eàda sàlesà ou sàd’eau. 

 

 

I.2. Méthodologie de prélèvement in situ, de stockage en laboratoire et de 

préparation avant expérimentation 

 

I. . .àFilt atio àdeàl’eauà 

Comme indiqué dans leàpa ag apheàp de t,àl’eauàaà t àp le eàda sàlaà i i eàlaàM holle.àLo sàdeà

chaque prélèvement, la température, le pH, la conductivité et le pourcentage en oxygène de la rivière 

o tà t à esu sà à l’aideàd’u eà so deà ultipa a t i ueà (Multi 3430 SET G, WTW) pou à s’assu e àdeà

prélever une eau comportant des caractéristiques homogènes entre les différentes semaines, mois ou 

années. Des bidons de 20 L en polyéthylène préalablement lavés ont été utilisés. Après trois rinçages des 

ido sà a e à l’eauà deà laà i i e,à l’eauà aà t à p le eà auà e t eà duà lità deà laà M holle.à áuà etou à auà

la o atoi e,àlesà ido sào tà t ài diate e tàsto k sàe à ha eàf oideà à °Càetà àl’o s u it .à 

á a tàutilisatio àl’eauàaà t àfilt eàsousà ideà à l’aideàdeàfilt esàe à i ofi esàde verre de 90 mm de 

diamètre ayant une porosité de 1,2 µm (Cat No 1822 090, Whatman®). Cette filtration permettait de 

eti e àduà ilieuàlesà ati esàe àsuspe sio àsus epti lesàd’i te agi àa e àlesà a opa ti ules.àáp sà etteà

tape,à l’eauà taità pla eà à l’o s u it à à °Cà pe da tà hà a a tà so à utilisatio à pou à pe ett eà u eà

aug e tatio à p og essi eà deà saà te p atu eà a a tà d’ à i t odui eà lesà o ga is es.à “ià pou à e tai esà

tudes,à lesà la e e tsà taie tàd al sàda sà leà te ps,à lesà olu esàd’eauà essai esà taient eux-aussi 

a he i sà e à d al .à á a tà ha ueà d utà d’utilisatio à deà etteà eau,à so à pH,à saà te p atu e,à so à

pou e tageà d’o g eà dissousà età saà o du ti it à taie tà o t ôl sà à l’aideà d’u eà so deà

multiparamétrique. 
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I.2.2. Acclimatation des gammares 

Sur le terrain les organismes ont été collectés de différentes façons en fonction des saisons et des 

i eau àd’eau.àái sià ousàa o sàeuà e ou sà àdesà« substrats pièges » constitués de brosses de balais en 

fibre de coco ou encore des cages grillagées remplies deàgalets,àdispos sàda sàlesà ou sàd’eauàplusieu sà

semaines avant les prélèvements. Enfin, lorsque les conditions le permettaient, des collectes effectuées 

di e te e tà da sà leà ou sà d’eauà à l’aideà deà filetsà o tà t à effe tu es.à Lesà o ga is esà o tà e suiteà té 

appo t sàauà la o atoi eàda sàdesàgla i esà e pliesàdeà l’eauàduàsiteàetà o te a tàdesà liti esà o eà

sou eàd’ali e tatio àetàd’a is.àPoss da tàu à o po te e tàg gai eàlo s u’ilsàso tà o fi sàe àfo teà

densité, des bandelettes de mailles (500 µm) étaient étalées dans le fond des glacières pour permettre 

au àga a esàdeàs’a o he àafi àd’ ite à u’ilsà eàs’atta ue tàe t eàeu .àLesàgla i esà taie tàe suiteà

dispos esà à °Càda sàu eà ha eà the ostat eàetà l’eauào g eà à l’aideàdeà ulleu s.àU eà lu i re 

diffuse et indirecte était appliquée en suivant une photopériode de 16h de luminosité et 8h de nuit. Les 

organismes ont à chaque fois été prélevés seulement quelques jours avant le début des processus 

d’a li atatio àetàd’e p i e tatio .à 

Comme les esp esàetàpopulatio sà tudi esàp o e aie tàdeà ilieu àdiff e ts,àetà u’ilà taitàp i o dialà

d’effe tue àlaàtotalité des études dans une même eau de référence, il a fallu progressivement acclimater 

les organismes. Nous avons donc cherché à vérifier que les cha ge e tsàdeà ilieu à ’affe taie tàpasàlesà

organismes au moment du démarrage des expositions.  

Pou à ela,à u à p oto oleà d’a li atatio à aà t à isà e à pla eà puisà test à a a tà deà o e e à lesà

premières expériences. Environ 200 mâles issus de précopulats et appa te a tà à l’esp e G. fossarum  

qui est considérée comme étant la moins tolérante aux changements de milieu ont été prélevés dans la 

Mai .àLaà oiti àd’e t eàeu ào tà t àa li at sà à l’eauàdeà laàM holleàalo sà ueàpou à l’aut eà oiti ,à lesà

gammares ont ét à ai te usàda sà leu àeauàd’o igi e,à elleàdeà laàMai .àái sià a ti ul e,à l’ tudeà ousàaà

pe isàd’o se e àsiàlaà ou elleàeauàd’a li atatio àpou aitài pa te àlesào ga is esàpa à appo tà àleu à

eauàd’o igi e.àPou à ela,àpe da tà àjou s,àl’eauài itialeàaàp og essivement été remplacée par la nouvelle 

puisàlesào ga is esào tà t àlaiss sàpe da tà àjou sàda sà etteà ou elleàeauàa a tàd’ t eàutilis s.àE àeffet,à

le premier jour, 1/3 du volume de la Maix a été retiré au profit de la Méholle ou de la Maix. Le second 

jou ,à lesà / à deà eà p e ie à la geà o tà t à e pla sà età leà t oisi eà jou à laà totalit à deà l’eauà aà t à

e pla eàauàp ofitàdeàl’eauàfi aleàd si eà Mai àouàM holle .àD sàleàle de ai àai sià ueà àjou sàap s,à

30 organismes ont été prélevés dans chaque bac afin d’ à esu e àleu àos olalit ,àleu à e tilatio àetàleu à

lo o otio .àL’a ti it àdesàp ot i esàMXRààaà t à esu eàseule e tà àjou sàap sà = .àLesàp oto olesà

deà esu esà o e sà so tà d taill sà da sà leà pa ag apheà VI.à Du a tà laà p iodeà d’a li atatio ,à lesà
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gammares étaient nourris ad libitum avec des feuilles récupérées sur le terrain puis renouvelées 

p iodi ue e tà pa à desà feuillesà d’aul eà e ti es.à L’eauà taità gale e tà o sta e tà o g eà pa à

bullage et soumise à une lumière indirecte qui suivait une photopériode de 16h de luminosité et 8h de 

nuit. 

Le tableau 3 illustre les résultats obtenus. Une unique différence significative due au changement de 

milieu des gammares dans la Méholle a été observée au niveau de leur ventilation un jour après la fin de 

leur acclimatation (Test student : p- alueà<à , .àE àlesàt a sf a tàda sàu eàeauàplusà i alis eà u’està

la Méholle (525 µS.cm-1) par rapport à la Maix (50 µS.cm-1), les organismes doivent adapter leur 

régulation ionique au nouveau milieu qui est plus conce t à ueà leà ilieuà d’o igi e.à C’està do à

logiquement que la ventilation ait dans un premier temps été réduite puisque les gammares ont moins 

esoi àd’i esti àd’ e gieàda sàlaà up atio àd’io s.àáp sà àjou sàda sàlaà ou elleàeauàlesàga a esà

sont bien adapt s,à età au u eà diff e eà sig ifi ati eà ’està o se eà e t eà lesà diff e tesà aleu sà desà

paramètres mesurés. 

Tableau 3 : Paramètres étudiés (MXR : n=9 ; Osmolalité : n=10 ; Ventilation : n=10 et  Locomotion : n=10) et 

résultats mesurés chez G. fossarum mâles, 1 et 7 jour après la fin de leur acclimatation dans la même eau que celle 

de la rivière dans laquelle ils ont été prélevés : La Maix, ou dans une autre eau : La M holle. L’ast is ue o espo d 

à une différence sig ifi ati e e t e les deu  t pes d’a li atatio  

 

I.2.3. Conditionnement in situ des feuilles  

      Lesà feuillesà o tà t à olle t esà auà o e tà deà l’a s issio .à Pou à ela,à pe da tà l’auto eà desà filetsà

avait été disposés à un mètre de hauteur sous des aulnes pour éviter tout contact avec le sol évitant ainsi 

la colonisation par des micro-organismes présents dans ce sol. Quelques semaines après la pose des 

filets et en fonction des conditions météorologiques, les feuilles étaient collectés et rapportés au 

* 

Test Student : p.value < 0,05 
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laboratoire où elles étaient étalées sur des paillasses sous serre, afin de les sécher pendant plusieurs 

se ai esàa a tàd’ t eàsto k esà àl’o s u it àda sàdesà a to sàjus u’ àleu àutilisatio .à 

La figure 27 expliqueàleàp oto oleàdeà o ditio e e tàdesàfeuillesàd’aul eàpa àlesà i o-organismes 

présents dans la Méholle. Ce conditionnement permet de rendre les feuilles plus appétentes pour les 

ga a es.àLesàfeuillesàd’aul eàs h esà àl’ai àli eào tà t à -humidifiées puis des disques de 16 mm de 

dia t eào tà t àd oup sàe à ita tàlesà e u esàp i ipalesà àl’aideàd’u àe po te-pièce (Figure 27 A et 

B .àLesàdis uesàdeàfeuillesào tàe suiteà t àdispos sàu à àu àe t eà àpo tio sàd’u àtissuà lo àd’u eà ailleà

de 500 µm, puis les contours de chaque disques ont été cousus à la machine (Figure 27 C). Ainsi disposés, 

les disques de feuilles ont ensuite été immergés dans La Méholle (Figure 27 D) où ils ont été accrochés 

par lots de 4 à des chaines fixées au fond de la rivière. Ceàt peàdeàdispositio àpe ettaitàdeàs’assu e à ueà

les sachets de feuilles resteraient en place quelques soient les conditions hydrologiques. Après 10 à 12 

jours de conditionnement in situ, les disques ont été récupérés (Figure 27 E) puis ramenés au laboratoire 

da sàdesàgla i esà e pliesàd’eauàdeàlaà i i e.àU eàfoisàa he i sàauàla o atoi e,àlesàdispositifsàdeà lo à

ai te a tà lesàdis uesào tà t à soig euse e tàd oup sàetà lesàdis uesào tà t à i sàda sà l’eauàdeà laà

rivière. En fonction des expériences, ils ont soit été directement utilisés, soit congelés. Avant de servir de 

ressource alimentaire pour les gammares, les disques ont été déshydratés soit par lyophilisation (24h à -

°C àsoità àl’ tu eà à à hà à °C àpuisàpes s.à 

 

Figure 27 : Protocole et étapes (de A à F) du conditionnement des feuilles sur le terrain. Sources : Jussieu.fr (feuille) ; 

J. Andreï 
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I.3. Le cas particulier des expériences en conditions plus complexes (Chapitre 4) 

Les expériences en conditions plurispécifiques et en mésocosmes ayant été conduites dans des 

o te tesàdiff e tsà p se eàdeàs di e tàetàd’aut esào ga is es ; contexte collaboratif avec protocole 

commun entre plusieurs laboratoires), les protocoles utilisés diffèrent de ceux exposés précédemment. 

I.3.1. Expérience en condition plurispécifique (G. roeseli et D. polymorpha) 

Da sà etteà tude,àdeu àt pesàd’eauào tà t àétudiés :àl’eauàduàRhô eà àá lesàetà elleàduàRhô eà àJo sà

(Tableau 4). La méthodologie sera plus détaillée dans le chapitre 4. Les protocoles de prélèvement et 

d’a li atatio àdesàga a esà taie tàlesà esà ueà eu àd taill sàp de e t.à 

Tableau 4 : Paramètres physicochimiques (Température, pH, Conductivité, Oxygène dissous, Matières en suspension 

et Ca o e o ga i ue  esu s e t e  et . D’ap s des esu es ta lies pa  l’Age e de l’eau Rhô e-

Méditerranée et consultables sur le site du S.I.E.R.M (http://www.rhone-mediterranee.eaufrance.fr/donnees-

documents/). 

 

I.3.2. Expériences en mésocosmes  

L’eauàutilis eàda sà lesà e positio sàe à so os esà taità deà l’eauàdeàVol i à o pl e t eàa e à , à

mg.L-1 de Chlorure de Calcium dihydraté (CaCl2 2H2O, Sigma-Aldrich). Les gammares (G. roeseli) avaient 

donc été acclimatés dans cette même eau selon le protocole détaillé plus haut. Concernant les feuilles 

d’aul e,àu eà foisà leu sàp tiolesà eti sàellesàa aie tà t àpes esàe ti esàpuisàauto la esà àminutes à 

120°C.àáp sà à i çagesàsu essifsà àl’eauàMilliQ,àellesàa aie tàe suiteà t à isesà à o ditio e àda sàl’eauà

des mésocosmes 2 jours a a tàl’ajoutàdesàga a esàda sàleà ilieu.àLesàga a esàa aie tà ua tà àeu à

été prélevés selon le protocole décrit plus haut. 
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II. Caractérisation des nanoparticules (Nanosight, Zetasizer, 

MET)  

Plusieurs types de nanoparticules ont été étudiés (Tableau 5) : des nanoparticules commerciales et 

d’aut esà s th tis esà sp iale e tà pa à les partenaires du programme MESONNET (CEREGE, Aix en 

Provence, France ; LCMCP, Paris, France). 

Lesà a opa ti ulesà d’a ge tà tudi esà da sà lesà e p ie esà e à i o os esà o tà d’a o dà t à

commandées chez Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, France). La société Sigma-Aldrich a changé en 

cours de thèse son listing de produits mais nousàaà o fi à u’elleà seà fou issaità hezàNa o o posi à

P ague,à R pu li ueà T h ue à pou à lesà a opa ti ulesà d’a ge t.à Pa à laà suiteà ousà a o sà do à p f à

o a de à lesà a opa ti ulesà di e te e tà à etteà so i t à uià disposaità deà su oità d’u à plusà g a dà

choix de tailles.  

áà leu à eptio ,à lesà a opa ti ulesàd’a ge tàdeà fo eàsph i ueàseàp se taie tàsousà fo eàd’u eà

suspension dans un tampon aqueux de citrate avec un enrobage de citrate de sodium. Les solutions 

stocks présentaient toutes une concentration en argent de 0.02 mg mL-1 ± 5% et un potentiel zeta entre -

35 et - à V.àD sà eptio àellesào tà t àsto k esà à °Càetà à l’o s u it àa a tà leu àutilisatio .àCo eà

spécifié par le fournisseur, les flacons ont été vigoureusement agités avant chaque prélèvement.  

Afin de vérifier les tailles des diamètres mesurés au microscope électronique à transmission (MET) 

par Sigma-Aldrich et au zetasizer Nano ZS (Malvern) par Nanocomposix, des volumes de 1 mL ont été 

p le sà d sà l’ou e tu eà desà fla o sà età sto k sà da sà desà tu esà ppe do fà à °Cà età à l’o s u it .à Cesà

échantillons ont rapidement été analysés au LIST (Belvaux, Luxembourg) avec un Nanosight (NanoSight 

500, Malvern Instrument Ltd, UK). Après une dilution au 200ème desà solutio sà sto ksà da sà deà l’eau 

déminéralisée, les distributions de taille ont été mesurées grâce à une technique de suivi des 

nanoparticules (NTA) permettant de détecter les nanoparticules en temps réel, de les compter et de les 

mesurer. Les nanoparticules en suspension sont illuminées avec un laser. La diffusion de la lumière due à 

la présence des nanoparticules est détectée grâce à une caméra, puis analysée (logiciel, NTA Version 

2.3). Les distributions de tailles moyennes obtenues prennent en compte la totalité des particules 

mesurées. Les distributions nommées « mode » prennent en compte la taille majoritaire pour laquelle le 

pi àdeàdist i utio àestàleàplusà le .àC’està etteàvaleur qui nous informe sur le diamètre hydrodynamique 

moyen de la plupart des nanoparticules présentes dans les solutions mères. Lesà appo tsà d’a al seà

o te usàda sàl’eauàd i alis eàso tàp se t sàda sàl’a e eà . 
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Pour aller sensiblement plus loin dans la caractérisation, des mesures de distribution des 

a opa ti ulesàda sàl’eauàdesà ilieu àd’e positio ào t aussià t àeffe tu es.àDesà ha tillo sàd’eauàdeàlaà

M holleà filt eà , àµ à o te a tàu i ue e tà l’eauàduà ilieuào tà t àpass sàauà a osight.àá e àu eà

o e eàdesàdia t esàdeà à±à à àsu àlaàtotalit àdeàlaàdist i utio àetàu à odeàs’ le a tà à àà±à .  

nm, les esu esàauà a osightào tà o t àl’e iste eàdeàpa ti ulesào ga i uesà àl’ helleà a o t i ueà

da sà l’eau. Lorsque les mesures seront faites dans cette eau, ces particules représenteront donc des 

artéfacts de mesure. 

 

Tableau 5 : Ca a t isti ues des solutio s sto ks des a opa ti ules d’a ge t tudi es lo s des e positio s e  

microcosmes. La dernière ligne représente les « modes » du dia t e h d od a i ue esu  da s de l’eau illiQ 

à l’aide du Na osight. NR : Non renseigné. 
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III. Comportement des nanoparticules, optimisation de la 

contamination 

Co pteà te uàduà t peàd’e positio à souhait eà eauàp le eà in situ, exposition à des concentrations 

fai les,à atu eà desà o ta i a ts ,à ousà a o sà alis à u à pa elà d’e p i e tatio sà isa tà à ieu à

comprendre et maîtriser la pression de contamination dans les milieux expérimentaux. Cette approche 

expérimentale préliminaire indispensable a constitué une grande part de cette première partie de thèse. 

Les nanopa ti ulesàpeu e tàs’ag ge ,àsédimenter, seàdissoud eàouàe o eàs’adso e à(Nowack et al., 

2012). Les premiers travaux ont donc consisté à maîtriser le comportement des nanoparticules dans les 

dispositifs expérimentaux (en polystyrène standard ou polypropylène, de 250 à 500mL) dans le but de 

s’assu e à ueàlaàp essio àdeà o ta i atio àpou aità t eà ai te ueà o sta teàlo sàdesàe p rimentations 

e isag es.àDesàe p ie esàd j à alis esàauàla o atoi eàsu àl’a ge tàdissous,ào tà o t àl’i po ta eà

d’u eàp -satu atio àdesàdispositifsàa a tà l’e positio àpou à li ite à lesàph o esàd’adso ptio  (Arce 

Funck et al., 2013).àLesà a opa ti ulesàd’a ge tà ’a a tàpasàfo e tà leà eàpote tielàd’adso ptio à

ueàl’a ge tàlui-même, différents tests deàsatu atio ,àd’adso ptio àetàd so ptio àdeàl’a ge tàdissousàsousà

fo eàdeà it ateàd’a ge tà ágNO3) et de nanoparticules (60 nm) ont été réalisés. Chacun de ces tests a 

été conduit à 12°C avec une photopériode de 16h de luminosité et 8h de nuit da sàdeàl’eau de la Méholle 

filtrée comme expliqué dans le paragraphe I.3.1. Plusieurs paramètres ont été pris en compte comme : la 

nature des microcosmes, la luminosité ou encore le volume afin de pouvoir par la suite optimiser et 

reproduire aux mieux les expériences de contamination. 

Pou à ha ueà o ta i atio à au à a opa ti ulesà d’a ge t,à lesà solutio sà testsà o tà t à p pa esà e à

diluant la solution stock de nanoparticule (0.02 mg.mL-1 à da sà l’eauà d’e positio à Laà M holle .à Leà

la geà desà a opa ti ulesà da sà l’eauà d’e positio à taità ga a tià pa à l’ajoutà d’u à olu eà d’eauà t sà

important sur un volume très faible de contaminant. Le volume total était préparé dans un grand bécher 

e à e eà deà à Là à à Là puisà lesà olu esà d’e positio à oulusà taie tà d e s sà u à à u à da sà les 

dispositifs de contamination. Concernant le nitrate d’a ge t,à à gàdeà istau à taie t minutieusement 

pes sà puisà dilu sà da sà deà l’eauà d i alis eà afi à d’o te i à u eà solutio à à à g.L-1. Cette solution 

était par la suite diluée par 10 pour obtenir une solution à 25 mg.L-1 soit 0.025 mg.mL-1.àáà l’i sta àdesà

nanoparticules, les solutions tests ont été préparées à partir de cette solution mère. 
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III. .àTestsàd’adso ptio àetàd so ptio àsu àlesàdispositifs 

III.1.1. Choix des dispositifs de contamination 

Le premier test a eu pour objectif de définir le type de matériaux à utiliser comme dispositif 

e p i e tal.àCeàp e ie àtestàaàdo à o pa àl’utilisatio àdeàpetitesà a uettesàe àpol st eàsta da dà

(PS) ou en polypropylène (PP)  ayant chacune des contenances de 125 mL. Chaque dispositif a été saturé 

pendant 48h par 100 mL de la condition de contamination voulue soit : des conditions contrôles sans 

argent et des conditions contaminées à 0,5 µg.L-1 d’a ge tàsousàfo eàágNO3 ou sous forme nAg 60nm 

de diamètre. Après ce temps de saturation, les milieux ont été renouvelés par 100 mL de milieux de 

o ta i atio à puis,à ap sà h,à u à p l e e tà deà à Là aà t à effe tu à puisà a idifi à à %à d’a ideà

nitrique (HNO3) a a tàd’ t eàdos àe àspe t o t ieàd’a so ptio àato i ue (AAS, Figure 28). 

 

Figure 28 : Concentrations moyennes (± écart types) en argent mesurées dans les solutions mères et dans les milieux 

après 24h de contamination à 0,5 µg.L
-1

 de it ate d’a ge t et de a opa ti ules d’a ge t de   de dia t e 

contenus dans des dispositifs composés de Polystyrène Standard (PS) ou de Polypropylène (PP). 

Lesà sultatsà o t e tà ueàl’a ge tàdispos àda sàleà ilieuà ’estàpasàe ti e e tà et ou àaprès 24h, 

età e,à alg àu eàsatu atio à àl’a ge tàe àa o tàdeàtousàlesàdispositifs.àL’ a tàe t eàlesà o e t atio sà

i itialesà ouluesàetàlesà o e t atio sàdos esàda sàlesàsolutio sà esà ’estàpasà gligea leàetàpou aità

t eàd à àdesàp o essusàd’adso ption. Pou àl’a ge tàdissousàsousàfo eàd’AgNO3, sa disparition dans la 



Chapitre 2 : Optimisation de la contamination – Matériel et Méthodes 

89 
 

olo eàd’eau après 24h est très importante et laisse suppose à u’u àp o essusài ià o à tudi àe t eàe à

jeu. Pou à lesà o ta i atio sà au à a opa ti ulesà d’a ge t,à ’està l’utilisatio à deà arquette en 

polypropylène qui a permis de rester dans des gammes de concentrations proches de celles dosées dans 

lesàsolutio sà es.àToutefoisàu à a tà esteàpe epti leàetà ’estàpou à elaà ueàleàse o dàtestàaà o e à

le protocole de saturation des dispositifs. 

III.1.2. Mise en place du protocole de saturation 

Une pe teàd’a ge tàda sàlaà olo eàd’eauà o eà elleào se eàp de e tàpou aità t eàdueà à

une adsorption importante sur les parois des dispositifs (barquettes en polypropylène). Ce constat 

réalisé, nous avons effectués des tests d’adso ptio à duà it ateà d’a ge tà età desà ágà deà à à en 

comparant différents protocoles de saturation (Figure 29). Ilà està à ote à u’u eà e e ieà sp ifi ueà à

ha ueà o ditio àdeà o ta i atio àaà t àe plo eàetà u’elleà ’aàpasà t àla eàe t eàlesàop atio sà eà

qui a permis de la saturer également.  

Le test A (Figure 29) consistait à saturer pendant 24h les dispositifs à la concentration voulue : 0,5 

μg.L-1. Après remplacement par la solution de contamination, des dosages suivis de renouvellements ont 

été effectués toutes les 24h.  

Pour le second test, le test B (Figure 29), le renouvellement a eu lieu 48h après saturation et la 

solution a été changée toutes les 48h.  

Le même protocole a été suivi pour le troisième test C et le quatrième test D avec une saturation 

et un renouvellement de 72h et 168h respectivement. Notons que pour pouvoir comparer 

convenablement tous les protocoles, les volumes de milieux à doser ont toujours été prélevés 24h après 

chaque renouvellement (protocole résumé en Figure 29).  
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Figure 29 : Schémas des différents tests de protocole de saturation : Test A : jours 2 - 3 - 4 - 6- 7 : 24h de saturation + 

renouvellements et dosages quotidien. Test B : S2 - S4 - S6 : 48h de saturation + renouvellements et dosages toutes 

les 48h. Test C : J3- J6 : 72h de saturation + renouvellements et dosages toutes les 72h. Test D : 168h de saturation + 

renouvellement et dosage. 

La figure 30 ci-dessous donne les concentrations moyennes en argent mesurées dans les milieux en 

fonctions des différents types de protocolesàappli u sàafi àd’o se e àle uelàse leà t eàleà ieu à

adapté pour maintenir la concentration en argent. 
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Figure 30 : Concentrations moyennes (± écart types) en argent mesurées dans les solutions mères et dans les milieux après 24h 

de contamination à 0,5 µg.L
-1

 de it ate d’a ge t et de a opa ti ules d’a ge t de   de dia t e ap s diff e ts tests de 

protocoles de saturation détaillés en Figure 29. 

Pour une même concentration de solution mère appliquée (0,41 ± 0,04 µg.L-1), la perte de l’a ge tà

sous forme AgNO3 est beaucoup plus importante que celle des nAg de 60nm. Pour les nanoparticules, 

48h de saturation correspondant au test B avec un renouvellement tous les deux jours a permis 

d’o te i àu eàp essio  moyenne de contamination en argent de 0,31 ± 0,03 µg.L-1. Le test B est donc 

celui qui a permis de se rapprocher le plus de la concentration voulue de 0,50 μg.L-1. Malgré tout, un 

phénomène de dissolution ou d’adsorption sur la verrerie et les plastiques semble encore avoir lieu. Pour 

l’a ge tàdissous sous forme AgNO3,àsaàdispa itio à uasià o pl teàda sàlaà olo eàd’eauàlaisseàencore à 

suppose à u’u àp o essus ici non identifié entre en jeu.  

Eta tàdo à ueàpou àleà ilieuàdeà o ta i atio ,àl’eauà uiàaà t àutilis eà eauàdeàlaàM holle àposs deà

une forte conductivité (545 μS.cm-1 àetàdo àu eà ua tit ài po ta teàd’io sà;àLaà uestio àdeàlaàfo atio à

de chlorure d’a ge tàpa àl’a ge tàdissousàpeutàseàpose .àE àeffet,àe àp se eàdeàlu i e,àlesàio sàCl- et 

Ag+ pou aie tàe t ai e àu eà a tio àd’o do- du tio àetà fo e àu àp ipit à :à leà hlo u eàd’a ge t.à

Pour tenter de répondre à cette question, nous avons réalis à u eà t oisi eà e p ie eà d’adso ptio à

as eàsu àl’effetàpote tielàdeàlaàlu i osit  (Figure 31). 
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III.1.3. Luminosité 

Pour cette expérimentation et en tenant compte des résultats précédents (choix du matériau et du 

p oto oleàdeàsatu atio ,àseulàleàpa a t eàlu i osit àaà t à odifi àafi àdeà oi às’ilàa aitàu eài flue eà

sur le comportement deà l’ágNO3 et des nAg de 60 nm. La totalité des expériences précédentes s’està

déroulée en lumière directe sous une luminosité de 416.18 ± 47.37 Lux. Ici, la luminosité a été occultée 

d’u à fa teu à à pour une partie des dispositifs expérimentaux (39.06±2.58 Lux) et les autres ont été  

laissés sous la luminosité initiale (441.47±55.69 Lux).  

 

 

Figure 31 : Concentrations moyennes (± écart types) en argent mesurées dans les solutions mères et dans les milieux 

après 24, 48 et 72h de contamination à 0,5 µg.L
-1

 de it ate d’a ge t et de a opa ti ules d’a ge t de   de 

diamètre soumis à une lumière indirecte ou directe. 

Lesà sultatsà ’o tàpas montré de différence entre les conditions en pleine lumière et celles occultées. 

Les concentrations en argent dissous et nanoparticulaire (60nm) sont donc similaires à celles présentées 

plusàhaut.àLaàlu i osit àappli u eà eàse leàdo àpasà espo sa leàdeàlaàpe teài po ta teàd’a ge tàe à

fonction du temps de contamination. Toutefois,à ilà se le aità u’u eà lu i eà i di e teà limiterait les 

is uesàdeàt a sfo atio àphoto hi i uesàetàdo à lesà is uesàd’u eàphoto a tio àdesà a opa ti ulesà
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(Nowack et al., 2012).àLeàp oto oleàutilisa tàu eàlu i eài di e teàaà t à o se àpuis ueà ’està elui le 

plus adaptée aux gammares qui ont un comportement lucifuge. 

III. . .àTestà àl’eauàd i alis e 

U eàaut eàh poth seà ua tà à laàdispa itio àdeà l’a ge tàda sà lesà ilieu à taità ueàdesàph o esà

physicochimiques pourraient impacter la qualité des dosagesàe à spe t o t ieàd’a so ptio à ato i ueà

(SAA, dosages effectués par P. Rousselle .àE àeffetàtousàlesàtestsàp de tsào tà t à alis sàa e àdeàl’eauà

issue de la rivière la Méholle. Cette eau, au préalable filtrée, pourrait de par sa composition propre, 

i dui eà u à iaisà da sà lesà dosagesà d’a ge t.à Pou à ela,à u eà e p ie eà eg oupa tà l’e se leà desà

pa a t esà ta lisà plusà hautà aà t à e eà da sà deà l’eauà d i alis eà età desà p l e e tsà o tà t à

effe tu sàap sà àetà hàd’u eà o ta i atio à à , àµg.L-1
  de it ateàd’a ge tàetàdeà a opa ti uleàdeà

60nm (Figure 32). 

 

Figure 32 : Concentrations moyennes (± écart types) en argent mesurées dans les solutions mères et dans les milieux après 24h et 

h de o ta i atio  d’u e eau d i alis e à ,  µg.L-1
 de it ate d’a ge t et de a opa ti ules d’a ge t de   de 

diamètre. 

Cette fois-ci, nous observons une moyenne des concentrations des solutions mères très proche de 

celles voulues de 0,5 µg.L-1. Concernant les concentrations retrouvées dans le milieu après 24h et 72h, 

ellesà este tàdeàl’o d eàdeà etteà o e t atio àappli u eà ueà e soitàpou àleà it ateàd’a ge tàouàlesà ág.à

Cepe da t,à ousà oto sàu àpi àd’a ge tàap sà hàd’u eà o ta i atio àauàágNO3 qui pourrait être dû à 

u àph o eàd’ apo atio àdeà ilieuà uiàdeà eàfaitàe t ai e aitàu eàsu o e t atio àda sàleà olu eà
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de milieu resta t.àDa sàtousà lesà as,àsiàda sà lesàe p ie esà e esàa e àdeà l’eauàdeà laàM holle,à ousà

o se io sà desà di i utio sà deà à à %à deà l’a ge tà da sà osà ilieu ,à eà ph o eà està ie à d à à

l’usageàd’u eàeauà atu elleàp le eàe à i i eàpuis u’ilà ’estàplus observable lorsque ces mêmes tests 

so tà ep oduitsà a e à deà l’eauà d i alis e.à L’h poth seà se aità alo sà u’u eà adso ptio à deà l’a ge tà

dissous sur la matière organique présente dans les milieux (malgré leur acidification avant dosage), 

empêcherait sa bonne détection et donc son dosage précis en SAA. Un test de sonication des milieux 

o pos sàd’eauàdeàlaàM holleà ’aàtoutefoisàpasàpe isàdeàs’aff a hi àdeà eà iaisàdeàdosage. 

III.1.5. Dissolution des nanoparticules 

Comme expliqué dans le chapitre 1, paragraphe I.2.4.4., les nanoparticules peuvent relarguer de 

l’a ge tà ionique par dissolution oxydative (Liu and Hurt, 2010). Cet argent dissous pourrait alors 

pa ti ipe à àl’ a tàdeà o e t atio à esu àe t eàlesàsolutio sà esàetàlesà ilieu à o eàe pli u à i-

dessus. Cette expérience a eu pour objectif de déterminer pour chacune des conditions comportant des 

nanoparticules, lesà o e t atio sàe àa ge tàtotalàetàe àa ge tàdissousàap sà hàetà hàd’e positio  en 

conservant les protocoles classiques de contamination décrits plus haut. Cette fois-ci deux tailles de 

nanoparticules sphériques : 10 et 60nm ont été testées aux concentrations de 0,5 et 5µg.L-1 da sàdeàl’eauà

de la Méholle filtrée. Lesà ha tillo sà d’a ge tà dissousà o tà t à o te usà e à utilisa tà desà tu esà deà

centrifugation Amicon®(Dutscher, France) possédant une membrane de 3KDa capable de séparer la 

f a tio àdissouteàd’u eàsolutio àdeà a opa ti uleàd’a ge tàap sàu eà e t ifugatio àdeà gàpe da tà

1h (selon les conseils du fournisseur). L’a ge tàdissous présent dans le filtrat a ensuite été acidifié à 1% 

(HNO3 àetàdos àe àspe t o t ieàd’a so ptio àato i ueà“áá.  

Les résultatsà deà l’e p ie eà isa tà à alue à leà pou e tageà d’a ge tà dissousà issuà d’u eà

o ta i atio à e à a opa ti ulesà d’a ge tà d’u à ilieuà eà o te a tà ià feuilles,à ià ga a es, sont 

exposés dans le tableau 6. Une dissolution des nanoparticules a été détectée uniquement pour la plus 

fo teà o e t atio àd’e positio à àµgàL-1) et la plus faible taille de nanoparticule (10 nm de diamètre). 

Une baisse significative (test-T, p-value =0.003) a été observée entre les deux temps de prélèvement. 

Pour les autres conditions, les quantités en argent dissous mesurées étaient inférieures aux limites de 

détection du SAA (0.1 µg L-1). 
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Tableau 6 : Moyennes des concentrations (± écart-t pes  esu es e  a ge t total et dissous =  da s l’eau sa s 

o ga is e i feuille  ap s h et h d’u e e positio  au  Ag   et   de dia t e . LD : li ite de 

d te tio  de l’i st u e t .  μg.L
-1

). 

Taille des nanoparticules Témoin nAg 60nm nAg 10nm 

[Ag] appliquée 0 µg L-1 0,5 µg L-1 5 µg L-1 0,5 µg L-1 5 µg L-1 

[Ag] après 24h 

total (µg L-1) <LD 0,25 ± 0,01 2,4  ± 0,2 0,2  ± 0,02 3  ± 0,06 

dissous (µg L-1) <LD <LD <LD <LD 0,5  ± 0,07 

dissolution (%) <LD 0 0 0 15,8 

[Ag] après 72h 

total (µg L-1) <LD 0,13  ± 0,01 2  ± 0,06 0,11  ± 0,01 1,1  ± 0,1 

dissous (µg L-1) <LD <LD <LD <LD 0,1  ± 0,07 

dissolution (%) <LD 0 0 0 10 

Les plus petites tailles de nAg leur confèrent des relations surface/volume plus importantes 

pe etta tàu à ela gageàplusà apideàd’io sàág+ (Hoheisel et al., 2012).àC’està leà asàda sà etteà tudeào à

seule la plus petite taille de nanopa ti uleàe t ai eàu à ela gageàd’a ge tàdissous.àM eà sià diff e ts 

paramètres (température, pH et matière organique) peuvent influer sur la vitesse de dissolution, ce 

p o essusà esteà toutefoisà assezà le t,à età laà fo eà a opa ti ulai eà deà l’a ge tà peutà alors persister 

suffisamment longtemps dans le milieu aquatique et devenir biodisponible pour les organismes 

aquatiques (Liu et al., 2014). La dissolution des nAg peut toutefois expliquer une certaine part de la 

toxicité (Griffitt et al., 2008). Les résultats de ce test peuvent suggérer que des effets dus à une 

concentration de 5μg.L-1 en nAg de 10nm de diamètre pourraient être dus à cette dissolution (Cf. tableau 

4 : 10 % de dissolution pour 5 μg.L-1 deà ágà àu i ue e tàs’ilsàso tàstatisti ue e tàsi ilai esà  ceux 

observés pour 0.5 μg.L-1 d’ágNO3.  

III. .àBila àd’opti isatio àdeàlaà o ta i atio àe à i o os e 

Le tableau 7 représente le bilan des différents paramètres fixés et testés pour maîtriser au mieux le 

comportement des nanoparticules dans les dispositifs expérimentaux.à Ilsà o tà pe isà d’assu e à u eà

pression de contamination reproductible entre les différentes études en microcosmes. 
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Tableau 7: Bila  des para tres fix s et test s da s les diverses tudes d’opti isatio  de la contamination en 

contamination. 
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IV. Expositions des organismes 

Diff e tesàe p i e tatio sài pli ua tàl’e positio àdeàga a es ont été effectuées pour répondre 

à nos objectifs. Les expositions se sont déroulées dans des pièces thermostatées (de 12 à 16°C), sous une 

luminosité contrôlée et à une photopériode. Les milieux de contamination ont été préparés par dilution 

des solutions stocks de nanoparticules en suspension (achetées chez des distributeurs ou synthétisées 

pa àdesàla o atoi esàpa te ai es .àLesà ilieu àdeà o ta i atio à taie tàsoitàdeàl’eauàissue de la rivière La 

M holle,àsoitàdeàl’eauàdeàVolvic (mésocosmes) et leurs concentrations en nanoparticules préalablement 

définies se sont échelonnées entre 0,5 µg.L-1 et entre 1 mg.L-1.  

Pour les expositions en microcosmes seulement, une saturation de 48h des dispositifs et de la 

verrerie aux conditions de contamination voulues ont été appliquées. Enfin après les phases 

d’a li atatio àetàdeà o ditio e e tààd itsàda sàleà hapit eàI. .,àlesàga a esàetàlesàfeuillesào tà t à

exposés de 72 h à 3 semaines. Pour la grande majorité des études, les pressions de contamination du 

ilieuàd’exposition et les concentrations retrouvées dans les gammares et les feuilles ont été mesurées 

en AAS ou ICP-MS. A la fin des expérimentations et en fonction des paramètres mesurés, les gammares 

et les feuilles étaient directement utilisés pour les analyses ou congelés au - °C.à L’e se leà desà

paramètres mesurés et les récapitulatifs des expériences effectuées en microcosmes et en mésocosmes 

sont regroupés dans les tableaux 8 et 9.  
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Tableau 8 : Bilan des expériences effectuées et des marqueurs mesurés en contamination simples en microcosmes, V signifie que le paramètre a été mesuré alors 

que X signifie que le a ueu  ’a pas t  tudi . 

 

Expérience 1 (A) Expérience 1 (B) Expérience 2 Expérience 3

Effets des nAg sur le genre 

Gammarus  (Amphipoda) du 

niveau cellulaire au niveau 

fonctionnel

Silver nanoparticles impact the 

functional role of Gammarus 

roeseli  (Crustacea Amphipoda).

Effet des nanoparticules d'argent 

sur 3 populations de gammares 

appartenant à l'espèce G. roeseli

Assessing the effects of silver 

nanoparticles on the 

ecophysiology of Gammarus 

roeseli

Eau rivière : La Méholle rivière : La Méholle rivière : La Méholle rivière : La Méholle

Gammares (espèce) G. fossarum, G. pulex, G. roeseli G. roeseli G. roeseli G. roeseli

Feuilles (essence) Alnus glutinosa  (Vosges) Alnus glutinosa (Vosges) Alnus glutinosa (Vosges) Alnus glutinosa (Toulouse)

Eau
Filtration 1,2 µm                      

(filtre en microfibre de verre)

Filtration 1,2 µm                      

(filtre en microfibre de verre)

Filtration 1,2 µm                      

(filtre en microfibre de verre)

Filtration 1,2 µm                      

(filtre en microfibre de verre)

Gammares Acclimatation (10 jours) Acclimatation (10 jours) Acclimatation (7 jours) Acclimatation (9 jours)

Feuilles 
Conditionnement dans la 

Méholle (10jours)

Conditionnement dans la 

Méholle (10jours)

Conditionnement dans la 

Méholle (9jours)

Conditionnement dans la 

Méholle (12jours)

Design expérimental
Types de nanoparticules

nAg sphériques, enrobées citrate 

(Sigma-Aldrich)

nAg sphériques, enrobées citrate 

(Sigma-Aldrich)

nAg sphériques, enrobées citrate 

(Sigma-Aldrich)

nAg sphériques, enrobées citrate 

(Nanocomposix)

Tailles 10 et 60 nm 10 et 60 nm 10 et 60 nm 10, 20, 40, 60 et 100 nm

Contrôle positif AgNO3 AgNO3 AgNO3 Non 

Concentration d'exposition 0 ; 0,5 et 5 µg.L-1 0 ; 0,5 et 5 µg.L-1 0 ; 0,5 et 5 µg.L-1 0 ; 0,5 ; 2,5 et 5 µg.L-1

Temps d'exposition 72h 72h 72h 72h 

Volume d'exposition 400 mL 400 mL 400 mL 300 mL

Quantité de feuilles 8 disques de 16 mm 8 disques de 16 mm 8 disques de 16 mm 4 disques de 16 mm

Sites de prélèvement

Préparation avant 

expérimentations 

Numéro d'expérience

Types de contamination

Titre de l'étude

Contaminations en microcosmes (Chapitre 3)
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Quantité de gammares 20 mâles 20 mâles 16 indifférenciés 10 mâles

Nombre de réplicats 3 3 3 4

Distribution de taille ν ν ν ν
Mesure de dissolution test en amont test en amont ν ν

Mesures des concentrations des S.mères ν ν ν (non dosé) ν
Mesures des concentrations en cours/ en 

fin d'expérience ν ν ν (non dosé) ν
Concentration dans/sur les feuilles ν ν ν (non dosé) ν

Concentration dans/sur les gammares ν ν ν (non dosé) ν
Décomposition de la litière par les micro-

organismes ν ν ν x

Production de FPOM ν ν ν x

Mortalité ν ν ν ν
Batterie de biomarqueurs x x ν ν (energétique)

MXR ν ν x x

Osmolalité ν ν x x

Consommation d'oxygène x x x ν
Ventilation ν ν x ν
Locomotion ν ν x ν

Consommation de feuilles ν ν ν ν
Production de FPOM ν ν ν ν

Caractérisation des 

nanoparticules 

Control de la pression de 

contamination

Marqueurs mesurés dans 

les feuilles

Marqueurs mesurés dans 

les gammares
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Tableau 9 : Bilan des expériences effectuées et des marqueurs mesurés en contamination simples en microcosmes, V signifie que le paramètre a été mesuré alors 

que X sig ifie ue le a ueu  ’a pas t  tudi . 

 

Expérience 4 Expérience 5 Expérience 6 Expérience 7

Etude des effets des nTiO2 sur les 

gammares (G. roeseli ) en 

fonction de leur hétéroagrégation 

da s deu  t pes d’eau du Rhô e 
naturellement chargées en 

matières organiques 

Effets de deux types de nAg 

(plate et sphérique) sur les 

ga a es appa te a t à l’esp e 
G. roeseli

Effets de deux types de nTiO2 

(anatase bâtonnet et anatase 

u i ue  su  l’esp e G. roeseli 

Effets de deux types de NTC (avec 

ou sans matière organique) sur 

les gammares appartenant à 

l’esp e G. roeseli 

Eau rivières Rhône, sites Jons  et Arles Volvic Volvic Volvic

Gammares (espèce) G. roeseli G. roeseli G. roeseli G. roeseli

Feuilles (essence) - Alnus glutinosa  (Vosges) Alnus glutinosa  (Vosges) Alnus glutinosa  (Toulouse)

Eau Filtration 
Supplémentée (6.8 mg.L-1 of 

CaCl2 2H2O)

Supplémentée (6.8 mg.L-1 of 

CaCl2 2H2O)

Supplémentée (6.8 mg.L-1 of 

CaCl2 2H2O)

Gammares Acclimatation (1 jours)                Acclimatation (6 jours)                        Acclimatation (6 jours)                        Acclimatation (6 jours)                

Feuilles -
Conditionnement dans les 

mésocosmes (2 jours)

Conditionnement dans les 

mésocosmes (2jours)

Conditionnement dans les 

mésocosmes (2jours)

Design expérimental Types de nanoparticules nTiO2 anatase nAg sphérique et plate nTiO2 cubique et en bâtonnet NTC

Tailles 5-30nm 20-26nm 20 à 25 nm - 10 et 200nm -

Contrôle positif - - - -

Concentration d'exposition 0 ; 0,1 et 1 mg.L-1 50 µg.L-1 en fin d'expérience 1 mg.L-1 en fin d'expérience 1 mg.L-1 en fin d'expérience

Temps d'exposition 24 et 96 h 7, 14 et 21 jours 7, 14 et 21 jours 7, 14 et 21 jours

Volume d'exposition 1,5 L 56 L 57 L 58 L

Quantité de feuilles -
6 g de feuilles entières sans 

pétioles

6 g de feuilles entières sans 

pétioles

6 g de feuilles entières sans 

pétioles

Contaminations en test plurispécifique et en mésocosmes (Chapitre 4)

Sites de prélèvement

Préparation avant 

expérimentations 

Numéro d'expérience

Types de contamination

Titre de l'étude
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Quantité de gammares 60 indifférenciés 150 (50 par temps) 150 (50 par temps) 150 (50 par temps)

Nombre de réplicats 3 pseudo-réplicats 3 3 3

Distribution de taille dans Labille et al., 2015 ν - -

Mesure de dissolution x ν ν ν
Mesures des concentrations des S.mères x x x x
Mesures des concentrations en cours/ en 

fin d'expérience ν ν ν ν
Concentration dans/sur les feuilles x ν ν (non dosé) ν (non dosé)

Concentrationdans/sur les gammares ν (non dosé) ν ν (non dosé) ν (non dosé)

Décomposition de la litière par les micro-

organismes x x x x

Production de FPOM x x x x

Mortalité ν ν ν ν
Batterie de biomarqueurs ν ν ν ν

MXR x ν ν ν
Osmolalité x ν ν ν

Consommation d'oxygène x x x x

Ventilation x ν ν ν
Locomotion x ν ν ν

Consommation de feuilles x ν ν ν
Production de FPOM x x x x

Caractérisation des 

nanoparticules 

Control de la pression de 

contamination

Marqueurs mesurés dans 

les feuilles

Marqueurs mesurés dans 

les gammares
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V. Concentrations en argent dans les feuilles et les gammares 

Au terme de chaque expérience de contamination, des pools de 3 à 5 gammares et de 1 à 5 disques 

de feuilles ont été prélevés puis rapidement séchés sur du papier abso a tàa a tàd’ t eà o gel sà à -

80°C. Avant chaque mesure de concentration, les échantillons ont été séchés au froid par lyophilisation 

ou par passageà à l’étuve à 105°C pendant 48h afin de peser leurs masses sèches. Certains échantillons 

ont été minéralisés entiers ou après un broyage de 2 x 30 secondes dans un broyeur à bille. Dans un 

premier temps, de l’a ideà it i ueà (HNO3, LGC Standards) età duà pe o deà d’h d og eà (H2O2, Fisher 

scientific) ont été ajoutés aux échantillons pour permettre leur digestion. Puis la minéralisation a été 

effectuée avec un système de micro-onde (Anton Paar Multiwave Pro) programmant différents cycles de 

chauffe (200 et 110°C). Les minéralisats ont par la suite été dosés par ICP-MS (ICP-MS, PerkinElmer Elan 

DRCe) et les concentrations ont été exprimées en µg.g-1. Dans certains cas, les teneurs ont été calculées 

en multipliant ces concentrations par les masses sèches des gammares ou feuilles.  

VI. Mesures des biomarqueurs chez les gammares 

VI.1. Mortalité 

Tout au long des expériences, les organismes vivants ont été comptés et les morts retirés des 

dispositifs de contamination. Pour les expériences en mésocosmes, les organismes vivants ont été 

o pt sà seule e tà auà o e tà deà l’a tà deà a ipulatio à ouà lo sà des différentes dates de 

prélèvements. Les pourcentages de mortalité ont pu ainsi être évalués ainsi que les biomasses de 

gammares p se tesà da sà lesà ilieu .à E à effetà pou à ha ueà e p i e tatio ,à l’ ta lisse e tà d’u eà

relation masse fraiche - masse sèche sur la base des valeurs obtenues pour 100 à 200 individus a été 

effectué. Pour cela, les masses fraiches puis sèches de pools de 100 à 200 organismes avaient été pesées. 

VI.2. Biomarqueurs (sub)cellulaires 

Les mesures des biomarqueurs ont été effectuées selon différentes méthodes et protocoles. Une 

g a deà ajo it à desà sultatsà o te usà aà t à a uisà g eà à desà thodesà d’a al sesà olo i t i uesà

effe tu esà à l’aideà d’u à auto ateà Ko ela à -XTi (Thermo Scientific). Cet automate permet une 

approche multimarqueu sàsu àu à eà ha tillo ,àe à l’o u e eàda sà osà tudes,à laà esu eàdeà13 
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biomarqueurs sur un même pool de 3 à 5 gammares. Des protocoles pour les gammares ont été adaptés 

selon ceux déjà pré- ta lisàpa àGa audàetàal.,à .àPou à elaà laàp pa atio àd’u àho og atàs’a aità

nécessaire. 

VI.2.1. Préparation des homogénats 

Des pools de 3 à 5 gammares entiers ont été lentement décongelés dans de la glace et séchés sur du 

papie àa so a t.àLeu à asseàf ai heàaàe suiteà t àpes e.àá a tàd’effe tue àlesàa al ses avec le Konelab, 

lesàga a esào tàp ala le e tà t à o sàda sàu àta po àd’ho og isatio à o eàd itàda sàlesà

études de Garaud et al (2015) et Sroda and Cossu-Leguille (2010).àCeàta po àd’ho og isatio à taità

composé de 98% de tampon phosphate 50 mM à pH 7,6 supplémenté par 1% de Phenylmethylsulfonyl 

fluo ideà à Mà PM“F à età d’ %à d’u à la geà L-s i eà o ateà à Mà pou à pe ett eà d’i hi e à lesà

protéases Ga audàetàal.,à .àPou à ha ueà ha tillo ,àlesà olu esàdeà eàta po àd’ho og isatio à

ont été adaptés aux masses fraiches des pools de gammares mesurées, soit 2 mL de tampon ajouté pour 

à gà d’o ga is e.à Lesà o ga is esà o tà do à t à o sà da sà leu  volume spécifique de tampon 

d’ho og isatio àselo àdeu à thodes : manuelle ou par broyeur à bille. Pour la grande majorité des 

e p i e tatio s,à ’estàlaà thodeà a uelleà uiàaà t àe plo e.àPou à ela,àlesào ga is esàetàleàta po à

ont été disposés dans u à o eu àe à e e.àáà l’aideàduàPotte àe à e eàadapt ,à lesào ga is esào tà t à

o sàpa àp essio àe t eà lesàdeu à st u tu esàe à e eàetà laà totalit à deà l’ho og atà up à à l’aideà

pipette Pasteur et placé dans un tube eppendorf.  

Pou à l’e p i e tatio à ° 3, nous avons employé la méthode avec broyeur à bille. Les volumes de 

ta po àd’ho og isatio àasso i sà à ha ueà ha tillo ào tà t àdispos sàdi e te e tàda sà lesà tu esà

eppe do fà o te a tàlesàga a es.àDeu à illesàp ala le e tà etto esà àl’ tha olà àont été rajoutées. 

Cesà tu esào tà t à dispos sà à l’ho izo talà da sà u à o eu à à illeà Beadbeater, Retsch MM301). Cette 

machine permet le déplacement rapide des tubes de la gauche vers la droite, ce qui permet un broyage 

très rapide des échantillons par frictio àe t eà lesàdeu à illesàd’a ie .àU àp oto oleàdeà o ageàtest àe à

amont nous avait assuré que ce type de broyage était comparable à celui effectué manuellement. Pour 

cela, deux rounds de 30 secondes de broyage (fréquence de 30 coups/seconde) étaient intercalés par 30 

secondes de repos dans la glace pour éviter une dégradation des échantillons causée par une surchauffe.  

Ces homogénats ont par la suite été soumis à une centrifugation de 5 minutes à 500xg et à 4°C pour 

permettre une sédimentation de la cuticule difficilement broyable, puis 120 µL du surnageant de ce 

broyat ont été récupérés pour effectuer des mesures. Le broyat restant a été ensuite centrifugé durant 

20 minutes à 4°C et 1000xg et le surnageant récupéré puis immédiatement re-centrifugé à 20 000xg 
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pendant 50 minutes à 4°C. Le surnageant finalement prélevé correspond à la fraction cytosolique utilisée 

pour effectuer les mesures des activités enzymatiques (Garaud et al., 2015).  

VI.2.2. Biomarqueurs de défenses antioxydantes et antitoxiques 

Les mesures des activités de la Glutathion Péroxydase totale (GPxtot), la Catalase (CAT), la 

Glutathion-S-Transférase (GST) età l’ aluatio à deà laà Capacité Totale Antioxydante (TAC) ont été 

effectuées sur les fractio sà tosoli uesàalo sà ueàl’activité de la Phosphatase Acide (ACP) a été évaluée 

sur les broyats de gammares. La totalité de ces protocoles a été établi par Garaud et al. (2015) et décrits 

en détails dans son manuscrit et sont disponibles en annexe 3.  

La mesure de l’a tivit  de t a spo t MXR des branchies des gammares aà t àeffe tu eà àl’aideàd’u e 

méthode d’a u ulatio .à L’a u ulatio à d’u à su st at,à laà Cal i e-AM hydrolysée en Calcéine 

fluorescente une fois internalisée dans la cellule a été mesurée en présence etàe àa se eàd’i hi iteu sà

des protéines MXR. Ces inhibiteurs empêchent le bon fonctionnement des transporteurs MXR et dans le 

asà p se t,à leà ejetà deà laà Cal i eà h d ol s eà età do à fluo es e teà à l’e t ieu à deà laà ellule.à Pa à

comparaison entre les mesures réalisées avec ou sans inhibiteurs, on peut ainsi estimer la part des 

échanges membranaires impliquant les transporteurs MXR (Luckenbach and Epel, 2008). Pour cela, pour 

chaque réplicat, 4 organismes vivants ont été incubés dans une solution de Calcein-AM 5µM (contenant 

0.3% de Dimethyl Sulfoxide, DMSO) tandis que 4 autres ont été immergés dans la même solution mais 

contenant un mélange de deux inhibiteurs : la Reversin 205 à 5 µM (C41H58N4O12, Sigma-Aldrich) et des 

sels de sodium hydratés MK-571 à 15 µM (C26H26ClN2NaO3S2·, Sigma-Aldrich). Pour chaque condition, 4 

gammares ont été plongés dans un milieu contrôle o te a tà . %àdeàDM“O.àáp sà hàd’i u atio à à

l’o s u it àet à température ambiante, les organismes (4/réplicat/ ilieuàd’i u atio àont été disséqués 

sous une loupe binoculaire (Leica, Figure 33), afin de prélever les 5 paires de branchies antérieures (la 

6ème pai eàpost ieu eà ’estàpasàp le eàe à aiso àdeàsa trop petite taille). Les 10 branchies prélevées 

sur les 4 individus du réplicat ont été poolés et congelées à - °Càda sà àµlàd’eauàC istalli e.àL’étape 

suivante aà o sist à àd o gele àetà o e à lesà a hiesàpe da tà à i uteà à l’aideàd’u àbroyeur pour 

tube Eppendorf. Après une minute de sonication et 5 minutes de centrifugation à 5000g à 4°C, 100µl de 

surnageant ont été prélevés et disposés su à u eà pla ueà à puitsà à fo dà oi à afi à d’e à esu e à laà

fluorescence (Excitation 495nm, Emission 515nm ; Spectrophotofluorimètre SAFAS Monaco Xenius). Ces 

mesures ont été rapportées aux concentrations en protéines mesurées dans ces mêmes surnageants (20 

µl) au spectrophotomètre en utilisant la méthode Bradford (1976 ;à Kità Bio ad .à E fi ,à l’a ti it à deà

transport MXR a été calculée pour chaque traitement comme la moyenne de toutes les différences des 
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sultatsào te usàpou àl’a u ulatio àdeà al ei eàe àp sence et en absence des inhibiteurs. Ainsi pour 

3 réplicats, 9 valeurs était générées puis moyennées. 

 

 

Figure 33 : Dissection des branchies de gammares (A : loupe binoculaire ; B : branchies). Sources : J. Andreï. 

 

Les métallothionéines (MT) sont des protéines qui ont un rôle de séquestration des métaux (Hamer, 

1986). Elles sont pa à ailleu sà s th tis esà e à su o eà lo sà d’u eà o ta i atio à talli ueà età ’està

pou à elaà u’ellesà so tà ou a e tà tudi esà o eà io a ueu sà e à oto i ologieà (Amiard et al., 

2006). Pour la plupart des expérimentations menées impliquant des gammares, des pools de 3 

organismes ont été prélevés puis immédiatement congelés à -80°C pour pouvoir par la suite effectuer 

des mesures de quantité de ces MTs. Ces échantillons seront traités ultérieurement dans un laboratoire 

partenaire. 

VI.2.3. Biomarqueurs de dommage cellulaire 

Les mesures de concentration des hydropéroxydes lipidiques (LOOH) ont été effectuées via 

l’auto ateàKo ela àsu àleà o atàdeàga a esàd’ap sàlaà thodeàdeàGa audàetàal.à àadapt eàdeà

celle de Arab and Steghens (2004).àL’a ti it àdeàl’enzyme caspase (CSP-3) a été mesurée quant à elle sur 

la fraction cytosolique (Garaud et al., 2015). 
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VI.2.4. Biomarqueurs de réserves énergétiques 

Les quantifications des protéines, triglycérides et cholestérol ont été réalisées sur les broyats des 

organismes grâce à des réactifs élaborés spécifiquement par Thermo Scientific pour des analyses au 

Ko ela à Ga audàetàal.,à .àLesà esu esàd’a ti it àdeàlaàla tateàd sh d og aseà LDH ào tà gale e tà

été effe tu esà à pa ti à deà a tifsà fou isà pa à The oà s ie tifi à su à laà f a tio à tosoli ue.à L’a ti it à

mitochondriale du s st e de t a spo t d’ le t o s ETS) a quant à elle été mesurée sur les broyats, 

selon le protocole de Garaud et al. (2015) adapté à partir de ceux de De Coen and Janssen, 1997; Owens 

and King, 1975) et sont disponible en annexe 3. 

VI.3. Biomarqueurs physiologiques  

VI. . .àMesu eàdeàl’os olalit  

Selon la méthode décrite par Felten et al. (2008),àu eàgoutteàdeà uel uesà a olit esàd’h ol pheà

à l àestà up eà àl’aideàd’u à i o apillai eàdeà àµlà odifi à te duà à haud àap sàa oi àpe ,à à

l’aideà d’u eà aiguille, la cuticule du gammare au niveau du peiriomère en face dorsale. Cette goutte 

d’h ol pheàestà apide e tàtransférée dans un des 6 puits du nano-osmomètre (Otago Osmometers 

Ltd, Dunedin, New Zeala) qui contient de l’huileà i aleà à haute viscosité permetta tà d’ ite à

l’ apo atio àdeàl’h ol phe.àU eàfoisàlesà àpuitsà e plis,àdo tàu àa e àdeàl’eauàult apu eà àmOsm.Kg-

1) et un autre avec un standard à 290 mOsm.Kg-1 pe etta tàl’ talo ageàdeàl’appa eil,à l’osmolalité de 

l’h ol pheàdeà l’o ga is eà test à està alu e.à L’os olalit à ep se teà s h ati ue e tà laà ua tit à

de substances osmotiquement actives (Na+, Cl-,àáá,à… ,àdo à uiào tàlaà apa it àdeà ete i /atti e àl’eau. 

La mesure s’effectue ap sàa oi à o gel à laà goutteàd’h ol pheà via un système à effet pelletier. La 

te p atu eà deà d o g latio à deà l’h ol phe,à ide tifi à isuelle e tà sousà loupeà i o ulai e,à

permettra via l’ talo ageàp ala leàd’e àd dui eàl’os olalit . 

VI. . .àMesu esàdeàlaà o so atio àd’o g e (dosages effectués par J. Bouquerel) 

Desà esu esà deà o so atio à d’o g eà pa à lesà o ga is esà o tà t à effe tu esà pour la seule 

expérimentation n° 3. Pour cela, nous avons utilisé le Microrespiration System d’U ise sà U ise seàá/“,à

Aarhus, Denmark) uià pe età u eà esu eà p iseà deà l’O2 dans des microvolumes. áà l’issueà deà

l’e positio ,àlesàga a esào tà t àdou e e tàp le sà àl’aideàd’u à a àdeàtissuàfi eà ailleà àµ à

puis délicatement disposés dans une enceinte respirométrique spécifique de 2mL (Figure 34) remplie 

d’eauàdeàlaàM holleà o àcontaminée et préalablement saturée en oxygène. La mesure de consommation 
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d’O2 aà t à effe tu eà si ulta e tà du a tà à i utesà su à deu à i o u esà uip esà ha u eà d’u eà

i o le t odeàetà o te a tà ha u eà ào ga is e.àL’e egist e e tàe à o ti uàdesàdo esàs’effe tueà

via une interface informatique qui permet également de visualiser en direct les courbes de 

consommation (Figure 34 .àLesàtau àdeà o so atio àd’O2 sont ensuite calculés à partir de régressions 

linéaires effectuées sur des portions de courbe régulière.  

 

Figure 34 : Photos des esu es de o so atio  d’o g e o t a t le g aphi ue e  di e t de pe te d’o g e du 

milieu (A) ; le système général du respiromètre (B) e ei te da s la uelle la esu e d’o g e s’effe tue C . 

Sources : J. Andreï 

VI.4. Biomarqueurs comportementaux (dosages partiellement effectués par V. Felten) 

VI.4.1. Ventilation  

La mesure de la ventilation se base sur la fréquence de battement des pléopodes du gammare 

d’ap sà laà thodeà deà Felten et al. (2008) adaptée de celle de Hervant et al. (1997). Les gammares 

(auparavant utilisés pour des mesures de locomotion, paragraphe VI.8.2) ont été transférés dans un puit 

deà làd’u eàmicroplaque de 24 puits (Figure 35). áp sà àse o desàd’a li atatio ,àlesà atte e tsàdesà
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pl opodesào tà t à o pt sà isuelle e tàpe da tà àse o desà ua dàl’o ga is eà estaitàstati ue.àPou à

chaque organisme, la mesure a été répétée trois fois. Au sein de chaque expérience, les mesures ont été 

effectuées exactement au même endroit et dans les mêmes conditions de luminosité. La ventilation a 

été mesurée selon le même protocole mais les données ont été acquises de deux façons différentes. Ce 

comptage a soit été effectué directement lorsàdeà l’a tàdeà a ipulation, soit effectué a posteriori via 

desà id osàe egist esà àlaàfi àdeàl’e p ie e.à 

VI.4.2. Locomotion 

áp sàe positio ,à à à àga a esào tà t àp le sà à l’aideàd’u à o eauàdeàtissuàfi eà ailleà à

µm) dans les différents répli atsàd’u eà eà o ditio .àIlsào tà t àdispos sàda sàu à he à o te a tà

u à a à deà fi eà ailleà ai sià ueà à Là duà ilieuà d’e positio à o ta i à ouà o .à L’a ti it à deà

locomotion a été évaluée visuellement en comptant toutes les 2 secondes le nombre de gammares en 

mouvement et en répétant cette opération une quarantaine de fois. Ces mesures ont été effectuées 

ap sà à i utesà d’a li atatio .à áuà sei à deà ha ueà e p ie e,à lesà esu esà se sont déroulées 

exactement au même endroit et dans les mêmes conditio sàdeàlu i osit .àL’a ti it  de locomotion a elle 

aussi été mesurée à chaque fois selon le même protocole mais les données ont été acquises de deux 

faço sàdiff e tes.àCeà o ptageàaà t àeffe tu àdi e te e tàlo sàdeàl’a tàdeà a ipàouàa posteriori via 

des id osàe egist esà àlaàfi àdeàl’e p ie e 

 

Figure 35 : Photos des dispositifs de mesure de locomotion (A) et de ventilation des gammares (B). Sources : J. 

Andreï 
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VI.5. Mesures des marqueurs fonctionnels chez le gammare 

VI.5.1. Mesure de la consommation des gammares 

Après chaque exposition, les disques de feuilles (microcosmes) ou les feuilles entières (mésocosmes) 

ont été récupérés, partiellement séchés par un contact rapide sur du papier absorbant puis congelés à -

80°C. Par la suite, ils ont été séchésà soità auà f oidà pa à l ophilisatio à soità à l’ tu eà °C,à h .à Leu sà

masses sèches ont ensuite immédiatement été pesées. La quantité de feuille consommée par les 

gammares, exprimée en µg de masse sèche de feuille consommée/mg de masse sèche de gammare/jour, 

aàe suiteà t à al ul eà iaàl’ uatio à . 

Equation 1 :  

Co so a o àdesàga a esà=
M“feuille, i i aleà-àM“feuille,à alà-à %MPà àM“feuille, i i ale

M“ga a esà àt
 

MSfeuille, initiale o espo da tà à laà asseà s heà desà feuillesà pes eàa a tà leà d utà deà l’e p i e tatio  ; 

MSfeuille, final correspondant à la masse sèche des feuilles pesée après plusieu sà jou sà d’e positio à au à

gammares ; %MP correspondant au pourcentage de masse sèche pe dueàpa àlessi ageàda sàl’eauàetàdueà

àl’a ti it àdesà i o-organismes ; MSgammares correspondant à la masse sèche des gammares moyennée 

su àtouteàlaàdu eàdeàl’e p i e tatio àe àte a tà o pteàdesàtau àdeà o talit àetàtà o espo da tàauà

te psàd’e positio . 

VI.5.2. Production de FPOM par les gammares 

áàl’issueàdeà l’e p i e tatio à l’eauàdesà ilieu àd’e positio ,à idesàd’o ga is esàetàdeàfeuillesàaà t à

filt eà sousà ideà soità auà t a e sà d’u à filt eà e à it ateà deà elluloseà 47 mm de diamètre , 0.45 µm de 

porosit ,à“a to ious,àLa o ode e àsoitàauàt a e sàd’u àfilt eàe àfi eàdeà e eàlo s ueàdesà esu esàdeà

carbone organique dissous étaient prévues (47 mm de diamètre, 0.7 µm de porosité, Labomoderne ou 

What a ™ .àá a tà ha ueàfilt atio ,à lesàdiff e tsàt pesàdeàfilt esào tà t à i sà à l’eauàult apu eàpuisà

séchés 24h à 85°C et pesés. Après filtration les filtres chargés ont été remis à sécher durant 24h à 85°C. 

Laàp odu tio àdeàFPOMàpa àlesàga a esàaàe suiteà t à al ul eàselo àl’ uatio à ààetàe p i eàe àµgàdeà

masse sèche de FPOM produite/mg de masse sèche de gammare/jour. 
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Equation 2 : 

P odu  o àdeàFPOMàpa àlesàga a esà=
M“ lt e, alà-àDM lt e,i i al à-à %FPOM i o-o ga is esà àM“feuille,i i ale

M“ga a esà àt
 

MSfiltre, final  correspondant à la masse sèche des filtres chargés pesés après filtration ; MSfiltre, initiale 

correspondant à la masse sèche des filtres rincés pesés avant la filtration ; %FPOMmicro-organismes 

o espo da tà auà pou e tageà deà FPOMà i duità pa à leà lessi ageà ouà p oduità pa à l’a ti it à des micro-

organismes ; MSfeuille, initiale correspondant à la masse sèche des feuilles pesée avant le début de 

l’e p i e tatio  ; MSgammares correspondant à la masse sèche des gammares moyennée sur toute la 

du eà deà l’e p i e tatio à e à te a tà o pteà desà tau à deà o talit à età tà o espo da tà auà te psà

d’e positio . 

VI.5.3. Différence entre consommation des gammares et production de FPOM 

Les différences entre les masses sèches de feuilles consommées et les masses sèches de FPOM 

produites par les organismes ont été calculées pour chaque réplicat et exprimé en µg de masse sèche/ 

mg de masse sèche de gammare/ jour. 
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VII. Statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel R 3.1.0 (R Development Core Team, 

2014). Pour chaque expérimentation les tests statistiques ont brièvement été cités dans un encart du 

appelà duà pla à e p i e tal,à puisà esà de ie sà o tà t à appel à lo sà deà l’ tudeà deà ha ueà g aphique. 

Cependant, une démarche statistique plus spécifique a été développée notamment pour effectuer des 

analyses discriminantes. Elle est donc développé ici. 

Les expérimentations en microcosmes et mésocosmes se sont attachées à mettre en évidence des 

effets sur les gammares d'une exposition à différentes nanoparticules. Le design expérimental combinait 

ainsi une composante relative aux conditions d'exposition (des conditions témoins et contaminées). Les 

paramètres biologiques ont été mesurés sur plusieurs tailles de nAg (microcosme) ou à trois pas de 

temps (mésocosmes : 7, 14 et 21 jours). Pour les études en mésocosmes, cet effet temps se superpose à 

un effet dose, puisque les nanoparticules ont été injectées régulièrement tout au long de 

l'expérimentation. Il s'agissait donc dans un premier temps d'évaluer la contribution de l'effet 

"nanoparticules" et de l'effet "temps et/taille" sur les réponses biologiques. 

Dans toutes les études, ces réponses biologiques étaient elles-mêmes d'une grande diversité, avec la 

plupart du temps plus d'une dizaine de paramètres mesurés. Les changements biologiques conséquents 

à l'exposition aux nanoparticules sont ténus, et un paramètre considéré isolément ne peut que rarement 

être suffisant pour comprendre et évaluer le risque écotoxicologique. C'est pourquoi les batteries de 

biomarqueurs doivent être considérées comme un tout, une réponse biologique multivariée dont il faut 

intégrer toute la diversité et toute la complexité à l'étape de l'analyse de données. Chaque paramètre 

biologique peut alors être considéré comme une ligne d'évidence de l'écotoxicité des nanoparticules, la 

combinaison de ces lignes d'évidence permettant d'établir un diagnostic. 

Le problème peut donc se poser en ces termes : évaluer les conséquences de plusieurs pressions 

(variables explicatives) sur un ensemble de réponses biologiques (réponse multivariée). De ce fait, deux 

étapes d'analyse sont nécessaires. 

- Identification des réponses biologiques les plus structurantes 

L'outil statistique vers lequel nous nous sommes tournés pour identifier les réponses biologiques qui 

différaient entre les conditions d'exposition (témoin et contaminés), avec une matrice quantitative et 

une variable indépendante qualitative, est l'analyse discriminante linéaire (LDA pour Linear Discriminant 

Analysis). Cette méthode est une extension du modèle linéaire. La contrainte imposée au modèle est 
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l'appartenance a priori des échantillons à l'une des conditions, et la LDA construit des fonctions linéaires 

à l'aide des réponses biologiques permettant le meilleur classement des individus. 

Le premier modèle construit inclus toutes les variables mesurées, et abouti en général à un très faible 

taux d'erreur de classement. Toutefois, l'objectif est ici de définir la batterie minimale de paramètre à 

mesurer pour parvenir à identifier une exposition aux nanoparticules. Une deuxième étape consiste donc 

en l'élimination pas à pas de variables, cette élimination obéissant à deux règles : (i) le taux d'erreur doit 

rester proche du taux d'erreur du modèle initial et (ii) le nombre final de variables doit être inférieur ou 

égal au nombre d'individus par groupe. 

Une fois le modèle final établi, des tests de conformité aux conditions d'application de la LDA sont 

réalisés (distribution multinormale et homogénéité des variances multivariées). La significativité du 

modèle (c'est-à-dire la capacité des biomarqueurs à opérer une discrimination efficace des conditions 

d'exposition) est évaluée à l'aide d'un test MANOVA (Multivariate Analyse of Variance). Une fois 

l'ensemble de ces conditions validées, le modèle peut être analysé, en s'intéressant notamment aux 

coefficients standardisés des variables biologiques, qui permettent de hiérarchiser leur poids dans le 

pouvoir discriminant du modèle (plus la valeur absolue du coefficient standardisé est élevé, plus la 

variable à un poids important), et donc de mieux comprendre les modifications biologiques induites par 

l'exposition aux nanoparticules. Enfin, les différences entre les groupes considérés 2 à 2 peuvent être 

étudiées à l'aide du test T² de Hotelling (extension du test t pour une réponse multivariée). Cela peut 

être particulièrement intéressant dans le cas où les LDA n'aboutissent pas à des modèles significatifs, 

pour explorer plus finement les différences entre groupes. 

- Recherche des facteurs structurants, et des interactions temps x nano 

Comme nous l'avons écrit plus haut, le design expérimental combine des effets exposition et temps. Il 

est donc important, sur le modèle final produit par la LDA, de tester ces deux effets et leur interaction. 

Concrètement, il s'agit ici de partitionner la variance de la matrice de réponses biologiques sélectionnées 

par la LDA en réalisant une analyse des redondances (Redundancy Analysis) uniquement pour les 

mésocosmes. 

La figure 36 permet de schématiser le principe de la méthode : la part « a » correspond à l'effet de 

l'exposition aux nanoparticules, sachant qu'il existe un effet temps. La part « b » est l'effet temps, 

sachant qu'il y a un effet nanoparticules, et la part « c » est l'interaction entre les 2 variables explicatives. 
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Figure 36 : Principe de partitionnement de la variance par une analyse des redondances. 

Les parts a+c et b+c représentent donc la totalité de la variance expliquée par l'une ou l'autre variable 

explicative. L'enjeu ici, à la suite de la LDA qui se focalise sur l'effet "exposition" est de vérifier que la 

variable "temps" n'intervient pas de manière significative dans la variance de la matrice de réponses 

biologiques. Les variances a, b, a+c et b+c sont testées à l'aide d'une ANOVA. 

S'il s'avère que le facteur temps ne peut être négligé, la LDA doit être reconstruite, en y incorporant de 

manière explicite cette information. Cette analyse n'est pas réalisée a priori (sur la matrice de réponses 

biologiques initiale) car notre objectif est bien d'essayer de mettre prioritairement en évidence l'effet 

des nanoparticules.  
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Toutàauàlo gàdeàleu à leàdeà ie,àlesà a opa ti ulesàpeu e tà t eà ejet esàda sàl’e i o e e tàetàseà

et ou e àda sàlesà os st esàd’eauàdou eà hapit eà .àLesà tudesàdécrites dans ce chapitre ont donc 

été élaborées a e à l’o je tifà deà seà app o he à auà mieux de conditions réalistes sur le plan 

environnemental.àPou à elaàetà o eàd itàda sàleà hapit eà ,àl’eauàaàdi e te e tà t àp le eàda sàlaà

i i eàLaàM holle,àda sà la uelleàdesàfeuillesàd’aul eào tà gale e tà t àplacées afin de permettre leur 

conditionnement, c'est-à-dire leur colonisation par des microorganismes. En effet dans toutes les études 

présentées ici, et toujours dans un souci de réalisme, les gammares ont été nourris et maintenus à des 

températures de 12°C sous une luminosité indirecte soumise à une photopériode.  

Lors de la mise en place de ces premières expérimentations, la littérature était inexistante concernant 

lesàeffetsàdesà a opa ti ulesàsu àlesàga a es.àDesàe p ie esàpo ta tàsu àlesàeffetsàdeàl’a ge tàsu àlesà

ga a esàdeà l’esp eàG. fossarum avaient déjà été menées au sein de notre laboratoire (Arce Funck, 

2014),à ’està pou uoià ilà ousà aà se l à i t essa tà deà o e er par une étude ciblée sur les nAg. 

Toujours dans leàsou iàdeàs’app o he àdeà o ditio sàà alistes,àdeàt sàfai lesà o e t atio sàd’e positio à

ont été choisies en anticipant et respectant les limites de détection imposées par les appareils de 

mesure. Dans ces études les concentrations étudiées se sont situées entre 0,5 et 5 µg.L-1. 

Les études se sont intéressées à des variabilités inter et intraspécifiques et ont d’ tudi  ces effets à 

différents niveaux :à ellulai es,à i di iduelsà età fo tio elsà afi à d’o server un pattern plus complet de 

po ses.à àCeàge eàd’ tudeà esteà a eà hezà lesàga a esà uiàposs de tàpou ta tàu à ôleà fo tio elà

i po ta tàda sàlesà os st esàd’eauàdou e.  
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I. Effets des a opa ti ules d’a ge t su  3 esp es de 
gammares : G. fossarum, G. pulex, G. roeseli  des niveaux 

cellulaire à fonctionnel – Expérience 1(A) 
 

Contexte  

Concernant les nAg, les estimations de PEC les plus récentes établissent des concentrations prédictibles 

da sà lesà eau à deà su fa eà deà l’o d eà duà g.L-1 (Sun et al., 2014),à aisà ilà ’està pasà e luà ueà esà

conce t atio sàsoie tà e uesà àlaàhausseàda sàlesàa esà à e i à ta tàdo eàl’utilisatio à oissa teàdesà

a o at iau à à aseàdeà ág.àL’ tudeàdeàl’ aluatio àdesàeffetsàdesà ágàsu àlesàga a esàse leàalo sà

p i o dialeà puis u’ilsà o upe tà u eà pla eà l à da sà leà fo tio e e tà età l’ uili eà desà os st esà

d’eauàdou e.àDeàplus,à o eàpou à eau oupàd’i e t sàa uati ues,àleà talàa ge tàestàt sàto i ueà

pour les gammares. Il peut notamment affecter leur physiologie et leur comportement, même à de très 

faibles concentrations (Arce Funck et al., 2013). 

L’o je tifà deà etteà e p ie eà aà t à d’ tudie à i d pe da e tà diff e tsà io a ueu sà situ sà à

plusieu sà i eau àd’o ga isatio à ellulai e,àph siologi ue,ài di iduel àafi àd’o te i àu eàp e i eài ageà

des effets potentiels des nAg. Le niveau fonctionnel, aàaussià t àapp he d àafi àd’adopte àu eàapp o heà

plus écologique qui permet d’a oi àune vision plus globale des risques que peuvent induire les nAg sur 

lesà os st esàd’eauàdou e. 

Comme plusieurs espèces appartenant au genre Gammarus sp. peuplent les rivières et sont plus ou 

oi sà se si lesà au à o ta i a ts,à u à se o dà o je tifà taità gale e tà d’ tudie à età d’ alue à u eà

variabilité interspécifiques face à une contamination au nAg qui pourrait suggérer des risques plus ou 

oi sàp o upa tàpou àl’ os st eàe àfo tio sàdeàl’esp eà o ta i e. 

 

Mots clé : a opa ti ulesà d’a ge tà - Gammarus sp. - biomarqueurs - rôle fonctionnel -  variabilité 

interspécifique 
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Rappels du plan expérimental 

Dispositif expérimental : Trois espèces de gammares a li at sà à l’eauà deà laà M holleà ont été 

exposées pendant 72h à deux concentrations (0,5 et 5 µg.L-1) de deux fo esàd’a ge t (argent dissous 

issu du AgNO3 et nAg sphériques de 60 nm enrobées au citrate). Des conditions témoins non 

contaminées (0 µg.L-1) ont été étudiées pour chacune des espèces (Figure 37). Chaque microcosme était 

composé deà àga a esà lesàetàdeà àdis uesàdeàfeuillesàd’aul eà o ditio es immergés dans 400 

Là d’eauà deà laà M holle.à E à pa all leà età pou à lesà es conditions de contamination et 

d’e p i e tatio ,à desà dispositifsà o te a tà u i ue e tà desà feuillesà o tà se ià deà témoins pour les 

mesures de performance fonctionnelle. 

 

Figure 37 : Pla  e p i e tal si plifi  de l’e p ie e  Cf. Chapit e , ta leau  

Mesures : áp sàa oi à ifi àleàdia t eàdesà ágà Cf.àChapit eà ,àII. àai sià u’u eàa se eàdeàdissolutio à

d te ta leà desà ágà da sà l’eauà deà laà M holleà da sà lesà o ditio sà d’e p i e tatio à Cf.à Chapit eà ,à

III.1.5.), les concentrations en argent total ont été mesurées dans les solutions mères puis dans le milieu 

ap sà hà età hà “áá à ai sià ueà da sà lesà feuillesà età lesà ga a esà e à fi à d’e p ie eà ICP-MS). Des 

io a ueu sào tà t à tudi sà àplusieu sà i eau àd’o ga isatio  :à leà i eauà ellulai eàa e à l’a tivité de 

transport des protéines MXR dans les branchies, la physiologie des organismes via les mesures 

d’os olalit àdeàl’h ol phe,àleà i eauài di iduelàpa àl’ tudeàdeàlaà e tilatio àetàdeàlaàlo o otio àdesà

organismes et enfin, le niveau fonctionnel avec leur activité de consommation et de production de 

FPOM. 

Traitements statistiques : Pour les figures (39,40, 43, 44 à tudia tà lesàeffetsàdeà l’e positio àsu à lesà à

espèces de gammares, une anova à deux facteurs a été effectuée et suivie de tests post-hoc TukeyHSD 

(lettres en majuscule). Puis, pour les 3 conditions témoins, une anova à un facteur et un test TukeyHSD 

ont permis de comparer les niveaux de bases entre les 3 espèces. Enfin, pour pouvoir étudier plus en 

d tailà lesà effetsà desà à o ditio sà d’e position dans chaque espèce, 3 anovas à un facteur (une par 

espèce) ont été effectuées suivi de tests post-hoc TukeyHSD afin de comparer deux à deux chacune des 

conditions (lettrines en minuscule). Ce traitement statistique permettait aussi une meilleur lisibilité des 
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figures. Lorsque cela s’estàa à essai eà Figu esà , ), une anova non paramétrique Kruskall-Wallis 

a été effectuée suivie de tests post-hoc de comparaisons multiples selon le même protocole. 

 

I.1. Résultats 

II.1.1. Concentrations en argent da sàl’eau,àlesàfeuillesàetàlesàga a es 

Leà ta leauà àp se teà lesà o e t atio sàe àa ge tà totalà esu esàda sà lesà solutio sàd’e positio à

a a tà leà la e e tàduàtestà “. e àetàap sà hàetà h.àL’eauàdeà laàM holleà ’estàpasà atu elle e tà

chargée en arge tàpuis ueàlesàt oi sàseàsitue tàe àdessousàdesàli itesàdeàd te tio àdeàl’appa eil. 

Tableau 10 : Moyennes (± écart-types) des concentrations en argent total mesurées dans les solutions mères avant 

le lancement des tests et après h et h d’u e e positio  au AgNO3 et aux nAg 60 nm pour 3 concentrations : 0 ; 

0,5 ; 5 µg.L
-1

. <LD : sous la li ite de d te tio  de l’i st u e t : . μg.L
-1

). 

 

Lesà o e t atio sà e à a ge tà totalà esu esà da sà lesà feuillesà d’aul eà e à p se eà ouà a se eà deà

ga a esà ap sà hà d’e positio à so tà p se t esà da sà laà figu eà .à Lesà sultatsà deà l’a o aà à deu à

fa teu sà ’o tàpasà isàe à ide eàd’i te a tio àe t eàlaàp sence de gammares et la contamination des 

feuilles en argent (Tableau 11A). Par contre les tests post-hoc TukeyHSD ont montré des concentrations 

en argent plus élevées par rapport aux conditions témoins uniquement pour les feuilles exposées à 5 

µg.L-1 d’ágNO3 en présence et en absence de gammares ainsi que celles exposées à 5 µg.L-1 de nAg 60 nm 

sa sàga a e.àáà etteà eà o e t atio àd’e positio àdeà àµg.L-1, les feuilles en présence et absence 

deà ga a esà e pos esà à l’ágNO3 étaient significativement plus contaminées que leurs homologues 

exposées aux nAg 60 nm. 
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Figure 38 : Moyennes (+ écart-t pes  des o e t atio s e  a ge t total esu es da s les feuilles d’aul e ap s 

h d’u e e positio  à l’AgNO3 et aux nAg de 60 nm pour 3 concentrations : 0 ; 0,5 ; 5 µg.L
-1

, en présence ou en 

absence de gammares. Les groupes avec les mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents (test post-hoc 

TukeyHSD, n=3). 

Tableau 11 : Résultats des Analyses de variance (Anova) à 2 facteurs effectuées pour les différentes mesures. Ddl 

signifie degré de liberté, les valeurs en gras sont significatives (p<0,05). 
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L’a o aà àdeu àfa teu sàeffe tu eàsu à l’e se leàdesà aleu sàaà l à laàp se eàd’u eà i te a tio à

significative entre les espèces exposées et les contaminations appliquées (Tableau 11B). Pour les 

concentrations en argent total des gammares mesurées après hàd’e positio à Figu eà ,àlesà sultatsà

obtenus montrent que les niveaux de contamination en argent des gammares témoins sont 

statistiquement plus faibles chez G. roeseli que chez G. fossarum et G. pulex (ces statistiques ne sont pas 

représentées par des lettrines dans la figure). Puis, au sein de chacune des 3 espèces, les 5 conditions 

d’e positio ào tàe t ai àdesà o ta i atio sàstatisti ue e tàdiff e tesà t oi ,àágà ágNO3) à 0,5 µg.L-

1, nAg 60nm à 0,5 µg.L-1, Ag (AgNO3) à 5 µg.L-1 et nAg 60nm à 5 µg.L-1).  

Chez G. fossarum, les organismes exposés à 5 µg.L-1 étaient significativement plus contaminés par la 

forme AgNO3 que nAg et les deux possédaient des concentrations en argent statistiquement plus élevées 

que celles observées dans les autres conditions et notamment par rapport aux témoins avec des 

concentrations 11 et 2 fois plus fortes respectivement. Chez G. pulex le même pattern de contamination 

aà t à o se ,à a e à desà o e t atio sà ultipli esàpa à à pou à l’ágNO3 et par 2 pour les nAg chez les 

organismes exposés à 5 µg.L-1. Chez G. roeseli,àl’àe positio à à , àµg.L-1 d’ágNO3,  à 5µg.L-1 d’ágNO3 et à 

5µg.L-1 de nAg a entrainé une contamination significativement plus forte que chez les témoins, avec un 

effetàplusài po ta tàdeàl’ágNO3 à 5 µg.L-1 par rapport à 0,5 µg.L-1 ainsi que par rapport à la forme nAg à 5 

µg.L-1. 

 

Figure 39 : Moyennes (+ écart-types, n=3) des concentrations en argent total mesurées dans les 3 espèces de gammares après 

h d’u e e positio  au AgNO3 et aux nAg de 60 nm pour 3 concentrations : 0 ; 0,5 ; 5µg.L
-1

. Au sein de chaque espèce, les 

groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 
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I.1.2. Réponse biologique des organismes 

I.1.2.1. Mortalité 

áp sà àhàd’e positio ,àlesàpourcentages de mortalité se sont échelonnés de 2 à 15% en moyenne, et 

l’e positio à àl'a ge tà ’aàpasàe ge d àdeà o talit àstatisti ue e tàdiff e teàdeà elleàe egist eàda sà

les conditions témoins (Tableau 11). 

I.1.2.2. Niveau cellulaire :àl’a ti it àde transport MXR 

Pou à l’a ti it à MXRà Figu eà 0 ,à o eà leà o t eà leà ta leauà ,à l’a o aà à deu à fa teu sà ’aà pasà

o t àd’i te a tio àe t eàlesàdeu à a ia lesà aisàaàfaità esso ti àdesàdiff e esàsig ifi ati esàe t eàlesà

espèces indépendamment de la contami atio àe àa ge t.àLesà esu esàd’a ti it ào se esàe t eà lesà à

espèces ainsi que leurs niveaux de base mesurés chez les témoins, cohérents avec ceux obtenus chez les 

organismes au temps T0, ont montré des activités significativement plus faibles pour les G. pulex, 

intermédiaires pour les G. fossarum et plus élevées pour les G. roeseli. 

Pour G. fossarum et G. roeseli, les anovas à 1 facteurs effectuées entre les 5 conditions de 

o ta i atio à ’o tà pasà o t à deà diff e esà sig ifi ati esà o t ai e e tà à G. pulex (Anova à un 

facteur, ddl= 2, F-value=25,1 et p-value<0,001). En effet, les G. pulex exposés à 0,5 µg.L-1 d’ágNO3 et à 5 

µg.L-1 de nAg présentaient des activités MXR statistiquement supérieures aux organismes des autres 

conditions. 

 

Figure 40 : Moyennes (+ écart-types) des activités de transport MXR (n=9, émissivité en unité arbitraire) mesurées 

dans les 3 espèces de gammares après 72h d’u e e positio  au AgNO3 et aux nAg de 60 nm pour 3 concentrations : 
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0 ; 0,5 ; 5 µg.L
-1

. Les lettrines en majuscule informent des différences statistiques entre les 3 espèces, toutes 

conditions de contamination confondues et celles en minuscules informent des différences entre les conditions de 

o ta i atio  au sei  d’u e esp e. Les g oupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

I.1.2.3. Niveau physiologique :àl’os olalit  

Pou àlesà esu esàdeàl’os olalit à Figure 41), une anova non paramétrique de Kruskall-Wallis (ddl= 14, 

p-value<0,001) suivie de tests post-hoc de comparaisons multiples ont montré des différences 

significatives entre les conditions de contamination et entre les espèces G. pulex et G. roeseli. Alors que 

pour G .pulex les conditions de contamination ne sont pas différentes entres elles, pour G. fossarum et 

G. roeseli une exposition des gammares à 5 µg.L-1 d’ágNO3 a significativement diminué les valeurs 

d’os olalit àdeàl’h ol phe. 

 

Figure 41 : Moyennes (+ écart-t pes  des aleu s d’os olalit  de l’h ol phe esu es da s les  esp es de 

ga a es ap s h d’u e e positio  au AgNO3 et aux nAg de 60 nm pour 3 concentrations : 0 ; 0,5 ; 5 µg.L
-1

. Les 

lettrines en majuscule informent des différences statistiques entre les 3 espèces, toutes conditions de contamination 

confondues et celles en minuscules i fo e t des diff e es e t e les o ditio s de o ta i atio  au sei  d’u e 

espèce. Les groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

I.1.2.4. Les biomarqueurs de comportement 

I.1.2.4.1. La ventilation 
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Les résultats des mesures de ventilation sont présentés dans la figure 42. Aucune différence 

statisti ueà ’aà t à o se eà e t eà lesà à esp esà a o aà deà K uskall-wallis, ddl=2, p-value=0,955). En 

e a he,àl’e positio àaàe gendré des modifications de ventilation chez deux des trois espèces étudiées 

(anova de Kruskall-wallis, ddl=4, p-value<0,001). En effet, chez G. fossarum et G. roeseli l’e positio à à à

µg.L- à d’ágNO3 a induit une baisse significative des battements de pléopodes des gammares alors 

u’au u eà odifi atio à ’aà t àd te t eà hezàG. pulex. 

 

Figure 42 : Moyennes (+ écart-t pes  des esu es de e tilatio  hez les  esp es de ga a es ap s h d’u e 

exposition au AgNO3 et aux nAg de 60 nm pour 3 concentrations : 0 ; 0,5 ; 5 µg.L
-1

. Les lettrines en majuscule 

informent des différences statistiques entre les 3 espèces, toutes conditions de contamination confondues et celles 

en minuscules informent des différences entre les o ditio s de o ta i atio  au sei  d’u e esp e. Les g oupes de 

mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

I.1.2.4.2. La locomotion 

Une anova à 2 facteurs effectuée sur les valeurs de locomotion (Figure 43) a montré une interaction 

sig ifi ati eàe t eàlesà a ia lesàdeà o ta i atio àetàd’esp e (Tableau 11E) et une anova à un facteur a 

montré une homogénéité entre les 3 conditions témoins (Anova, ddl=2, F-value=1,45, p-value=0,238). Au 

sein des espèces G. fossarum et G. pulex, seule la plus forte concentration de 5 µg.L-1 d’ágNO3 a entrainé 

u eà aisseàsig ifi ati eàdeà laà lo o otio àdesàga a esàd’e i o à %àpa à appo tàau àt oi sàetàau à

aut esà o ditio s.àáuà o t ai e,àpou àl’esp eàG. roeseli toutes les conditions de contamination en argent 

ont induit des baisses de locomotion. A 0,5 µg.L-1,àlesàdeu àfo esàd’a ge tà ágNO3 età ág à ’i duise tà

pas de différence sur les valeurs de locomotion. Au contraire, ces locomotions deviennent différentes 

entre elles à 5 µg.L-1. 
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Figure 43 : Moyennes (+ écart-t pes  des esu es de lo o otio  hez les  esp es de ga a es ap s h d’u e 

exposition au AgNO3 et aux nAg de 60 nm pour 3 concentrations : 0 ; 0,5 ; 5µg.L
-1

. Au sein de chaque espèce, les 

groupes de mêmes lettrines en minuscule ne sont pas statistiquement différents. 

I.1.3. Réponses fonctionnelles 

En focalisant dans un premier temps sur les résultats obtenus dans les lots témoins, on constate que 

l’a ti it àdeà o so atio àdesàfeuillesàest sensiblement la même chez G. pulex et G. roeseli,àalo sà u’elleà

est presque deux fois plus élevée chez G. fossarum Ta leauà .àE à e a he,à uelleà ueàsoitàl’esp e,à

etteà a ti it à deà o so atio à desà feuillesà ’aà pasà t à odifi eà deà a i eà sig ifi ative suite à 

l’e positio àau àdeu àfo esàd’a ge t.à 

Comme attendu, la production de FPOM est plus élevée chez G. fossarum que chez G. pulex et G. roeseli 

Figu eà B .à álo sà ueà l’e positio à à l’a ge tà ’aà e ge d à au u eà odifi atio à sig ifi ati eà hezà G. 

fossarum et G. pulex, la production de FPOM chez G. roeseli a été significativement réduite à 5 µg.L-1 de 

nAg. 

Les différences calculées entre les mesures de consommation des feuilles et de production de FPOM 

sont présentées dans la figure 44C. Bien que les valeurs de consommation et de production de FPOM 

dans les témoins uniquement soient différentes entre G. fossarum et le groupe G. pulex / G. roeseli, la 

différence entre ces deux activités donne une toute autre image puisque cette grandeur calculée est 

finalement similaire chez les trois espèces (Anova à un facteur, ddl=2, F-value=0,06 et p-value=0,938, 

résultat non présenté sur la figure). 
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Chez G. pulex,à l’e positio à ’e ge d eà au u eà odifi atio à sig ifi ati eà deà etteà diff e eà

Consommation-Production de FPOM. Le constat est le même chez G. fossarum, même si on peut noter 

une variabilité plus importante des résultats. Enfin, chez G. roeseli,ào à et ou eàl’effetàd j à o stat à à à

µg.L-1 de nAg pour la production de FPOM, qui se traduit ici par une différence Consommation-

Production de FPOM plus élevée. 

 

Figure 44 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de A : Co so atio  des feuilles d’aul e, B : Production de FPOM 

et C : Différence entre consommation de feuilles et production de FPOM par les 3 espèces de gammares après 72h 

d’u e e positio  au AgNO3 et aux nAg de 60 nm pour 3 concentrations : 0 ; 0,5 ; 5 µg.L
-1

. Les lettrines en majuscule 
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informent des différences statistiques entre les 3 espèces, toutes conditions de contamination confondues et celles 

e  i us ules i fo e t des diff e es e t e les o ditio s de o ta i atio  au sei  d’u e esp e. Les g oupes de 

mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

I.2. Discussion 

I. . .àCo e t atio sàe àa ge tàda sàl’eau,àlesàfeuillesàetàlesàga a es 

Lesà o e t atio sàe àa ge tàtotalà esu esàda sà l’eauàtoutàauà lo gàdeà l’e p ie eào tà o t àu à

ai tie àdeà l’a ge tàda sàlaà olo eàd’eau.àU àtestàeffe tu àe àa o tàdeà etteàe p ie eàetàdo tà lesà

résultats sont présentés dans la section « Chapitre 2.III.1.5. Dissolution des nanoparticules » avait 

montré une absence de dissolution des nAg de 60 nm après 72h dans les mêmes conditions 

d’e p i e tatio .àE àeffet,àu eàte p atu eàassezà asseàdeà °C,àu àpHàdeà àouàe o eàlaàp se eàdeà

matière organique dansàl’eauàd’e p i e tatio à o ào g eàpe da tàleàtest,àso tàdesà o ditio sà uià

ont tendance à limiter la dissolution des nAg (Liu and Hurt, 2010). Si les autres phénomènes de 

t a sfo atio àetàd g adatio àdesà ágà ’o tàpuà t eàide tifi sàda sà etteà tude,à lesà oncentrations en 

a ge tàtotalà esu esàda sàlaà olo eàd’eauàpeu e tàtoutefoisàsugg e àu àtau àdeàs di e tatio àassezà

faible. 

L’e positio àau à ágà à àµg.L-1, engendre une augmentation des concentrations dans les feuilles et les 

gammares par rapport aux témoins respectifs. Laà o e t atio àdeàd pa tàda sàl’eauàestàse si le e tàlaà

eà pou à l’ágNO3 età lesà ág,à au à deu à dosesà test es.à Pa à o t eà laà huteà d’a ge tà da sà l’eauà està

eau oupàplusài po ta teàpou àl’ágNO3 que pour les nAg, ce qui est cohérent avec une contamination 

plusà i po ta teà desà feuillesà età desà ga a esà puis ueà l’ágNO3 a systématiquement induit des 

o e t atio sàplusà le esàda sà esà à o posa tesà iologi ues.à Lesàph o esàd’adso ptio àet/ouà

d’a so ptio àdesà ágàse le tàdo à t eàdiff e tsàdeà eu àdeàleu à o t ôleàpositifà àl’ágNO3. 

L’ tudeà o pa ati eà deà laà o ta i atio à desà feuillesà pa à l’a ge tà sousà fo eà it ateà ouà

a opa ti ulai e,à e à p se eà ouà o à deà ga a es,à o t eà u eà te da eà à l’aug e tatio à deà laà

contamination des feuilles e à a se eà deà ga a esà pou à laà o e t atio à d’e positio à laà plusà fo te.à

M eàsiàelleà ’estàpasàsig ifi ati e,à etteàte da eàsugg eà ueàlaàp se eàdeàga a esàpuisseà dui eà

laà o ta i atio àdesàfeuillesàsoitàe àoff a tàu eàsu fa eàd’adso ptio /a so ption supplémentaire, soit en 

li ita tàlaà o ta i atio àdesàfeuillesàpa à outageàduà iofil à olo isa tàleu àsu fa e.àM eàsià àl’heu eà

a tuelleàlesài te a tio sàfi esàlia tàleà ilieuàd’e positio àetàlesàdeu à o pa ti e tsà iologi uesà eàso tà

pas entièrement co p ises,à esà t a au à o tà pe isà deà s’assu e à ueà laà o ta i atio à a ge ti ueà
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appo t eà sousà fo eà a opa ti ulai eà estaitàa essi leàda sà laà olo eàd’eauàetà seà t a sf aità su à lesà

feuilles,à e da tàpossi leàl’ tudeàd’u eà o ta i atio àpa à oieàdi e te,àainsi que par voie trophique. 

Dans la littérature, même si certaines études se sont déjà intéressées à la contamination et à 

l’a u ulatio àdeàd’a ge tàda sàdiff e tesàesp esàdeàga a esàtellesà ueàG. fossarum (Arce Funck et 

al., 2013) et G. pulex (Baudin and Garnier-Laplace, 1994),à au u à t a au à ’aàe o eà t à pu li à su à lesà

ga a esàetà lesà ág.àD’aut esàesp esào tàtoutefoisàd j à t à tudi esàetà ilàaà t à o t àpa àe e pleà

ueà l’a ge tà issuà desà ágà pou aità t eà a u ul à da sà lesà a hies,à leà foieà età la vésicule biliaire de 

poissons (Gaiser et al., 2012; Griffitt et al., 2012), dans les branchies et glandes digestives de bivalves 

(Gomes et al., 2014) ou encore sous la carapace de daphnies (Asghari et al., 2012). De récentes études 

baséesà su à l’i age ieà o tà isualis à laà p se eà deà ágà à l’i t ieu à deà ellulesà a hialesà deà poisso à

(Farkas et al., 2011a) ainsi que la présence de nAg dans la lumière intestinale des daphnies qui 

sembleraient passer à travers la barrière épithéliale (Georgantzopoulou et al., 2013). Le présent travail 

’aà pasà he h à à d te i e à laà lo alisatio à deà l’a ge tà ioa u ul à ouà adso à ià laà fo eà sousà

laquelle il est en interaction avec les gammares (ionique ou nanoparticulaire). Les travaux cités 

p de e tà laisse tà toutefoisà i agi e à u’u eà elleà o ta i atio à sous forme nanoparticulaire 

puisse être envisagée. 

  

I.2.2. Réponses biologiques 

I.2.2.1. Mortalité 

Pour de faibles concentrations pouvant être jugées comme étant environnementalement réalistes, 

l’ágNO3 età lesà ágà deà à deà dia t eà ’o tà pasà i duità deà ortalité des gammares au sein des 3 

espèces. Pourtant, pour les mêmes gammes de concentrations en AgNO3, Arce Funck et al. (2013) 

avaient raporté des CL5072h de 2,2 µg .L-1 chez G. fossarum. Il est maintenant largement admis que la 

to i it àdeàl’a ge tàestàhaute e tàd pe da teàdeàlaàfo eàdeàl’a ge tàetàdeàlaà hi ieàdeàl’eauà (Bury et 

al., 2002; Ratte, 1999).à Laà fo eà io i ueà deà l’a ge tà ág+) est très toxiqueà pou à lesà o ga is esà d’eauà

douce mais sa complexation avec de la matière organique, des ions sulfures (S2-) ou des ions chlorures 

(Cl-) peut réduire cette toxicité (Bury et al., 2002; Hogstrand and Wood, 1998). Dans cette étude, une 

o e t atio à o à gligea leàdeà l’age tà o ple a tàCl- da sà l’eauàdeà laàM holleàpou aitàe pli ue à laà

survie des organismes soumis à 5 µg.L-1 d’ágNO3 ainsi que la différence de viabilité observée entre les 

gammares  G. fossarum deà ot eà tudeàetà eu àdeàl’ tudeàde Arce Funck et al. (2013) da sàla uelleàl’eauà

présentait des [Cl-] cinq fois plus basses. 
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I.2.2.2. Niveau cellulaire :àl’a ti it àdesàt a spo teu sàMXR 

Lesà t a spo teu sà MXRà so tà desà po pesà e a ai esà uià o tà e à ha geà l’e pulsio à desà

o ioti uesà à l’e t ieu à desà ellulesà età appa tie e tà à laà p e i eà lig eà deà d fe seà o t eà lesà

contaminants (Bard, 2000; Epel, 1998). 

Lesà i eau à d’a ti it  constitutive des transporteurs MXR peuvent varier selon les espèces et les 

populations qui sont, en fonction de la qualité des milieux dans lesquels elles vivent, soumises à plus ou 

moins de stress (Pain and Parant, 2003). Les organismes provenant de sites plus contaminés présentent 

alo sàu à i eauà asalàd’a ti it àMXRàplusà le à ueà eu àp o e a tàdeàsitesàditsàplusàp op esà(Smital et 

al., 2000). Ce postulat a pu être observé dans cette étude. En effet,  même si les gammares des 3 espèces 

ont été acclimatés dans une même eau, une empreinte de leur condition de vie antérieure a pu être 

observable.  Chez les organismes prélevés avant le test (résultats T0 non présenté) et chez les témoins, 

les niveaux de base de ces MXR  étaient significativement différents entre les 3 espèces. Les espèces G. 

fossarum et G. pulex prélevés respectivement dans une rivière de tête de bassin de bonne qualité et une 

i i eàdeà f e eào tàp se t àdesà i eau àd’a ti it à o stitutifs,à e tesàdiff e ts,à aisàe t eà , à à

2,8 fois plus faibles que les activités mesurées pour les G. roeseli, prélevés quant à eux dans la Nied qui 

p se teàu eàeauàd’u eà ualit àpassa le.àG. pulex,à uiàposs deàlesà i eau àd’a ti it sàlesàplusà as,àestàlaà

seule espèce à répondre à la contamination métallique par une augmentation de son activité de défense 

a tito i ueàsuiteà àl’e positio à àl’ágNO3 à 0,5 µg.L-1 ai sià u’ à àµg.L-1 deà ág.àL’i du tio àdeàl’a ti it àdeà

t a spo tàMXRà o t eàlaàd te tio àpa àl’o ga is eàdeàl’e positio à àu à o ioti ueàetàsoulig eàlaà iseà

e à pla eà d’u à p o essusà deà d to i atio .à U eà i du tio à deà l’a ti it à MXRà aà d j à plusieu sà foisà t à

rapportée dans la littérature suite à une contamination métallique chez des bivalves (Achard et al., 2004; 

Legeay et al., 2005). Concernant le contrôle positif AgNO3, la réponse antitoxique présente seulement à 

laà plusà fai leà o e t atio à està oh e teà a e à l’ tudeà deà Achard et al. (2004) qui ont rapporté 

l’e iste eàdeà elatio ài e seàe t eàdoseàd’e positio à talli ueà ad iu àetàl’i du tio àdeàp ot i esà

MXR chez Corbicula fluminea e àe pli ua tàu eà aisseàd’a ti it àduà ta olis eàdeàs th seàp ot i ueà

aux plus fortes con e t atio s.àL’utilisatio àdeà l’a ti it àMXR,àd j à o sid eà o eàu à io a ueu à

effi a eàdeàpollutio à talli ueà hezàlesà i al es,àpou aità gale e tàpe ett eàl’ tudeàdeàl’e positio à

aux nanoparticules métalliques. En revanche, des travaux complémentaires seront à mener afin de 

déterminer leur interaction possible avec le système de transport MXR. En effet, les seuls travaux ayant 

a o d à eàpoi tào tà t à alis sà hezàdesàla esàd’ou si sà á sel oàetàal.,à àetà hezàleà i al eà a i à

Mytilus galloprovincialis (Canesi et al., 2014) et ces travaux présentent des résultats contradictoires, les 
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premiers montrant une inhibition du transport MXR et les seconds rapportant au contraire une 

induction. 

I.2.2.3. Niveau physiologique :àl’os olalit  

L’os olalit àdeà l’h ol pheàestàu à io a ueu àph siologi ueàpe etta tàdeà le àu à tatàdeà

stress chez les organismes, et notamment chez les crustacés, suite à une contamination du milieu 

(Issartel et al., 2010). Les valeurs de base mesurées dans cette étude pour les conditions témoins sont 

cohérentes avec la littérature qui avait déjà montré des valeurs homogènes (autour de 300 mOsmol) 

entre les différentes espèces de gammares utilisées dans le présent travail (Arce Funck et al., 2013; V. 

Felten et al., 2008b; Issartel et al., 2010; Vellinger et al., 2012).à L’e positio à au à ágà ’aàpasà i pa t à

l’os olalit à deà l’h ol pheà alo sà ueà leà o t olà positifà ágNO3 à 5 µg.L-1 a engendré une réduction 

significative chez G. roeseli et G. fossarum. Ces résultats sont cohérents avec les travaux de Arce Funck et 

al. (2013) et Mehennaoui et al. (en préparation à uiào tà tousà lesàdeu à alu àdesà aissesàd’os olalit à

chez G. fossarum exposés au AgNO3 pour de très faibles concentrations de 0,5 µg.L-1 après 96h et 1 µg.L-1 

apr sà hàd’e positio sà espe ti e e t. De plus, Mehennaoui et al. (en préparation) a aussi mesuré une 

baisse suite à une contamination aux nAg de 23 nm à 3 µg.L-1. Toutefois ces conditio sà d’e positio à

a aie tà gale e tàe t ai àu eàdissolutio àdesà a opa ti ulesàd’e i o à %àpou a tàlaisse àsuppose à

ueà età effetà pou aità t eà d à à l’a ge tà dissousà plutôtà u’au à ág.à L’os olalit à està u à i di ateu à

physiologique pertinent permettant de détecter des modifications de régulation osmotique. En 

revanche, pour détecter des modifications plus subtiles, il serait intéressant de compléter par le dosage 

des ions Na+ et Cl- h ol phati ues,à uià so tà o usà pou à gule à à %à lesà aleu sà d’os olalité, 

masquant ainsi des variations plus subtiles de la régulation osmotique (Arce Funck et al., 2013; V. Felten 

et al., 2008b).  

I.2.2.4. Les biomarqueurs de comportement 

I.2.2.4.1. La ventilation 

L’a ti it à deà e tilatio à desà o ga is esà appa te a tà au à à esp esà ’aà pasà t à pe tu eà pa à

l’e positio à au à ágà à desà o e t atio sà e i o e e tale e tà alistes.à Pou ta t,à età o eà leà

o t e tà lesà i eau à d’a ti it à deà G. fossarum et G. roeseli à 5 µg.L- ,à desà aissesà d’a ti it à deà

ventilation suite à une contamination au AgNO3 e iste tà età o tà d’ailleu sà d j à t à appo t à da sà laà

littérature (Arce Funck et al., 2013). Certaines études ont déjà montré des effets des nAg entrainant 

l’ paississe e tàdesà a hiesàdeàpoisso sàai sià u’u eà du tio àduàt a spo tàdeàl’o g eàetàdo àu à
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effet potentiel sur la respiration des organismes (Bilberg et al., 2010; Griffitt et al., 2012). Des mesures 

complémentaires comme par exemple les taux de consommation en oxygène des gammares pourraient 

pa àe e pleàappo te àplusàd’i fo atio s. 

I.2.2.4.2. La locomotion 

áuà i eauà o po te e tal,àilàestàla ge e tàad isà ueàlesà tau àetà ota e tàl’a ge tàe t ai e tà

desàpe tu atio sà su à l’a ti it àdeà lo o otio àdesàga a esà (Arce Funck et al., 2013; V. Felten et al., 

2008b; Gerhardt, 1996; Kunz et al., 2010; Vellinger et al., 2013). Dans cette étude, les trois espèces ont 

vu leur activité locomotrice réduite par une forte concentration en argent dissous, mais seule G. roeseli 

s’estàa eàse si leàau à a opa ti ules,àetà eàd sà , àµg.L-1.àLaà aisseàd’a ti it à esu eà hezàG. roeseli 

suiteà à l’e positio à au à ágà està oh e teà a e à l’ tudeà deà Asghari et al. (2012) qui a montré des 

comportements de nage anormaux chez Daphnia magna suite à une exposition à 2 µg.L-1 de nAg  de 5 à 

à à deà dia t e.à Laà du tio à deà l’a ti it à lo o ot i eà està u à ph o eà pou a tà p se te à desà

conséquences non négligea les,à iaàl’aug e tatio àdeàlaàd i eàdesào ga is esàauàg àdesà ou a ts,à uià

les rend plus vulnérables à la prédation (Hughes, 1970; MacNeil et al., 1999; E. J. Taylor et al., 1994).  

Au niveau co po te e tal,à l’ tudeà desà io a ueu sà o eà lesà a ti it sà deà e tilatio à età deà

locomotion apporte une réponse rapide, non destructive et pour de très faibles niveaux de 

contamination (V. Felten et al., 2008b; Gerhardt, 1996). 

I.2.3. Réponses fonctionnelles 

L’a ti it à deà o so atio à desà ga a esà età ota e tà l’a ti it à deà d hi uetageà età deà

fragmentation de la matière organique entrainant une production de FPOM est un processus fonctionnel 

majeur dans lesà os st esàd’eauàdou eàpuis u’ilàpa ti ipeà à l’i o po atio àdeà laà ati eào ga i ueà

dans le réseau trophique (Dangles and Guérold, 2001; Wallace and Webster, 1996).  

Les résultats présentés ici ont montré des activités de consommation et de production de FPOM 

a ia lesàe àfo tio àdeàl’esp eà o sid e.àE à e a he,àau u àeffetàdeàl’e positio à ’aà t àd te t àe à

eà uià o e eàlaà o so atio ,àalo sà u’u eà du tio àdeàlaàp odu tio àdeàFPOMàaà t àe egist eà à

5 µg.L-1 de nAg uniquement chez G. roeseli. En conséquence, la différence Consommation-Production de 

FPOMà al ul eàs’està ue augmenter significativement par rapport au témoin. Un résultat du même ordre 

a déjà été observé par Zubrod et al. (2011) uiào tà ta lià u’u eàdi i utio àdeàp odu tio àdeàf esàsa sà

aisseàdeà o so atio àe àa o tàpou aità t eàleà sultatàd’u eàplusàfo teàassi ilatio àpa àG. fossarum 

contaminé par un fongicide. Une perturbation des fonctions digestives entraînant cette baisse de 
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p odu tio àdeàFPOMàpou aità t eàu eàse o deàe pli atio àpuis ueàdesà tudesào tàd j àfaità tatàd’u eà

alt atio à deà l’a ti it à desà e z esà digesti esà desà ga a esà suiteà à u eà o ta i atio à talli ueà

(Dedourge-Geffard et al., 2013, 2009).à Quelleà u’e à soità laà aiso ,à lesà esu esà auà i eauà fo tio elà

alis esàpe ette tàd’e t e oi àdesàeffetsàdusà àdeàfai lesà o e t atio sàdeà ágàsu àlesàpe fo mances 

fonctionnelles de G. roeseli. Ces organismes ont un rôle clé dans le bon fonctionnement des écosystèmes 

d’eauà dou eà età u eà o ta i atio à au à ágà pou aità e t ai e à desà effetsà i di e tsà su à l’ uili eà deà

l’ os st e. 

I.2.4. Variabilité interspécifiques face à la contamination 

U à o je tifà deà etteà tudeà taità d’ alue à sià lesà t oisà esp esà deà ga a esà po daie tà deà faço à

si ilai eà à laà o ta i atio à afi à d’app he de à lesà effetsà e ge d sà pa à leà ela gageà deà ágà su à u à

écosystème aquatique en fonctio àdeàl’esp eàp se teàda sàlaà i i e.à 

D’u à poi tà deà ueà g ti ue,à l’esp eàG. pulex est plus proche de G. fossarum que de G. roeseli 

(Meyran et al., 1997). De plus, ces 3 espèces évoluent dans des milieux de qualités différentes ce qui 

pourrait suggérer que les organismes provenant des sites plus contaminés présentent des mécanismes 

de défense plus développés et une tolérance plus importante que ceux provenant de site de bonne 

qualité (Naylor et al., 1990).àPou àl’a ti it àMXRà elaàaàd j à t àd o t à hezàlesài e t sà a i sàpa à

Smital et al. (2000).àC’estàaussià eà uiàaà t ào se àda sà etteà tudeào àdesà ep se ta tsàdeàl’esp eàG. 

roeseli prélevés dans la rivière possédant la plus mauvaise qualité ont présenté les plus fortes activités 

MXR constitutives. 

D’aut esàt a au àseàso tàd j ài t ess sà à etteà a ia ilit ài te sp ifi ueàpou àle genre Gammarus sp 

en termes de sensibilité suite à une contamination. Adam et al. (2010) ont par exemple montré que des 

o ga is esàadultesàdeàl’esp eàG. fossarum étaient environ deux fois plus sensibles à un insecticide (la 

deltaméthrine) que G. pulex. Boets et al. (2012) ont quant à eux montré que pour des contaminations au 

cadmium, les CL5072h respectives des G. fossarum, G. pulex et G. roeseli étaient de 51,7 µg.L-1, 50,2 µg.L-1 

et 29,0 µg.L-1. Ils expliquent que ce sont les espèces de gammares possédant les individus les plus grands 

uià so tà lesà plusà se si lesà auà ad iu .à Da sà ot eà tude,à età e à p e a tà e à o pteà l’e se leà desà

a ueu sà tudi s,àau u eàdiff e eàdeà po seà ’aà t à iseàe à idence suite à la contamination à 

l’a ge tàsousàfo eà it ate.àE à e a he,àsuiteà àl’e positio à àl’a ge tàsousàfo eà a opa ti ulai e,àseulsà

lesà ep se ta tsà deà l’esp eà G. roeseli o tà t à affe t sà su à leà pla à deà l’a ti it à lo o ot i eà età desà

performancesàfo tio ellesà tudi es.àCo eà l’a aie tàd j àsoulig àBoetsàetàal.à ,à osà sultatsà
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confirment que les individus les plus grands ont montré une sensibilité plus importante (masses sèches 

moyennes : G. roeseli : 9 ± 2 mg ; G. pulex : 7 ± 2 mg, G. fossarum : 4 ± 1 mg). 

Conclusion  

Pour de faibles concentrations, les nAg ont contaminé les disques de feuilles ainsi que les gammares 

des trois espèces par voie directe et/ou trophique, seulement pour la plus forte concentration testée de 

5 µg.L-1. Pour les biomarqueurs étudiés au niveau cellulaire (activité de transport MXR), physiologique 

os olalit àdeàl’h ol phe àetàpou àleà io a ueu à o po te e talàdeà e tilatio ,àlesà ágà ’o tàpasà

e ge d àd’effetàp o a tàsu àlesà àesp esàdeàga a esà alg àdesà i eau àd’a ti it àdeà aseàpa foisà

différents (activité de transport MXR). Au contraire la locomotion ainsi que la production de FPOM a 

o t à l’e iste eà d’effetsà dusà à laà o ta i atio à deà l’a ge tà sousà fo eà a opa ti ulai eà età aà

également montré que ces effetsà ’ taie tào se a lesà ueàpou à l’esp eàG. roeseli qui apparait alors 

comme étant la plus sensible face aux nAg. La perturbation de leurs performances fonctionnelles 

pourrait entraîner des modifications du fonctionnement du cycle de la matière organique dans les 

os st esà d’eauà dou e.à Desà tudesà plusà pouss esà su à etteà esp eà o tà do à t à e isag esà pou à

pouvoir appréhender plus précisément les effets des nAg. 
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II. Silver nanoparticles impact the functional role of Gammarus 

roeseli (Crustacea Amphipoda) – Expérience 1(B) – Publication 

acceptée, Environmental Pollution 

 

Contexte 

Une partie des résultats présentés précédemment pour G.roeseli aà t às le tio eàetàaàfaitàl’o jetàdeàlaà

da tio àd’u àa ti leàs ie tifi ue,àa ept àda sàleàjou alàE i o e talàPollutio .à 

Lors des travaux visant à comparer les réponses chez les trois espèces de gammares, des expositions 

complémentaires à des nanopa ti ulesàd’a ge tàdeà à ào tà t à isesàe àpla e,àu i ue e tàda sà leà

cas de G. roeseli. Ces résultats, associés à ceux obtenus pour la même espèce et présentés dans la partie 

I,àso tàd itsàda sàl’a ti le.àLe protocole et les mesures sont donc identiques à ceux déjà présentés. 

 

Mots clé : Gammarus roeseli – a opa ti ulesàd’a ge tà- rôle fonctionnel -  comportement 
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Abstract 

Silver nanoparticles (nAg) are widely used in consumer products and the risk associated with their 

potential release into freshwater ecosystems needs to be addressed using environmentally realistic 

exposure concentrations. Here, the effects of low concentrations (0.5 to 5 µg L-1) of two different sized 

nAg (10 and 60 nm) and a silver nitrate positive control were evaluated in Gammarus roeseli following 

exposure for 72 h. Cellular, individual and functional endpoints were independently studied and the 

most striking results were reported for functional endpoints. Indeed, without a change in their feeding 

activity, the gammarids produced significantly fewer fine particles of organic matter when exposed to 

nAg, even at 0.5 µg L-1 of 10 nm nAg. These functional endpoints seem to be efficient markers for 

detecting the early effects of nAg on G. roeseli.  

Capsule: Environmentally realistic concentration of nAg altered the locomotor activity of gammarids and 

their functional response by decreasing the production of fine particulate organic matter. 

 

Keywords: Gammarus roeseli - silver - nanoparticles – functional role – behavior 
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1. Introduction 

Nanotechnologies are currently used in a wide range of consumer products. Engineered metallic 

nanoparticles have amazing properties which are different from non-nanoscale material due to a high 

surface to volume ratio (Bernhardt et al., 2010; Christian et al., 2008). The properties of engineered 

nanoparticles are advantageously used in several sectors (Nowack and Bucheli, 2007) such as gold 

nanoconjugates in medicine which are used as therapeutic agents (Giljohann et al., 2010), or TiO2 and 

ZnO nanoparticles in cosmetics as UV filters (Nohynek et al., 2008). Silver nanoparticles (nAg) are 

commonly used as effective biocides against bacteria, fungi and viruses (Marambio-Jones and Hoek, 

2010). For example, in the textile industry, silver nanoparticles (nAg) are incorporated into hospital 

clothes in order to prevent pathogenic bacterial infection such as Staphylococcus aureus infection (Durán 

et al., 2007), but are also used in clothes such as socks to avoid unpleasant odours caused by 

microorganisms (Perera et al., 2013). Benn and Westerhoff (2008) showed that these types of socks can 

release nAg and ionic silver in the washing water. Farkas et al. (2011) studied the amount of silver in the 

effluent from a commercial silver nanowashing machine and they measured an average release of 11 µg 

L-1 of silver partly in the nanoparticulate form. Similarly, Kaegi et al. (2010) reported direct leaching into 

the environment of a composite colloid of nAg from a white paint facade (30% of nAg released after one 

year).  

To date, the techniques available and the lack of practical approaches do not allow for large scale and 

routine quantification of nanoparticle emissions and concentrations in the environment, making 

mathematical modelling the preferred tool for predicting environmental concentrations (Gottschalk and 

Nowack, 2011). Gottschalk et al. (2009) calculated that the predicted environmental concentration (PEC) 

for nAg in surface water was in the range of ng L-1. Even if, for aquatic organisms, the risk quotients 

based on the PECs and calculated by the authors was low for the nAg, further investigations are still 

needed because the growing production and use of silver nanomaterials may lead to an increase of their 

environmental concentrations. For nAg, the environmental risk may be associated with the 

nanoparticulate form of silver, and to the release of dissolved silver, which strongly depends on the 

physico-chemical characteristics of water (Lee et al., 2012; Liu and Hurt, 2010). Silver is recognized as a 

toxic metal, especially for small aquatic invertebrates (Bianchini et al., 2005; Luoma, 2008; Ratte, 1999; 

Wood et al., 1999). Recently, Arce Funck et al. (2013) calculated LC5096h of 2.2 µg L-1 of AgNO3 in the 

freshwater Crustacea Gammarus fossarum. Nevertheless they also demonstrated toxicity even for 

environmentally realistic concentrations (0.5 µg L-1). For example, the authors observed significant 
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effects on the physiology (decrease of haemolymph osmolality) and behavior (decrease of locomotor 

and ventilatory activities) and they highlighted the need to perform integrated studies from individual to 

ecosystem. 

Among the freshwater Amphipoda, Gammarus roeseli  (Gervais, 1835) is widely distributed 

throughout the northern hemisphere (Grabowski et al., 2007; Karaman and Pinkster, 1977). The species 

often reaches an important biomass and represents a major food resource for fish, birds and amphibians 

in freshwater ecosystems (Baudin and Garnier-Laplace, 1994; MacNeil et al., 1997). This detritivore feed 

by shredding organic detritus but can also feed by scraping materials such as biofilms (Kelly et al., 2002; 

Wallace and Webster, 1996). Fine particulate organic matter (FPOM: 0.45 µm < particle diameter < 1 

mm) is thereby released by G. roeseli (feces and pseudofeces) and can in turn be transported along the 

stream and incorporated into the aquatic food chain (Cushing et al., 1993; Wallace and Webster, 1996). 

However, this major detritus processing may be impaired by exposure to harmful chemicals. Some 

studies have shown that this process was indirectly altered by decreasing the feeding activity of 

gammarids exposed to metallic compounds (Dedourge-Geffard et al., 2009; Felten et al., 2008). 

The present study provides a realistic scenario of contamination in a freshwater ecosystem. 

Gammarids were exposed to very low silver concentrations in natural water retrieved from a stream and 

supplemented with food. Biological endpoints were independently investigated at different levels of 

organization to define the response of interest to study the effects of nanoparticles and to assess 

potential direct or indirect effects of two sizes of nAg. At the cellular level, cellular protection was 

studied by measuring the transport activity of multixenobiotic resistance (MXR) in the cell membrane of 

gills. MXR involves a complex of membrane proteins dedicated to pumping out chemicals from the cells, 

then conferring protection against putative toxic compounds (Epel et al., 2008). MXR is widely used as a 

biomarker of exposure to a broad range of organic chemicals (Bard, 2000) but also to metallic 

compounds (Achard et al., 2004). More recently the ability of MXR to reflect exposure to nanoparticles 

was addressed by two studies, one showing that P-85® nanoparticles inhibit the protective effects of 

MXR in echinoid larvae (Anselmo et al., 2012) and the other reporting an increase of MXR activity in 

mussels gills following exposure to titanium dioxide nanoparticles (Canesi et al., 2014). At the individual 

level, the locomotor activity of exposed gammarids was monitored. This may provide indirect 

i fo atio ào àtheàe posu e’sàpote tialàeffe tào àe ologi all à i po ta tà eha io sàsu hàasàfeedi gàa dà

escape responses. Because locomotor activity and feeding are closely linked, the consumption of leaves 

by gammarids and the resulting FPOM production were also assessed to reveal potential dysfunction of 
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the organism itself. Indeed, decreased feeding activity could reflect either avoidance or physiological 

impairment reducing the ability of the animal to move and feed. Thus, reduced feeding may alter energy 

provision and increased feeding may reveal an enhanced need for energy. In addition, a modification of 

FPOM production may result in changes in organic matter transfer at the ecosystem scale.  

The present study aims to investigate the effects of nAg on fed gammarids exposed in natural water 

to very low nAg concentrations: 0.5 and 5 µg L-1, in order to provide a realistic scenario of contamination. 

The assessment of the effects at different levels of biological organization should help to better 

understand the consequences of nAg exposure at both the organism and the ecosystem level. 

2. Materials and methods 

2.1. Silver nanoparticle characterization 

Two sizes of spherical nAg (10 and 60 nm) both suspended in a citrate buffer stabilizer capping agent 

were purchased from Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, France). The stock solutions, with a silver 

concentration of 0.02 mg mL-1 ± 5% were stored in the dark at 4°C. The measured hydrodynamic 

diameters of the nAg were 14 nm±1.3 nm and 58 nm±1.0 nm (NanoSight 500, Malvern Instrument Ltd, 

UK), which isà o siste tà ithàtheà a ufa tu e ’sài fo atio .àSilver nitrate from Sigma-Aldrich (AgNO3 ; 

>99%)  was used as a silver positive control.  

The nAg size distribution was also characterized in the natural water from La Meholle used for the 

exposure (see section 2.2.). Characterisation of nAg were performed in La Meholle water using the 

NanoSight 500. Those measurements were performed with the two nAg (10 and 60 nm) at 5 µg L-1. In 

addition, the 2 sizes were also characterised at a higher optimal concentration of 100 µg L-1.  

Before the experiment, another test in the water of exposure (see section 2.2.) was performed to assess 

the amount of Ag dissolved from nanoparticles after 72h at 0.5 and 5 µg L-1 of nAg 10 and 60 nm. 

Negative (0 µg L-1) controls were used. Detailed procedures for exposure are described in section 2.3. For 

each condition, 2 samples of 10 mL were removed in 3 replicates to evaluate the concentrations of total 

and dissolved silver. Dissolved Ag was separated from the nanoparticulate form using Amicon® ultra-15 

centrifugal filter devices (porosity 3 kDa, centrifuged for 1 h at 5,000 x g). Concentrations were measured 

using Atomic Absorption Spectroscopy (AAS SpectrAA 300, Detection Limit: 0.1 µg L-1) analysis after 1% 

HNO3 acidification. The percentage of dissolution was then calculated as the ratio of dissolved [Ag] to 

total [Ag]. 
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2.2. Biological material collection and maintenance 

The water used during the experiment and during the previously described tests was sampled in June 

2013 in a reference stream La Méholle (Void-Vacon, N-E France). The water was filtered using glass 

microfibre filters (90 mm diameter, pore size 1.2 µm, Whatman®) to remove suspended particles and 

stored at 12°C in the dark (48 h before the start of the experiment). 

Gammarus roeseli (Crustacea, Amphipoda) were collected from the river La Nied (Remilly, N-E 

France). To avoid possible sex differences, only males in precopula and without parasites were selected 

(Sornom et al., 2010). Gammarids from La Nied were acclimated for 3 days by gradual replacement of 

their water of origin by the test water (La Méholle). Then, they were kept in La Méholle water for 7 days 

before being used. During the entire acclimation period, they were fed ad libitum with alder leaves 

(Alnus glutinosa) with a 16:8 h light:dark cycle.  

During the experiment, the gammarids were fed with senescent dried alder leaves. Leaf-disks of 16 

mm diameter were cut, placed in nylon bags (mesh-size 500 µm) and immersed in the La Méholle stream 

to allow them to be conditioned by microorganisms. After 10 days of conditioning, the disks were 

retrieved, stored at -20°C before being freeze-dried. Pools of 8 leaf discs were weighed to obtain the leaf 

dried mass before use and exposure. 

2.3. Exposure design 

All exposures were performed under controlled parameters [12.3 ± 0.5°C; 39.1 ± 2.6 Lux; 16:8 h light: 

dark cycles]. Test solutions were prepared by diluting the nAg stock suspension (0.02 mg mL-1) or the 

AgNO3 solution prepared using deionized water (0.025 mg mL-1) with filtered La Méholle water to obtain 

nominal concentrations of 0, 0.5 and 5 µg L-1. Before being used, the initial concentration of prepared 

test solutions was checked by sampling 10 mL that were processed for AAS as described before. For the 7 

treatments (Control, AgNO3 at 0.5 and 5 µg L-1, nAg 10 nm at 0.5 and 5 µg L-1 and nAg 60 nm at 0.5 and 5 

µg L-1), a 48 h silver saturation of polypropylene microcosms was applied with the relevant exposure 

concentrations (3 replicates/condition). Then, the preconditioning solution was replaced by 400 mL of 

exposure solutions per microcosm (each containing 8 alder discs). Twenty gammarids per replicate 

sample were then exposed for 72 h. Concurrent control microcosms with leaves, but without gammarids 

were also prepared with the same method for all the conditions (7 treatments and 3 replicates). They 

permitted the evaluation of the microbial activity associated with conditioned leaves. In each microcosm 
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(n= 42), water samples of 10 mL were removed after 72 h to determine the final [Ag]total using AAS as 

described before. Samples were taken from middle of the water column taking care not to remove the 

particles that had settled at the bottom. At the end of the experiment, gammarids and leaves were 

retrieved, used for analyses or stored at -80°C before treatment. The volume of remaining water was 

filtered for FPOM measurement.  

2.4. Biological endpoints 

2.4.1. Survival 

Every 24 h, the number of living G. roeseli was counted and the dead organisms were removed. 

2.4.2. Silver concentrations in biological material 

After 72 h of exposure, a pool of 5 organisms and 1 leaf disk per replicate were collected, dried on filter 

paper, frozen at -80°C, freeze-dried and weighed. The samples were mineralized in nitric acid (HNO3, LGC 

Standards) and hydrogen peroxide (H2O2, Fisher Scientific) with a microwave reaction system (Anton 

Paar Multiwave Pro) before the silver was measured by inductively coupled plasma-mass spectrometry 

(ICP-MS, PerkinElmer Elan DRCe). For gammarids and leaves, the measured silver concentration was 

expressed as µg g-1 of dry mass.  

In order to better describe the distribution of Ag in the studied compartments of our experimental 

media, the Ag mass balance was calculated as followed. From the concentrations of Ag measured in 5 

gammarids per replicate sample (µg/g dry weight), we extrapolated and calculated the total mass of Ag 

in the whole gammarids compartment for each microcosm, taking into account (1) that dead organisms 

was eliminated from the experiment and (2) that we previously established a relationship between dry 

and fresh weight in the studied population of gammarids. From the concentration of silver measured in 1 

leaf disk per replicate sample (µg/g dry weight), we estimated the total mass of Ag in the whole 

compartment (8 leaf-disks). From the concentration of silver measured in 1 sample (10 mL) of water per 

replicate sample, we calculated the total mass of silver in the water compartment (400mL). The total 

recovered silver (41 to 88% of the nominal mass of silver introduced in the water) was calculated as the 

sum of the previously described silver contents and related to 100%. 

 2.4.3. MultiXenobiotic Resistance activity  

The MXR transport activity was assessed by a dye accumulation (calcein) assay and obtained by the 

difference between calcein accumulation in gills in the presence or absence of MXR inhibitors 

(Luckenbach and Epel, 2008). 
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For the dye assay, 8 gammarids per replicate sample were individually incubated for 2 h in 2 mL of 

Calcein-AM 5 µM (C46H46N2O23, Sigma-Aldrich) in DMSO 0.3% (Dimethyl sulfoxide, Sigma-Aldrich). For 4 of 

these gammarids a mix of MXR inhibitors was added: Reversin 205 5 µM (C41H58N4O12, Sigma-Aldrich) and 

MK-571 15 µM sodium salt hydrate (C26H26ClN2NaO3S2·, Sigma-Aldrich). Negative controls were tested in 

DMSO 0.3%. Following incubation, the gills of gammarids from each of the two groups (one with, and 

one without the mix of inhibitors) were excised, pooled in water (200 µL) and frozen at -80°C until 

further analysis. The gills were then ground, sonicated (1 min), centrifuged (5000 x g, 4°C, 5 min) and the 

fluorescence of calcein in the supernatant was measured (100 µL in a 96-well microplate; SAFAS Monaco 

Xenius, excitation and emission wavelength: 495 and 515 nm, respectively). The fluorescence of samples 

was expressed as fluorescence units/mg of proteins assessed using the Quick startTM Bradford Bio-Rad kit 

(Bradford, 1976). The MXR activity was finally calculated for each treatment as the mean of all the 

differences between the results obtained from calcein accumulation in the presence of inhibitors and 

those from calcein accumulation without inhibitors. 

2.4.4. Locomotor activity 

At the end of the experiment and for each treatment, 3 organisms per replicate were removed and 

pooled in a 250 mL tank containing their respective exposure medium contamination condition. The 

locomotor activity was monitored by counting the number of moving animals (9 individuals in total) 

(Arce Funck et al., 2013; Issartel et al., 2005). Each count of moving G. roeseli was conducted every 2 

seconds and repeated 40 times. Measurements were performed, after 5 min of acclimation, to avoid 

perturbation due to sampling, at the same period of the day, with similar light conditions, and without 

noise.  

2.5. Functional responses 

2.5.1. Consumption and FPOM production 

After a 72 h exposure, leaf disks (pool of 8 including the one used for silver concentration 

measurement) were removed, dried with absorbent paper, frozen at -80°C, freeze-dried and weighed 

following the same method as before exposure. Following this protocol, the leaf mass loss induced by 

leaching and microbial activity was assessed using the control conditions with leaves only. The amount of 

leaves only consumed by gammarids after 3 days of exposure was calculated according to equation (1). 

The consumption rate was expressed as µg of leaf consumed/mg of gammarid/day (dry mass). 

Ga a idà o su p o à= DMleaf,i i alà-àDMleaf, alà-à %LMà àDMleaf,i i al

DMga a idsà àd
   (1) 
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Where DMleaf, initial: leaf dried mass before exposure, DMleaf, final: leaf dried mass after exposure, LM: lost 

mass induced by leaching and microbial activity, DMgammarids: gammarids dried mass and d: the exposure 

time. 

To collect FPOM produced, the water was filtered (with vacuum) using nitrate cellulose filters (47 mm 

diameter, 0.45 µm porosity, Sartorious, Labomoderne) previously rinsed with nanopure water, dried (24 

h, 80°C) and weighed. After filtration, the filters were dried (24 h, 80°C) and weighed again to measure 

the quantity of FPOM produced. Following this protocol, FPOM production induced by leaching and 

microbial activity was assessed using the control conditions with leaves only. The gammarids production 

of FPOM was calculated using equation (2). The FPOM production was expressed as µg FPOM 

produced/mg of gammarid/day (dry mass).  

Ga a idàFPOMàp odu  o à= DM lte , alà-àDM lte ,i i alà-à %FPOM i o ialà àDMleaf,i i al

DMga a idsà àd
 (2) 

Where DMfilter, final : filter dried mass after filtration, DMfilter, initial : filter dried mass before filtration, 

%FPOMmicrobial: dried mass percentage induced by leaching and microbial activity, DMleaf, initial: leaf dried 

mass before exposure, DMgammarids: gammarids dried mass and d: the exposure time. 

The difference between consumption and FPOM production was calculated and expressed as µg dry 

mass/mg of gammarids dry mass/ day.  

2.6. Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using R 3.1.0 (R Development Core Team, 2014). The distribution 

of silver within the studied compartments of the exposure system was assessed by a chi-square test on 

the mass. For locomotor activity and survival, where count data were produced, we built models based 

on the binomial family. We choose a generalized linear model for survival data, and a generalized linear 

mixed-effects model (glmm) of the binomial family, to take into account repeated measures of 

locomotion on the same set of individuals within each experimental condition. In order to compare silver 

concentration in leaves exposed with or without gammarids, we performed a two-way anova, with 

exposure condition and gammarid presence as factors. For other datasets (silver concentration in 

gammarids; MXR transport activity; consumption, FPOMs production and their difference), a one-way 

anova was conducted. All anovas were followed by the Tukey HSD test for multiple comparisons. 

Parametric conditions were verified before each anova. 
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3. Results 

3.1. Silver nanoparticle characterization 

The particle size distribution in the samples of La Meholle spiked with 5 µg L-1 of nAg (10 and 60 nm) 

were similar to particle size distribution curve of the La Meholle river without any nAg indicating that we 

were under the limit of detection. However, the nanoparticle characterization at 100 µg L-1 of nAg 10 

and 60 nm in La Meholle water showed particles with hydrodynamic diameters of 56 ± 3.1 and 69 ± 6.1 

nm, respectively, indicating an effect of La Meholle water on the nAg size distribution. 

The experiment without biological material (i.e. water only) showed that dissolved forms of Ag were 

detected only for the 10 nm size at 5 µg L-1 (dissolution percentage: 9.7% of total silver). 

3.2. Concentrations of silver in water and in biological material 

At the start of the experiment, the initial concentrations of silver measured in the test solutions were 

checked for the 0, 0.5 and 5 µg L-1: <DL, 0,26 and 4,84 for AgNO3; <DL, 0,29 and 5,66 for nAg 10 nm; and 

<DL, 0,29 and 4,73 for nAg 60 nm respectively. After 72 h, the silver concentrations measured (mean ± 

S.D.) in the water for the control conditions (0 µg L-1) were below the detection limit. In the 0.5 and 5 µg 

L-1 conditions, silver concentrations were 0.16 ± 0.05 and 2.19 ± 0.67 µg L-1 for AgNO3; 0.21 ± 0.02 and 

3.4 ± 0.72 µg L-1 for nAg 10 nm, and were 0.24 ± 0.04 and 3.97 ± 0.42 µg L-1 for nAg 60 nm, respectively.  

For concentrations measured in gammarids, a significant difference was detected between the 

conditions (Fig. 1, one way ANOVA, F=99.02, 6 df, p<0.001). At 5 µg L-1 of nAg 60 nm, the accumulation 

was 4 times higher compared to the control. Organisms exposed to nAg 10 nm and AgNO3 at 5 µg L-1 

showed a concentration of silver 20 times higher compared to the control and 10 times higher compared 

to exposure at 0.5 µg L-1.  
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Figure 1:  Mean (+ S.D.) silver concentration in gammarids exposed to three concentrations of silver 

nitrate and nAg (60 and 10 nm). Groups with the same letters are not significantly different (one-way 

anova; Tukey HSD; n=3). 

The silver concentrations measured in leaves after 72 h of exposure to silver in microcosms with or 

without gammarids are shown in Figure 2. The two-way anova evidences an effect of the interaction 

between exposure condition and gammarid presence on silver concentration in leaves (F=7.35 on 6 and 

28 df, p<0.001). Indeed, the gammarid presence induced a lower silver concentration in leaves at 5µg L-1 

of AgNO3 and nAg 10nm. Moreover, concentrations of silver in leaves exposed with or without 

gammarids at 5µg L-1 of AgNO3 and nAg 10nm were significantly different from their respective control. 
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Figure 2: Mean (+ S.D.) silver concentration in leaves exposed with or without gammarids to three 

concentrations of AgNO3 and nAg (10 and 60 nm). Groups with the same letters are not significantly 

different (two-way anova; Tukey; n=3).  

At the end of the experiment, the distribution of Ag among the compartments differed according to 

the exposure condition (Fig 3; Chi-

conditions, the recovered silver mainly remained in the water (60% to 94%), and only 6% to 35% and 1% 

to 10% was found in the gammarids and leaves, respectively (Fig. 3). At each concentration, we observed 

a higher percentage of silver in the water and a lower percentage of silver in gammarids for the nAg 60 

nm exposure than for the nAg 10 nm one. 
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Figure 3: Mean percentage (n=3) of recovered silver in water, leaves and gammarids after 72 h of 

exposure to AgNO3, nAg 60 nm and nAg 10 nm. 

3.3. Survival 

With survival percentages ranging from 83% and 97%, exposure concentrations of nAg and AgNO3 did 

not induce significant gammarid mortality compared to the control condition (glm, analysis of deviance, 

p=0.22). 

    3.4. MultiXenobiotic Resistance activity  

Although the anova detected a significant difference (Fig. 4; one-way ANOVA; F= 2.22, 6 df, p< 0.05), 

the Tukey HSD test revealed that the pair-wise difference driving this effect was an irrelevant 

comparison (i.e., AgNO3 0,5 µg L-1 versus nAg 10 nm 5 µg L-1).The results showed that exposure to silver 

did not induce significant modifications in MXR transport activities compared to the control.  

 

Figure 4: Mean (+ S.D.) MXR transport activity (emissivity: arbitrary unit) after 72 h of exposure to 

AgNO3, nAg 60 nm and nAg 10 nm. Groups with the same letters are not significantly different (one-way 

anova, Tukey HSD; n=9). 

3.5 Locomotor activity 

Organisms exposed to AgNO3 and to nAg, showed significantly reduced locomotor activity compared 

to the control. At 0.5 µg L-1, a significant difference was observed between nAg10 nm and nAg 60 nm. 

Indeed, the locomotor activity of organisms exposed to nAg 10 nm was impacted most, with a decrease 

of 59% compared with the control. At 5 µg L-1, locomotion remained the same as that at 0.5 µg L-1 for 
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both nanoparticle sizes, but was significantly reduced by 21% with AgNO3 Tuke ’sàH“Dàtestàpe fo edà

on the glm, p=0.007). We also observed a significantly lower activity of these gammarids compared to 

those exposed to nAg 60 nm at the same concentration (p=0.047). 

 

Figure 5: Mean (+S.D.) locomotor activity (n=40 measurements over time of the same samples of 9 

individuals) of gammarids exposed to 3 concentrations of AgNO3, nAg 60 nm and nAg 10 nm. Groups 

with the same letters are not significantly different (p<0.005). 

3.6. Consumption and FPOM production 

The feeding activity of gammarids is presented in Figure 6A. No changes in leaf-litter consumption 

were observed for the different treatments.  

In contrast, organisms exposed to 0.5 µg L-1 of nAg 10 nm and 5 µg L-1 of nAg 10 nm and nAg 60 nm 

produced significantly less FPOM than control organisms as well as organisms exposed to AgNO3 (Fig. 

6B). At 5 µg L-1, the decrease which was 60% did not differ according to nanoparticle size.  

Figure 6C shows the difference between the quantity of organic matter consumed and the quantity of 

FPOM produced for each exposure condition. A one-way ANOVA showed significant differences between 

the different conditions (F=5.56, 6 df, p=0.004). Indeed, the gammarids exposed to nAg 10 nm at 0.5 µg 

L-1 retained significantly more organic matter than the control or AgNO3 exposed gammarids. The other 

treatments were not different from the control condition. 
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Figure 6: A) Mean (+ S.D.) gammarids leaf consumption (n=3, no significant differences), B) FPOM 

production and C) difference between leaf consumption and FPOM production (n=3). Groups with the 

same letters are not significantly different (one-way anova; Tukey HSD). 
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4. Discussion 

Gammaridae are currently used in aquatic ecotoxicology (Alonso et al., 2010; Felten et al., 2008; 

Rinderhagen et al., 2000; Vellinger et al., 2012). As detritivores, their role in the functioning of streams 

has been well documented (Dangles and Guérold, 2001; Felten et al., 2008). Here we present, for the 

first time, data obtained at the cellular, individual and functional levels following exposure to nAg.  

4.1. Exposure conditions : silver characterizations and concentrations  

The exposure conditions and especially the very low nAg concentrations tested in the present study 

did not allow us to determine the size distribution of particles in our experimental media because of the 

detection limit of the particle tracker Nanosight (108 particles mL-1). In order to investigate the effect of 

La Méholle water on the particle distribution in our experimental water, the tracking analysis was 

performed at very high concentration of 100 µg L-1, which is environmentally unrealistic but brings 

insight about their behavior in this particular media. The nAg hydrodynamic diameters measured in the 

complex matrix of La Méholle water were larger than pristine nAg showing a probable complexation and 

agglomeration of the nAg linked to the water physicochemical properties. Gao et al. (2009) showed that 

the water chemistry (e.g: dissolved organic carbon, ionic strength and pH) might affect the nanoparticle 

dispersion and size distribution. For example, pristine nAg of 20 to 30 nm displayed diameters of 

approximately 100 nm when placed in deionized water and of approximately 400 nm in the Suwannee 

river water. Natural water also contains natural organic matter like fulvic and humic acids that are known 

to play a key role in nanoparticle sorption and could mitigate their bioavailability (Bernhardt et al., 2010; 

Maurer-Jones et al., 2013). So regarding our results and those of previously published works, even if the 

measurements were not done at the same exposure concentrations as we used for gammarids, we could 

nevertheless assume that the effects observed on gammarids might be due to complexed or aggregated 

nanoparticles. 

However, silver nanoparticles can also release ionic silver by oxidative dissolution (Liu and Hurt, 2010) 

and there is a general agreement that toxicity is mainly due to the slow release of ionic silver from nAg 

(Behra et al., 2013; Kittler et al., 2010). The dissolution rate depends on the nanoparticle itself (size, 

coating, surface functionalization), but also on the water chemistry (temperature, pH, presence of Ag+ 

ligands, ionic strength) (Auffan et al., 2009; Behra et al., 2013; Liu and Hurt, 2010; Peretyazhko et al., 

2014). Depending on the experimental conditions tested, studies reported either total or partial 

dissolution of nAg with steady states reached after several hours. In our study, we were able to detect 
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soluble forms of Ag after 72 h, but only for the smallest nAg size (10 nm) at the highest concentration (5 

µg L-1). As our experiments were conducted by immersing nanoparticles in natural river water, it is 

suggested that physico-chemical conditions did not favor nAg dissolution: low temperature (12°C), 

natural river pH (8.1) and the presence of natural organic matter may explain the slow dissolution 

process (Liu and Hurt, 2010). 

The measurement of Ag concentrations in G. roeseli showed that silver was present in exposed 

gammarids, whatever the form, and that its levels were increased in the highest tested concentration. 

Whereas other studies have already documented uptake/accumulation of Ag in Gammarus species 

exposed to ionic forms (Arce Funck et al., 2013; Baudin and Garnier-Laplace, 1994), our study reveals 

that Ag could also be found in gammarids after exposure to nanoparticulate forms. Whether it could 

result in bioaccumulation and whether the form is nanoparticulate were not investigated in the present 

work and remains to be determined. Asghari et al., 2012 could demonstrate uptake of nanoparticulate 

forms of Ag in daphnids (accumulation under the carapace, aggregates attached to the external body 

surface and appendages and accumulation in the gut) that were accounted for certain signs of toxicity 

and associated with a risk of bioaccumulation. In aquatic snails, the bioaccumulation dynamics of nAg 

was investigated and the results pointed out accumulation from both waterborne or dietary exposure 

routes (Croteau et al., 2011). Additionnaly, works conducted in fish showed that Ag could accumulate in 

different organ tissues after nAg exposure (Gaiser et al., 2012 ; Griffitt et al., 2012). Together these 

results highlighted that exposure to nAg could result in accumulation of Ag in tissues and then could be 

responsible for toxicity at the organism level and for trophic transfer at the ecosystem level. Gammarids 

being a major food resource for predators, they could become a potential vector of contamination in the 

food web (MacNeil et al., 1999). 

Moreover, we observed significant contamination of leaf-disks exposed to 5 µg L-1 of AgNO3 or nAg 10 

and 60 nm indicating that organisms feeding on leaf-disks could be contaminated through the 

consumption of trophic resources. It should be noted that leaf disks exposed to 5 µg L-1 with gammarids 

were less contaminated than in the absence of gammarids for the AgNO3 and nAg 10 nm exposures. This 

could be the result of the activity of gammarids which are able to feed by grazing the biofilm on the 

surface of substrata. Unfortunately, the uptake of Ag or nAg by gammarids from food (i.e., leaf discs and 

associated microoganisms) cannot be concluded based on the present study due to the lack of no food 

control treatment. 
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The percentage of silver contents measured in the water, gammarids and leaves at the end of the 

experiment aimed to better describe the Ag distribution among the studied compartments of our 

experimental media. Similar trends were observed for each concentration, with most of the silver 

remaining stable in the water suggesting an unexpectedly low sedimentation rate. At the highest 

concentration, we observed a lower silver content with increasing nAg size in leaves and in organisms. It 

is interesting to note that nanoparticle size-dependent distribution in the three main compartments may 

be due to their adsorption properties. Indeed, Auffan et al. (2009) found size-dependent interfacial 

properties and reactivity of nanoparticles which enhanced adsorption for nanoparticles of 30 nm or less. 

4.2. Biological responses to exposure 

4.2.1. Survival 

Environmentally realistic concentrations of nAg and AgNO3 did not induce gammarid mortality during 

the 72 h exposure period. Nevertheless, for the same range of AgNO3 concentrations, Arce Funck et al., 

(2013) reported a G. fossarum  LC5072h of 2.2 µg L-1, thus showing that sensitivity can vary between 

gammarid species and/or between different exposure conditions (e.g. composition of water used). 

4.2.2. MultiXenobiotic Resistance activity 

The MXR proteins are membrane pumps which can expel xenobiotics out of the cells and act as a first 

line of defense against contaminants (Bard, 2000; Epel, 1998). MXR has mainly been studied in mollusc 

species (Luedeking and Koehler, 2004; Pain and Parant, 2003), and studies on MXR in gammarids are 

scarce (Horion et al., 2015; Timofeyev et al., 2007). Whereas these studies are based on the dye 

accumulation assay performed in the whole organisms, our results were obtained by studying gills only, 

then focusing on one of the most relevant target organ of pollution due to the barrier role they play 

between the organism and its environment. Our results showed that the silver exposures did not modify 

the MXR efflux activity even at the highest concentration of 5 µg L-1. These results need to be confirmed 

in further studies, because other works demonstrating that nanoparticles were able to reduce and then 

inhibit the activity of MXR pumps (Echninoid larvae, Anselmo et al., 2012; human alveolar epithelial cells, 

Salomon and Ehrhardt, 2011). In the latter, latex bead nanoparticles were shown to reduce the efflux 

mediated by one of the proteins responsible for MXR functioning (the multidrug resistance,MDR, P-

glycoprotein) in A549 cells, and this inhibition was explained by a direct interaction between the 

membrane and nanoparticles. If nanoparticles can reduce MXR efflux activity, organisms may 
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accumulate other harmful compounds or may be unable to eliminate toxic metabolites. Indirectly,  could 

enhance the exposure of organisms to other contaminants (Smital et al., 2004). 

4.2.3. Locomotor activity 

The present study showed that the locomotor activity was strongly impacted when gammarids were 

exposed to environmentally realistic concentrations of AgNO3 or nAg. The decrease observed in 

gammarids exposed to AgNO3 is consistent with the study by Arce Funck et al. (2013). The effect of nAg 

on the locomotor activity of G. roeseli corroborates the results of Asghari et al. (2012), which showed 

abnormal swimming behavior in Daphnia magna exposed to 2 µg L-1 of spherical silver nanoparticles 

between 5 and 25 nm in diameter. In natural conditions, a decrease in locomotor activity is crucial for 

gammarids since it has been shown that a decrease in organisms activity could enhance the risk of drift 

along water currents (Hughes, 1970, Taylor et al., 1994). Although the drift may move the individual 

away from exposure, on the other side it could increase the predation risk. In the present study, the 

smallest nAg (10 nm) exerted an effect on locomotion as strong as that of the AgNO3 positive control. 

Moreover, the 10 nm nAg  induced a more pronounced decrease in locomotor activity than the 60 nm 

nAg. Many studies have also reported increasing toxicity with decreasing nanoparticle size (Carlson et al., 

2008; Hoheisel et al., 2012; Marambio-Jones and Hoek, 2010). Behavioral activities such as locomotor 

activity are interesting biomarkers as they often respond when organisms are exposed to very low 

xenobiotic levels (Felten et al., 2008; Gerhardt, 1996).  

4.2.4. Functional responses 

The feeding habits of Gammarus species play a key role in the fragmentation and transformation of 

allochtonous organic matter in ecosystems and its incorporation in the trophic web (Wallace and 

Webster, 1996). In the present study, exposure to AgNO3 or nAg did not affect the consumption of 

organic matter by gammarids. However, a significant decrease in FPOM production by G. roeseli exposed 

to 0.5 µg L-1 of nAg10nm and to 5 µg L-1 of both types of nanoparticles was observed, whereas exposure 

to AgNO3 had no effect. This demonstrated the clear impact of nanoparticles especially for the smallest 

nanoparticles at low concentration. Indeed, the size-dependent crystalline structure of nanoparticles can 

influence their reactivity suggesting a possible size dependence in toxicity (Auffan et al., 2009). Lower 

production of feces can be the result of higher assimilation of food as proposed by Zubrod et al. (2011) 

for G. fossarum exposed to a fungicide. However, another explanation could be that lower feces 

production may be the result of a disturbance in digestive function. Indeed, sublethal metal 

concentrations can disturb the digestive enzyme activity and finally the efficiency of the digestion 
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process in crustaceans (De Coen and Janssen, 1997; Dedourge-Geffard et al., 2009). Whatever the 

mechanisms underlying the observed decrease in feces production, this may have a strong impact on 

energy transfer as feces represent an important high quality food resource  for collector organisms. 

5. Conclusion 

The present study demonstrated that for environmentally realistic exposure conditions (low nAg 

concentrations in a natural water sampled in a river), silver was measured in the water, in G. roeseli and 

in leaves after 72h of nAg exposure. We showed that at low concentrations, nAg induced biological 

effects on gammarids. The most significant results were observed for organisms exposed to the smallest 

size of nanoparticle (i.e 10 nm). Direct effects of silver have been observed on G. roeseli behavior with a 

drastic decrease of the locomotor activity. These effects may reflect dysfunction of the ecologically 

important behaviors of the organism, but also of the closely linked functional activities. Indeed, the most 

striking result highlighted functional impacts through the disturbance of FPOM production without any 

impact on consumption suggesting that low nAg concentrations may induce a change in gammarid 

energy provision. Further experiments are needed to determine the mechanisms underlying these 

results and whether an assimilation modification or a digestion disturbance is involved. Nevertheless, 

this work brings new insights to the understanding of potential environmental impact associated with 

the release of nAg in natural ecosystems, by providing evidences of indirect effects on the aquatic 

organic matter cycle.  
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III.  Effets des a opa ti ules d’a ge t su  3 populatio s de 
ga a es appa te a t à l’esp e G. roeseli – Expérience 2 

 

 

Contexte 

 

Parmi les trois espèces de gammares étudiées, G.roseli s’està o t eàplusàse si leà àl’e positio àau à

a opa ti ulesàd’a ge tàtest es.àLesàt a au àp se t sài iào tà is à à tudie àu eà e tuelleà a ia ilit àauà

i eauà i t asp ifi ue.à E à effet,à plusieu sà populatio sà d’u eà eà esp eà peu e tà p se te à desà

niveau àdeàse si ilit /tol a eàdiff e ts,à sulta tàdeàl’i flue eà o i eàdeàleu àh itageàg ti ueà

etàdeàl’e i o e e tàlo alà histo i ueàdeà o ta i atio à ota e t ;Pain-Devin et al., 2014).  

Toujou sà da sà leà sou ià d’adopte à u eà app o heà laà plusà alisteà possi leà d’u eà poi tà deà ueà

environnemental, des pools de gammares de sexes indifférenciés ont été testés. Classiquement, et déjà 

effe tu àda sàl’ tudeàp de te,àseulsàlesàga a esà lesàso t étudiés pour éviter toute variation de  

se si ilit à uià se aità u eà o s ue eà plutôtà dueà auà se eà deà l’o ga is eà u’ à laà o ta i atio à

appliquée.  

Comme les études précedemment effectuées sur les gammares mâles ont principalement montré des 

effets des nAg su àlesàpe fo a esàfo tio elles,àda sà etteà tude,à eà i eauàd’o ga isatio àaàu eàfoisà

deàplusà t à alu .àCo eàlesàMXRàtest esàda sàlesàe p i e tatio sàp de tesà ’a aie tàpasà o t à

d’effetsà sig ifi atifsà desà ágà auà i eauà ellulai e,à u eà app o heà plusà la geà d’ tudeà ulti io a ueu sà

oupla tà à io a ueu sà aà t à adopt eà afi à d’ alue à laà iseà e à pla eà desà a is esà deà

d to i atio ,àl’e iste eàdeàdo agesà ellulai eàouàe o eàdesà odifi atio àdesà se esà e g ti ues. 

 

 

Mots clé : nanoparticulesàd’a ge tà – Gammarus roeseli. – biomarqueurs - performance fonctionnelle -  

variabilité intraspécifique 
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Rappel du plan expérimental 

Conception Le plan expérimental est un mélange entre les expériences 2(A) et 2(B). En effet, des 

gammares (G. roeseli) issus de 3 populations (site Rémilly, Oron et Marly) a li at sà à l’eauà deà laà

Méholle ont été exposés pendant 72h à deux concentrations (0,5 et 5 µg.L- àd’ágNO3, de nAg de 10 nm 

et de nAg de 60 nm. Des conditions témoins non contaminées (0 µg.L-1) ont été étudiées pour chacune 

des populations (Figure 45).Chaque microcosme comportait 16 gammares des deux sexes et 8 disques de 

feuillesàd’aul eà o ditio sài e g sàda sà à Làd’eauàdeàlaàM holle.àE àpa all leàetàpou àlesà esà

conditions de o ta i atio àetàd’e p i e tatio ,àdesàdispositifsà o te a tàu i ue e tàdesàfeuillesào tà

servi de témoins pour les mesures de performance fonctionnelle. 

 
Figure 45 : Pla  e p i e tal si plifi  de l’e p ie e , Cf.Chapit e , tableau 8) 

Mesures : E à a o tà deà l’e p i e tatio ,à lesà dia t esà desà deu à a opa ti ulesà tudi esà o tà t à

ifi sà pa à desà te h i uesà d’i age ieà pe etta tà leà sui ià desà ou e e tsà desà a opa ti ulesà

(Nanosight) (Cf. Chapitre 2,II.). La dissolution des nAg 10 nm et 60 nm a été étudiée et les résultats  ont 

montré des taux respectifs après 72 h de 10% et 0% uniquement pour la concentration de 5 µg.L-1 (Cf. 

Chapitre 2, III.1.5.). Des volumes de 10 ml de milieu dans les solutions mères et dans les microcosmes 

après 72h ainsi que des pools de gammares et de feuilles ont été prélevés dans le but de doser leurs 

o e t atio sà e à a ge tà totalà ai sià ueà l’a ge tà dissousà desà ilieu .à áuà i eauà ellulai e,à à

biomarqueurs combinant des biomarqueurs antioxydants, antitoxiques et de réserve énergétique ont 

été étudiés sur un même pool de gammares. Au niveau fonctionnel, les activités de consommation et de 

production de FPOM ont été évaluées.  

Traitement statistiques : Pou àl’e se leàdesà sultats,àdesàa o asà àdeu àfa teu sà o ta i atio àetà

population) ont été testées. Puis, pou à tudie àplusàe àd tailàlesàeffetsàdesà à o ditio sàd’e positio àsu à

les gammares, au sein de chaque population et indépendamment les unes des autres, des anovas à un 

facteur (une par population) ont été effectuées et associées à des tests post-hoc TukeyHSD.  
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III.1. Résultats 

III. . .àCo e t atio sàe àa ge tàda sàl’eau,àlesàfeuillesàetàlesàga a es 

Les résultats concernant les concentrations e à a ge tà totalàda sà l’eau,à lesà feuillesàetà lesàga a esà

ainsi que les concentrations en argent dissous  ne sont pas encore disponibles. 

 

III.1.2. Mortalité 

Lesà o e t atio sàd’e positio àe àa ge tà ’o tàpasài duitàdeà o talit sàsig ifi ati esàdesào ga is es 

t oi sàai sià u’e t eàlesà àpopulatio sà tudi es (Tableau 13). 

III.1.3. Niveau cellulaire :àl’app o heà ulti io a ueu s 

“u à lesà à io a ueu sà tudi s,à seulsà lesàdosagesàdesà tallothio i esà ’o tàpasàe o eàpuà t eà

effectués dans un de nos laboratoires partenaires. Les valeurs des 13 autres biomarqueurs cellulaires (les 

concentrations en protéines contenues dans le broyat, en protéines de la fraction cytosolique, en 

holest ol,àe ààt igl ide,à l’a ti it àduàs st eàdeàt a spo tàd’ le t o sà ET“ , les concentrations des 

h d op o desà lipidi uesà LOOH ,à l’a ti it à deà laà phosphataseà al ali eà áCP ,à laà apa it à totaleà

a tio da teà TáC ,à l’a ti it àdeà laà la tateàd sh d og aseà LDH ,à l’a ti it àdeà laàglutathio àp o daseà

totale (Gpx), de la glutathion-s-transférase (GST), de la caspase (CSP) et de la catalase sont présentées 

dans le tableau 12 etàlesà sultatsàdesààtestsàstatisti uesàd’a al sesàdeà a ia eà a o a à àdeu àfa teu sà

sont réunis dans le tableau 13. 

Les analyses statistiques ont montré uneàa se eàd’i te a tio àe t eàlesàdeu à a ia les,àai sià u’u eà

absence de différences significatives, que ce soit entre les différentes conditions de contamination ou 

entre les 3 populations. 
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Tableau 12 : Moyennes (± écart-types) des différents valeurs de biomarqueurs cellulaires mesurées sur les 3 

populations de G. roeseli exposées pendant 72h à 0, 0,5 et 5 µg.L
-1

 d’a ge t sous fo e de AgNO3 et aux nAg de 10 

et 60 nm de diamètre. 
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Tableau 13 : Résultats statistiques des Analyses de variance (Anova) à 2 facteurs effectuées pour les différentes 

mesures. Ddl signifie degré de liberté, la valeur en gras est significative. 

 

 

III.1.4. Niveau fonctionnel   

L’a ti it àdeà o so atio àdesàga a esàissus des 3 populations est présentée sur la figure 46. Le 

t aite e tà statisti ueà deà l’a o aà à deu à fa teu sà ’aà pasà isà e à ide eà d’effetsà sig ifi atifsà deà laà

o ta i atio àetàdeàlaàpopulatio à tudi eà ià eàd’i te action entre les deux (Tableau 13). Au sein de 

chaque population, seuls les gammares prélevés sur le site de Marly et exposés à 5 µg.L-1 de nAg de 60 

nm ont présenté une activité de consommation des disques de feuille significativement supérieure à 

celles des organismes témoins. 

Concernant la production de FPOM (Figure 47), une différence significative entre les 3 populations 

(Tableau 13, ddl=2, F-value= 3,76, p- alue=à , àaà t àd te t eàpa àl’a o a.àE à e a he,àlesàtestsàpost-

ho àTuke H“Dà uiào tàsui ià ’o tàpasàpe isàd’ide tifie àlesàdifférences. En effet, les comparaisons Oron-

Marly, Rémilly-Marly et Rémilly-Oron ont respectivement abouti aux p-values 0,998 ; 0,057 ; et 0,055. 

D’ap sà esà sultats,àilàse le aità ueàlaàpopulatio àdeàR ill àseàd ta heàl g e e tàdesàdeu àaut esà

(p-valuesàp o hesàdeà , .àCetteàte da e,à uià i aitàda sàleàse sàd’u eàaug e tatio àdeàlaàp odu tio à

de FPOM sur ce site reste néanmoins non significative.  
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Figure 46 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de consommation des feuilles d’aul e pa  les  

populatio s de G. oeseli ap s h d’u e e positio  au AgNO3 et aux nAg 10 nm et 60 nm pour 3 

concentrations : 0 ; 0,5 ; 5µg.L
-1

. Les lettrines en majuscule informent des différences statistiques entre les 

3 populations, toutes conditions de contamination confondues et celles en minuscules informent des 

diff e es e t e les o ditio s de o ta i atio  au sei  d’u e population. Les groupes de mêmes 

lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

 

Figure 47 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de production de FPOM par les 3 populations de G. roeseli après 

 h d’u e e positio  au AgNO3 et aux nAg 10 nm et 60 nm pour 3 concentrations : 0 ; 0,5 ; 5 µg.L
-1

. 
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Les différences calculées  entre les mesures de consommation des feuilles et de production de FPOM 

présentées sur la figure 48 sont toutes homogènes et ne révèlent aucune information complémentaire. 

 

Figure 48 : Moyennes (+ écart-types) des calculs de différences entre la consommation de feuille et la production de 

FPOM pou  les  populatio s de G. oeseli ap s  h d’u e e positio  au AgNO3 et aux nAg 10 nm et 60 nm pour 3 

concentrations : 0 ; 0,5 ; 5 µg.L
-1

. 

III.2. Discussion 

Pou àdesà o e t atio sàetàdesà o ditio sàd’e positio sàe i o e e tale e tà alistes,àl’e se leà

desàpa a t esà tudi sà ’aàpasà l àdeà elsàeffetsàdeàl’a ge tà a opa ti ulai eàouàdissous àsu àlesà à

populations de G. roeseli. 

III.2.1. Niveau cellulaire :àl’app o heà ulti io a ueu s 

Laà litt atu eà elateà guli e e tà l’i t tà desà app o hesà ulti io a ueu s,à uià seà so tà a esà

efficaces pour appréhender les effets  de différents contaminants dont les métaux (tels que le cadmium 

ou le cuivre) sur différentes espèces de gammares (Correia et al., 2002; McLoughlin et al., 2000; Sroda 

and Cossu-Leguille, 2011; Vellinger et al., 2013).à Cetteà app o heà aà gale e tà t à iseà e àœu eà afi à

d’ alue à lesàeffetsàdeà l’e positio àdeàga a esàau à a opa ti ulesàdeàdio deàdeà iu à Gammarus 

roeseli ; Garaud et al., 2015) etàd’a ge tà Ga a usàfossa u  ; nAg 23 et 27 nm, Mehennaoui et al., en 
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p pa atio .àDa sàlesàdeu à as,àlesàauteu sào tà o luà àu eàa se eàd’effetàdesà a opa ti ulesàsu àlesà

réponses antioxydantes, les réponses antitoxiques, les dommages cellulaires ou encore sur les réserves 

énergétiques des individus exposés. Ces résultats, tous obtenus pour de très faibles concentrations en 

nanoparticules sont cohérents avec ceux obtenus dans la présente étude et posent la question de savoir 

si le niveau cellulai eà està leà ieu à adapt à pou à l’ aluatio à desà effetsà desà a opa ti ulesà su à lesà

gammares. 

III.2.2. Niveau fonctionnel   

L’e se leàdesàpa a t esà esu sà eàse leàpasài di ue àl’e iste eàd’effetsà ide tsàdeàl’ágNO3 

et des nAg de 10 et de 60 nm sur les performances fonctionnelles des gammares issus des 3 populations. 

En effet, suite à une légère hausse de la consommation en feuilles des gammares issus du site de Marly 

après une exposition de 5 µg.L-1 deà ágàdeà à ,àau u eà o s ue eà ’estàe suiteào servable sur leur 

activité de production de FPOM. Concernant la production de FPOM, malgré une légère tendance 

suggérant une activité plus importante des organismes prélevés sur le site de Rémilly, aucune conclusion 

su àdesàeffetsàdeàl’a ge tà eàpeutà t eà mise.  

Pourtant,  nos travaux sur G. roseli (Chapitre 3.I. et II.) ont montré que même sans modification de la 

o so atio àdesàfeuilles,àu eà aisseàdeàlaàp odu tio àdeàFPOMàa aità t àd te t eàsuiteà àl’e positio à

aux nAg de 10 nm et de 60 nm. Ces résultats,à asso i sà à u eà aisseà deà l’a ti it à lo o ot i eà desà

gammares, avaient suggéré u’u eàe positio àau à ágàpou aità o dui eà lesào ga is esà àadopte àu eà

st at gieà deà p se atio à età deà sto kageà d’ e gieà pou à pou oi à po d eà au à o tsà e g ti uesà

importants mais nécessaires à la mise en place de mécanismes de détoxication. 

Deux hypothèses expérimentales peuvent être émises quant à la variation des résultats obtenus 

entre ces deux expériences très fortement similaires. En effet, dans leur étude effectuée sur des 

gammares G. roeseli également prélevés dans la Nied française, Sroda and Cossu-Leguille, (2010) ont mis 

e à ide eàl’e iste eàd’u eà a ia ilit àdeàlaàse si ilité en fonction du sexe mais également en fonction 

des saisons et des paramètres biotiques et abiotiques associés. En se basant sur une approche 

ulti io a ueu s,àlesàauteu sào tàpa àe e pleà o t ,à àl’aideàdeà o eu àp l e e tsà e suelsà

de gammares mâles et femelles effectués sur une année, que les femelles présentaient des 

o e t atio sàe à lipidesàetàe àp ot i es,àai sià u’u eàa ti it àdeà laàglutathio àpe o daseà totaleàplusà

élevées suggérant des capacités de défense antioxydantes plus élevées que les mâles. Les auteurs ont 

également montré une corrélation de ces activités de défense et de ces quantités de réserves 

e g ti uesàa e àlaàte p atu eàetàlaàp iodeàdeàl’a e.àPou àlesàdeu àse es,àlesàdo agesà ellulai esà
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tels que la lipoperoxydation lipidique étaient accentués en été parallèlement à une baisse des 

o e t atio sà e à lipidesà pa à appo tà au à oisà d’auto eà età d’hi e .à Ilsà o tà o luà ueà fa eà à u eà

contamination, les organismes seraient plus vulnérables en été, saison pendant laquelle leurs réserves 

e g ti uesàso tàauàplusà as.àL’ tudeàdeàGismondi et al. (2012) a également confirmé cette sensibilité 

des organis esàplusài po ta teàe à t às’ilsàdoi e tàfai eàfa eà àu eà o ta i atio .àDa sàlesà tudesàseà

asa tàsu àdesà esu esàdeà io a ueu s,àl’e iste eàdeà a iatio sàsaiso i esàaàdeà o eusesàfoisà t à

observée notamment chez les bivalves en fonction de paramètres abiotiques comme la température ou 

biotique comme la reproduction (Hagger et al., 2010; Manduzio et al., 2004; Pain et al., 2007; Schmidt et 

al., 2013; Sheehan and Power, 1999; Vidal et al., 2002). 

Les différences de sensibilité des gammares G. roeseli obtenus dans cette expérience et dans 

l’e p ie eà àsuiteà àu eà o ta i atio àau à ágàso tà oh e tesàa e àlesà tudesàde Sroda and Cossu-

Leguille, (2010) et Gismondi et al. (2012).à E à effet,à lesà o ga is esà deà l’e p i e tatio à à o tà t à

p le sà fi à jui ,àe àd utàd’ t àetà ilsàde aie tàalo sàposs de àdesà se esà e g ti uesàassezà assesà

pa a t eà o à esu .àáuà i eauà fo tio el,à l’ tudeàaà sugg àu à i po ta tà sto kageà e g tique 

desàga a esàpou àfai eàfa eà àlaà o ta i atio àau à ág.àCeàph o eà ’aàpou ta tàpasà t ào se à

da sàl’ tudeàa tuelleàsu àlesà esàga a es,à etteàfois- iàp le sàfi àa ilàauàp i te ps.àL’ tudeàdesà

variations annuelles de concentrations lipidiques présentée par Sroda and Cossu-Leguille, (2010) a 

o t àdesàdiff e esàsig ifi ati esàe t eà leà oisàdeàJui àetà lesà oisàd’á il/Maiàpe da tà les uelsà lesà

contenus lipidiques des gammares mâles et femelles sont 1,3 à 2 fois plus élevés.  

Dans cette expérience, les gammares étudiés possédaient alors probablement des réserves 

énergétiques initiales suffisamment abondantes pour palier à la contamination aux nAg contrairement 

au àào ga is esà tudi sàda sàl’e p ie eà .àDeàplus,àda sà etteà tude,à lesàpoolsàdeàga a esà taie tà

o pos sàd’o ga is esà lesàetàfe ellesà o t ai e e tà à l’e p ie eà à ’a a tàtest à ueàdesà les.à

La littérature ayant montré que, chez les gammares, les activités initiales des biomarqueurs étaient plus 

le esà hezàlesàfe ellesà uiàso tàalo sàplusà sista tesà ueàlesà lesàpeutàe pli ue ài iàl’a se eàtotaleà

d’effetsàpou àdeàfai lesà o e t atio sàd’a ge t. 

III.2.3. Variabilité intraspécifique 

Pour l’e se leàdesàpa a t esà tudi s,à alg àlaàp se eàd’u eàdiff e eàsig ifi ati eà o e a tà

l’a ti it àdeàp odu tio àdesàFPOM,àau u eàte da eàf a heà ’aà t ào se eàe t eàlesà àpopulatio sàdeà

G. roeseli.à Pou ta t,à plusieu sà tudesà o tà d o t à l’e istence de différences génétiques entre 
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populations de gammares induisant de possible variation de sensibilité (Feckler et al., 2012; Meyran et 

al., 1998; Westram et al., 2013). Cependant, dans leur étude sur les effets du cadmium sur différentes 

espèces et populations de gammares, Boets et al. (2012) ont montré que malgré une variabilité 

i te sp ifi ueào se e,àau u eàdiff e eàsig ifi ati eà ’a aità t ào se eàe t eàlesàpopulatio sàdeàG. 

fossarum p o e a tà deà sitesà pollu sà ouà o à pollu s.à áfi à d’ alue à l’e iste eà d’u eà a ia ilit à

interpopulationnelle de réponse à une contamination environnementalement réaliste, les prochaines 

tudesàde aie tà s’i t esse à àu eàplusà la geà ga eàdeàpopulatio sà issuesàdeà ilieu àdeàdiff e tesà

qualités. Pour évaluer des variations de sensibilité, il faudrait en amont également établir les périodes de 

l’a eàpe da tàles uellesà etteàse si ilit àse leà t eàlaàplusà le eàauàsei àdeàl’esp eà tudi e. 

Conclusion  

Da sà etteà tude,àlesà o ta i atio sàe àa ge tàsousàfo eàd’ágNO3 ou de nanoparticules de 10 et 60 

nm de diamètre sur G. roeseli ’o tà pasà e t ai à d’effetsà ota les.à Desà a iatio sà saiso i esà desà

réserves énergétiques et activités des biomarqueurs impliqués dans les mécanismes de défense ainsi que 

des tolérances plus le esà desà ga a esà fe ellesàpeu e tàe à pa tieàe pli ue à l’a se eà d’effetà desà

ágà su à esà ga a es.à Pou à lesà à populatio s,à au u eà a ia ilit à ’aà t à o se eà puis ueà lesà

organismes témoins ou contaminés ont systématiquement présenté des concentrations ou des niveaux 

d’a ti it à ho og esà pou à l’e se leà desà pa a t esà tudi s.à áfi à deà ieu à app he de à etteà

variabilité interpopulationnelle, des travaux à plus large échelle sont nécessaires et doivent prendre en 

compte des panels plus importants de populations issues de milieux de qualités différentes et beaucoup 

plusà loig sàg og aphi ue e t,àtoutàe àseàpositio a tà àu eàp iodeàdeàl’a eào àlesàga a esàso tà

les plus sensibles. 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 3 : Effets des nAg sur le genre Gammarus (Amphipoda) du niveau cellulaire au niveau 
fonctionnel 

 

177 
 

IV. Assessing the effects of silver nanoparticles on the 

ecophysiology of Gammarus roeseli – Expérience 3 (Publication en 

preparation) 

Contexte 

“uiteà au à sultatsà o te usà su à lesà ga a esà deà l’esp eàG. roeseli concernant les diminutions de 

production de FPOM des organismes exposés aux nAg sans effets sur leur consommation (étude II.), une 

h poth seàd’u eà iseàe à se eàdeà l’ e gieà a aità t à ise.àáfi à d’ tudie à etteàh poth seàplusàe à

d tails,àl’o je tifàdeàcette étude a été de mesurer plusieurs biomarqueurs de réponses énergétiques sur 

G. roeseli. 

Toujou sàda sàl’ tudeàp se t eàe àse tio àII.,àsu àlaàp odu tio àdeàFPOM,àlaàplusàpetiteàtailleàdeà à

nm de diamètre avait présenté des effets plus précoces à la plus faible concentration de 0,5 µg.L-1 par 

appo tàau à ágàdeà à àdo tà lesàeffetsà ’a aie tà t ào se sà u’à 5 µg.L-1. Dans cette étude, afin 

d’ alue àsià laàtailleàdesà ágàestàu à it eà o ditio a tàleu sàeffetsàsu àlesàga a es,àdesà ágàdeà ,à

20, 40, 60 et 100 nm, toutes sphériques, enrobées de citrate et fournies par Nanocomposix ont été 

testées pour 4 concentrations de 0, 0,5, 2,5 et 5 µg.L-1.  

E à p a ule,à età afi à deà ett eà e à pla eà età d’opti ise à laà esu eà d’u à io a ueu à deà

consommation en oxygène des gammares, un test a été effectué en amont. Il a consisté à exposer durant 

72 h quelques gammares nourris à  5 µg.L-1 de nAg de 10, 20, 60 et 100 nm. Les résultats, plus que 

concluants et présentés dans la figure 49 ci-dessous avaient montré un effet des petites nAg sur la 

espi atio àdesàga a esàetào tàjustifi àl’utilisatio àdeà eà io a ueu sàda sà etteà tude.à 

 

Figure 49 : Co so atio  d’o g e de G. oeseli e pos s à plusieu s tailles et concentration de nAg (n=4). Les 

groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents (anova à 1 facteur, TukeyHSD). 

Mots clés : a opa ti ulesàd’a ge tà– G.roeseli – biomarqueurs énergétiques – o so atio àd’o g e 
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Rappel du plan expérimental 

Dispositif expérimental : Selon les mêmes protocoles que ceux employés dans les études précédentes, 

des G. roeseli o tà t àa li at sàda sàdeàl’eauàissueàdeàlaà i i eàLaàM holleàa a tàd’ t eàe pos sàdu a tà

72 h à 4 concentrations (0, 0,5, 2,5 et 5 µg.L-1) de 5 tailles de nAg sphériques enrobées de citrate (10, 20, 

40, 60 et 100 nm) comme décrit dans la figure 50. Chaque microcosme était composé de 10 gammares 

lesàetàdeà àdis uesàdeàfeuillesàd’aul eà o ditio esài e g sàda sà à Làd’eauàde la Méholle. En 

aiso àd’e ige esàte h i ues,àl’e positio à à ha u eàdesà àtaillesàdeà ágà à o e t atio sà à à pli ats à

a  été lancée en différé (décalage de 1 journée). 

 

Figure 50 : Pla  e p i e tal si plifi  de l’e p ie e , Cf.Chapit e , ta leau 8) 

Mesures : Lesà dia t esà h d od a i uesà desà à taillesà deà ágà o tà t à ifi sà da sà deà l’eauà

d i alis eà puisà alu sà da sà l’eauà deà laàM holle.à áp sà à hà d’e positio ,à lesà o e t atio sà e à

a ge tàdissousào tà t à esu esàda sàl’eauàai sià ueàlesà o e t atio sàe àa ge tàtotalàda sàl’eauàetàlesà

gammares. Concernant les effets des nAg sur les gammares, sur un même organisme et dès son 

prélèvement du milieu, des mesures de consommation en oxygène suivies de mesures de ventilation ont 

été effectuées sur l’o ga is eà i a t,à puisà desà esu esà deà o e t atio sà e à t igl ides,à p ot i es,à

holest olà età d’a ti it à ET“à o tà t à effe tu esà su à leà o atà ap sà d o g latio .à E à pa all le,à desà

mesures de concentration en argent dans les feuilles, de locomotion et de production de FPOM ont aussi 

été effectuées ; ces mesures sont présentées dans la section « informations supplémentaires » à la fin de 

cette partie. 

Traitement statistiques : Pou àlesàfigu esàajout esàe ài fo atio s,àu eàa o aà àu àfa teu àaàd’a o dà

été effectuée entre les 5 conditions témoins puis 5 anovas à un facteur soit une par taille de nAg ont été 

testées suivies de TukeyHSD. Pour la figure 53 représentant les consommations en oxygène associées au 

nombre et à la surface des nAg, des anovas à un facteur ont été réalisées entre les 3 concentrations. 
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1. Introduction 

Thanks to impressive properties, the nanotechnologies are widely used in many technical applications 

and consumer products generating a great economic interest. Silver nanoparticles (nAg) are particles 

with dimensions less than 100 nm that present a broad spectrum of antimicrobial and optical properties. 

They are consequently among the most exploited in many applications such as biomedical, food 

packaging, cosmetics, textiles, coating or paints (Addo Ntim et al., 2015; Durán et al., 2007; Keller et al., 

2013; Künniger et al., 2014; Marambio-Jones and Hoek, 2010). Several studies pointed out the risk of 

potential nAg release in the environment throughout their entire life cycle, suggesting emission during 

their manufacturing, their incorporation into products, and especially during their use, disposal and 

recycling (Benn and Westerhoff, 2008; Gottschalk and Nowack, 2011; Kaegi et al., 2010; Keller et al., 

2013; Sun et al., 2014). To date, the techniques available and the lack of practical approaches do not 

allow for large scale and routine quantification of nanoparticle emissions and concentrations in the 

environment, making mathematical modelling the preferred tool for predicting the environmental 

concentrations (Gottschalk and Nowack, 2011). Sun et al. (2014) calculated the predicted environmental 

concentrations (PEC) for nAg in the European surface water in the range of ng L-1 as previously estimated 

by Gottschalk et al. (2009). Now, one of the main priorities is to address an appropriate risk assessment 

for freshwater ecosystems by using environmentally realistic exposure concentrations and media. Even 

if, for aquatic organisms, the risk quotient based on the PEC was low for nAg (Gottschalk et al., 2009), 
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further investigations are still needed because the growing production and use of the silver 

nanomaterials may lead to an increase of their environmental concentrations. 

 The risk may be associated with the nanoparticulate form of silver, and/or, with the release of 

dissolved silver by oxidative dissolution which strongly depends on the physico-chemical characteristics 

of the water and on the nAg size (Lee et al., 2012; Liu and Hurt, 2010; Peretyazhko et al., 2014). Silver is 

recognised as highly toxic for aquatic organisms even at very low concentrations (Arce Funck et al., 2013; 

Ratte, 1999). Many studies showed that nAg could exert biological effects that could not be attributed to 

the release of dissolved silver, suggesting a real toxicity of the nanoparticulate form (Chae et al., 2009; 

Gomes et al., 2014; Griffitt et al., 2008). Mo eo e ,à it’sà o à ellà ad ittedà thatà ágà to i it à isà size-

dependant, increasing toxicity being associated with decreasing size (Carlson et al., 2008; Hoheisel et al., 

2012). Silver nanoparticles were found to induce DNA damages, cytotoxicity, oxidative stress, antitoxic 

and antioxidant responses in fishes and bivalves (Chae et al., 2009; Farkas et al., 2011; Lapresta-

Fernandez et al., 2012; Garaud et al, in prep).  

Freshwater gammarids are now widely used in ecotoxicological surveys because they are widespread 

in various freshwater systems, easy to handle during laboratory testing and especially because they 

allow assessing effects of pollutants both on the organism itself and on the ecosystem functioning 

(Andreï al., in press). Surprisingly, studies about the effects of nanoparticles on freshwater gammarids 

are scarce. The present work used Gammarus roeseli (Gervais, 1835) as a model to study 

ecophysiological effects of nAg. 

In a potential scenario of release, the gills of aquatic organisms appear to be in direct contact with the 

contaminant and could be primarily impacted. Effects of nAg on the gills and on the respiratory process 

are well documented for fish organisms (Bilberg et al., 2010; Cowart et al., 2011; Farkas et al., 2011; 

Griffitt et al., 2012). It has been shown for example, that nAg could increase the gill thickness and reduce 

oxygen transport, leading to an internal organism hypoxia (Bilberg et al., 2010; Griffitt et al., 2012). Other 

studies conducted in gammarids reported effects of metals on ventilation (Arce Funck et al., 2013; Felten 

et al., 2008) or on electron system transport activity (ETS, Schmidlin et al., 2015). Here we hypothesized 

that nAg may affect ecophysiology of G. roeseli by altering respiratory process and in consequence 

energy supply. In this context, we investigated ventilation activity and oxygen consumption of 

gammarids. To look at energy supply, we measured ETS activity indicating the use of oxygen in 

mitochondria to complete the production of ATP and we assessed the concentrations of energetic 
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reserves (triglycerides, proteins, cholesterol) as they are substrates for cell to produce ATP (Garaud et al., 

2015; Sroda and Cossu-Leguille, 2011). 

The present study provides a realistic scenario of contamination in a freshwater ecosystem. 

Gammarids were exposed to very low range of nAg concentrations in natural water retrieved from a 

stream and supplemented with food. The objectives were first to evaluate the effects of nAg on 

respiratory and energy supply processes and to determine whether this set of energetic endpoints could 

be an effective tool to assess the effects of nAg in gammarids. Finally, we also aimed to determine 

whether the effects were dependent on the concentration and the size of nAg. 

2. Material and methods 

2.1 Silver nanoparticle characterization  

Five sizes of spherical nAg (10, 20, 40, 60 and 100 nm) suspended in a citrate buffer stabilizer capping 

agent were purchased from Nanocomposix Europe (Prague, Czech Republic). The stock solutions, with a 

silver concentration of 0.02 mg mL-1 were stored in the dark at 4°C. Hydrodynamic diameters of the 

tested nAg were assessed by using a particle particle tracker (NanoSight 500, Malvern Instrument Ltd, 

UK). The nAg size distribution was also characterized in the natural water from La Meholle used for the 

exposure. Those measurements were performed with the 5 nAg sizes at 5 µg L-1but also at a higher 

optimal concentration of 100 µg L-1.  

 

2.2. Biological material collection and maintenance 

The water used during the experiment was sampled in November 2014 in a reference stream La 

Méholle (Void-Vacon, N-E France). The water was filtered using glass microfibre filters (90 mm diameter, 

pore size 1.2 µm, Whatman®) to remove suspended particles and stored at 12°C in the dark (48 h before 

the start of the experiment). 

Gammarus roeseli (Crustacea, Amphipoda) were collected from the river La Nied (Remilly, N-E 

France). Male gammarids without observable parasit were selected. They were acclimated for 3 days by 

gradual replacement of their water of origin by the test water (La Méholle). Then, they were let in the La 

Méholle water during 6 to 10 days before being used. During all the acclimation period, they were fed ad 

libitum with alder leaves (Alnus glutinosa) with a 16:8 h light:dark cycle.  

During the experiment, the gammarids were fed with senescent dried alder leaves. Leaf-disks of 16 

mm diameter were cut, placed in nylon bags (mesh-size 500 µm) and immersed in the La Méholle stream 
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to allow them to be conditioned by microorganisms. After 12 days of conditioning, the disks were 

retrieved and dried during 48h at 105°C before being used.  

2.3. Exposure design 

All exposures were performed under controlled parameters [12.1 ± 0.2°C; 16:8 h light: dark cycles]. 

Test solutions were prepared by diluting the nAg stock suspension (0.02 mg mL-1) with filtered and 

oxygen saturated La Méholle water to obtain nominal concentrations of 0, 0.5, 2.5 and 5 µg L-1.  

For each treatment (5 nAg sizes 10, 20, 40, 60 and 100 nm and 4 concentrations 0, 0.5, 2.5 and 5 µg L-

1), a 48 h silver saturation of polypropylene microcosms was applied with the relevant exposure 

concentrations (4 replicates/condition). Then, the preconditioning solution was replaced by 300 mL of 

exposure solution per microcosm (each containing 4 alder discs). Ten gammarids per replicate sample 

were then exposed for 72 h. The saturation and exposure experiments were started with a delay of 24 h 

between each size. In each microcosm (n= 80), 2 water samples of 4 mL were removed after 72 h to 

determine the final [Ag]total and [Ag]dissolved. Samples were taken from middle of the water column taking 

care not to remove the particles that have settled at the bottom. Dissolved Ag was separated from the 

nanoparticulate form using Amicon® ultra-15 centrifugal filter devices (porosity 3 kDa, centrifuged for 40 

min at 5,000 x g). Concentrations were measured using Atomic Absorption Spectroscopy (AAS, Detection 

Limit: 0.1 µg L-1) analysis after 1% HNO3 acidification. The percentage of dissolution was then calculated 

as the ratio of dissolved [Ag] to total [Ag]. At the end of the experiment, gammarids  were retrieved, 

used for analyses or stored at -80°C before treatment.  

2.4. Biological endpoints  

2.4.1. Survival 

Every 24h, the number of living G. roeseli was counted and the dead organisms were removed. 

2.4.2. Silver concentration in gammarids 

After 72h of nAg exposure, a pool of 3 organisms per replicate were randomly collected, dried on 

filtered paper, frozen at -80°C, dried during 48h at 105°C and weighed. The samples were digested in 

nitric acid (HNO3, LGC Standards) and hydrogen peroxide (H2O2, Fisher scientific). The mineralization was 

performed with a microwave reaction system before silver analysis by inductively coupled plasma-mass 

spectrometry (ICP-MS, XSERIES 2I, ThermoFisher Scientific). Silver concentrations in gammarids were 

expressed as µg g-1 of dry mass.  

2.4.3. Respiration and energetic markers 
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2.4.3.1. Oxygen consumption  

Assessment of gammarids respiration were performed with a respirometer Unisense Microrespiration 

System (UNISENSE A/S, Aarhus Denmark) which is able to measure the oxygen consumption in real time 

in small water volumes with very low detection limits. At the end of the experiment, one gammarid per 

replicate sample was gently collected and disposed in a 2 mL chamber containing uncontaminated La 

Méholle water, filtered and oxygen saturated. The oxygen concentration decrease corresponding to the 

gammarid oxygen consumption in the chamber was measured with a microsensor during 30 minutes. 

Two simultaneous analyses on two gammarids were possible by using 2 different chambers and 2 

microsensors. The consumption curves were viewable online in real time. The oxygen consumption rates 

were then calculated with linear regression performed in regular curve portions and the results were 

expressed as mg O2/mg gammarid dried mass/hour.  

The relationship between oxygen consumption and silver concentrations in gammarids (see section 

2.4.2.) was assessed thanks to a linear model. 

2.4.3.2. Ventilation 

Measurements of gammarids ventilation were performed by counting the pleopod beating frequency 

according to Felten et al. (2008). Pleopods are appendages in constant beating to permit a better oxygen 

uptake by the gills (Sutcliffe, 1984). After the oxygen consumption measurements, the gammarids were 

removed from the analytic chamber and transferred individually in a well of a 24-wells microplate 

containing 2 mL of the uncontaminated filtered La Méholle water. After 30 seconds of acclimation, video 

recordings of the pleopod beating were performed during 30 seconds. The gammarids were then 

retrieved and stored at -80°C before energetic biomarkers analysis. The videos were analysed several 

days after by counting the number of beating during 10 seconds and 3 times for a same organism. The 

results were calculated as the ratio of the pleopod beat/min in contaminated gammarids to that in 

control organisms and expressed as percentage  

2.4.3.3. Energetic biomarkers 

Gammarids used for the oxygen consumption and the ventilation measurements and then stored at -

80°C were defrosted at 4°C, gently dried on an absorbent paper and weighed. Then, as described in 

Garaud et al., in prep and Sroda and Cossu-Leguille, (2010), they were immersed in a phosphate buffer 

(50 mM, pH 7.6 supplemented with 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 1 mM L-serine 

borate mixture as protease inhibitors) with a 4/1 volume/weight ratio before to be mechanically 
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grounded during 2 rounds of 30 seconds with a beadbeater (Retsch MM301). The homogenates were 

then centrifuged during 5 minutes at 250 g and 4 °C to remove the cuticule fragments. The supernatants 

were recovered for biomarker measurements with the automated colorimetric methods and the 

protocols developed by Garaud et al. (2015) on the Konelab 20-XTi (Thermo Scientific). 

First, a Scal bovine-based serum purchased from Thermo-Scientific was used to performe calibrations 

curves for the protein, triglyceride and cholesterol analyses. The concentrations were then measured by 

using the ready-to-use reagents and the protocols established by (Garaud, 2015) for Dreissena 

polymorpha, and adapted for gammarids. Results were expressed in mg. g fresh weight-1 (mg.gfw-1). 

Measurements of the electron transport system (ETS) mitochondrial activity were also performed 

with the same supernatant sample following the (Garaud, 2015) method adapted from Owens and King, 

(1975) and De Coen and Janssen, (1997) and automated on the Konelab. The results were expressed in in 

µmol O2. g fresh weight-1.h-1 (µmolO2/gFW/h). 

2.5. Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using R 3.1.0 (R Development Core Team, 2014). Parametric 

conditions before the one-way anova were verified for silver concentrations in gammarids but not for 

those in water, so respectively a one-way anova and a Kruskal-Wallis ANOVA were performed. For 

oxygen consumption data, a one way anova was performed to test the difference between the 5 control 

conditions and because the measurements were performed with a 24 h delay between each size 

conditions, a one-way anova was conducted for each of them (n=16). When significant differences were 

evidenced, post-hoc tests were performed (Tukey HSD for Anova, kruskalmc function of the pgirmess 

library for the non-parametric data). To assess general patterns of respiration and energetic markers 

response to nAg size and concentration, we performed a linear discriminant analysis (function lda of the 

library MASS and discDA of the library DiscriMiner). The overall significance of the model was based on 

the Wilk's statistic following a MANOVA.  

3. Results 

3.1. Silver nanoparticle characterization 

The hydrodynamic diameters of the nAg measured in deionized water were consistent with the 

manufacturer measurements (Table 1). The particle size distribution in the samples of La Meholle spiked 

with 5 µg L-1 of nAg were similar to particle size distribution curve of the La Meholle river without any 

nAg indicating that concentrations were under the limit of detection. However, the nanoparticle 
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characterization at 100 µg L-1 of the 10, 20, 40, 60 and 100 nm nAg in La Meholle water showed particles 

with hydrodynamic diameters of 56 ± 3.1, 84 ± 16.8, 90 ± 4.7, 69 ± 6.1 and 88 ± 5.4 nm respectively, 

indicating that La Meholle water had modified the nAg size distribution (SI Figure S1). 

Table 1: Hydrodynamic diameters provided by the manufacturer Nanocomposix and hydrodynamic 

diameters measured with a NanoSight 500 (Malvern Instrument Ltd, UK) before the start of the 

experiment. 

 

3.2. Concentrations of silver in water and in gammarids 

At the start of the experiment, the mean silver initial concentrations measured in the test solutions 

were checked for 0, 0.5, 2.5 and 5 µg.L-1: <DL, 0.10 ± 0.07, 1.34 ± 0.18 and 3.56 ± 0.52 respectively. 

The total silver concentrations (mean ± SD) measured in the water at the end of the experiment were 

summarized in the Table 2. After a significant difference detection between all the conditions (Kruskal-

Wallis test, chi-squared=59.9, 15 df, p<0.001), the post-hoc analysis performed on the means of the 

exposure concentrations detected independently of the nAg size, observed statistical differences 

between all the concentrations after 72h, excepted between the control and 0.5 µg L-1 concentrations 

(Kruskalmc test, >0.05). 

Table 2: Mean (± S.D.) total silver concentration (µg.L
-1

) in the water exposed to 4 nominal concentrations 

(0, 0.5, 2.5 and 5 µg L
-1

) of 5 nAg size (10, 20, 40, 60 and 100 nm) after 72 h. DL: detection limit (0.1 µg L
-

1
). 
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The presence of dissolved silver was monitored and its concentration was under the AAS detection 

limits of 0.1 µg L-1 for all the conditions and the totality of the samples. 

Concentrations measured in gammarids exposed to 5 µg L-1 of nAg 10 nm and 40 nm were 

respectively 5 and 3 times higher compared to the control (figure 1). Indeed, for the nAg 10 nm 

conditions, the concentration measured at 5 µg.L-1 were also 6 times higher compared to the 

concentrations at 0.5 µg L-1. The other exposure conditions did not induce silver concentration in G. 

roeseli different from the control. 

 

Figure 1:  Mean (+ S.D.) silver concentration in gammarids exposed to 4 concentrations (0, 0.5, 2.5 and 5 

µg L
-1

) of 5 nAg sizes (10, 20, 40, 60 and 100 nm) after 72 h. Groups with the same letters are not 

significantly different (one-way anova; Tukey HSD; n=3). 

3.3. Biological endpoints 

3.3.1. Survival 

Survival rates ranged from 83% to 100% and the exposure to nAg did not induce significant gammarid 

mortality compared to the control. 

3.3.2. Discriminant analysis performed with respiration and energetic responses 

The discriminant analysis performed with the data obtained from 6 energetic markers (detailed 

values in SI Table S1) is presented in the Figure 2.  

The LDA evidenced that energetic markers were able to discriminate between nAg size and 

-5. The first two discriminant functions 

explained 86% of the overall variance, while the error rate remaining quite high (56%). That could be 

easily explained by the similarity of responses between the control of each nAg size, leading to numerous 
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misclassifications. The LDA also show that the smallest in the nAg, the higher is the dispersion according 

to concentration in the first axis. 

Finally, in the set of energetic biomarkers, only one biomarker was significant:  the oxygen 

consumption with a p-value =2.18 10-14. 

 

Figure 2: Discriminant analysis coupling 6 energetic biomarker responses (oxygen consumption, 

ventilation, ETS activity and concentrations of triglyceride, protein and cholesterol) measured on one G. 

roeseli for gammarids exposed to 4 concentrations (0, 0.5, 2.5 and 5 µg L
-1

) of 5 nAg sizes (10, 20, 40, 60 

and 100 nm) after 72 h (n=4; Wilks p-value=1.7 10
-5

; error rate= 0.56).  

3.3.3. Oxygen consumption 

Significant differences between concentrations were detected for 3 nAg sizes out 5 (Fig.3): 10 nm 

(one way anova, F=47.55, 3 df, p<0.001), 20 nm (one way ANOVA, F=19.03, 3 df, p<0.001) and 40 nm 

(one way anova, F=8.35, 3 df, p<0.001). For the 10 nm conditions, the gammarid oxygen consumptions 

were significantly different between all the exposure concentrations with the highest oxygen 

consumption at the nAg concentration of 5 µg L-1. For the nAg 20 nm conditions, exposure at 2.5 and 5 

µg L-1 induced a significantly higher oxygen consumption compared to the control. For the nAg 40 

conditions, the gammarid oxygen consumption was statistically higher after exposure at 2.5 and 5 µg L-1 

than after exposure to the control. 
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Figure 3: Mean (+ S.D.) oxygen consumption of G. roeseli exposed to 4 concentrations (0, 0.5, 2.5 and 5 

µg L
-1

) of 5 nAg sizes (10, 20, 40, 60 and 100 nm) after 72 h. For each nAg size, asterisks represent the 

one-way anova p-value results of the concentration effects and the groups with the same letters are not 

significantly different (Tukey HSD; n=4). 

3.3.4. Relationship between nAg gammarid concentrations and oxygen consumption  

The linear model built between the data obtained for the silver concentrations in G. roeseli and the 

oxygen consumption was significant (F=33.88, 1 and 14df, p-value<0.001) and shows a strong effect of 

nAg concentration measured in gammarids on individual oxygen consumption. 

 

Figure 4: Linear model built between the data obtained for the silver concentrations in G. roeseli and the 

oxygen consumption 
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4. Discussion 

4.1. Silver characterization and concentrations 

The exposure conditions and especially the very low nAg concentrations tested in the present study did 

not allow us to determine the size distribution of particles in our experimental media because of the 

detection limit of the particle tracker Nanosight (108 particles mL-1). In order to investigate the effect of 

La Meholle water on the particle distribution in our experimental water, the tracking analysis was 

performed at higher concentration 100 µg L-1) which is environmentally unrealistic but brings insight 

about behavior of nanoparticles in this particular media. The nAg hydrodynamic diameters measured in 

the complex matrix of La Meholle water were larger than pristine nAg showing a probable complexation 

and agglomeration of the nAg related to the water physicochemical properties. Gao et al. (2009) showed 

that the water chemistry (e.g: dissolved organic carbon, ionic strength and pH) might affect the 

nanoparticle dispersion and size distribution. For example, pristine nAg of 20 to 30 nm displayed 

diameters of approximately 100 nm when placed in deionized water and of approximately 400 nm in the 

Suwannee river water. Natural water also contains natural organic matter like fulvic and humic acids that 

are known to play a key role in nanoparticle sorption and could mitigate their bioavailability (Bernhardt 

et al., 2010; Maurer-Jones et al., 2013). Regarding our results and those of previously published works, 

even if the measurements were not done at the same exposure concentrations as we used for 

gammarids, we could nevertheless assume that the effects observed on gammarids might be due to 

complexed or aggregated nanoparticles. 

Silver nanoparticles can also release ionic silver by oxidative dissolution (Liu and Hurt, 2010) and there is 

a general agreement that toxicity is partly due to the slow release of ionic silver from nAg (Behra et al., 

2013; Kittler et al., 2010). The dissolution rate depends on the nanoparticle itself (size, coating, surface 

functionalization), but also on the water chemistry (temperature, pH, presence of Ag+. In the present 

study, no dissolution was detected for the 5 nAg sizes tested in the stock solutions and in each 

microcosm after 72h. As our experiments were conducted by adding nanoparticles in natural river water, 

it is suggested that physico-chemical conditions did not favor nAg dissolution: low temperature (12°C), 

natural river pH (8.1) and the presence of natural organic matter may explain the absence of dissolution 

process (Liu and Hurt, 2010). 

The measurements of Ag concentrations in G. roeseli showed that after 72 h of nAg exposure, silver was 

present only in gammarids exposed to the highest concentration of 5 µg.L-1 of the two sizes of 10 and 40 

nm. For the smallest nAg 10 nm size, the concentration in gammarids was dependant of the initial 

exposure concentration, with a silver concentration in G. roeseli at 5 µg.L-1 significantly higher than at 0.5 
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µg.L-1. In the present study we did not investigate whether the presence of silver results from 

bioaccumulation and whether silver is in nanoparticulate form in gammarids. Several studies have 

already documented the uptake and accumulation of Ag or nAg in aquatic organisms such as crustacea, 

gastropod or fish (Asghari et al., 2012; Croteau et al., 2011; Farkas et al., 2011; Griffitt et al., 2012) and 

shown that silver tissue contents was depending of the particle size (Gaiser et al., 2012). Auffan et al. 

(2009) found size-dependent interfacial properties and reactivity of nanoparticles which enhanced 

adsorption for nanoparticles of 30 nm or less and Morones et al. (2005) observed direct interaction of 

individual nAg with the membrane of Gram-negative bacteria preferentially for nAg of 1 to 10 nm in 

diameter (high angle annular dark field HAADF scanning transmission electron microscopy STEM). These 

authors also observed these nAg inside the bacteria cells, suggesting membrane interaction is needed 

before the uptake. After 48 h of zebrafish embryos exposure to 25 µg.mL-1 of small nAg (BSA coating) of 

5-20 nm, Asharani et al. (2008) also observed, with TEM images, the presence of nAg inside the cells  

preferentially accumulated in the nucleus. By using a NanoSIMS approach, Georgantzopoulou et al. 

(2013) observed nAg in the gut lumen of D. magna after a 48 h exposure of 0.1 mg.L-1 of 20 and 200 nm. 

However and in contrast to the previously cited works, only the largest ones (200 nm) have passed the 

peritrophic membrane and have slightly entered into intercellular spaces within the epithelial layer. 

Together these results highlighted that exposure to nAg could induce accumulation of Ag in the 

nanoparticulate form in tissues or cells. In our study and in most of the works reported in the literature,  

small nAg seem to be the most adsorbed and/or absorbed and then could be responsible for toxicity at 

the organism level. Indeed, the size-dependent crystalline structure of nanoparticles can influence their 

reactivity suggesting possible size dependence in toxicity (Auffan et al., 2009). 

4.2. Biological endpoints 

4.2.1. Survival 

Low concentrations of nAg did not induce a significant gammarid mortality during the 72 h exposure 

period for the 5 nAg sizes studied. These results were consistent with the studies of Andreï et al. (2015) 

and Mehennaoui et al. (2015) which did not observe mortality of gammarids at the same 

environmentally realistic concentrations.  

4.2.2. Respiration and energetic responses 

The overall result of the discriminant analysis performed with all the biological responses give a 

regular repartition of experimental groups along a gradient ranging from exposure to low concentrations 

that were close to the control conditions, to exposure to the highest ones. This repartition suggests that 
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nAg biological effects were dependent on the concentrations, whereas a size effect was not clearly 

evidenced. However, detailing the results of the discriminant analysis shows that the repartition of 

experimental groups was only driven by the oxygen consumption parameter. In our study, oxygen 

consumption was increased in exposed gammarids along the concentration gradient. This increase was 

highly significant for exposures to the smallest nAg (20 and 10 nm and in a lesser extent 40nm), whereas 

it was not significant for the largest ones (60 and 100 nm). It is now well admitted that small nAg induce 

higher toxicity than large ones (Auffan et al., 2009; Bar-Ilan et al., 2009; Hoheisel et al., 2012; Morones et 

al., 2005), what is mainly explained by a high generation of ROS by small nanoparticles (Auffan et al., 

2009; Carlson et al., 2008; Choi and Hu, 2008). 

Whereas the oxygen consumption by gammarids was increased in our experiments, other studies 

showed a decrease in other gammarids (Simcic and Brancelj, 2006; Sutcliffe, 1984) exposed to acute 

concentrations of metal such as copper mercury and silver (Jones, 1941). Concerning the effect of nAg 

exposure on oxygen consumption, studies in fish failed to demonstrate any modification (Bilberg et al., 

2010; Cowart et al., 2011). For crustaceans, Ketpadung and Tangkrock-Olan (2006) measured an increase 

of the respiration rate in marine blue crabs (Portunus pelagicus) exposed to increasing copper 

concentration. This increased oxygen uptake was related to the establishment of an escape response 

(needing to increase energy supply and then ATP production in mitochondria, what requires O2 as a final 

electron acceptor) or to the establishment of an internal hypoxia requiring a compensation by an 

increased uptake (Ketpadung and Tangkrock-Olan, 2006). Whether the increase in oxygen consumption 

we measured in gammarids can be the result of an escape behavior cannot be concluded from our 

results, but previous works reported rather a decrease of the locomotor activity after a nAg exposure 

(Andreï et al., in press ; Mehennaoui et al., in prep), invalidating this hypothesis for gammarids. In 

contrast, the establishment of an internal hypoxia may be an explanation for our results. Indeed as 

explained by Sutcliffe (1984), a strong difference between two partial pressures of oxygen (PO2), for 

example between high PO2 in water and low PO2 in gammarids, induced a high oxygen diffusion rate 

from water to gammarids. If nAg provoked an internal hypoxia in gammarids exposed to the highest 

concentrations, replacing individuals in microrespiration chambers where oxygen was at saturation may 

have accelerated the diffusion rate towards the gills cells, generating the high oxygen consumption we 

reported. One of the most studied toxicity paradigm for nAg is the generation of reactive oxygen species 

(ROS, Carlson et al., 2008; Choi et al., 2010; Lapresta-Fernandez et al., 2012; Xia et al., 2006) and (Eom et 

al., 2013) demonstrated that a ROS induction following nAg exposure in Caenorhabditis elegans may 

have induced the hypoxia inducible factor-1 (HIF-1), a protein acting as a transcription factor regulating 
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physiological pathways responsible for improvement of O2 transport. This findings support the 

hypothesis that hypoxia may have resulted from nAg exposure in our study. 

Whereas oxygen consumption was clearly increased in our study, ventilation activity remained 

unchanged. For gammarids, ventilation corresponds to the beating of pleopods in front of gills, then 

favoring O2 diffusion towards gills cells. It is surprising that hypoxia we assumed in gammarids was not 

yet reflected in an increased ventilion activity. 

Likewise, ETS activity and energetic reserves remained unchanged during the exposure of gammarids 

to nAg, as if the uptake of oxygen was not (yet) reflecting an increased energy need. However, energetic 

biomarkers are known as good tools to assess the effects of a toxic stress on the organism energy budget 

(De Coen and Janssen, 1997; Verslycke et al., 2004). The cellular energy allocation (CEA) can be studied in 

organisms by measuring both energy available (Ea) namely protein, lipid and carbohydrate contents, and 

energy consumed (Ec) through the ETS activity permitting an evaluation of a oxygen consumed rate (De 

Coen and Janssen, 1997; Gomes et al., 2015; Olsen et al., 2008). After a pesticide exposure (0.072 and 

0.100 µg.L-1 of chlorpyrifos), the estuarine shrimp Neomysis integer  has been affected for both Ea and Ec 

with more pronounced effects for the protein content and the ETS activity (Verslycke et al., 2004). 

Meanwhile, the exposure of N. integer to the pesticide revealed a significant increase in respiration rate 

at increasing concentration, as observed in our study. 

Further investigations are needed to confirm these results and better understand both the 

modification of oxygen budget in the gammarids under nAg exposure and the putative impacts on the 

energy metabolism. 

5. Conclusion 

The present study showed that for environmentally realistic exposure conditions (low nAg 

concentrations in a natural water sampled in a river), silver was recovered in the water and in G. roeseli 

after 72h of nAg exposure. We showed that nAg affected ecophysiological responses in G. roeseli and the 

main impact reported was an increase oxygen consumption related to the silver concentrations and on 

the nanoparticle sizes. Increased oxygen uptake may have been related to the establishment of internal 

hypoxia, but further experiments are needed to determine the mechanisms underlying these findings. 

Nevertheless, effects observed from the very low exposure concentration of 0.5 µg.L-1 for the small nAg 

size showed a new insight of potential environmental impact associated with the release of nAg in 

natural ecosystem. 
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Figure S1: Hydrodynamic diameter measurements and particle size distribution (NanoSight 500, Malvern 

Instrument Ltd, UK) of A) the La Méholle water and B) the nAg of 10 nm, C) 20 nm, D) 40 nm, E) 60 nm 

and F) 100 nm at 100 µg L
-1

 in La Méholle water. 
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Table S1 : Means (± S.D.) biomarker responses of G. roeseli exposed to 4 concentrations (0, 0.5, 2.5 and 5 

µg L
-1

) of 5 nAg sizes (10, 20, 40, 60 and 100 nm) after 72 h. 
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Informations supplémentaires 

 Résultats - Discussion :  

 

1. Concentrations e àa ge tàda sàlesàfeuillesàd’aul e 

Lesà sultatsà o e a tà lesà o e t atio sà e à a ge tà dos esà da sà lesà dis uesà deà feuillesà d’aul eà

o espo de t,à pou à ha u eà desà o ditio s,à auà dosageà d’u à u i ueà ha tillo à o pos à deà dis uesà

appartenant aux 4 réplicats (Figure 50). Cette mesure montre néanmoins des profils de contamination 

cohérents avec ceux observés pour les gammares et montrant des concentrations en argent qui 

semblent être plus élevées pour les nAg de 10 nm  à 2,5 et 5 µg.L-1. 

 

Figure 50 : Mesu es des o e t atio s e  a ge t total dos es da s les feuilles d’aul e ap s  h d’u e e positio  

aux 5 tailles de nAg (10, 20, 40, 60 et 100 nm) pour 4 concentrations : 0 ; 0,5 ; 2,5 et 5 µg.L
-1

 (n=1). 

2. Locomotion 

L’anova à un facteur a montré une homogénéité significative des pourcentages de locomotion chez 

les organismes témoins. Chez les gammares exposés aux nAg de 10 et 40 nm à 0,5 et 2,5 µg.L-1 l’a ti it à

de locomotion a été significativement diminuée par rapport à celle mesurée chez les témoins, 

contrairement à la condition de 2,5 µg.L-1 de nAg de 20 nm, qui elle, a entrainé une augmentation (Figure 

51).àCesà sultatsàso tàdiffi ilesà ài te p te à ota e tàe à eà uià o e eàl’a se eàd’effetàdesà ágà à

et 40 nm à 5 µg.L-1.à Da sà laà litt atu eà à deà o eusesà ep ises,à desà du tio sà deà l’a ti it à deà
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locomotion chez des gammares soumis à une contamination métallique ont été rapportées pour toutes 

les concentrations supérieures à une concentration seuil avec parfois une relation dose-réponse (Arce 

Funck et al., 2013; Lawrence and Poulter, 1998; Vellinger et al., 2013). Dans cette étude, cette relation 

dose- po seà ’aà pasà t à o se eà toutà o eà l’e iste eà d’effetsà d pe da tsà deà laà tailleà desà ág.à

L’i t tàd’ tudie àu eàga eàdeàtaillesàs’a eàpe ti e te,à a àsiàl’e p ie eàa aità t àeffe tu eàsu àlesà

2 tailles extrêmes de 10 et 100 nm, un effet lié au diamètre des nAg aurait pu être supposé. Cependant à 

laàlu i eàdesà sultatsào te usàpou àlesààtaillesài te diai es,àl’h poth seàd’u eà elatio àeffet-taille ne 

peut être retenue.   

 

Figure 51: Moyennes (± écart-t pes  des esu es de lo o otio  hez les ga a es ap s  h d’e positio  à  

tailles de nAg (10, 20, 40, 60 et 100 nm) pour 4 concentrations 0 ; 0,5 ; 2,5 et 5 µg.L
-1

 (n=60). Les mesures relatives 

aux nAg 60 nm sont manquantes et les groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

3. Production de FPOM 

Des baisses significatives de production de FPOM ont été observées uniquement dans les conditions 

de contamination relatives aux nAg de 10 nm (Figure 52 anova à un facteur, F-value= 3,56, ddl=3, p-

value<0,05). Les résultats des tests post-hoc TukeyHSD ont montré que seule la plus forte concentration 

de 5 µg.L-1  entrainait des réponses statistiquement différentes de celles des témoins. Ce profil de 

réponse a déjà été obse àda sàl’e p ie eà1B pou àlesà ágàdeà àetà à .àI i,àetà o eàl’ tudeà ’aà

pas été élaborée pour mesurer spécifiquement ce paramètre, des conditions témoins composés 

u i ue e tàduà ilieuàd’e positio àetàdeàdis uesàdeà feuillesà sa sà ga a eà ’o tàpasà té testées. Les 
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données présentées ne correspondent donc pas aux quantités de FPOM produites uniquement par les 

gammares mais prennent aussi en compte celles produites par les microorganismes.  

Co eà elaàaàd j à t ào se àpou à lesà sultatsàd’a ti it àde locomotion, les effets de la plus petite 

taille de 10 nm sont statistiquement différents de ceux des deux plus grandes de 60 et 100 nm (Kruskal-

Wallis, ddl=4 et p-value<0,001, tests post-hoc). Mais à nouveau,  la prise en compte des résultats 

obtenus pour l’e se leàdeàlaàga eàdeàtailleà eàpe etàpasàdeà o lu eà ua tà àl’e iste eàd’u àeffetà

taille-dépendant.  

 

Figure 52 : Moyennes (± écart-t pes  des esu es de p odu tio  de FPOM pa  les G. oeseli ap s  h d’e positio  à 

5 tailles de nAg (10, 20, 40, 60 et 100 nm) pour 4 concentrations 0 ; 0,5 ; 2,5 et 5 µg.L
-1

 (n=60). Les groupes de 

mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

 Dis ussio àdesà sultatsào te usàpou àlaà o so atio àd’o g eàdesàga a esàe à aiso a tà

su àleà o eàdeàpa ti ulesàetàleu àsu fa eàda sàlesà ilieu àd’e positio à 

Classiquement, les effets des nanoparticules, et dans le cas présent des nAg, sont évalués en fonction 

desà ua tit sà d’a ge tà i t oduitesà da sà leà ilieuà d’e positio .à O ,à o eà elaà aà t à d ità da sà leà

hapit eà ,àu eà a opa ti uleàposs de,à e tesàu à o auà o pos àd’u à at ielàpote tielle e tàto i ue,à

mais elle dispose égale e tàd’u eàtailleàetàd’u eàsu fa eàsp ifi ueà uiàpeu e tàelles-aussi entrainer des 

effets.àDa sà etteà tude,àl’o je tifàdeàteste àpou àu eà eà o e t atio àe àa ge t,àplusieu sàtaillesàdeà

ágà pa taità do à d’u à postulatà ueà lesà effetsà o se sà pou aie t être induits par le matériel argent 

inégalement distribué dans le milieu : en millions de petites particules ou en particules plus grandes mais 

e àplusà fai lesà ua tit s.à E à pa ta tà ai te a tà duà postulatà ueà l’effetà ’estàpasà d à auà talà a ge tà
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mais à l’i t usio à deà a opa ti ulesà da sà u eà st u tu eà iologi ueà ouà e o eà à leu à adso ptio à

empêchant le bon fonctionnement de cette structure, et ce, indépendamment du matériel qui les 

o pose,à laà ep se tatio à desà sultatsà peutà eà plusà s’e isage à pa à apport à une gamme de 

concentrations, mais plutôt par rapport au nombre ou à la surface de nanoparticules introduites dans le 

milieu. Dans cette étude, les mesures de consommation en oxygène sont en étroite relation avec les 

structures branchiales des gammares elles-mêmes en contact potentiellement direct avec les nAg 

présentes dans le milieuà d’e positio .à Da sà laà figu eà  présentée ci-dessous les mesures de 

o so atio àd’o g eàdesàga a esàau à à o e t atio sàd’e positio àdesà àtaillesàdeà ágào tà t à

présentées en parallèle des quantités de nanoparticules (Figure 53A) et des surfaces de nanoparticule 

(Figure 53B à i t oduitesà e à d utà d’e p ie e.à Cesà aleu sà o tà t à o te ues,à pa à al ulà à l’aideà desà

données de quantités et de surface des nAg des solutions stock et ont été rapportées à nos 

o e t atio sà o i alesàd’e positio .àCesà sultatsà o t e tàlogi ue e tà ueàpou àu eà o e t atio à

donnée, les nAg de 10 nm sont les plus nombreuses et représentent la surface la plus élevée. En 

raisonnant en termes de surface des nAg, on observe par exemple dans la figure 53B des aires de surface 

qui semble être équivalente entre les nAg de 10 nm à 0,5 µg.L-1 et de 100 nm à 5 µg.L-1 (entourées en 

bleu); entre les nAg de 10 nm à 2,5 µg.L-1 et de 20 nm à 5 µg.L-1 (entourées en vert) ; entre les nAg de 20 

nm à 2,5 µg.L-1 et de 40 nm à 5 µg.L-1 (entourées en orange) et entre les nAg de 40 nm à 2,5 µg.L-1 et de 

60 nm à 5 µg.L-1 (entourées en violet) . Pour chacun de ces couples constitués de concentrations 

d’e position différentes mais de surfaces nanoparticulaires totales proches, les résultats de 

o so atio à e à o g eà s’a e tà gale e tà p o hes,à ou a tà ai sià su à deà o eu à

questionnements : observe-t-o àu àeffetàdeàl’a ge tàouàu àeffetàd à àl’adso ptio àdeà a oparticules sur 

les branchies ou est-ce un mix des deux ?à áà l’a e i ,à da sà lesà testsà d’ oto i it ,à u eà plusà g a deà

importance devrait être donnée aux quantités et aux surfaces des nanoparticules étudiées afin de mieux 

comprendre les causes des effets dus aux nanoparticules.   
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Figure 53 : Moyennes (+ écart-t pes  des esu es de o so atio  d’o g e des ga a es e pos s au   

concentrations (0,5, 2,5 et 5 µg.L
-1

) des 5 tailles de nAg (10, 20, 40, 60, et 100 nm), par rapport A) aux quantités de 

Ag ou B  à la su fa e totale de Ag i t oduites da s les ilieu  d’e positio . 
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BILAN 

Les résultats décrits dans ce chapitre permettent de mettre en exergue différentes conclusions 

- Des effets des nAg sur le genre Gammarus sp. ont pu être observés pour de faibles 

o e t atio sàetàda sàdesà o ditio sàd’e positio àe i o e e tale e tà alistes. 

- Le niveau cellulai eà ’estàpeut- t eàpasàleà ieu àadapt àpou àl’ aluatio àdeàleu sàeffetsàsu àlesà

gammares. 

- áuà o t ai e,àsu àleàpla àph siologi ue,àl’ tudeàdeàlaà espi atio àdesào ga is esà iaàdesà esu esà

de consommation en oxygène semble être un outil performant, permettant notamment 

d’ tudie à lesà effetsà deà t sà fai lesà i eau à deà o ta i atio .à Ce constat est également 

observable pa à desà esu esà deà l’a ti it à deà lo o otio à d j à o uesà pou à po d eà à u eà

contamination argentique. 

- L’ tudeàdu niveau fonctionnel montre un impact des nanoparticules sur la production des FPOM 

suggérant un effet des su àl’assi ilatio àet/ouàsu àlesàfo tio sàdigesti esàdesàga a es.àCette 

ouvre de nouvelles voies de réfle io àetà iteàd’ t eàapp ofo die 

- Les effets observés sont majoritairement corrélés à la taille des nanoparticules testées. Les plus 

petites induisant des effets plus marqués.  

- G. roeseli apparaît plus sensibles àl’e positio àau à ágà ueàG. fossarum et G. pulex. 

- Aucune différence de réponseà ’a été observée entre plusieurs populations de G. roeseli. 

Globalement, une exposition de G. roeseli aux nAg peut entrainer des perturbations physiologiques, 

comportementales et fonctionnelles. Les gammares semblent adopter une stratégie de préservation et 

deàsto kageàd’ nergie pour pouvoir répondre aux coûts énergétiques importants mais nécessaires à la 

mise en place de mécanismes de détoxication.àCeu à esu sàauà i eauà ellulai eàda sà etteà tudeà ’o tà

pas répondu. Les baisses de production de FPOM qui en résultent, pourraient avoir des conséquences 

su à leà fo tio e e tàdesà os st esàd’eauàdou eàe à odifia tà leà leàdeà laà ati eào ga i ueà iaà

une réduction des flux de FPOM.  

Des études plus poussées sur le métabolisme énergétique sont à envisager pour mieux comprendre les 

observations réalisées et déterminer plus précisément les mécanismes impliqués.  
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Dans les études présentées dans ce chapitre, plusieurs séries de données sont encore manquantes. 

Par ailleurs, concernant les expérimentations en mésocosmes, de fort taux de mortalité ont été observés 

rendant délicate toute interprétation fiable des résultats et laissant de nombreux questionnements en 

suspens. Ces expé i e tatio sà o tà t à effe tu esà e à olla o atio à a e à d’aut esà la o atoi es, le plus 

souvent sur de longs te psà d’e p i e tatio à essita tà gale e tà u à lo gà t a ailà p pa atoi eà e à

amont. Elles ont essit à eau oupàdeà te ps,àdeà t a ailà età d’i estissement durant ces 3 années de 

thèse. Pour ces diverses raisons, ousàa o sà olle ti e e tàd id àd’alle à ua dà eàplusà loi àetàdeà

p se te àlesà sultatsào te us.àM eàsià esàe p i e tatio sà àellesàseulesà eàpe ette tàpasàd’ ta li à

de conclusions précisesà età fia lesà ua tà à l’effetà desà a opa ti ulesà test esà su à lesà ga a es,à ellesà

constituent des premiers tests sur ces organismes, notamment en conditions de mésocosmes pour la 

plupart. Elles apportent finalement différents questionnements intéressants ainsi que des hypothèses 

u’ilà o ie d aàdeà o sid e àult ieu e e t.à 

Suite aux études en conditions environnementalement réalistes menées en microcosmes et décrites 

dans le chapitre 3, un des objectifs de cette approche a été de complexifier les expérimentations. 

Chacune des études décrites dans ce chapitre présentent donc un niveau de complexité supérieur 

puis u’ellesà seà so tà s st ati ue e tà d oul esà e à p se eà deàG. roeseli (espèce observée comme 

étant la plus sensible au nAg) mais également en prése eàd’u à i al eà filt eu àDreissena polymorpha 

ainsi que de communautés microbiennes. Cependant, et même si les travaux présentés dans ce chapitre 

ont été menés en conditions plurispécifiques, seuls les résultats concernant les gammares seront 

présentés. Ceu àp op esà au à d eiss esà età au à ág,à o tà faità l’o jetà d’u à a us ità deà th seà (Garaud, 

2015). Ceux concernant les effets des nTiO2 età NTCà fe o tà l’o jetà deà pu li atio sà s ie tifi ues.à Lesà

i te a tio sàe t eà esàdeu àesp esà tudi esàe àpa all leàpou o tà gale e tàfai eà l’o jetàd’u àt a ail 

collaboratif à venir. 

L’app o heà ulti io a ueu à desà effetsà iologi uesà desà diff e tesà a opa ti ulesà test esà su à G. 

roeseli est commune aux 4 expériences présentées dans ce chapitre. Par contre, la première étude 

nommée « Etude des effets des nTiO2 sur les gammares (G. roeseli) en fonction de leur hétéroagrégation 

da sà deu à t pesà d’eauà duà Rhô eà atu elle e tà ha g esà e à ati esà o ga i ues » diffère 

considérablement des autres  en termes de complexité des dispositifs, des milieux et des temps 

d’e position. Enfin, les 3 expérimentations qui suivent ont été effectuées en mésocosmes et ont été 
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élaborées dans un contexte collaboratif avec des dispositifs et des protocoles communs entre plusieurs 

laboratoires (CEREGE, Aix-en-Provence et ECOLAB, Toulouse). 
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I.  Etude des effets des nTiO2 sur les gammares (G. roeseli) en 

fo tio  de leu  h t oag gatio  da s deu  t pes d’eau du 

Rhône naturellement chargées en matières organiques – 

Expérience 4 

 

Contexte 

Les nTiO2, incorporées dans de nombreux produits du quotidien sont, elles aussi susceptibles de se 

et ou e àda sàlesà os st esàd’eauàdou e.àLesà o ditio sàph si o hi i uesàd’u à ou sàd’eauào tàu eà

forte influence sur les phénomènes de transformation et de dégradation des nanoparticules, ce qui 

justifieàd’ tudie àleu àde e i àda sàdiff e tsàt pesàd’eau. 

Cette expérience a été élaborée dans un contexte de collaboration avec un laboratoire partenaire : le 

CEREGE. Situé à Aix-en-P o e e,à ’està su à eà siteà ueà l’e p i e tatio à aà t à ise en place afin de 

fi ie àduà at ielàetàdeàl’e pe tiseàdeà esàpa te ai esàsu àlaà a a t isatio àdesà a opa ti ules.àCette 

étude a eu pour but de comprendre le comportement des nTiO2 dans deu àt pesàd’eau àprélevées in situ 

et présentant une différence de charge en matière organique. La matière organique présente dans le 

milieu peut se complexer aux nanoparticules formant des hétéroagrégats qui, moins mobiles auront 

te da eà às di e te .àL’o je tifàdeà etteà tudeàaà t àd’ alue àlesàeffetsàdesà TiO2 sur des gammares 

appa te a tà à l’esp eà G. roeseli e à fo tio à deà esà ph o esà d’h t oag gatio .à E à effet,à laà

complexation de la matière organique aux nTiO2  peut réduire leur biodisponibilité pour les organismes, 

mais leur sédimentation et dépôts dans leàfo dàdesàdispositifsàestàsus epti leàd’a oi àdesàeffetsàsu àlesà

gammares qui sont des organismes benthiques. 

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons développé une approche multibiomarqueur associée à de 

l’i age ieàe àmicro-tomographie RX et en micro-fluorescence X à haute résolution en énergie (micro-HR-

XRF). 

Mots-clés : nanoparticules de dioxyde de titane - Gammarus sp. - biomarqueurs – hétéoagrégation – 

imagerie 
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Plan expérimental 

Dispositif expérimental : Desàga a esàappa te a tà à l’esp eàG. roeseli ont été prélevés en Moselle 

dans la Nied française puis transportés dans des gla i esàjus u’auàCEREGEàà Aix-en-Provence. Ils ont été 

acclimatés durant 16h avant le début des expérimentations dans de l’eauàp le eàdans le Rhône sur le 

siteàd’á les,àouàde Jons. Les gammares ont par la suite été exposés dans chacune de ces eaux pendant 24 

h et 96 h à 3 concentrations de nTiO2 (anatase de 5-30 nm) : 0 ; 0,1 et 1 mg.L-1 (Figure 54). La 

caractérisation de ces nTiO2 est bien décrite da sàl’u eàdesà tudesàdeà osàpa te ai esàduàCEREGEà(Labille 

et al., 2015). Chaque dispositif était placé à l’o s u it à età o pos à deà à ga a esà deà se eà

indifférencié, de 16 dreissènes (étude menée par M. Garaud), de 1,5 litres d’eauàd’á lesàouàdeàJo sàetà

d’u àdispositifàd’o g atio àduà ilieuà ali àpou àl’e se leàdesà12 bacs.  

 

Figure 54 : Pla  e p i e tal si plifi  de l’e p ie e  Cf. Chapit e , ta leau  

Mesures : Co e a tà lesà ilieu àd’e positio ,àdeu àfoisà à l de milieu ont été prélevés directement 

après les injections de nanoparticules (T0) puis après 1 h, 3 h, 6 h, 24 h et 96 h. Un des prélèvements a 

été effectué pour permettre de doser et vérifier les concentrations en titane (ICP-MS) et un autre pour 

mesurer les diamètres des agrégats présents dans le milieu à l’aideàd’u à o pteu à àpa ti ulesà O hioà

Flowcell FC200). Pour les mesures effectuées sur ce compteur à pa ti ule,à l’ ha tillo à aà t à

igou euse e tà la g à àl’aideàd’u à o te ,àpuisà à làaà t àp le .àLeà ô eàetàleà olu eàassocié ont 

t à pla sà su à u à dispositifà sp ifi ueà deà l’i st u e tà età leà olu eà aà p og essi e e tà taità d e s à

devant un laser qui permettait la mesure des tailles des agrégats. Un logiciel a par la suite permis de 

classer les quantités de particules comptées dans différentes classes de tailles allant de 0,10 µm à 1000 

µm.  

Au sein de chaque bac, 6 pseudo-réplicats de 5 gammares ont été prélevés puis congelés à -80°C pour 

effectuer des mesures de concentrations en titane su à à d’e t eà eu à ai sià ueà des mesures de 

biomarqueurs sur les 3 autres (13 biomarqueurs mesurés). Certains organismes ont aussi été immergés 

da sàdeàl’al oolà à °àetàd’aut esào tà t àdiss u sàafin de prélever les branchies et les caeca digestifs 
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qui ont été conservés dans du glutaraldéhyde. Ces échantillons ont été prévus pou à deà l’i age ie en 

micro-tomographie, micro-fluorescence et en TEM. 

Traitement statistiques : Pour chacune des mesures de biomarqueurs, des anovas à 3 facteurs prenant 

en compte les variables : concentrations en titane appliquées, temps de contamination et site de 

p l e e tàdeàl’eau ont été effectuées, suivi des tests post-hoc TukeyHSD si nécessaire. 

 

I.1. Résultats-Discussion 

Au moment de la rédaction de ce manuscrit de thèse, nous ne disposons pas de la totalité des 

sultats.à E à effet,à e à te esà deà o po te e tà desà a opa ti ulesà da sà leà ilieuà d’e positio ,à lesà

do esà utesàdesà esu esàd’h t oag gatio ào tà t àa uisesà aisàl’a al seàdeà od lisatio à uiàsuità

età uiàpe etàd’i te p te àlesà sultats est encore en cours avec nos partenaires du CEREGE. 

De même, les dosages du titane par ICP-MS demandent de nombreuses mises au point du protocole 

de minéralisation des échantillons contaminés au nTiO2. En effet, la digestion et donc la ionisation du 

dioxyde de titane en Ti4+ est très difficile et des mesures directes classiques en ICP-MS ne sont ni fiables 

ià alides.à D’aut esà p oto oleà deà i alisatio à o tà ota e tà t à e plo sà da sà laà litt atu eà

(Jacobasch et al., 2014; Khosravi et al., 2012), et nos partenaires (CEREGE) sont également en cours 

d’opti isatio  desà esu es.àLesà o e t atio sà ellesàe àtita eàda sàlesà ilieu àd’e positio àap sà ,à ,à

3, 6, 24 et 96 h  ainsi que dans les organismes après 24 et 96 h ne seront donc pas fournies dans ce 

manuscrit.  

E fi ,àlesà esu esàd’i age ieàpe etta tàd’o se er une contamination au titane des gammares sont 

encore incomplètes. Les premières images réalisées en micro-tomographie o tà pe isà d’o se e à u à

l e tàp se tàe àg a deà ua tit àda sàleàt a tusàdigestifàdesàga a esàsa sà e tifie à u’ilàs’agisseàdeà

titane (Annexe 4). Cependant, des observations en micro-fluorescence X à haute résolution en énergie 

(micro-HR-XRF) ont détecté la présence de titane dans le tube digestif (Annexe 5). Par contre, ces 

a al sesà eà ousàpe ette tàpasàd’ ett eàdesàh poth sesà ua tà àdesàph o esàd’a so ptio àet/ouà

adsorption.   

áu à uesàdesàpou e tagesàdeàsu ieàdesào ga is esàs’ helo a tàe tre 80 et 97% après 24 et 96h, 

les expositions aux nTiO2 ’o tàpasài duitàdeà o talit àa o aleàdesàga a esàe pos sàpa à appo tsàau à

témoins.  

Lesà aleu sàdesà à io a ueu sà ellulai esà tudi sàso tàp se t esàda sàleàta leauà .àIlàs’agitàdesà

concentrations en protéines contenues dans le broyat, en protéines de la fraction cytosolique, en 
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holest ol,àe ààt igl ides,àdeàl’a ti it àduàs st eàdeàt a spo tàd’ le t o sà ET“ ,àdesà o e t atio sà

desàh d op o desàlipidi uesà LOOH ,àdeàl’a ti it àdeàlaàphosphatase acide (ACP), de la capacité totale 

antioxydante (TAC), des activités de la lactate déshydrogénase (LDH), de la glutathion péroxydase totale 

(GPx), de la glutathion-s-transférase (GST), de la caspase (CSP) et de la catalase. Les résultats des Anovas 

à trois facteurs visant à étudier les effets seuls ou en interaction des contaminations en titane, des temps 

d’e positio àetàdesàdeu àt pesàd’eauàtest sàso tàp se t s dans le tableau 15. 
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Tableau 14 : Moyennes (± écart-types) des différentes valeurs de biomarqueurs cellulaires mesurées sur G. roeseli 

e pos  da s deu  t pes d’eau A les et Jo s  pe da t  h J  et  h J h à , ,  et  g.L-1
 de nTiO2. Aucune 

différence significative due aux nTiO2. 
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Tableau 15 : Résultats des Analyses de variance (Anova) à 3 facteurs effectuées pour les différentes mesures de biomarqueurs. Ddl signifie degré de liberté, les 

valeurs en gras sont significatives. 
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L’e positio à desà ga a esà au à TiO2 ’aà euà d’effetà su à au u à desà io a ueu sà test s.à

I d pe da e tàdeàl’e positio àauàtita eàetàdesàdiff e tsàte psàdeà esu es,àlesàga a esàdispos sà

da sàl’eauàp o e a tàduàsiteàd’á lesào tàp se t ,àda sàleu àe se le,àdesà o e t atio sàe àp ot i esà

dans le broyat et dans la fraction cytosolique statistiquement plus élevées que les gammares exposés 

da sà l’eauà deà Jo s,à ai sià ueà desà a ti it sà deà laà GP à plusà fai les.à Lesà a ti it sà esu esà pou à lesà

biomarqueurs  caspase et catalase laissent suggérer de légers effets dépendants des temps et des sites 

deàp l e e t.àCepe da tà o eà esàeffetsà ’o tàpasàdeà appo tàa e àl’e positio àau à TiO2,àilsà ’o tà

pasàfaitàl’o jetàd’u eàa gu e tatio . 

Les nTiO2 ’o tàpasàeuàd’effetàsu àlesàga a esàpou àlesàpa a t esà esu s.àPeuàd’ tudesàseàso tà

pour le moment intéressées aux effets des nTiO2 sur les gammares (Bundschuh et al., 2011; Seitz et al., 

2014) et à notre connaissance, aucune ’aà tudi àlesà po sesàdeà io a ueu sà ellulai es.àDesà esu esà

ont cependant été effectuées chez des poissons, des bivalves et des daphnies. Pour ces dernières, une 

aug e tatio àdeàl’a ti it àdeàlaà atalaseàaà t ào se eàap sàe positio àdesào ga is es à 10 mg.L-1 de 

nTiO2 (40 nm, ratio rutile/anatase=3/100). Des augmentations des activités de la GPx et de la GST ont 

aussi été observées à 5 mg.L-1. Pour une plus faible concentration de 1 mg.L-1 au u àeffetà ’a aità pa à

contre été mesuré sur ces biomarqueurs (Ki Tae Kim et al., 2010), ce qui est cohérent avec nos résultats. 

Ce constat pourrait indiquer que les faibles concentrations testées, bien que déjà supérieures aux 

o e t atio sàe i o e e tale e tà alistes,à ’o tàpasà i duit, pour les mesures effectuées, la mise 

en place des mécanismes de réponse antioxydante. A de plus fortes concentrations, les nTiO2 auraient 

pu induire un stress oxydatif via la production de ROS prises en charge par les mécanismes de défense (Ki 

Tae Kim et al., 2010).  

Cette réponse antioxydante a plusieurs fois été observée dans les glandes digestives de moules 

(Mytilus galloprovincialis) a e à ota e tàu eàaug e tatio àdeàl’a ti it àdeàlaàG“Tàetàdeàlaà atalaseàd sà

0,2 et 1 mg.L-1 de nTiO2 de 22 nm (Canesi et al., 2010). Sur cette même espèce et après une exposition 

aux nTiO2 de 27 nm en moyenne, Balbi et al. (2014) ont quant à eux étudié un autre biomarqueur 

cellulaire intéressant, les métallothionéines. Cependant, dans ces deux études, et à une plus faible 

concentration  de 0,1 mg.L-1, aucun effet sur ces biomarqueu sà ’aàpuà t eà esu . 

Chezà lesà poisso s,à lesà o e t atio sà d’e positio à pe etta tà l’o se atio à d’effetsà auà i eauà

cellulaire étaient également élevées, atteignant parfois le g.L-1 (Faria et al., 2014; Federici et al., 2007; 

Xiong et al., 2011). Dans les travaux de Xiong et al. (2011), la concentration de 50 mg.L-1 de nTiO2 anatase 

de 20 à 70 nm a par exemple été testée etàaà o t àu eàaug e tatio àdeàlaà“ODàda sàl’i testi àetàleàfoieà

des poissons zèbres (D. rerio ,àai sià u’u eàaug e tatio àdeàlaà atalaseàda sàleàfoieàu i ue e t.àDa sà
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cette étude, la lipoperoxydation lipidique a aussi été étudiée et les résultats ont montré une 

augmentation plus importante du MDA dans les branchies lorsque les organismes étaient soumis à la 

lumière naturelle comparés à ceux, soumis aux mêmes conditions de contamination, mais disposés à 

l’o s u it à(Xiong et al., 2011). En effet, les nTiO2 sont phototoxiques. Soumises à la lumière naturelle (et 

plus précisément aux UV), elles induisent la production de ROS. Si certaines études ont prouvé 

l’e iste eàd’effetsàplusà a u sàdesà TiO2 e àp se eàd’u eà lu i osit à atu elleà (Bundschuh et al., 

;à Jo a o ić,à ;àMaà età al.,à ;àMa sfieldà età al.,à  d’aut es,à auà o t ai e,à o tà gale e tà

o t àl’e iste eàd’effetsà àl’o s u it à(Gurr et al., 2005 ; Jomini et al., 2015).  

U eàh poth seàsugg a tà ueàl’a se eàd’effetào se eàda sà ot eà tudeàsoitàdueà àso  déroulement à 

l’o s u it àse le aitàalo sàu àpeuà apide. 

Deà plus,à età eà sià lesà aleu sà d’h t oag gatio à eà so tà pasà e o eà dispo i les,à ousà pou o sà

ousàde a de àsiàlesà ua tit sàdeà ati eào ga i ueàp se tesàda sà esàeau à atu ellesà ’au aie tàpas 

fortement diminué la biodisponibilité des nTiO2 pou àlesàga a es.àL’a se eàd’effetào se eàe t eàlesà

eaux provenant des deux sites pourrait alors suggérer que les quantités de matière organique étaient 

déjà trop élevées pour observer un effet dû à des nTiO2 encore biodisponibles. 

U eàaut eàh poth seà o e eàlaàp se eàd’o ga is esàfilt eu s,àlesàd eiss es.àCo uesàpou àfilt e à

deà g a desà ua tit sà d’eauà pa à heu e,à ellesà o tà puà ioa u ule à u eà ua tit à i po ta teà deà TiO2, 

rendant ces dernières moins disponibles pour les gammares. Cette hypothèse pourra être infirmée ou 

o fi eàap sào te tio àdesàdo esàdeà o e t atio sàda sàl’eau,àlesàga a esàetàlesàd eiss es.à 

Conclusion  

De nombreuses données sont encore manquantes pour pouvoir proposer une interprétation plus 

poussée des valeurs des concentrations et activités des biomarqueurs cellulaires déjà acquises. Pour le 

o e t,àseulesàlesà o ditio sàd’e positio sà àt sàfai lesà o e t atio sàpeu e tàjustifie àu eàa se eà

d’effetà età so tà oh e tesà a e à laà litt atu e.à Lesà esu esà deà o e t atio s,à età d’h t oag gatio ,à

ousàappo te o tàplusàd’i fo atio sàsu àlaà iodispo i ilit àdesà TiO2 da sà osà o ditio sàd’e positio . 
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II. Expositions de G. roeseli dans des conditions en 

mésocosmes 

II.1. Matériels et méthodes  

Dans ces études, des gammares (G. roeseli), des dreissènes (D. polymorpha) et des communautés de 

microorganismes contenant des algues (Chlorella vulgaris, Pseudokirchneriella subcapitata, Scenedesmus 

capricornus), ainsi que des assem lagesà deà a t iesà età d’h pho tesà o tà t à e pos sà e se leà

pendant 3 semaines à différents types de nAg, nTiO2 et NTC.  

Pou à ha ueà tude,àu eà o ditio à t oi àai sià ueàdeu à o ditio sàd’e positio à àdesà a opa ti ulesà

ont été étudiées en triplicat sur un total de 9 dispositifs (figure 55A). Ces dispositifs en verre ont été 

e plisàdeà àkgàd’u às di e tàs th ti ueà o pos à à %àdeàsa le,à %àdeàKaoli iteàetà %àdeàCaCO3 

ai sià ueàdeà àlit esàd’u eàeauà i aleàVol i ,àsuppl e t eàa e à à g.L-1 de CaCl2 2H2O. Trois jours 

ap sàlaà iseàe àeauàdesàdispositifs,àlesà i oo ga is esào tà t ài t oduitsàetàu àflu àd’eauàe à o ti uàaà

t à isàe à outeà à l’aideàdeàpo pesà filt a tà à lit esàd’eauàpa àheu e.àDouzeà jou sàap s,à laàp e i eà

injection de nanoparticulesà aà t à effe tu eà sui ieà d’u à ouà deu à p l e e tsà d’eauà pe etta tà leà

dosageàdesà o e t atio sà ellesàd’e positio àdesà at iau à o posa tà lesà a opa ti ulesàd’u eàpa tà

etàleàdosageàe àa ge tàdissousàpou àlesà so os esàa ge tàd’aut eàpa tà ICP-MS). De plus, dans un des 

pli atsà deà ha ueà o ditio à deà ág,à tousà lesà à jou sà a a tà l’i je tio à desà ág,à à DGTà gradient de 

diffusio àe à ou heà i e ào tà t à i e g sàda sà laà olo eàd’eau,àpuisàp le sà i di iduelle e tà à

raison de un par jour, pendant les à jou sà uià o tà sui i,à leà utà ta tà d’effe tue à u eà i ti ueà

d’a u ulatio à deà l’a ge tà la ile.àAu total, sur 4 semaines et pour chaque dispositif, 12 injections de 

a opa ti ulesào tà t àeffe tu esà tousàlesà àouà àjou s àetà à ha tillo sàduà ilieuàd’e positio ào tà t à

prélevés (tous les 3 à 4 jours). Pour chacune des conditions nAg plates et nAg sphériques, 16 DGT ont été 

utilisés.  

Deux jours après la première injection de nanoparticules, au sein de chaque dispositif, 3 cages contenant 

àgàdeà asseàs hesàdeàfeuillesàd’aul eà Alnus glutinosa) préalablement autoclavées ont été implantées 

dans les dispositifs pour permettre le conditionnement des feuilles par les microorganismes. Puis après 5 

jours, soit 7 jours après le début des injections de nanoparticules, les cages ont été prélevées, ouvertes, 

et 50 gammares de sexe indifférencié ont été ajoutés dans chaque cage avant leur réimplantation dans 

les dispositifs. Ces cages ont été disposées en contact avec le sédiment et entre les différents carreaux 

de céramique sur lesquels les dreissènes étaient fixées. A chaque date de prélèvement, soit après 7, 14 
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età àjou sàd’e positio ,àu eà ageàdeà àga a esàaà t àp levée dans chaque bac. La figure 55B résume 

su àu eà helleàdeàte psàlesàp i ipalesà tapesàdeàl’e p i e tatio . 

A chaque prélèvement, au sein de chaque cage, les gammares ont dans un premier temps été comptés 

pour évaluer les taux de mortalité, puis 8 à 12  gammares ont été prélevés pour effectuer des mesures 

di e tesàd’a ti it àMXRàetà àaut esàpou àdesà esu esàdi e tesàdeàlo o otio ,à e tilatio àetàd’os olalit .à

Enfin, 2 pools de 5 gammares ont été prélevés puis congelés à -80°C pour effectuer des mesures 

ultérieures de concentrations de contaminant dans les gammares ainsi que des mesures des 

métallothionéines. Un 3ème pool de 5 gammares a également été prélevé afin de mesurer les 13 

biomarqueu sà ellulai esà it sà da sà l’ tudeà p de teà [p ot i es]broyat, [protéines]fraction cytosolique, 

[cholestérol], [triglycérides], activités ETS, [LOOH], activité ACP, TAC ainsi que les activités LDH, Gpx, GST, 

CSP et catalase). Les gammares restants ont été euxaussi congelés à -80°C. 

 

 

Figure 55 : A  S h a  d’u  dispositif e p i e tal et B  E helle de te ps  i te alle =  se ai e  et p i ipales 

tapes de l’e p i e tatio . 
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II.2. Effets de deux types de nAg (plate et sphérique) sur les gammares 

appa te a tà àl’esp eàG. roeseli – Expérience 5 

 

Contexte 

Co eà ousà l’a o sà d j à o u à plusieu sà foisà da sà leà hapit eà p de t,à lesà a opa ti ulesà

d’a ge tàpeu e t,àtoutàauàlo gàdeàleu à leàdeà ie,à t eà ejet esàda sàl’e i o e e t,à eàpou uoiàdeà

nombreuses études se sont déjà intéressées à leurs effets sur divers organismes peuplant les 

os st esàa uati uesàd’eauàdou e. 

áp sàa oi à tudi àda sàl’e p ie eà àduàChapit eà àdifférentes tailles de nAg et après avoir montré 

que les plus petites nAg de 10 nm étaient celles qui entrainaient les effets les plus importants chez G. 

roeseli,à l’o je tifàdeà l’ tudeàd iteà i iàaà o sist à à alue à lesàeffetsàdeà à fo esàdeà ágàe o esàde 

PVP. Ces deux formes, plate triangulaire ou sphérique, présentaient la même surface spécifique. Ce 

pa a t eàestài po ta tà ota e tàpou à o pa e àlesà ua tit sàdeà ela gageàd’a ge tàdissous. 

Leàd ploie e tàdeàl’e se leàdesà io a ueu sàp se t sàda sàlesàe p ie esàp de tesà ’aàpuà

t eà alis .àE àeffet,àlesàdispositifsàutilis sàpou àl’e positio ào tàli it à e tai esàpossi ilit sàte h i ues.à

ái si,àu eà up atio àe hausti eàdesàFPOMàp oduitesàpa àlesàga a esà ’ taitàpasàe isagea leàda sà

un dispositif composé de sédiment et de bivalves filtreurs et les durées des mesures de consommation 

e à o g eà au aie tà t à t opà lo guesà età i adapt esà pou à eà t peà d’ tude.à U eà app o heà

multibiomarqueur des effets biologiques cellulaires et individuels a donc été retenue. 

 

Mots clés : Na opa ti ulesàd’a ge tà–forme-  G. roeseli – multibiomarqueur – mésocosme 
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Rappels du plan expérimental 

Dispositif expérimental: Deux types de nAg enrobées de PVP, de forme sphérique et de forme plate 

triangulaire ont été commandées chez Nanocomposix (Figure 56). La caractérisation de leurs solutions 

stocks (20 mg.L-1) effectuée par le CEREGE (M. Auffan) a permis de mesurer les diamètres moyens par 

MET : 20 ± 1 nm pour les sphériques et 26 ± 7 nm pour les plates ; ainsi que les diamètres 

hydrodynamiques par DLS : 21 ± 3 nm pour les sphériques et 24 ± 3 nm pour les plates (Figure 56A/B). La 

similitude entre les tailles mesurées en MET et les diamètres hydrodynamiques montrent que les nAg 

sont bien dispersées dans leur solution stock. Les natures cristallines ont été analysées par spectroscopie 

d’a so ptio àdesà a o sàXà XáNE“àágàK-edge), confirmant que les nAg étaient principalement composées 

d’ág0 (Figure 56B). 

 

Figure 56 : Caractérisation des nAg sphériques (Sp-Ag) et plates (Pl-Ag) dans leurs solutions stocks. 

A : Images en microscopie électronique à transmission (MET) et tailles moyennes ± écart-types des nAg. 

B : Distribution des diamètres hydrodynamiques obtenue par analyse spectroscopique de diffusion 

dynamique de la lumière (DLS). C : Spe t os opie d’a so ptio  des a o s X X-ray Absorption Near Edge 

Structure, XANES Ag K-edge) obtenu sur le FAME (French Absorption spectroscopy beamline in Material 
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and Environmental science, BM30b) au synchrotron ESRF (European Synchrotron Radiation Facility) de 

Grenoble. 

Les 12 injections successives (4,16 µg.L-1 par injection) de ces deux types de nAg ont permis une 

exposition à une concentration en argent finale voulue de 50 µg.L-1 suiteàauàde ie àte psàd’i je tio .à

Les trois temps de prélèvement des organismes J7, J14 et J21 correspondaient alors respectivement à 

des concentrations appliquées en argent de 25, 38 et 50 µg.L-1
 

Environ 2000 à 2500 G. roeseli ont été prélevés dans la Nied française en Octobre 2013 puis soumis à 6 

jou sàd’a li atatio àda sàdeàl’eauà i aleàVol i àe àsui a tàleàp oto oleàd itàda sàleà hapit eà .àLeà

jou à deà l’i t odu tio à desà o ga is es,à à poolsà deà à ga a esà deà se eà i différencié mais de taille 

homogène ont été triés puis 27 de ces pools ont été répartis dans les 27 cages contenant des feuilles 

o ditio esàa a tàd’ t eà i pla t esàda sà leu sà ilieu àd’e positio s.à“u à lesà àpoolsà esta ts,à ào tà

servis de T0 et les 3 autresào tàpe isàlaà esu eàdeàlaà asseàs heà o e eàd’u àga a eàsu àlaà aseà

de 15 lots de 10 gammares pesés. Cette dernière a été estimée à 4,15 ± 0,42 mg.  

 

Figure 57 : Pla  e p i e tal si plifi  de l’e p ie e  Cf.Chapit e , tableau 9) 

Mesures : Les mesures effectuées, communes aux trois mésocosmes, ont été décrites dans le 

paragraphe II.1 précédent. Concernant les concentrations et activités des 13 biomarqueurs cellulaires 

mesurées sur un même pool de gammares, les activités deà laàC“Pàetàdeà laà atalaseà ’o tàpasàpuà t eà

exploitées. Leurs protocoles ont par la suite été optimisés. 

Traitement statistiques : Pour les figures (58-60, 62 et 65) et le tableau 17, des anovas à deux facteurs 

(contamination et temps) ont été effectuées parfois suivies de tests post-hoc TukeyHSD. Quand les 

o ditio sà d’appli atio à deà l’a o aà o alit à desà sidusà deà l’a o aà età ho og it à desà a ia es à

’o tàpasà t à érifiées (Figures 63 et 64), une anova non paramétrique de Kruskall-Wallis a été effectuée 

suivi de tests post-hoc de comparaisons multiples. Finalement, une analyse discriminante linéaire (LDA) a 

été effectuée sur les valeurs des 11 biomarqueurs selon le protocole statistique décrit dans le chapitre 2. 
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II.2.1. Résultats 

II. . . .àCo e t atio àe àa ge tàda sàlesà ilieu àd’e positio sàetàlesàga a es 

Les injections de nAg effectuées tous les 2 ou 3 jours ont permis une contamination progressive des 

ilieu àd’e positio . ái sià lesà o e t atio sà o i alesàe àa ge tàatte duesàauà jou à J àd’i t odu tio à

desào ga is esàetàau àjou sàdeàp l e e tsàJ ,àJ àetàJ às’ le aie tà espe ti e e tà à ,  ; 25 ; 38 et 

50 µg.L-1. Les résultats des dosages des concentrations en argent total mesurées (ICP-MS) à ces 4 temps 

sont présentés dans la figure 58. Si des différences significatives sont observées pour chaque variable, 

l’a o aà àdeu à fa teu sà ’aàpasà isàe à ide eàd’i te a tio àe t eà lesà fo esàdeà o ta i atio àetà leà

temps de prélèvement. Les dosages de contrôle réalisés dans les milieux témoins ont systématiquement 

l à desà o e t atio sà i f ieu esà à laà li iteà deà d te tio à deà l’appa eilà < , à µg.L-1, ICP-MS). Les 

contaminations progressives des milieux ont été homogènes entre les 2 types de nAg, elles-mêmes 

significativement supérieures aux témoins, excepté pour les nAg sphériques à J0. Les concentrations en 

argent dissous issu des nAg plates ont été plus élevées au jour J21 par rapport au jour J0. Une tendance 

similaire bien que non significative a aussi été observée pour la condition nAg sphérique. 

 

Figure 58 : Moyennes (+ écart-t pes, =  des o e t atio s e  a ge t total esu es da s l’eau des dispositifs 

d’e positio  au jou  J  de l’i t odu tio  des ga a es et ap s ,  et  jou s d’e positio  au  Ag plates et 

sphériques qui correspondent respectivement à des concentrations en argent nominales appliquées de 12,5, 25, 38 

et et 50 µg.L
-1.

 Les groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 
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Les concentrations en argent dissous mesurées par ultrafiltration aux jours J0, J7, J14 et J21 sont 

est esàe àdessousàdesàli itesàdeàd te tio àdeàl’appa eilà < , µg.L-1) et les concentrations en argent 

labile mesurées via les DGT se sont situées entre 0 et 18 ng.L-1 représentant systématiquement moins de 

0,2% de la concentration introduite. 

Concerna tà lesà ga a es,à l’a o aà à deu à fa teu sà ’aà o t à laà p se eà deà diff e esà

sig ifi ati esà u’e t eà lesà o ditio sà deà o ta i atio à età seulesà lesà esu esà desà o e t atio sà e à

argent total des organismes exposés aux nAg sphériques après 14 jours et aux nAg plates et sphériques 

après 21 jours ont été significativement supérieures à celles mesurées dans les organismes témoins 

(Figure 59 .àPou à ha ueàte psàd’e positio ,àau u eàdiff e eàsig ifi ati eà ’aà t ào se eàe t eà lesà

o ditio sàd’e positio à ág plate et nAg sphérique.  

 

Figure 59 : Moyennes (+ écart-types, n=3) des concentrations en argent total mesurées dans les gammares après 7,14 et 21 jours 

d’e positio  au  Ag plates et sph i ues ui o espo de t espe ti e e t à des o e t atio s e  a ge t appli u es de , 8 

et et 50 µg.L
-1.

 Les groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

II.2.1.2. Mortalité des organismes 

Lesà pou e tagesà deà su ieà desà o ga is esà ap sà ,à à età à jou sà d’e positio à au à diff e tesà

conditions de contamination sont présentés dans la figure 60. Les résultats statistiques concernant 

l’a o aà à à fa teu sà o t e tà ueà lesà e positio sà au à ágà ’o tà pasà euà d’effetà su à laà o talit à desà

o ga is es.à áà l’i e seà leà fa teu à te psà d’e positio à aà i duità u eà aug e tatio à deà laà o talit à F-

value=35,30, ddl=2 et p- alue< , à età e,à i d pe da e tà duà t peà d’e positio .à E à o e e,à laà

su ieàs’està le eà à à±à à%àà àJ à o t eà à±à à%à àJ àetà à±à à%à àJ .à 
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Figure 60 : Moyennes (+ écart-t pes, =  de la su ie des ga a es ap s ,  et  jou s d’e positio  au  Ag 

plates et sphériques qui correspondent respectivement à des concentrations en argent appliquées de 25, 38 et et 50 

µg.L
-1.

 Les groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

II.2.1.3. Biomarqueurs cellulaires  

II.2.1.3.1 Approche multibiomarqueurs et analyse discriminante 

Les valeurs moyennes et écart-types mesurées pour les 13 biomarqueurs analysés sur un même pool 

de gammares sont présentées dans le tableau 16 et la significativité  des tests statistique dans le tableau 

17.à “eulsà lesà sultatsào te usàpou à lesà o e t atio sàe à t igl idesàetà l’a ti it àET“ào tà o t àu à

effet interaction entre les conditions de contamination et le te psàd’e positio .àLesà sultatsào te usà

pour les témoins à 14 jours ont, pour ces 2 biomarqueurs, présenté des valeurs inférieures aux témoins 

J .à O à ote aà gale e tà u’ à J ,à l’a ti it à ET“à desà o ga is esà e pos sà au à ágà sph i uesà taità

significativement plus faible que celle mesurée dans les gammares témoins (TukeyHSD, p-value=0,039) 

et dans les gammares exposés aux nAg plates (TukeyHSD, p-value=0,027). Toutes conditions de 

o ta i atio à o fo dues,à desà effetsà p opo tio elsà au à te psà d’e positio à des gammares dans les 

dispositifs ont été observés.  Ainsi, des baisses significatives des concentrations en protéines et en 

cholestérol dosées sur les broyats entre les temps J7 et J21 ont été observées. De la même façon les 

réponses de la TAC, négative à J7 et positives à J14 et J21 sont statistiquement différentes. 
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Tableau 16 : Moyennes (± écart-types) des différentes valeurs de biomarqueurs cellulaires mesurées sur les G. 

oeseli ap s ,  et  jou s d’e positio  au  Ag plate et sphérique qui correspondent respectivement à des 

concentration en argent appliquée de 25, 38 et et 50 µg.L
-1

. 
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Tableau 17 : Résultats statistiques des Analyses de variance (Anova) à 2 facteurs effectuées pour les différentes 

mesures. Ddl = degré de liberté, les valeurs en gras sont significatives. 

 

Laà ajo it àdesà po sesà iologi uesà esu esà ’aàpasà l àd’effetsàdeàl’e position des gammares 

au à àt pesàdeà ág.àLesà sultatsàdeàlaàLDáàpe etta tàl’ tudeàdeàlaà atte ieàdeà io a ueu sàda sàso à

ensemble sont présentés dans le tableau 18. Dans cette LDA, un ensemble de 6 biomarqueurs a été 

suffisant pour discriminer les 9 conditions différentes. Une significativité élevée du modèle a été 

observée (Lambda Wilks : p-value = 1,75.10-4) età està asso i eà à u à fai leà tau à d’e eu à , .à Lesà

concentrations en triglycérides, les activités ETS et la TAC sont quant à elles, les 3 variables significatives 

de ce lot de 6 biomarqueurs.  

Tableau 18 : Résultats de la LDA regroupant les pouvoirs discriminants des 2 axes, les valeurs des coefficients bruts 

et standardisés ainsi que la significativité des 6 biomarqueurs conservés pour la LDA. 

 

La représentation graphique de la LDA est donnée dans la figure 61A. Compte tenu du nombre de 

conditions à observer, 3 représentations graphiques supplémentaires ont été effectuées correspondant 

chacune à un temps de prélèvement et les réponses à observer ont été mises en évidenceà à l’aideà

d’ellipsesà Figu eà B, C, D .àáp sà à jou sàd’e positio ,à lesà esu esà elati esàau ào ga is esà t oi sà

présentent une homogénéité sur les deux axes et les représentations elliptiques ne recoupent pas celles 
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des 2 types de nanoparticules. Les mesures des nAg plates et sphériques sont quant à elles plus 

dispe s esàsu àl’a eà ,àetàleu sàellipsesàseà e oupe tàe t eàelles.à 

áp sà à jou sà d’e positio ,à lesà esu esà desà t oi s,à toujou sà ho og es,à so tà epe da tà situ esà à

l’e t it à deà ellesà o se esà à J à su à l’a eà .à Laà totalit à desà points correspondant aux conditions 

témoins, nAg plates et nAg sphériques est regroupée. Leurs 3 représentations elliptiques se chevauchent 

complètement (nAg plates et sphériques) ou se recoupent partiellement (Témoin par rapport aux nAg 

plates et sphériques). 

A J21, les mesures témoins, toujours homogènes, sont bien séparées de celles relatives aux temps J7 et 

J14. Les mesures des nAg plates recoupent alors celles des témoins et ces deux conditions sont 

clairement séparées de la condition nAg sphériques. 

 

Figure 61 : A) Analyse discriminante linéaire (LDA) effectuée pour 9 conditions (3 contaminations pour 3 temps 

d’e positio , =  su  les aleu s des  io a ueu s et dis i i e pa   d’e t e eu . B, C et D  Rep se tatio  

elliptique des conditions témoin, nAg plate et nAg sphérique à J7, J14 et J21. 
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II.2.1.3.2. Activité de transport MXR 

L’áNOVáà à deu à fa teu sà leà u à effetà deà l’i te a tio à o ditio sà deà o ta i atio à Xà te psà

d’e positio à su à lesà a ti it sà deà t a spo tà MXR dans les branchies des gammares (Figure 62, F-

value=9,09, ddl=4 et p- alue< , .à Pou à lesào ga is esà t oi s,à lesà o e esà d’a ti it sà gati esà

mesurées après 7 jours sont statistiquement différentes de celles, positives mesurées à J14 et J21. Les 

organismes exposés aux nAg plates présentent des activités similaires aux témoins à tous les temps. Au 

contraire, les nAg sphériques semblent induire des activités MXR différentes de leurs témoins respectifs 

àJ àetàJ àai sià u’ àJ àpa à appo tàau àga a esàexposés aux nAg plates. 

 

Figure 62 : Moyennes (+ écart-types) des activités de transport MXR (n=9, émissivité en unité arbitraire) mesurées 

chez les gammares après ,  et  jou s d’e positio  au  Ag plates et sph i ues ui o espo de t 

respectivement à des concentrations en argent appliquées de 25, 38 et 50 µg.L
-1. Les groupes de mêmes lettrines ne 

sont pas statistiquement différents. 

 

II.2.1.4. Biomarqueur physiologi ueà:àl’os olalit àdeàl’h ol phe 

L’os olalit à deà l’h ol pheà desà t oi sà de eu eà ho ogène entre les 3 temps (Figure 63). Les 

e positio sàau à ágàplatesà ’o tàpasà i duitàd’effetàsu à lesà esu esà àJ ,à J àetàJ .àE à eà uià o e eà

l’e positio à au à nAg sphériques, une baisse significative est observée à J21 par rapport au témoin 

o espo da t.à Pa à o t eà lesà aleu sà d’os olalit à esu esà hezà lesà ga a esà e pos esà au à ágà

sphériques ne sont jamais significativement différentes de celles observées chez les organismes exposés 

aux nAg plates.  
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Figure 63 : Moyennes (+ écart-t pes  des aleu s d’os olalit  de l’h ol phe esu es da s les gammares après 

,  et  jou s d’e positio  au  Ag plates et sph i ues ui o espo de t espe ti e e t à des o e t atio s 

en argent appliquées de 25, 38 et et 50 µg.L
-1

. Les groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement 

différents. 

 

II.2.1.5. Les biomarqueurs de comportement 

II.2.1.5.1. La ventilation 

Les anovas non paramétriques de Kruskal-Wallis révèlent des différences significatives dépendantes 

de la contamination (ddl=2 et p- alue< , à età duà te psà d’e positio à ddl= à età p-value<0,001). La 

ventilation chez les gammares témoins est restée constante durant  les àte psàd’e positio à Figu eà ). 

Pou à ha ueàte ps,àau u eàdiff e eà ’aà t ào se eàe t eàlesà àfo esàdeà o ta i atio .àPa à o t eà

une diminution significative de la ventilation est observée entre les temps J7/J14 et J21 pour les nAg 

plates et entre J7 et J21 pour les nAg sphériques. 



234 
 

 

Figure 64 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de ventilation chez les gammares après 7,14 et 21 jours 

d’e positio  au  Ag plates et sph i ues ui o espo de t espe ti e e t à des o e t atio s e  a ge t 

appliquées de 25, 38 et et 50 µg.L
-1

. Les groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

II.2.2.5.2. La locomotion 

Desàeffetsàli sàauàte psàd’e positio àdesàga a esàau à ágào tà t ào servés sur la locomotion (Figure 

65, anova à deux facteurs, F-value=49,62, ddl=2 et p-value<0,001). Aux 3 trois temps considérés, les 

pourcentages de locomotion des témoins demeurent similaires entre eux (proches de 50%) et à J7 et J14, 

au u eàdiff e eà ’aà t ào se eàe t eàlesà à o ditio sàd’e positio .àPa à o t e,à àJ à lesàga a esà

exposés aux nAg plates et sphériques montrent une diminution de locomotion par rapport aux témoins 

ai sià ueàpa à appo tàau à te psà J à età J .à Laà du tio àdeà l’a ti it à deà lo o otio àestàd’e i o à %à

pour les nAg plates et de 50% pour les nAg sphériques et les activités mesurées sont significativement 

différentes. 
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Figure 65 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de locomotion chez les gammares après 7,14 et 21 jours 

d’e positio  au  Ag plates et sph i ues ui o espo de t espe ti e e t à des o e t atio s e  a ge t 

appliquées de 25, 38 et et 50 µg.L-1. Les groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

 

II.3.2. Discussion 

II.3. . .àEffetsààdesàdispositifsàd’e p i e tatio ,àduàte psàd’e positio àetàdeàlaàte p atu eà

sur les gammares 

Dans la littérature, les gammares ont plusieurs fois été étudiés dans des expériences en mésocosmes. 

Ce tai esào tà euàpou à utà d’ alue à lesà effetsà deà o ta i a tsà pa à l’utilisatio à deà i i esà a tifi iellesà

(Böttger et al., 2013; Heckmann and Friberg, 2005; E. . Taylor et al., 1994) alo sà ueàd’aut esà seà so tà

i t ess esà au à i te a tio sà e t eà esp es,à o eà pa à e e pleà l’ tudeà su à la coexistence entre une 

espèce de gammare invasive, Dikerogammarus villosus et une espèce native, G. pulex ( Felten et al., 

2008). A notre connaissance, aucune étude ne fait encore état des effets de nanoparticules sur les 

gammares en mésocosmes.  

Les résultats de survie des gammares observés dans cette étude montrent que dans les dispositifs, la 

mortalité a progressivement augmenté toutà auà lo gà deà l’e p ie e,à atteig a tà à J à desà tau à deà

mortalité significativement plus élevés par rapport à J7 et avoisinant les 50%. Ces taux de mortalité sont 

restés homogènes entre les conditions témoins et contaminées révélant ainsi un effet, non pas dû aux 

ág,à aisàplutôtàli à àl’e p i e tatio àelle- e.àDeàplus,àu eà ep se tatio àdeàl’i te a tio àe t eàleà

temps passé dans les mésocosmes et les pourcentages de mortalité observés a permis de calculer un 

coefficient de détermination (R²) de 0,99 indiquant ainsi un effet du temps sur la survie (non présenté). 
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Dans leur étude, Böttger et al. (2013) avaient eux-aussi observé durant la dernière semaine de leur 

expérimentation qui avait duré 70 jours, une augmentation de la mortalité globale de G. roeseli disposés 

dans des cages contenant également des feuilles d’aul e.àIlsàa aie tàalo sà isàl’h poth seà ueàda sà esà

ages,à lesà feuillesà ep se taie tà leà seulà l e tà d’ha itatà pou à lesà ga a esà uià leu à pe ettaità

ota e tà deà seà a he à lo sà desà ues.à E à fi à d’e p ie e,à lesà feuillesà a a tà t à la ge e tà

consommées, les faibles quantités de ressources nutritives restantes associées à la perte de refuge pour 

les organismes auraient pu favoriser des comportements de cannibalisme, bien connus chez les 

gammares (Dick, 1995; Kelly et al., 2002b; MacNeil et al., 1997).à Da sà laà p se teà tude,à l’h poth seà

d’u eà ua tit à deà essou eà ut iti eà i suffisa teà ’està pasà alid eà puis ueà lesà assesà deà feuillesà

i t oduitesà a aie tà t à al ul esà pou à pe ett eà au à ga a esà d’ t eà ou isà ad libitum pendant 21 

jou s.à Cepe da t,à l’h poth seà duà a i alis eà pou aità s’a e à t eà u à desà pa a t esà e pli atifs 

puis ueà peuàdeà o psà d’i di idusà o tsà o tà t à et ou sà da sà lesà ages,à età ueà eà o po te e tà à

systématiquement été observé dans chacune des études menées sur G. roeseli dans le cadre de cette 

th se.à Pa à e e ple,à da sà l’e p ie eà à o à à esp esà deà gammares avaient été étudiées, aucune 

o talit à sig ifi ati eà ’a aità t à o se eà hezà lesà o ga is esà à lesà pou à à L ,à epe da t,à

ap sà àhàd’e positio àlesàpou e tagesàdeàsu ieà hezàG. fossarum et G. pulex s’ le aie tà ha u à à à±à

6%  alors que chez G. roeseli cette survie était de 90 ± 6%.  

U eàaut eàh poth seàpou aità t eà elleàdeàlaàte p atu eàdeàl’eauàda sàlesàdispositifs.àE àeffet,àsiàlesà

expériences détaillées dans le chapitre 3 se sont déroulées en conditions contrôlées à une température 

optimale pour les gammares de 12 °C, dans cette étude elle a été mesurée entre 17 et 21 °C (Annexe 6). 

Rappelons que ces études en mésocosmes ont été menées dans un contexte collaboratif inter et intra-

laboratoires avec un protocole commun ne nous permettant pas de pouvoir travailler à des 

te p atu esàplusà fai les.àPou àpallie à à ela,à lesàga a esàp le sàda sà l’eauàdeà laàNiedà à àdeg à

a aie tàd’a o dà t àa li at sàpe da tà àjou sà àdeàl’eauàdeàVol i à à à°C,àpuisàlesà a sàd’a li atatio à

avaient t àdispos s,à àjou sàa a tàl’i t odu tio àdesàga a es,à à ôt àdesàfutu sà a sàd’e positio àpou à

pe ett eàleu àa li atatio àp og essi eà àlaàte p atu eàdeàl’eauàdesà so os esà uiàs’ le aitàd j à à

ce moment-là à plus de 21°C (Annexe n). Au jour J0 de l’i t odu tio àdesàga a esàetàau àjou sàJ ,àJ à

etàJ àdeàp l e e t,àlesàte p atu esàs’ le aie tà espe ti e e tà à ,à ,à àetà à°C. 

Da sà laà litt atu e,à lesà p oto olesà desà tudesà s’i t essa tà au à effetsà deà laà te p atu eà su à lesà

gammares ont rarement dépassés les 20 à 24 °C pour G. roeseli (Dehedin et al., 2013; Pöckl, 1992; 

Sornom et al., 2010). Ces études ont par exemple montré que 20 °C représentait la limite supérieure de 

température au-delà de laquelle, chez G. roeseli, la reproduction était négativement affectée (Pöckl et 
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al., 2003). Elle correspond également à la température pour laquelle G. roeseli possède une croissance 

maximale associée à une plus faible durée de vie de 280 à 300 jour à 20 °C contre 550 à 600 jours à 12 °C, 

soit le double de temps (Pöckl, 1992). De plus, dans leur étude menée sur des gammares (G.roeseli)  

également prélevés dans la Nied Française, Sornom et al. (2010) ont montré des effets significatifs de la 

température avec, pour une même salinité, des valeurs de mortalité et de ventilation plus élevées à la 

plus forte température testée (18 °C). Au niveau cellulaire, dans leurs études également effectuées sur la 

Nied française et sur la même espèce, Sroda and Cossu-Leguille (2010) ainsi que Gismondi et al. (2012) 

o tà o t à u’e à t ,à lo s ueà l’eauà p se taità lesà te p atu esà lesà plusà le esà deà à à à °C ,à lesà

réserves énergétiques, via les mesures de concentrations lipidiques, étaient négativement corrélées aux 

fortes températures. Cette corrélation peut être due aux coûts énergétiques que représentent les 

p o essusà deà ep odu tio à età deà ueà isà e à pla eà lo sà d’u à hauffe e tà deà te p atu eà deà l’eauà

(Pöckl, 1992; Pöckl et al., 2003). Dans notre étude, la température moyenne de 18 ± 1 °C mesurée dans 

les dispositifs correspo daitàau àte p atu esà esu esàe àfi àdeàp i te psàetàd utàd’ t àda sàlaàNied.à

Les mesures de biomarqueurs effectuées au niveau cellulaires ont donc été cohérentes, puisque les 

valeurs correspondant aux réserves énergétiques (concentration en protéines, triglycérides, cholestérol 

et activité ETS) ont significativement diminué au cours du temps pouvant ainsi montrer la mise en place 

progressive de mécanismes à forts coûts métaboliques. Une hypothèse serait de dire, que la hausse de 

température subie par lesàga a esàa a tà leàd utàdeà l’e p i e tatio àaà i à leàpassageà à l’ t àetà

do àu eàp iodeà fa o a leà à laà ep odu tio à o pos eàdeà ou tesàp iodesàdeà ueàetàd’u eà apideà

maturation sexuelle des gammares (Pöckl, 1992). En effet, de jeune gammares encore sexuellement 

indifférenciables ont été choisis pour cette étude, et leur masse sèche a augmenté de 21 % entre J0 et 

J21.  

Co e a tàl’a ti it àdeàt a spo tàMXR,àlesàdiff e esàsig ifi ati esào se esà hezàlesàt oi sàe t eà

J7 et J14/J21 pourraient être corrélées à cette prise de masse par les gammares, puisque des tests 

internes au laboratoire ont déjà montré que les substrats utilisés pour les mesures pouvaient être 

cytotoxiques sur de jeunes gammares de petites tailles. En effet, des activités de transport négatives 

’o tà pasà deà sig ifi atio à iologi ueà oh e teà età so tà leà efletà d’u eà toto i it .à Cetteà toto i it à

e ista tà hezàlesàt oi sàse leàs’a ule à àJ /J ,àp o a le e tàe àlie àa e àlaàp iseàdeà asseàdesà

gammares ayant survécu. De eà fait,à leu à tailleàa a tà aug e t ,à l’a ti it à deà t a spo tàMXRàaàpuà t eà

esu e,à eà sià elleà està est eà t sà fai le.à Da sà laà litt atu e,à lesà esu esà d’os olalit à su à lesà

crustacés se sont plutôt intéressées aux effets de la salinité, cependant certaines y ont associé le facteur 



238 
 

te p atu eà aisà ’o tà pasà o t à deà te da eà g aleà ua tà à so à i po ta eà su à l’os olalit à

(Dobrzycka-Krahel et al., 2014; Einarson, 1993; Sornom et al., 2010). 

Laà e tilatio àetàlaàlo o otio à ’o tàpasà t à odifi esàauà ou sàdeàl’e p i e tatio àe à so os eà

o t ai e e tà à l’h pe e tilatio à observée par Sornom et al. (2010) à 18 °C. Dans leur étude, 

Wijnhoven et al. (2003) ont étudié la ventilation chez G. roeseli e àfo tio àd’u eàhausseàdeàte p atu eà

et ont montré que le nombre de battements de pléopodes par minute était augmenté de 140 à 230 

e t eà à età °Cà jus u’ à attei d eà u eà te p atu eà iti ueà deà 29-30 °C, au-delà de laquelle la 

e tilatio à a aità o sid a le e tà di i u .àMalg à u à ilieuà d’e positio à diff e t,à esà aleu sà so tà

cohérentes avec celles observées dans notre étude où les moyennes des battements de pléopodes des 

t oi sà à à°Càs’ le aient à 240 ± 10. 

II.3.2.2. Effet des nAg sur les gammares 

II.3. . . .àCo e t atio àe àa ge tàda sàlesà ilieu àd’e positio àetàlesàga a es 

Lesà e p i e tatio sà e à so os esà su à lesà ágà so tà peuà o euses.à L’ tudeà deà Lowry et al. 

(2012) s’està su toutà intéressé à laà dist i utio à età à laà sp iatio à deà l’a ge tà da s les différents 

o pa ti e tsàd’u eàzo eàhu ideàd’eauàdou e.àCelleàdeàBuffet et al. (2014) a quant à elle couplé des 

mesures de dissolution des nAg aux effets observés sur des organismes marins exposés à de très faibles 

concentrations, et enfin, Cleveland et al. (2012) o tà tudi à lesà ejetsà d’a ge tà issusà deà p oduitsà deà

consommation composés de nAg en mimant un écosystème estuarien. Ces études très complètes et qui 

appo te tà desà i fo atio sà su à desà situatio sà p isesà deà o ta i atio à d’u à ilieu,à eposent 

epe da tàsu àdeà o eu àpa a t esàp op esà à ha u eàd’elleàetàilàappa a tàdiffi ileàdeà o pa e àlesà

comportements des nAg dans des systèmes si différents. 

Dans notre étude, les injections successives ont bien permis une contamination progressive des 

s st esàda sàleàte ps,à ie à ueàl’aug e tatio àdesà o e t atio sàsoità o àsig ifi ati eàpou àlaàfo eà

sph i ue.à Cepe da t,à lesà o e t atio sà esu esàda sà laà olo eà d’eauà eà ep se taie tà pou à lesà

nAg plates que 60 à 28% et pour les nAg sphériques que 41 à 18% des concentrations totales appliquées 

espe ti e e tà à J à età J .à Lesà ágà i t oduitesà da sà lesà ilieu à o tà pa à e e pleà puà s’ag ge à à laà

ati eào ga i ueàfo a tàdesàh t oag gatsà uiào tàpuàs di e te ,à aisào tàaussiàpuàs’adso e àsu à

les organismes, les parois ainsi que tous les dispositifs présents dans les mésocosmes. Les nAg peuvent 

gale e tà ela gue àdeàl’a ge tàdissousà iaàlaàdissolutio ào dati eà(Liu and Hurt, 2010). Cependant dans 

nos systèmes, aucune valeur de concentration en Ag située au-dessusàdeàlaàli iteàdeàd te tio àdeàl’ICP-

MS (0,250 µg.L-1 à ’aà t à esu eà ap sà ult afilt atio à duà ilieu.à L’i se tio à deà DGTà da sà leà ilieuà aà
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toutefoisàpe isàdeà esu e àdesà o e t atio sàe àa ge tàla ileàdeàl’o d eàduà g.L-1, ce qui représentait 

moinsàdeà , %àdeà l’a ge tà i t oduit.àCesàdeu à sultatsà se le tà i di ue à ueà lesà o ditio sàph si o-

hi i uesàdeà osà ilieu à ’o tàpasàfa o is àlaàdissolutio àdesà ág. 

L’e positio àdesàga a esàau àdeu àt pesàdeà ág,àaà ie ài duitàu eà o ta i atio àdesào ga ismes à 

l’a ge t,à aisà alg àu eàleg eàte da eà àl’aug e tatio ,à etteàde i eàestà est àu ifo eàe t eàlesà

temps J7, J14 et J21, contrairement à ce qui a été observé dans le milieu. Plusieurs études ont déjà 

observé une bioaccumulation des nAg dans les tissusàetào ga esàdeà e tai sào ga is esàd’eauàdou e.àPa à

exemple, Georgantzopoulou et al. (2013) ont visualisé la présence de nAg de 200 nm semblant passer 

l’espa eà i te ellulai eà deà laà ou heà epith lialeà deà laà e a eà deà l’i testi à deà Daphnia magna 

(NanoSims). Asharani et al. (2008) ont quant à eux observé que des nAg enrobées de BSA (albumine de 

s u à o i àd’e i o à à à a aie tà te da eà à s’a u ule àda sà lesà o au àdeà ellulesàdeàpoisso à

z e.à Ilsà o tà pa à ailleu sà o t à leu àdist i utio à da sà leà e eau,à leà œu àetà leà sa gà d’e o sà deà

Danio rerio  METàetàED“ .àDa sàl’ tudeàp se t eài i,à eàt peàd’a al seàe ài age ieà ’aàpasàpuà t eà isà

e àpla eà eàpe etta tàpasàdeàsa oi àsiàl’a ge tàaà t ài g àpa à oi àt ophi ueàet/ouà ioa u ul àet/ouà

adsorbé.  

II.3.2.2.2. Niveau cellulaire et physiologique 

“u àleàpoolàdeà io a ueu sà ellulai esà esu s,à alg àu àeffetàdeàl’i te a tio àte psàd’e positio àXà

o ditio sàdeà o ta i atio àsu àlesà o e t atio sàe àt igl idesàetàl’a ti it àET“,àseuleàl’a ti it àET“àaà

diminué en réponse à la contamination. Cette baisse a été observée uniquement chez les gammares 

exposés durant 21 jours aux nAg sphériques. Schmidlin et al. (2015) o tà tudi à l’a ti it à ET“à su à desà

gammares (G. fossarum à età o tà gale e tà o t à u’u eà e positio à auà sulfateà deà ui eà pou aità e à

engendrer une baisse significative. Concernant les mécanismes de réponses antioxydantes et 

antito i uesà esu esàpa àlesàaut esà io a ueu s,àau u àeffetàdeàl’a ge tà ’aà t ào se .àL’i du tio à

deà esà a is esàpa àl’a ge tàissuàdesà ágàaàpou ta tàd j à t ào se eà hezàlesào ga is esà a i sàS. 

plana et H. diversicolor (Buffet et al., 2014).  

L’a ti it à deà t a spo tà MXRà o espo dà à u à a is eà deà d fe seà ui,à pa à l’i te diai eà deà

po pesà e a ai es,à pe età d’e pulse à lesà o ioti uesà ho sà desà ellules. Dans cette étude, une 

forte toxicité des substrats (Calcéine-AM et inhibiteurs) sur les jeunes organismes de petite taille ne 

pe etàpasàd’ ett eàd’h poth sesàfia lesà ua tà àu àeffetàdesà ág.àCepe da t,ào àpeutào se e àu eà

légère tendance intéressante entre les 3 temps. La croissance des gammares entre les temps J0 et J21 a 

duità eàph o eàdeàto i it àpuis ueàlesààt oi sào tà et ou àdesà o e esàd’a ti it àpositi esàd sà
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J14. Les gammares exposés aux nAg plates ont présenté le même schéma de réponse que les témoins 

alo sà u’ilà aà falluà atte d eà leà te psà J à pou à pou oi à l’o se e à hezà lesà ga a esà e pos sà au à ágà

sph i ues.à Ceà d alageà pou aità sulte à d’u à effetà plusà a u à desà ágà sph i ues,à eta da tà laà

up atio àd’u eàa ti it àMXRà esu a le.  

Laà esu eàdeàl’os olalit àdeàl’h ol pheà ep se teàu à io a ueu àph siologi ueàpou à alue à

un état de stress chez des gammares soumis à une contamination (V. Felten et al., 2008b; Issartel et al., 

2010; Lignot et al., 2000; Vellinger et al., 2012).àDa sà etteà tude,àl’e positio àdesàga a esàpe da tà à

jours et à 50 µg.L-1 de nAg de forme sphérique a induit une diminution sig ifi ati eà deà l’os olalit à

suggérant ainsi un dysfonctionnement de la régulation ionique. Cette observation est cohérente avec la 

litt atu eà puis u’ilà aà plusieu sà foisà t à o t à ueà lesà st essà talli uesà età ota e tà l’a ge tà

engendrait une diminutio àd’os olalit à sulta tàd’u eàpe teàe àio sàNa+ et Cl- du milieu intérieur (Arce 

Funck et al., 2013; Grosell et al., 2002a, 2002b). 

II.3.2.2.3. Niveau individuel : ventilation et locomotion 

Au niveau individuel et plus précisément comportemental, seules les mesures de locomotion des 

o ga is esà o tà isà e à ide eà laà p se eà d’effetsà hezà lesà ga a esà sou isà à laà plusà fo teà

concentratio àd’e positio à àµg.L-1) et après 21 jours par rapport aux témoins. Une même tendance 

non significative est également observable pour la ventilation.  

Les mesures des activités de locomotion des gammares apportent généralement une réponse rapide 

des effetsàd’u eàe positio à àdeàt sàfai lesà o e t atio sà(Gerhardt, 1996). Dans cette étude, la baisse 

de locomotion observée seulement chez les organismes exposés 21 jours à la plus forte concentration de 

a opa ti ulesà pou aità sugg e à ue,à suiteà à laà d te tio à deà l’a ge tà da sà leà ilieu,à età pa eà u’ilsà

possédaient déjà des niveaux de réserves énergétiques bas, les gammares auraient réduit leurs dépenses 

énergétiques en diminuant leur locomotion, afin de pouvoir mettre en place des mécanismes de 

détoxication également coûteux en énergie. Cette hypothèse de redirection et de réallocation 

énergétiques a déjà été émise par Lawrence and Poulter (1998) ainsi que par (Felten et al., 2008b) et 

Arce Funck et al. (2013) qui ont eux aussi observé des baisses des activités de locomotion et de 

ventilation respectivement chez G. duebeni exposé au cuivre et chez G. fossarum exposés au cadmium 

ouà àl’a ge t. 
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II.2.2.3. Effet de la forme des nAg 

Dans cette étude, deux formes de nAg possédant une même surface spécifique ont été testées, la 

fo eà u i ueàetàlaàfo eàplateàt ia gulai e.à“iàlesà o e t atio sàd’e positio àde ces deux formes dans 

les milieux et les organismes sont restées homogènes, des effets différents ont tout de même parfois été 

o se s.àLesà io a ueu sà tudi sàu à àu àauà i eauà ellulai eà ’o tàpasà o t ,àho isàl’ET“,àd’effetà

marqué de la contamination. Une analyse discriminante groupant la totalité des mesures obtenues a 

pe isàdeàs th tise àl’i fo atio àafi àdeàpou oi àd gage àdesàte da esàg alesà o ào se a lesàe à

o sid a tà ha ueà io a ueu àisol e t.àLesà sultatsàdeàl’a al seàdis i i ante ont révélé que 3 des 

biomarqueurs testés permettaient de différencier les 9 conditions de contamination (concentration en 

triglycéride, activité ETS et TAC). De plus, elle a également montré des profils similaires de réponses liés 

aux nAg plates et sph i uesà se la tà s’ a te à deà eu à o se sà hezà lesà t oi sà à J à età u eà

homogénéité des réponses entre les 3 conditions à J14. Par contre, à J21 les gammares exposés aux nAg 

sphériques ont présenté des profils de réponses  différenciés (axe 2 discriminant) de ceux des conditions 

t oi àetà ágàplatesàpe etta tàl’o se atio àd’u àeffetàd à àlaàfo eàdesà a opa ti ules. 

Pou àlesàaut esà esu esà à l’e eptio àdeàlaàlo o otio àetà alg àl’a se eàdeàdiff e eàsig ifi ati eà

entre les deux formes, les nAg sphé i uesàso tà ellesà uiàse le tàa oi àleàplusàd’effetsàsu àlesàga a esà

à J21. Pour la locomotion une différence a par contre été observée et a montré un effet plus marqué des 

nAg plates à J21.  

Dans la littérature, si les effets des nAg en fonction de leur taille sont relativement bien renseignés, 

uel uesà tudesàseàso tà gale e tài t ess esà àl’effetàdeàlaàfo e.àái si,àWiley et al. (2005) ont montré 

ueà lesà diff e tesà fo esà deà ágà peu e t,à d’u à poi tà deà ueà istallog aphi ue,à seà o pose à deà

diffé e tesàfa ettesà o eàpa àe e pleàlesàfa ettesà{ },à{ }àetà{ }.àD’aut esàt a au às’i t essa tà

à la réactivité de ces différentes facettes, ont montré que la facette {111} était la plus réactive et que les 

nAg possédant une morphologie présentant les plus forts pourcentages de facettes {111} à leur surface 

étaient également celles qui interagissaient le mieux avec la membrane des E. coli  et étaient donc celles 

uiài duisaie tàleàplusàd’effetsà hezàlaà a t ieà(Morones et al., 2005; Pal et al., 2007). Dans ces études, 

les formes présentant principalement des facettes de surface {111} étaient les formes plates 

triangulaires tronquées, les formes cuboctaèdres (polyèdre à 14 faces), icosaèdres (polyèdre à 20 faces) 

et décaèdres (polyèdre à 10 faces). La présence de défauts sur ces configurations cristallines de surface 

desà ágà d fautsàd’e pile e tàpa àe e ple àpeu e tàaussiài dui eàdesàdiff e esàe t eàlesàfo esàdeà

nAg (Bansal et al., 2010) et une plus forte toxicité sur les organismes, comme cela été observé sur des 

cellules et embryons de poisson zèbre (George et al., 2012).  



242 
 

Da sàl’ tudeàdesàeffetsàdesà ágàe àfo tio àdeàleu àfo e,àdeu à a opa ti ulesàp se ta tàu eà eà

taille et une même aire de surface peuvent donc en fonction de la quantité de facettes réactives sur leur 

surface, avoir des effets différents sur les organismes, et ce paramètre serait donc intéressant à vérifier 

dans cette étude. 

Conclusion  

Cetteà tudeàaàtoutàd’a o dà o t àlaàg a deà o ple it à ueàpeutà ep se te àu eàe p i e tatio àe à

so os es.à E à effet,à laà o talit à le eà e à fi à d’e p ie eà hezà lesà t oi sà appa a tà diffi ileà à

i te p te à aisà pou aità t eà leà sultatà d’u eà o i aiso à deà diff e tsà pa a t esà ha itat,à

a i alis e,àte p atu e àà u’ilà eà ousàaàpasà t àpossi le de contrôler dans cette étude. Les résultats 

deà l’e positio à au à deu à fo esà deà ágà o t e tà u à effetà deà l’a ge tà p i ipale e tà auà i eauà

physiologique et sur le comportement des organismes. Ces derniers pourraient adopter une stratégie de 

réallocation é e g ti ueà afi à d’o te i à l’ e gieà essai eà à laà iseà e à pla eà deà a is esà deà

d fe se.àToutefoisàlesà a is esàdeàd fe seà tudi s,à ’a a tàpasà t à odifi sàpa àl’e positio ,à ’o tà

pas pe isà d’appu e à etteàh poth se. Même si la forme sphérique semble être celle qui présente le 

plusà d’effetsà su à lesà ga a es,à u eà a a t isatio à plusà p iseà deà laà o figu atio à istalli eà deà saà

su fa eàse leàp i o dialeàetàde aità àl’a e i àfai eàpa tieàdesàpa a t esàdeà a a t isatio àdesà ágà à

étudier avant toute expérimentation. 
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II.3. Effets de deux types de nTiO2 (anatase bâtonnet et anatase cubique) sur 

l’esp e G. roeseli – Expérience 6 
 

Contexte 

áà l’i sta à desà ág,à lesà TiO2 sont elles aussi très largement exploitées, peuvent également être 

produites sous différentes formes et structures cristallines et peuvent être rejetées dans les écosystèmes 

d’eauàdou e.àL’o je tif,àide ti ueà à eluiàdeàl’ tudeàp de te,à taitàd’ alue àlesàeffetsàdeàdeu àfo esà

de nTiO2 possédant la même structure cristalline, les anatases bâtonnets (AB) et les anatases cubique 

(AC). Ces formes peuvent avoir une influence sur la réactivité de surface et donc induire des effets 

différents sur G. roeseli.  

Mis en place et défini par le programme MESONNET, le même p oto oleàd’e p i e tatio à ueà eluià

établi précédemment pour les nAg a scrupuleusement été respecté. Seules les concentrations 

d’e positio ào tà ha g .àE àeffet,àlesà TiO2 possédant des PEC plus élevées que les nAg dans les eaux de 

surface (Gottschalk et al., 2009; Sun et al., 2014), leur concentration finale a été augmentée à 1 mg.L-1. 

U eà app o heà ulti io a ueu à desà effetsà iologi uesà aà do à t à iseà e à pla eà iaà l’ tudeà deà

biomarqueurs cellulaires et individuels. 

 

Mots clés : nanoparticule de dioxyde de titane – forme -  G. roeseli – multibiomarqueur – mésocosme 
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Rappels du plan expérimental 

Dispositif expérimental : Deux types de nTiO2 anatase ont été testés dans cette étude, elles ont été 

synthétisées dans un laboratoire partenaire, le CMCP (Chimie de la Matière Condensée de Paris) par 

Corinne Chanéac. La caractérisation de leurs suspensions stock effectuée par Christophe Pagnout (LIEC) a 

pe isàd’o se e àleu sàfo esàetàdeà esu e àleu sàdia t esà o e sàpa àMET.àái siàlesà TiO2 anatase 

de forme cubique (AC) possédaient des dimensions de 20 à 25 nm et la forme anatase bâtonnet (AB), des 

dimensions de 10 nm de large et 200 nm de long (Figure 66 .àDesà esu esàdesà i ti uesàd’ag gatio à

da sàl’eauàVol i ào tàaussià t àeffe tu esàetàso tàp sentées en annexe. 

 

Figure 66 : Observation au MET des solutions stock des A : nTiO2 a atase u i ue AB  d’u e taille de -25 nm et 

B : des nTiO2 anatase bâtonnet de 10 nm de large et 200 nm de long. Sources : C. Pagnout. 

Les 12 injections successives (84 µg.L-1) de ces deux types de nTiO2 ont permis une exposition à une 

concentration en titane finale voulue de 1 mg.L-1 après la dernière injection. Les trois temps de 

prélèvement des organismes J7, J14 et J21 correspondaient alors respectivement à des concentrations 

appliquées en titane de 0,5, 0,8 et 1 mg.L-1. 

 

Figure 67 : Pla  e p i e tal si plifi  de l’e p ie e  Cf.Chapit e , tableau 9) 

Environ 2000 à 2500 G. roeseli ont été prélevés en Moselle dans la Nied en Février 2014 puis ont été 

sou isà à à jou sàd’a li atatio àda sàdeà l’eauà i aleàVol i à suppl e t e àe àsui a tà leàp oto oleà

d itàda sà leà hapit eà .àLeà jou àdeà l’i pla tatio àdesào ga is es,à àpoolsàdeà  gammares de sexe 

indifférencié et de taille homogène ont été triés puis 27 de ces pools ont été répartis dans les 27 cages 
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deà feuillesà o ditio esà a a tà d’ t eà i pla t sà da sà leu sà ilieu à d’e positio sà espe tifs.à “u à lesà à

pools restants, 3 ont servi deàT àetàlesà àaut esào tàpe isàlaà esu eàdeàlaà asseàs heà o e eàd’u à

gammare sur la base de 15 lots de 10 gammares pesés. Cette dernière a été estimée à 5,79 ± 0,58 mg.  

Mesures : Les mesures effectuées, communes aux trois mésocosmes, ont été décrites dans le 

pa ag apheàII. àp de t.àE à aiso àd’u à a ueàd’o ga is es,àlesà esu esàd’a ti it àMXRàau à àte psà

ai sià ueà lesà esu esà d’os olalit à à J à ’o tà pasà t à effe tu es.à Lesà o ga is esà p le sà pou à lesà

mesures de locomotion et de ventilation à J2 ào tà t àutilis sàpou àl’a al seà ulti io a ueu sàplutôtà

ueàpou àlesà esu esàd’os olalit . 

Traitement statistiques : Pour les figures (68,70,73) et le tableau 20, des anovas à deux facteurs 

(contamination et temps) ont été effectuées et parfois suivies des tests post-hoc TukeyHSD. Quand les 

o ditio sà d’appli atio à deà l’a o aà o alit à desà sidusà deà l’a o aà età ho og it à desà a ia es à

’o tàpasà t à ifi sà Figu esà71), une anova non paramétrique de Kruskall-Wallis a été effectuée suivie 

de tests post-hoc de comparaisons multiples. Une analyse discriminante linéaire (LDA) a été effectuée 

sur les valeurs des 13 biomarqueurs mesurés selon le protocole statistique décrit dans le chapitre 2. 

 

II.3.1. Résultats 

II.3.1.1. Concentration e àtita eàda sàlesà ilieu àd’e positio sàetàlesàga a es 

Co eà ousàl’a o sàd j àe pli u àpou àl’e p ie eà« Etude des effets des nTiO2 sur les gammares 

(G. roeseli à e à fo tio à deà leu à h t oag gatio à da sà deu à t pesà d’eauà duà Rhô eà atu elle e tà

chargées en matières organiques », les dosages par ICP-MS du titane demandent encore quelques mises 

auà poi tà uià so tà a tuelle e tà e à ou sà d’opti isatio à auà CEREGE.à Lesà sultatsà desà o e t atio sà

ellesàe àtita eàda sàlesà ilieu àd’e positio àetàda sàlesào ganismes ne seront donc pas présentés dans 

ce manuscrit de thèse. 

II.3.1.2. Mortalité des organismes 

Lesà sultatsào tà o t àu eàa se eàd’effetsàsig ifi atifsàdeàl’i te a tio àte psàd’e positio àXàt peà

de contamination aux nTiO2. Les conditions de contaminatio à ’o tàpasàeuàd’effetàsu à laà o talit àdesà

organismes (anova à deux facteurs, F=0,143, ddl=2 et p- alue= , àalo sà ueàleàte psàd’e positio àaà

entrainé des baisses significatives de la survie des gammares (Figure, 68 ; anova à deux facteurs, F=89,15, 

ddl=2 et p- alue=< , .àE à o e eà à J à leàpou e tageàdeàsu ieàs’està le à à à à±à à%,àpuisàu eà
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diminution marquée a été observée à J14 présentant des pourcentages de 34 ± 17 %. Finalement, nous 

avons observé une survie très faible après 21 jours da sà tousà lesà ilieu à d’e positio .à Cetteà su ieà

anormalement faible représente une difficulté majeure pour interpréter les différents résultats. 

 

Figure 68 : Moyennes (+ écart-types, n=3) de la survie des gammares après 7, 14 et 21 jou s d’e positio  au  TiO2 

AB et AC qui correspondent respectivement à des concentrations appliquées de 0,5, 0,8 et 1 mg.L
-1

. Les groupes de 

mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

II.3.1.3. Biomarqueurs cellulaires, approche multi-biomarqueurs et analyse discriminante 

Les valeurs moyennes et écart-types mesurées pour les 13 biomarqueurs analysés sur un même pool 

de gammares sont présentés dans le tableau 19 et les résultats des tests statistiques dans le tableau 20. 

áu u eài te a tio àd’effetsàdueàau à o ditio sàdeà o ta i atio àe àfo tio àduàte psàd’e positio à ’aà

été observée.  

Cependant, ces deux variables ont eu chacune des effets sur les concentrations en protéines dosées 

dans le broyat et dans la fraction cytosolique ainsi que sur les concentrations en triglycérides (Tableau 

20).àPou àlesàdeu àdosagesàp ot i ues,à lesàtestsàTuke H“Dà ’o tàpasà l àdeàdiff e esàsig ifi ati esà

entre les 3 types de contamination pour chaque temps. Par contre, toute condition de contamination 

confondue, à J14 et J21, les gammares ont présenté des concentrations significativement plus faibles 

u’ àJ .àLesà o e t atio sàe àt igl idesà taie tà ua tà àellesàsig ifi ati e e tàplusà le esà hezàlesà

gammares contaminés par la forme AC à J7 et J14 par rapport aux témoins et à la forme AB à J21 mais 

esàdiff e esàe t eàdeu àte psà ’appo teàpasàd’ l e tà o t. 
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L’á o aà aà l à u à effetàduà te psà su à à aut esà io a ueu s.à ái si,à u eà di i utio à sig ifi ati e, 

toutes conditions de contamination confondues, duà holest olàetàdeàl’a ti it àET“àaà t ào se eàe t eà

lesàte psàJ àetàJ àai sià u’e t eàJ àetàJ .àPou àlaàLOOH,àdesàdi i utio sà t à esu esàe t eàJ àetàJ à

puisàe t eàJ àetàJ .àáàl’i e se,àdesàaug e tatio sào tà t ào se es pou àlaàTáCàetàl’a ti it àLDHàe t eà

J àetàlesàte psàJ àetàJ àai sià ueàpou àl’a ti it àdeàlaàG“Tàe t eàJ /J àetàJ . 
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Tableau 19 : Moyennes (± écart-types) des différentes valeurs obtenues pour les biomarqueurs cellulaires mesurées 

su  G. oeseli ap s ,  et  jou s d’e positio  au  TiO  AB et AC ui o espo de t espe ti e e t à des 

concentrations en argent appliquées de 0,5, 0,8 et 1 mg.L
-1

. 
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Tableau 20 : Résultats statistiques des Analyses de variance (Anova) à 2 facteurs effectuées pour les différentes 

mesures. Ddl = degré de liberté, les valeurs en gras sont significatives. 

 

Lesà sultatsàdeà laàLDáàpe etta tà l’ tudeàdeà laà atte ieàdeà io a ueu sàda s son ensemble sont 

présentés dans le tableau 21. Dans cette LDA, un ensemble de 7 biomarqueurs a été utilisé pour 

dis i i e à lesà à o ditio sàd’e positio .à Leà od leà o st uitàestà sig ifi atifà La daàWilks : p-value = 

0,02) et est associé à un taux d’e eu à galà à , .àL’a ti it àdeàlaàG“Tàestàleàseulà io a ueu àsig ifi atifà

du modèle. 

Tableau 21 : Résultats de la LDA regroupant les pouvoirs discriminants des 2 axes, les valeurs des coefficients bruts 

et standardisés ainsi que la significativité des 6 biomarqueurs conserver pour construire la LDA. 

 

Laà ep se tatio à g aphi ueà deà laà LDáà ai sià ueà à aut esà elati esà au à à te psà d’e positio à sont 

présentées dans la figure 69. A J7, les points matérialisant les 3 conditions de contamination sont 

proches et leurs ellipses respectives se chevauchent. A J14, les ellipses correspondant aux mesures 

effectuées chez les organismes témoins et chez ceux exposés aux nTiO2 áBà s’e t e oupe tà età seàà

chevauchent alors que celle représentant les organismes exposés aux nTiO2 AC est bien isolée, 
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ota e tàleàlo gàdeàl’a eà .àE fi ,à àJ ,àu eàdispe sio àsu àl’a eà àestào se a le,àlesàellipsesàdesà TiO2 

AB (entre les repères -4 et -2) et témoin (entre les repères -1,5 et 1,3) ne se rencontrent pas alors que les 

ellipses témoins (entre les repères -1,5 et 1,3) et nTiO2 áCà e t eàlesà ep esà àetà às’e t e oupe tàt sà

partiellement. 

 

Figure 69 : A  A al se dis i i a te li ai e LDA  effe tu e pou   o ditio s  o ta i atio s pou   te ps d’e positio  su  

les aleu s des  io a ueu s et dis i i e pa   d’e t e eu  = . B, C et D  Rep se tatio  ellipti ue des conditions témoin, 

nTiO2 AB et nTiO2 AC à J7, J14 et J21. 
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II.3.1.4. Biomarqueur physiologique :àl’os olalit àdeàl’h ol phe 

Seuls les organismes exposés durant 14 jours aux nTiO2 AC, montrent une diminution significative de 

l’os olalit à F= , ,à ddl=2 et p-value<0,01) par rapport aux témoins. Cependant, aucune différence 

sig ifi ati eàdeàl’os olalit à ’aà t ào se eàe t eàlesàdeu àfo esà hezàlesàga a esàe pos sàdurant 14 

jours (Figure 70). 

 

Figure 70 : Moyennes (+ écart-t pes  des aleu s d’os olalit  de l’h ol phe esu es da s les gammares après 

 et  jou s d’e positio  au  TiO2 AB et nTiO2 AC qui correspondent respectivement à des concentrations en titane 

appliquée de 0,5, 0,8 et 1 mg.L
-1

. Les groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

II.3.1.5. Les biomarqueurs de comportement 

II.3.1.5.1. La ventilation 

áu u eàdiff e eàsig ifi ati eàdeàlaà e tilatio à ’aà t ào se e (Figure 71). 



252 
 

 

Figure 71 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de ventilation chez les gammares après 7,14 et 21 jours 

d’e positio  au  TiO2 AB et aux nTiO2 AC qui correspondent respectivement à des concentrations en titane 

appliquées de 0,5, 0,8 et 1 mg.L
-1

. Les groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

II.3.1.5.2. La locomotion 

Concernant les mesures de locomotion (Figure 72), une interaction significative entre le temps 

d’e positio à età leà t peà deà o ta i atio à aà t à o se eà a o aà à deu à fa teu s,à F= ,4, ddl=4 et p-

alue< , .à Pou à ha ueà t peà d’e positio ,à ousà o se o sà u eà di i utio à deà laà lo o otio à e à

fo tio àduà te ps.àChezà lesà t oi sà etteàdi i utio à ’està sig ifi ati eà u’ à J .à Pa à o t e,à hezà lesà

gammares exposés aux nTiO2 AC, la locomotion est significativement plus faible dès J7 par rapport aux 

organismes témoins et le demeure à J14 et J21 alors que chez les gammares exposés nTiO2 AB, la 

diff e eàpa à appo tàau àt oi sà ’estàsig ifi ati eà u’ àJ .àO à e a ue aà gale e tà u’ àJ àetàJ 1, 

les gammares exposés à la forme AC se déplacent significativement moins que ceux exposés à la forme 

AB.  Enfin, chez les gammares exposés à la forme AC, la diminution de la locomotion est significative à 

J14 et J21 par rapport aux temps précédents alors que chez les organismes exposés à la forme AB, la 

lo o otio àestàsig ifi ati e e tàplusàfai leà u’e t eàJ àetàJ . 
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Figure 72 : Moyennes (+ écart-t pes  des esu es de lo o otio  des ga a es ap s ,  et  jou s d’e positio  

aux nTiO2 anatase bâtonnet (AB) et anatase cubique (AC) qui correspondent respectivement à des concentrations 

en titane appliquées de 0,5, 0,8 et 1 mg.L
-1

. Les groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

. 

II.3.2. Discussion 

II. . . .àEffetsààdesàdispositifsàd’e p i e tatio àetàduàte psàd’e positio àsu àlesàga a es 

“ià l’o à o sid eà laà o talit à a o ale e tà le eà desà o ga is esà % à J14 et 93% à J21), il 

appa aità diffi ileà d’i te p te à lesà sultatsà desà diff e tsà io a ueu sà esu sà hezà lesà su i a tsà

ap sà esàte psàd’e positio .àLesàh poth sesàd j àdis ut esàp de e tà te p atu eàd’e positio à

ou cannibalisme) sont des pistes pour expliquer cette mortalité anormale.  

II.3.2.2. Effet des nTiO2 sur les gammares 

Compte tenu de la mortalité élevée, les effets observés à J14 et J21 sur les biomarqueurs étudiés 

seront interprétés avec précaution et le terme « tendance » a été préféré au terme « différence » dans la 

suiteàdeàl’a gu e tatio . 

L’a al seà dis i i a teà eposa tà su à lesà aleu sà issuesà duà poolà deà io a ueu sà d’a ti it à

a tio da ts,àa tito i uesàouàdeà se esà e g ti uesà esu sàauà i eauà ellulai e,à ’aà o t àau un 

effet de la forme des nTiO2 à J7 puisque que les réponses sont similaires à celles des témoins. Pour les 

autres temps et même si les interprétations sont incertaines, les résultats observés à J14 et J21 pourrait 

indiquer des effets différents dus à la forme AC au temps J14, et à la forme AB au temps J21. 
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áuà i eauà ph siologi ueà età i di iduel,à lesà effetsà i duitsà pa à l’e positio à au à a opa ti ulesà deà laà

forme AC semblent également plus marqués et plus précoces que la forme AB, notamment sur la 

locomotion desào ga is es.àNousàpou o sàsuppose à ueàl’ajoutàdeàlaà o ta i atio à àu eàsituatio àdeà

st essà d j à e ista te,à peutà d le he à laà iseà e à pla eà d’aut esà a is esà deà d to i atio ,à eà uià

impliquerait un coût énergétique plus important, expliquant ainsi les baisses de locomotions, plus 

importantes chez les organismes exposés que celles observées chez les témoins. 

Deàfaço àt sàg ale,à ilàse le aità ueà laàfo eàáCài duiseàplusàd’effetsàsu à lesàga a esà ueà laà

fo eàáB.àPeuàd’ tudesào tà t àeffe tu esàa e à esào ga is esàda sàu à o te teàd’e positio àau à TiO2 

età lesà t a au à a oi sà pu li sà seà so tà p i ipale e tà i t ess sà à l’a ti it à deà o so atio à desà

feuilles. Ces études montrent par ailleurs des résultats contradictoires. Ainsi, Bundschuh et al. (2011) ont 

observé une baisse de la consommation de G. fossarum dès 0,2 mg.L-1 de nTiO2 à 80% anatase de 97 ± 2 

,à alo sà ueà pou à desà o ditio sà d’e positio à si ilai esà TiO2 100 nm), Seitz et al. (2014) ’o tà

observé aucun effet sur la consommation des gammares. 

Au niveau comportemental, des expériences sur Daphnia magna réalisées par Noss et al. (2013) ont 

appo t àu eà aisseàsig ifi ati eàdeàl’a ti it àdeà ageàdesàdaph iesàe pos esàdu a tà hà àdesà TiO2 de 

61 nm pour des concentrations de 5 et 20 mg.L-1. Au contraire, Lovern et al. (2007) ’o tào se àau u à

changement comportemental des daphnies exposées à des concentrations de 2 mg.L-1 de nTiO2 de 30 

nm pendant seulement 60 min. Des temps d’e positio à lo gsàasso i sà àu eàplusà fai leà o e t atio à

seraient donc plutôt favorables à une baisse de locomotion comme cela a été observé dans notre étude, 

après 7 jours, chez les organismes exposés aux nTiO2 AC.  

Différents travaux ont montré que les nTiO2 pou aie tàs’ag ge àetàs di e te àda sàlesà ilieu à

d’e positio à (Adams et al., 2006; Federici et al., 2007; Wiench et al., 2009; Zhu et al., 2010). Cette 

agrégation des nTiO2 peut considérablement diminuer la biodisponibilité des nanoparticules pour les 

organismes (Keller et al., 2010).àCeàph o eàd’ag gatio àpou aitàdo àe pli ue àl’effetàplusà a u à

chez G. roeseli après une exposition aux nTiO2 áC.à E à effet,à lesà sultatsà desà i ti uesà d’ag gatio à

effe tu esàda sàl’eauàdeàVol i àetàp se t sàe àa e e 7 dans la figure n montrent que la forme AC est la 

plusàsta leàda sàl’eauàetàs’ag geà oi sà apide e tà ueàlaàfo eàáBàap ès 14 minutes de cinétique. Ces 

mesures tendent à montrer que la forme AC serait plus bioaccessible/biodisponible dans les milieux 

d’e positio ,àe t ai a tàai siàplusàd’effetsàsu àlesàga a es. 
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Conclusion 

Malgré une forte mortalité associée aux o ditio sàd’e positio ,àlesà sultatsào te usàsu àlesàga a esà

su i a tsàse le tài di ue à ueàlaàfo eàa ataseà u i ueàe ge d e aitàplusàd’effetsàsu àlesàga a esà

que la forme anatase bâtonnet, notamment au niveau de la locomotion. Pour valider les hypothèses 

apportées dans cette étude, et parce que la littérature est encore très peu fournie sur les effets des 

nTiO2 su à lesà ga a es,à d’aut esà e p i e tatio s,à peut-être réalisées en conditions plus contrôlées 

pourraient être menées. Compte tenu des résultats déjà obtenus sur le gammare en termes de 

o so atio àdesàfeuilles,à esà tudesàde aie tà gale e tàs’o ie te à e sàdesàapp o hesàfo tio ellesà

afi àd’ alue àsiàdesà ela gagesàdi e tsàda sàlesà ou sàd’eau,à ota e tà iaàlesà esàsolai es,ààse aie t 

sus epti lesàd’e t ai e àdesà o s ue esàplusài po ta tesàsu àl’ uili eàdesà os st esàa uati uesà

d’eauàdou e. 
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II.4. Effets de deux types de NTC (avec ou sans matière organique) sur les 

ga a esàappa te a tà àl’esp eàG. roeseli – Expérience 7 

 

Contexte 

T sà peuà d’ tudesà seà so tà pou à leà o e tà i t ess esà au à a otu esà deà a o eà NTC à uià so tà

moins sujettes à un ejetàda sàlesà os st esàd’eauàdou eàpuis u’ellesàso tàleàplusàsou e tài o po esà

dans des produits solides plus enclins à être entreposés dans des décharges. Des modélisations ont 

évalué des PEC dans les eaux de surface inférieures au ng.L-1 (Gottschalk et al., 2009; Sun et al., 2014). 

Da sàl’eau,àlesàNTCàseàdispe se tàdiffi ile e t,à aisàleu àe o ageà atu elàpa àlaà ati eào ga i ueà

présente peut recouvrir leur surface hydrophobe et ainsi favoriser leur dispersion et leur stabilité dans la 

olo eàd’eauàa a tàs di e tatio àetàdo àpote tielle e tàaug e te àleu àto i it àpou àlesào ga is esà

(Edgington et al., 2010; Jackson et al., 2013; Kennedy et al., 2008). 

Dans ce contexte, nous avons étudié un type de NTC en considérant 2 conditions de dispersion 

différentes :àl’eauàd io is eàd’u eàpa tàetàl’eauàdéionisée additionnée de matière organi ueàd’aut eàpa t. 

 Leàp oto oleàd’e p i e tatio ,àd fi iàpa àleàp og a eàME“ONNET,àaà t àide ti ueà à eu à ta lisà

précédemment pour les expériences en mésocosmes, et une approche multibiomarqueur des effets 

iologi uesàaà t à iseàe àpla eà iaàl’ tudeàdeàbiomarqueurs cellulaires et individuels. 

 

Mots clés : nanotube de carbone – matière organique -  G. roeseli – multibiomarqueur – mésocosme 
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Rappels du plan expérimental 

Dispositif expérimental : Des NTC biparois (DWNT, référence 240124) ont été synthétisées par un des 

laboratoires partenaires (Centre Inter universitaire de Recherche et d’Ingénierie des Matériaux, 

Toulouse). Deux types ont été testés, des DWNTàdispe s sàda sàdeàl’eauàd io is eàsa s additif (NTC), et 

desàDWNTàdispe s sàda sàdeàl’eauàd io is eà etteàfois-ci additionnée à de la matière organique SR-NOM 

(matière organique naturelle de la rivière Suwannee, référence 2R101N) comme dispersant naturel 

(NTC+MO). 

Les 10 injections successives de ces deux types de NTC ont permis une exposition à une concentration 

finale voulue de 1 mg.L-1 à l’issueà duà de ie à te psà d’i je tio .à Lesà t oisà te psà deà p l e e tà desà

organismes J7, J14 et J21 correspondaient alors respectivement à des concentrations appliquées en NTC 

de 0,4, 0,7 et 1 mg.L-1.  

Environ 2000 à 2500 G. roeseli ont été prélevés dans la Nied en fin Juin 2014 puis soumis à 6 jours 

d’a li atatio à da sà deà l’eauà i aleà Vol i à suppl e t e à e à sui a tà leà p oto oleà d ità da sà leà

chapitre 2.àLeàjou àdeàl’i pla tatio àdesào ga is es,à àpoolsàdeà àga a esàdeàse eài diff e i àetà

de taille homogène ont été triés puis 27 de ces pools ont été répartis dans les 27 cages de feuilles 

o ditio esà a a tà d’ t eà i pla t sà da sà leu sà ilieu à d’e positions. Sur les 6 pools restants, 3 ont 

se iàdeàT àetàlesà àaut esào tàpe isàlaà esu eàdeàlaà asseàs heà o e eàd’u àga a eàsu àlaà aseàdeà

15 lots de 10 gammares pesés. Cette dernière a été estimée à 4,15 ± 0,59 mg.  

 

Figure 73 : Pla  e p i e tal si plifi  de l’e p ie e 7 (A, Cf.Chapitre 2, tableau 9) 

Mesures : Les mesures effectuées, communes aux trois mésocosmes, ont été décrites dans le 

pa ag apheàII. àp de t.àPa à a ueàd’o ga is es,àlesà esu esàd’a ti it àMXRàau à àtemps ainsi que 

lesà esu esàdesàaut esà io a ueu sà àJ à ’o tàpasà t àeffe tu es.à 

Traitement statistiques : Pour les figures (74,76-78) et le tableau 23, des anovas à deux facteurs 

(contamination et temps) suivies de tests post-hoc TukeyHSD ont été réalisées.  
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II.4.1. Résultats 

II. . . .àCo e t atio sàe àNTCàda sàlesà ilieu àd’e positio sàetàlesàga a es 

Des dosages de carbone dans des organismes sont compliqués à mettre en place et nécessitent 

l’utilisatio àd’u à i os opeàh pe spe t alàpa àe e ple.àDesà ha tillo sàd’eauàetàd’o ga is esào tà t à

prélevés dans le but de pouvoir étudier la contamination aux NTC lorsque la technique nécessaire sera 

disponible. Les résultats ne seront donc pas présentés dans ce manuscrit de thèse. 

II.4.1.2. Mortalité des organismes 

Au cours de cette expérimentation, nous avons également observé une mortalité forte et croissante 

dans le temps et ce, dans tous les mésocosmes y compris les témoins (Figure 74). Ce constat pose une 

nouvelle fois clairement le problème de o ditio sà d’e positio à e tai e e tà i adapt esà pou à lesà

gammares. 

 

Figure 74 : Moyennes (+ écart-t pes, =  de la su ie des ga a es ap s ,  et  jou s d’e positio  au  NTC et 

NTC+MO qui correspondent respectivement à des concentrations appliquées de 0,4, 0,7 et 1 mg.L
-1

. Les groupes de 

mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

II.4.1.3. Biomarqueurs cellulaires, approche multi-biomarqueurs et analyse discriminante 

Les valeurs moyennes et écart-types mesurés pour les 13 biomarqueurs analysés sur un même pool 

de gammares sont présentés dans le tableau 22 et les significativités des tests statistiques anovas à 2 
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facteurs dans le tableau 23. Aucun effet relatif aux conditions de contamination seules ou en interaction 

a e àlesàte psàd’e positio à ’aà t ào se .àPa à o t eàu àeffetàte psàd’e positio àaà t àobservé pour 4 

biomarqueurs. Les concentrations en protéines du broyat, et les LOOH ont significativement diminué 

entre J7 et J14 alors que les activités de la GST et de la catalase ont augmenté, et ce chez les gammares 

exposés comme chez les témoins. 
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Tableau 22 : Moyennes (± écart-types) des différentes valeurs des biomarqueurs cellulaires mesurées sur 

G. oeseli ap s ,  et  jou s d’e positio  au  NTC ui o espo de t espe ti e e t à des 

concentration en argent appliquée 0,4, 0,7 et 1 mg.L
-1

. 
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Tableau 23 : Résultats statistiques des Analyses de variance (Anova) à 2 facteurs effectuées pour les 

différentes mesures. Ddl = degré de liberté, les valeurs en gras sont significatives. 

 

La LDA effectuée sur le jeu de données obtenu à pa ti àdesà à io a ueu sà esu sà ’aàpasàpe isà

de discriminer les conditions de contamination (modèle non significatif ; Lambda Wilks : p-value = 0,42). 

Les résultats et la représentation graphique sont présentés dans le tableau 24 et la figure 75. Les larges 

ellipses correspondant aux trois conditions de contamination (facteur temps négligé car non significatif 

ici) se superposent. 

Tableau 24 : Résultats de la LDA regroupant les pouvoirs discriminants des 2 axes, les valeurs des coefficients bruts 

et standardisés ainsi que la significativité des 6 biomarqueurs conservés pour construire la LDA. 
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Figure 75 : A) Analyse discriminante linéaire (LDA) effectuée pour 9 conditions (3 contaminations pour 3 temps 

d’e positio  su  les aleu s de  des  io a eu s = . B, C et D  Rep se tatio  ellipti ue des o ditio s 

témoin, NTC et NTC+MO à J7, J14 et J21. 

II.4.1.4. Biomarqueur physiologique :àl’os olalit àdeàl’h ol phe 

Laàfigu eà à o t eà ueàpou àlesà àte psàd’e positio ,àau u àeffetààdesàNTCà ’aà t ào se àsu àlesà

aleu sàdeàl’os olalit à esu esàda sàl’h ol pheàdesàga a es. 

 

Figure 76 : Moyennes (+écart-t pes  des aleu s d’os olalit  de l’h ol phe esu es hez les gammares après 

,  et  jou s d’e positio  au  NTC ui o espo de t espe ti e e t à des o e t atio s e  NTC et NTC+MO 

appliquées de 0,4, 0,7 et 1 mg.L
-1

. 



264 
 

II.4.1.5. Les biomarqueurs de comportement 

II.4.1.5.1. La ventilation 

Laà esu eàdeàl’a ti it à e tilatoi eà ’aàpasà l àdeàdifférences significatives (Figure 77). 

 

Figure 77 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de ventilation chez les gammares après 7,14 et 21 jours 

d’e positio  au  NTC et NTC+MO ui o espo de t espe ti e e t à des o e t atio s e  NTC appli u es de 0,4, 

0,7 et 1 mg.L
-1

. 

II.4.1.5.2. La locomotion 

áp sà àjou sàd’e positio àau àNTCàetàau àNTC+MO,àlaàlo o otio àdesàgammares a significativement 

été diminuée par rapport aux témoins qui présentaient des pourcentages de locomotion de 38 ± 13 % 

(Figure 78 .àPa à o t eàap sà àjou sàlesàdiff e esà ’ taie tàplusàsig ifi ati es. 

 

Figure 78 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de locomotion chez les gammares après 7,14 et 21 jours 

d’e positio  au  NTC et NTC+MO ui o espo de t espe ti e e t à des o e t atio s e  NTC appli u es de 0,4 

et 0,7 mg.L
-1

. Les groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 
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II.4.2. Discussion - Conclusion 

Lesàte psàd’e positio ,ài d pe da e tàdesàfa teu sàdeà o ta i atio ,ào tàe t a àu eà o talit à

a o ale e tà le eàau àte psàJ àetàJ àa e àdesàpou e tagesàdeà o talit à o e sàs’ le a tà  64 % 

à J àetà à à%à à J .àE o eàu eà fois,à ilàappa aitàe t e e tàd li atàd’ ett eà touteà i te p tatio à

fiable. Les mêmes hypothèses que celles évoquées précédemment peuvent être discutées, comme celles 

desà te p atu esà d’e positio à le es,à deà laà pe teàd’ha itatà età duà a i alis e,à à au uellesà peu e tà

s’ajoute àleàp l e e tàd’o ga is esàplusàfai lesàe à t àlo sàdeàlaà ep odu tio .à 

Fi ale e t,à seuleà l’a ti it àdeà lo o otio à à J àaà t àaffe t eà hezà lesào ga is esà sou isàau àdeu à

types de NTC par appo tàauàt oi àetàlaà du tio ào se eàaà t àsui ieàd’u eà up atio à àJ . 

U à o eài po ta tàd’ tudesà appo teàlaàp se eàdeàNTCààda sàleàt a tusàdigestifàdesào ga is esàsa sà

passage à travers les barrières biologiques (Jackson et al., 2013; Mouchet et al., 2010, 2008; Mwangi et 

al., 2012; Petersen et al., 2011, 2009). Concernant les amphipodes, Mwangi et al. (2012) ont même émis 

l’h poth seà ueà lesà NTCà p o o ue aie tà u à d so d eà digestifà hezàHyalella azteca a phipodeà d’eauà

douce). A notre connaissance, au u eà tudeà eàs’estàe o eài t ess eàau à io a ueu sà ellulai esàdeà

réponses antioxydantes ou antitoxiques ou aux effets sur le comportement des organismes exposés aux 

différentes sortes de NTC. 

 Il conviendrait certainement de concevoir de nouvelles expérimentations 

notamment en microcosmes qui incluraient une contamination par voie trophique et intégreraient des 

mesures de réponses fonctionnelles.  
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BILAN 

Au terme de ces expérimentations, plusieurs grandes conclusions peuvent être proposées : 

- L’utilisatio à deà s st esà plusà o ple esà i lua t desà s di e ts,à u à ou a tà d’eauà età d’aut esà

esp esà ’aàpas pe isàd’ alue àdeàfaço àfia leàlesàeffetsàdesànAg, nTiO2 et NTC  sur G. roeseli. 

- Lesà dispositifsà d’e p i e tatio à e à so os esà o tà fo te e tà affe t  les gammares et ont 

entrainé y compris chez les témoins des taux de mortalités corrélés au temps passé dans les 

mésocosmes.  

- Les  résultats observés sont à i te p te à a e à p ude eà puis u’ilsà o tà t à esu sà su à desà

individus plus résistants à la contrainte expérimentale. 

- Une approche multibiomarqueur menée au niveau cellulaire ne semble pas être des plus 

adaptées pour évaluer les effets biologiques des nanoparticules sur les gammares. 

- Des effets ont pu être observés au niveau physiologique et sur le comportement des gammares 

en fonction des types de matériaux nanoparticulaires testés. 

- “euleà laà du tio à deà l’a ti it à deà lo o otio à desà ga a esà està u à effetà ommun aux 3 

matériaux testés. 

- Cette réduction pourrait indiquer une stratégie de réallocation énergétique mise e àœu eàpa à

les organismes pour mettre en place des mécanismes de défense et de détoxication. 

- Tout en considérant les fortes mortalités observées, les résultats obtenus pourraient suggérer 

des effets dépendants de la forme des nanoparticules. Les nAg de formes sphériques et les nTiO2 

deàfo eà u i ueàpou aie tàe ge d e àplusàd’effetsàsu àlesàga a es. 

 

Les forts taux de mortalité ont enge d à à laà foisà u eà i possi ilit à d’a u i à e tai esà do esà età

l’o te tio àdeà po sesàpeut-être biaisées chez les organismes ayant survécu. Dans ces conditions, il ne 

ousà està pasà pe isà d’ ett eà desà o lusio sà fia lesà ua tà au à effetsà desà a opa ti ules sur les 

ga a es.àL’e p i e tatio àe à so os eàd elopp eàda sàleà ad eàdeà eàt a ailà eàse leàpasà t eà

la mieux adaptée pour des études menées sur des gammares. Des expériences réalisées en conditions 

ieu à o t ôl esàpou aie tà ota e tàs’o ie ter vers des approches plus fonctionnelles. 
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Discussion générale et perspectives 

L’o je tifà g alà deà eà t a ailà deà th seà aà o sist à à alue à lesà effetsà desà a opa ti ulesà su à desà

C usta sàd’eauàdou eàGa a idaeàe à s’i t essa tà à plusieu sà i eau àd’o ga isatio à iologi ue,à duà

niveau (sub)individuel au niveau fonctionnel. La réflexion associée a été la compréhension des 

mécanismes biologiques qui permettent de faire le lien entre des phénomènes observés au niveau 

individuel et ceux observés à des niveaux supérieurs. Cette démarche a donc permis de révéler des effets 

« purement » écoto i ologi uesà iaàl’ tudeàdeà io a ueu sà ellulai esàetàdesàeffetsàplusà« écologiques » 

indirects grâce à la mesure des processus fonctionnels.  

A la lumière des résultats obtenus et présentés dans ce manuscrit, trois grands axes de discussion 

ressortent.à Leà p e ie à pe età ota e tà deà dis ute à deà l’i t tà deà alise à desà tudesà uià seà

app o he tà deà o ditio sà e i o e e tale e tà alistesà e à te esà d’e positio à fai lesà

o e t atio s,ào ga is esà ou is àetà àplusieu sà i eau àd’ tude.à 

Dans un second temps, les effets induits par la taille, la forme et la composition des nanoparticules sont 

discutés.  

Enfin, une troisième partie est argumentée autour des limites techniques auxquelles les études de nano-

écotoxicité font face ainsi que les perspectives u’ou e tà osà sultats.à 

I. Vers une approche environnementalement réaliste  

I.1. La mise en place de conditions réalistes en microcosme 

Lesà tudesà d’ oto i ologieà po ta tà su à lesà a opa ti ulesà so tà e à g a deà ajo it à as esà su à desà

tests de toxicité aigüeà uiàutilise tàdesà o e t atio sàd’e positio à ie àplusà le esà ueà ellesàp ditesà

da sà l’e i o e e tàpa à lesà od lisatio sà ath ati ues.à “ià etteà app o heàpe etàd’appo te àdesà

informations importantes notamment sur les mécanismes de toxicité, elle permet difficilement de se 

p ojete àda sàu à o te teà atu el,à ’estàdi eà alue àlesàeffetsàdesà o e t atio sàa tuellesàouàp ditesà

sur les organismes et les écosystèmes.  

Une des premières démarches de ce travail de thèse a donc été de développer des conditions 

d’e p i e tatio sàlesàplusà alistesàpossi lesàe àte esàd’e positio àe à o ditio sàe i o e e tales.à

Ceàt peàd’app o heàseàheu teà àdeà o eusesàli itesàte h i uesà u’ilàfautàp e d eàe à o pteàafi àdeà
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construire un raisonnement précis permetta tàd’ ett eàdesàh poth sesà oh e tes.àDa sà l’ tudeàdesà

nanoparticules, ce type de démarche demeure peu développé. 

Da sà lesà tudesà alis esàe à i o os esàetà o e a tà l’e positio àdeàGammarus sp. aux nAg, la 

o e t atio à i i aleàd’e positio àaà t  fixée à 0,5 µg.L-1,à ’està àdi eàp o heàdeàlaàli iteàdeàd te tio à

des appareils de dosage. Même si cette concentration demeure supérieure aux concentrations 

environnnementalement prédictibles évaluées par les modèles mathématiques (Gottschalk et al., 2009 ; 

Sun et al., 2014),àelleàfaitàpa tieàdesà o e t atio sà lesàplusà assesà uiào tà t à jus u’ àp se tàtest esà

pou àlesà ág.àL’utilisatio àd’u eàeauà atu elleàp le eàe à i i eàdeà f e eàetàl’ajoutàd’u eàliti eàdeà

feuilles conditionnées in situ par des microorganismes, sont deux paramètres qui permettent de 

s’app o he àu àpeuàplusàdeà o ditio sàd’e positio à alistes.àCepe da t,à eàge eàd’app o heài pli ueà

deà eà pasà pou oi à totale e tà a t ise à l’ olutio à deà laà o ta i atio .à Ceà postulatà està i h e tà à

l’ tudeàdesà a opa ti ulesàpuis u’ellesàpeu e tà su i àdeà o eusesà t a sfo atio sàetàd g adatio sà

da sàleu à ilieuàd’e positio ,àtoutàauàlo gàdeàleu à leàdeà ieà(Lowry et al., 2012; Nowack et al., 2012). 

Les paramètres physicochimiques des milieux ont une grande influence sur le devenir des nanoparticules 

(Gao et al., 2009) età l’utilisatio à d’u eà eauà deà i i eà seà o f o teà à deà nombreux verrous de 

caractérisation. En effet, classiquement, des mesures du diamètre hydrodynamique et du potentiel zeta 

desà a opa ti ulesàpe ette tàd’ alue àleu à o po te e tàetàleu à tatàd’ag gatio àda sàleà ilieu.àLesà

techniques classiques de mesure (Nanosight, nanosizer ou DLS) ne sont pas forcément les plus 

app op i esàauàt peàdeà ilieuà o ple eà u’estàu eàeauàdeà i i eàpuis ueàdeà o eusesàpa ti ulesàe à

suspension et colloïdes sont également pris en compte dans la mesure, entrainant ainsi des artéfacts. 

Concernant les nAg, une des transformations chimiques les plus courantes est la dissolution oxydative 

(Liu and Hurt, 2010; Lowry et al., 2012; Peretyazhko et al., 2014). Cette dernière entraine un relargage 

d’a ge tàdissousà uiàestà ie à o uàpou à t eàto i ueàpou àlesà i e t sàd’eauàdou eà (Luoma, 2008; 

Ratte, 1999). De nombreuses études ont discuté de ces phénomènes de dissolution des nAg afin de 

o p e d eà sià lesà effetsà o se sà su à lesà o ga is esà d pe daie tà deà l’a ge tà sousà saà fo eà

nanoparticulaire et/ou sous sa forme dissoute. Ce phénomène de dissolution est très fortement 

dépendant des types de nanoparticules testées (taille, forme, enrobage) mais également des paramètres 

ph si o hi i uesàdeàl’eauà(Behra et al., 2013). Seules des études au cas par cas peuvent alors évaluer la 

pa ti ipatio àdeà eàph o eàau àeffetsàto i uesào se s.àQuoià u’ilàe àsoit,àlaàp se eàd’ágàdissousà

résultant de la dissolution de nanoparticules dans le milieu, représente une conséquence indirecte du 

rejet de nanoparticules dans le milieu naturel. Dans ces travaux de thèse, les nanoparticules étudiées et 

lesà o ditio sàph si o hi i uesàdesàeau àutilis esà ’o tàpasàfa o is à eàp o essusàdeàdissolutio àdesà ágà
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puis ueà lesà plusà fo tsà tau à esu sà o tà t à deà à%à hà d’e positio à à à µg.L-1 de nAg de 10 nm). 

Cependant, une fois de plus, ces résultats sont à prendre avec précaution puisque les organismes 

étudiés, les feuilles, les débris et les matières en suspension présents dans le milieu, ainsi que les parois 

des dispositifs peuvent être desà suppo tsà deà l’adso ptio à deà l’a ge tà dissousà uià ’està alo sà plusà

esu a leàda sà laà olo eàd’eau.à Fi ale e t,à leà halle geàe p i e talàdeà t a aille à à deà t sà fai lesà

o e t atio sàasso i esà àl’utilisatio àd’u eàeauàdeà i i eàs’està l àt sài t essa tàpuis u’ilàaàpe isà

d’o se e àda sà esà o ditio s,àdesàeffetsàissusàdesà ágàsu àlesàga a es.àLaà o so atio àe ào g e,à

la locomotion et la production de FPOM semblent être, pour les gammares, des biomarqueurs 

répondant à une contamination au nAg puisque des variations significatives ont été observées dès la plus 

fai leà o e t atio àd’e positio . 

Toutà e à ga da tà à l’esp ità ueà leà alis eà deà esà e p i e tatio sà esteà so eà touteà elatif,à desà

interprétations et hypothèses sur les conséquences des ágàda sàlesà os st esàd’eauàdou eào tàtoutà

deà eàpuà t eàappo t es.àEllesàfo tàl’o jetàdeàlaàse tio àI. .àdeà etteàdis ussio . 

I.2. La prise en compte de la variabilité inter et intraspécifique participe au réalisme environnemental 

Laàg a deà ajo it àdesà tudesàd’ oto i it àseà aseàsou e tàsu àl’ tudeàd’u eàseuleàesp e.àO ,àpou à

avoir une vision plus large et générale des effets des nanoparticules sur les C usta sàGa a idaeàd’eauà

dou e,àlaàp iseàe à o pteàd’u eà a ia ilit ài te àet intra-spécifique est un facteur important. En effet, la 

ualit àdeàl’eauàfaitàpa tieàdesàpa a t esà uiàgou e e tàlesàe ige esàdesàesp esà uiàp se te tàdesà

sensibilités ou tolérances différentes face à une contamination. Dans le cas présent et puisqu’u à desà

o je tifsà deà etteà th seà aà t à d’ alue à lesà effetsà desà a opa ti ulesà e à seà positio a tà da sà desà

conditions réalistes, une étude portée sur plusieurs espèces provenant de site de différentes qualités 

nous a semblé primordiale. De plus, comme plusieurs populations appartenant à une même espèce 

peuvent présenter des niveaux de sensibilité/tolérance différents, résultant de leur héritage génétique 

et de leur environnement local (Pain-Devin et al., 2014), une étude intra-sp ifi ueàs’a eà gale e tà

intéressante. 

Un des postulats de départ était que différentes espèces appartenant au genre Gammarus pouvaient 

présenter des réponses et une sensibilité variable face à la contamination au nAg. Plusieurs études ont 

déjà rapporté des différences de sensibilité interspécifique chez les gammares laissant supposer la mise 

e àpla eàdeà st at giesàdeàd fe seàp op eà à l’esp eà (Adam et al., 2010; Boets et al., 2012; Sroda and 

Cossu-Leguille, 2011). Une telle variabilité a également été observée dans notre étude puisque G. roeseli 

estàappa uà o eà l’esp eà laàplusàse si leà o pa eà àG. fossarum et G. pulex. Ce résultat est en soi 
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assez surpenant puisque G. roeseli est pou ta tàl’esp eàp o e a tàduàsiteàdeàplusà au aiseà ualit .àCeà

o statà ’estàdo àpasàe àa o dàa e àlaàth o ieà uiàsugg eà ueàlesào ga is esàp o e a tàdesàsitesàlesà

plus contaminés sont plus tolérants à une contamination que ceux provenant de sites de bonne qualité 

(Naylor et al., 1990).  

L’aug e tatio àdeàl’a ti it àduà a is eàa tito i ueàdeàt a spo tàMXRà esu eàu i ue e tà hezà

G. pulex, montre une variabilité interspécifique dans la mise en place des mécanismes de détoxication. 

Cependant il ne permet pas, à lui seul, de conclure sur la variabilité interspécifique observée. Un rapport 

entre la taille des organismes et leur sensibilité peut être suggéré puisque que G. roeseli est une espèce 

de plus grande taille que les 2 autres. Ce constat a déjà été observé par Boets et al. (2012) suite à une 

exposition de différentes espèces natives et invasives de gammares exposés à différentes concentrations 

de cadmium. 

L’ tudeà e eàsu à lesàt oisàpopulatio sàdeàG. roeseli tudi esà ’aàpasàpe isàdeà le à l’e iste eà

d’u eà se si ilit à plusà aiguëà d’u eà populatio à pa à appo tà à u eà aut e,à età au u à effetà f a à d à à

l’e positio à ’aà t ào se .àPou àu eà eàpopulatio àdeàG. roeseli, les mesures de consommation des 

feuilles et de production de FPOM, mesurées dans les deux études de variabilité inter et intra-

sp ifi ues,ào tà o t àdesà sultatsàdiff e ts.àDa sàl’ tudeàdesàpopulatio s,àlaàp se eàdeàfe ellesàetà

la saison de prélèvement des gammares sont deux hypothèses pouvant expliquer la plus grande 

tolérance des organismes face au stress. En effet, Sroda et Cossu-Leguille (2010) ont mis en évidence, 

chez G. roeseli,à l’e iste eà d’u eà plusà fo teà apa ité de défense oxidative naturelle des femelles par 

rapport aux mâles associée à une variabilité saisonnière.  

I. .àVe sàu eà o ple ifi atio àdesàdispositifsàd’e positio  : des microcosmes aux mésocosmes 

áp sà l’o se atio à d’effetsà desà ágà su à lesà ga a esà da sà desà o ditio sà d’e positio à e à

i o os esà seà app o ha tàdeà o ditio sà atu elles,à età ap sà a oi àp isàe à o pteà l’e iste eàd’u eà

variabilité inter-espèces, une complexification des dispositifs d’e positio àaà t à iseàe àœu e.àCo eà

le montre le schéma présenté dans la figure 79, les expériences effectuées dans ce travail de thèse se 

situent à des échelles de complexité écologique intermédiaire, entre des tests effectués en milieux 

contrôlés « peu réalistes », et des expérimentations dans des mésocosmes situés en extérieurs. 

L’aug e tatio à d’u eà o ple it à ologi ueà passeà ota e tà pa à l’ajoutà d’aut esà esp esà testsà

plu isp ifi ues ,à aisà gale e tà pa à l’utilisatio à deà dispositifsà plusà g a ds,à contenant de plus gros 

olu esàd’eauàetàe àp se eàdeàs di e tsà so os es . 
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Figure 79 : Schéma réprésentant la relation inversement proportionnelle entre une gamme de complexité 

écologique des études et leur maîtrise associée. Les expérimentations effectuées dans ce travail de thèse y ont été 

représentées en indiquant les différents paramètres participant à la complexité écologique ainsi que les niveaux 

d’o g a isatio  tudi s et les li ites o se es. La ep se tati it  des études menées sur les nanoparticules 

associée à la complexité écologique est figurés avec la flèche noire. Sources : J. Andreï. 

Da sà eà t peà d’ tude,à leà hoi à desà esp esà està i po ta tà età doità t eà ep se tatifà d’i te a tio sà

existant en conditions réelles.à L’esp eà G. roeseli a été préférée dans ces études plus complexes 

puis u’elleà està laà seuleà à a oi à à po duà au à e positio sà au à ágà da sà lesà i o os es.à Laà se o deà

espèce introduite dans les dispositifs a été la moule zébrée (Dreissena polymorpha), puisque ce bivalve a 

faità l’o jetà d’u à aut eà t a ailà deà th seà elatifà auà p og a eà ME“ONNET.à Da sà lesà os st esà

a uati uesàd’eauàdou e,à esàdeu àesp esà e thi uesàpeu e tào upe àlesà esàha itats,àetàplusieu sà

études se sont déjà intéréssées à leur i t a tio .àPa àe e pleàilàaà t ào se à ueàl’a i eàdeàl’esp eà

invasive Dreissena polymorpha sur un nouveau site, pouvait se traduire par une augmentation de 

l’a o da eà desà a oi e t sà e thi uesà do tà lesà a phipodesà (Gergs and Rothhaupt, 2008a; 

Stewart and Haynes, 1994). En effet, les coquilles de dreissènes (vides ou pleines) peuvent, par exemple, 

se i àd’ha itatàpou àlesàga a esà Ko akàa dàŻ tko i z,à . De plus, les pseudofécès produites par 

les dreissènes peuvent être consommées par les gammares, parfois même préférentiellement à une 

litière de feuilles (Gergs et Rothhaupt, 2008a, 2008b). Avec leurs appendices, les gammares peuvent 

alors stresser les dreissènes en irritant leurs tissus mous et entrainer la mise place de mécanismes de 
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défense anti-prédateurs (Kobak et al., 2012).à áà l’i e se,à lesà f sà età pseudof sà p oduitesà pa à lesà

gammares peuvent elles aussi servir de source de nourriture aux organismes filtreurs et collecteurs 

(Navel et al., 2011).àU àt a sfe tàt ophi ueà àdou leàse sàd’u eà o ta i atio àse leàalo sàe isageable 

entre les gammares et les dreissènes. Ces interactions comportementales, trophiques et énergétiques 

’o tà pasà p isà di e te e tà pa tà au à o je tifsà deà esà t a au à deà th se,à epe da tà ellesà ou e tà deà

ou eau à uestio e e tsàpou àdeàfutu esà tudesàd’ otoxicité. 

Da sà lesà so os es,à l’i t odu tio àdeà o u aut sà i o ie esàaàpe isàu eà o ple ifi atio à

des interactions. Compte tenu des dimensions et de la configuration des dispositifs, les gammares et les 

feuillesàd’aul eào tà t à eg oup sàda sàdesà ages pour faciliter leur prélèvement en minimisant toute 

perturbation du système (remise en suspension du sédiment). Dans ces conditions, seul un transfert 

trophique de la contamination des gammares vers les dreissènes semble avoir été possible.  

Les indicateurs de stress mesurés sur les organismes ont aussi été contraints par ce type de dispositif 

expérimental. Dans le cas présent, deux des indicateurs (consommation en oxygène et production de 

FPOM) étudiés chez les gammares en microcosmes et répondant bien à une contamination aux nAg 

’o tàpasàpuà t eà isàe àpla eàda sà esà o ditio sàpuis ueàleu à esu e,àdiffi ile e tà alisa le,àau aità

essit àdesàajuste e tsà i po ta tsàduàp oto oleàd’e p i e tatio .àE àeffet,à o e a tà laà esu eà

de la production de FPOM par les gammares, la récupération exhaustive des FPOM s’a eàdiffi ileà oi eà

impossible à mettre en place dans un dispositif composé de sédiment et de bivalves filtreurs. Pour la 

consommation en oxygène des gammares, la durée des mesures est trop longue pou à s’adapte à à eà

ge eàd’ tude.àUne approche multibiomarqueur des effets biologiques nous est apparue comme étant 

u à hoi à judi ieu à puis u’elleà pe età laà esu eà d’u à g a dà o eà deà io a ueu sà su à u à o eà

est ei tàd’i di idus. 

Une des limites de ces études en mésocosme concerne alors le choix des paramètres à étudier. Les 

o je tifsàp e ie sàd’u eà tudeàdoi e tà lai e e tà t eàd fi isàe àa o tàpou às’assu e à ueàleàdispositifà

en mésocosme soit le plus adapté au questionnement (Pascoe et al., 2000). 

U eàaut eàli iteài h e teà àl’ tudeàe à o ditio sàplusà o ple esà o e eàlaàdiffi ult àd’i te p tation 

desà sultatsàe à elatio àa e àu eà ait iseàdiffi ileàdeà laà o ta i atio àai sià u’u eà fai leà pli a ilit à

des dispositifs (Bour et al., 2015). Un des constats les plus marquants des résultats obtenus dans les 

dispositifs en mésocosmes concerne les forts pourcentages de mortalité systématiquement observés, 

alla tàdeà à àplusàdeà %àap sà à jou s.àCetteà o talit àa o aleà ’aàpasà t àu eà o s ue eàdesà

o ta i atio sàpa àlesà a opa ti ulesàpuis u’elleàaà o e àu ifo e tàl’e se leàdesà onditions, 

témoins y compris. Plusieurs hypothèses pourraient expliquer ce phénomène comme par exemple une 
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te p atu eàdeàl’eauàt opà le e,àu àst essà aus àpa àlaàkaolinite en suspension et issue du sédiment ou 

u à a i alis eà i po ta tà e t eà ga a es.à D’autres facteurs de stress pourraient être le temps 

d’e p i e tatio ,à t opà lo gà pou à lesà ga a es,à l’utilisatio à d’o ga is esà e o eà i atu esà ouà auà

contraire en fin de cycle de vie (environ 2 ans), ou encore un prélèvement dans le milieu à une période 

de l’a eà i ad uateà o eà pa à e e pleà e à p iodeà deà ep odu tio .à L’ tudeà deà l’e positio à e à

mésocosmes des gammares aux nTiO2 estàlaàseuleà uiàp se teàdeàt sàfo tsàtau àdeà o talit àd’u eàpa tà

etàdesà esu esàd’a ti it àdesà io a ueu sà su ellulai esàeffectuées aux trois temps de prélèvement 

d’aut eàpa t.àLa figure 80 présente les résultats des mesures de concentrations en protéines (Figure 80A),  

et en triglycérides (Figure 80B) dans le broyat ainsi que des concentrations en protéines (Figure 80C) 

ainsi ueàlesà sultatsàd’a ti it  enzymatique de la GST (Figure 80D) dans la fraction cytosolique.  

 

Figure 80 : Moyennes (+écarts-types) des concentrations en protéines du broyat (A), en triglycérides (B) en protéines 

de la fraction tosoli ue C  et de l’a ti it  e z ati ue de la GST D  esu es su  u  pool de  ga a es a a t 

J  et ap s ,  et  jou s d’e positio  da s les dispositifs t oi s de l’ tude e  so os e po ta t su  les 

nTiO2. Tests statistiques : Anova à un facteur suivi de TukeyHSD. Les groupes de mêmes lettrines ne sont pas 

statistiquement différents 
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Les résultats concernant les réserves énergétiques montrent des baisses significatives des 

o e t atio sà e à p ot i esà ai sià u’u eà fo teà te da eà à laà aisseà gale e tà pou à lesà t igl idesà

(Tukey HSD entre J0 et J21 : p- alue= , .àLesà esu esàd’a ti ité de la GST montrent, au contraire, une 

aug e tatio à ap sà à jou sà deà l’a ti it à deà d fe seà a tito i ueà desà o ga is es.à L’e se leà deà esà

sultatsà leàlaàp se eàd’u àst essà hezàlesàga a esà sulta tàdeàl’e positio àe à so os eàetàlaà

mise en place de mécanismes de défense coûteux en énergie. Ces mesures ont été effectuées sur des 

organismes encore en vie après 21 jours et donc potentiellement plus résistants au stress responsable 

des fortes mortalités observées.  

Cependant, les causes exactes de ces mortalités excessives restent incertaines et révèlent toute la 

o ple it àd’u eà tudeàe à so os eào à alg àleàsui iàdesàpa a t esàph si o-chimiques du milieu et 

l’ tudeà deà o eu à io a ueu sà hezà lesà o ga is es,à touteà i te p tatio à fia leà està estée 

impossible. La seule interprétation plausible consisterait à dire que les dispositifs, les conditions et les 

te psàd’e positio sà ’ taie tàpasàadapt sà àu eà tudeàsu àlesàga a es. 

Des études en mésocosmes restent indéniablement plus réalistes que celles effectuées en microcosmes, 

puis u’ellesà pe ette tà u eà app o heàplusà ep se tati eà desà o ditio sàe i o e e talesà (Bour et 

al., 2015; Lähteenmäki et al., 2015; Teuben and Verhoef, 1992).àDa sàl’ tudeàdesà a opa ti ules,à eàt peà

d’app o heàpe etta tàd’ tudie àu eà o ta i atio à h o i ueà àdeàfai lesà o e t ations semble être 

la mieux adaptée à un scénario de rejet. La complexité des dispositifs permet en partie de mimer les 

principaux processus de transformation et de dégradation des nanoparticules dans les écosystèmes 

d’eauà dou eà o eà laà dissolutio ,à l’h t oag gatio ,à l’ho oag gatio ,à laà s di e tatio à ai sià ueà

l’adso ptio àetàl’a so ptio .àDa sàleà asàp se t,àdesà odifi atio sàe p i e talesàetàdesàa lio atio sà

desà s st esà so tà essai esà pou à pe ett eà laà alisatio à d’ tudeà su à lesà ga a es.à E à effet des 

dispositifsà a e à u eà olo eà d’eauà plusà asseà età u à s di e tà à g ai sà oi sà fi sà fa ilite aie tà leu à

prélèvement. Ces derniers ne seraient plus enfermés dans des cages et pourraient directement interagir 

avec les dreissènes. Cette solution permettrait gale e tàd’ ite àouàli ite àleà a i alis eàpote tielàouà

le stress dû à la kaolinite. La température devrait se situer entre 12 et 14 °C et des tests en amont 

devraient être effectués pour réévaluer les temps de prélèvements. Des temps de prélèvement plus 

app o h sàe àd utàd’ tudeàetàplusà loig sàe àfi àd’e p i e tatio àpou aie tàpe ett eàd’o se e à

plusàfi e e tàl’appa itio àdesàeffetsàetàlaà iseàe àpla eàdesàs st esàdeàd to ifi atio .àE fi àplusieu sà

études à différents stades de développement des gammares semblent être intéressantes afin de révèler 

le cas échéant une relation entre le cycle de vie et la sensibilité des organismes confrontés à une 

o ta i atio àau à a opa ti ules.àU eàse si ilit àplusài po ta teàdesàju ilesàappa te a tà àl’esp ce 
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G. pulex a, par exemple, plusieurs fois été observée suite à une contamination au cadmium (Alonso et al., 

2010; McCahon and Pascoe, 1988). 

 

Dans ces travaux de thèse, les études en microcosmes sont celles qui ont apporté le plus de résultats 

i t essa ts.à Ellesà o tà pe isà d’o se e à desà effetsà pate tsà à plusieu sà i eau à d’o ga isatio .à Desà

interprétations cohérentes et des hypothèses plus larges sur des conséquences environnementales ont 

pu être émises. 

I. .àU eà tudeàdesàeffetsàdesà a opa ti ulesà àplusieu sà i eau àd’o ga isatio  

U à desà o je tifsà deà esà t a au à deà th seà aà t à deà s’i t esse à à plusieu sà i eau à d’o ga isatio à

biologique par laà iseàe àpla eàd’app o hesài t g esà e esà àdiff e tesà helles,ài lua tà àlaàfoisàlesà

organismes mais également les processus fonctionnels auxquels ils sont associés dans les milieux 

atu els.àL’i t tàd’u eàtelleàd a heàestàd’a oi àu eà isio àd’e se leàdesà po sesàdesào ga is esà

face à un stress. Dans le cas des nanoparticules, pour lesquelles les études sur les Crustacés sont plutôt 

a esà à eàjou ,à eàge eàd’app o heàse leàpe ti e tàpou ào te i àu eài ageàplusàg aleàdesàeffets.à

De plus, da sà leà asà d’ tudesà alis esà à deà t sà fai lesà o e t atio sà d’e positio ,à etteà app o heà

permet par ailleurs de déterminer les biomarqueurs les plus sensibles à la contamination. Des 

o t ai tesà età li itesà i h e tesà à eà t peà d’app o heà so tà toutefois imposées. En effet, dans le cas 

d’ tudeà ulti- i eau,à u à ep se ta tà d’u à i eauà està hoisià sa sà tudie à eà i eauà deà a i eà

e hausti e.à“iàl’i t tàdeàl’ tudeàestàd’o se e à ha ueà i eauàd’o ga isatio ài d pe da e tàlesàu sà

des autres, des biomarqueurs connus pour bien répondre à une contamination semblent être les mieux 

adapt s.àPa à o t eàs’ilà àaàu eà olo t àdeàfai eàu àlie àe t eàlesàdiff e tsà i eau àd’o ga isatio ,àdesà

biomarqueurs cohérents doivent être choisis en conséquence. Par exemple, si dans un premier temps 

notre démarche a consisté à étudier des biomarqueurs propres à chaque niveau sans forcément 

he he à à ta li àu àlie ,àlaàd a heàs’estàaffi eàauàfilàduàte psàe às’i t essa tàdeàplusàe àplusàauà

métabolisme énergétique sur plusieurs niveaux. Les différents biomarqueurs étudiés sur les gammares 

etàasso i sàau àdiff e tsà i eau àd’o ga isatio àsont présentés dans le tableau 25.  
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Tableau 25 : Bilan des réponses des biomarqueurs étudiés dans diff e tes o ditio s d’e positio  des i o os es au  so os es  hez les ga a es  

esp es et  populatio s  au  diff e ts i eau  d’o ga isatio  ellulai e, ph siologi ue, i di iduel et fo tio el , pou  3 compositions de nanoparticules 

testée (nAg, nTiO2 et NTC) de taille et de formes différentes. Les flèches vertes indiquent une augmentation ou diminution des réponses suite à l’e positio  au  

a opa ti ules à au oi s u e des o e t atio s d’e positio  appli u es. Des oi  ouges i di ue t u e absence de réponse aux conditions testées. 

 

 



Discussion et perspectives 

279 
 

áuà i eauà ellulai e,à à io a ueu sà o tà t à test sà da sà l’e se leà desà e p i e tatio sà pou à

évaluer les réponses antioxydantes, antitoxiques, les dommages cellulaires et les réserves énergétiques. 

Glo ale e t,à su à laà aseà desà io a ueu sà tudi s,à l’e positio à au à à t pesà deà a opa ti ulesà ág,à

nTiO2 età NTC ,à ueà eà soità da sà desà o ditio sà e à i o os esà ouà e à so os es,à ’aà pasà o t à

d’effetsà a u sàauà i eauà ellulai e.àE à i o os es,àseuleàu eàaug e tatio àdeàl’a ti it àdeàt a spo tà

MXRàaà t ào se eà hezà lesàga a esàappa te a tà à l’esp eàG. pulex exposés au nAg de 60 nm à 5 

µg.L-1.àCetteài du tio à efl teàlaàd te tio àpa àl’o ga is eàdeàl’e positio àau à ágàet/ouàa ge tàdissous, 

età o t eà laà iseàe àpla eà à esà o e t atio sàd’u àp o essusàdeàd to i atio .àPeuàd’ tudesàseàso tà

déjà intéressées à la réponse MXR des gammares (Horion et al., 2015; Timofeyev et al., 2007) et aucune 

à ce jour ne concerne les nanoparticules. En effet, pour les nanoparticules, à notre connaissance, seules 

deu à tudesàe iste tàetào t,àauà o t ai e,à o t àdesài hi itio sàdeàl’a ti it àdesàpo pesà e a ai esà

MXRà hezà l’ou si à età laà oule.à Ceà io a ueu à se leà toutefoisà i t essa tà pou à l’étude des 

nanoparticules et mériterait des études plus approfondies.  

E à so os es,à leàseulà io a ueu à àa oi à po duà àl’e positio àau à a opa ti ulesàestàl’a ti it à

deàl’ET“àa e àe àl’o u e eàu eà aisseào se eàG. roeseli exposés aux nAg sphériques à 50 µg.L-1 après 

21 jours. Cette observation suggère un effet des nAg sur le métabolisme énergétique des gammares, 

aisàappo teà epe da tàt opàpeuàd’i fo atio sàpou àfo ule àdesàh poth sesàfia les.àSchmidlin et al. 

(2015) ont eux-aussi étudié cette activité ETS sur des gammares (G. fossarum) et ont également montré 

une réduction significative suite à une exposition au sulfate de cuivre. 

Da sà osà tudes,àleà i eauàph siologi ueàaàaussià t àapp he d à iaàl’ tudeàdeàl’os olalit àetàdeàlaà

o so atio à e à o g e.à Lesà esu esà d’os olalit à o tà t à effe tu esà da sà laà ajo it à desà

expérimentations et des diminutions ont été observées uniquement chez G. roeseli après 21 jours 

d’e positio à e à so os esà au à ágà sph i uesà à µ.L-1) et après 14 jours aux nTiO2 cubiques (0.8 

mg.L-1).  Cet indicateur suggère des modifications de la régulation osmotique u’ilàse aità i t essa tàdeà

préciser par des dosages des ions Na+ et Cl- hémolymphatiques. En effet, ces derniers sont connus pour 

o t i ue à à %àau à aleu sàd’os olalit ,à as ua tàai siàdesà a iatio sàplusàsu tilesàdeà laà gulatio à

osmotique (Arce Funck et al., 2013; V. Felten et al., 2008b). 

 Dans ce manuscrit, une seule étude menée sur G. roeseli s’està i t ess eà à laà espi atio à desà

gammares via des mesures de consommation en oxygène et a révélé des résultats très intéressants. En 

effet une forte corrélation (R²=0,71) a été observée entre les mesures de consommation en oxygène des 

gammares et les concentrations en argent mesurées dans les organismes. Les effets des nAg sur la 

respiration des gammares ont, de plus, été observés dès la plus faible concentration testée de 0.5 µg.L-1 
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pour les nAg de 10 nm, et montrent bien la sensibilité de ce biomarqueur dans ce contexte. Ce 

biomarqueur a plusieurs fois été étudié chez les gammares exposés à des métaux (Simcic et al., 2005; 

Sutcliffe, 1984), et une baisse de la consommation en oxygène a par exemple déjà été observée chez G. 

pulex e pos àauà ui e,àauà e u eàetà à l’a ge t.àCepe da tàdesà esu esàeffe tu esà su àdesàpoisso sà

(Danio rerio et Perca fluvialitis) exposés aux nAg (de 12 à 81 nm et de 63 µg.L-1 à 14 mg.L-1 à ’o tàpasà

l ààd’effetàsu à eàpa a t e.àU eàh poth seàpe etta tàd’e pli ue àl’aug e tatio àdeàlaà espi atio à

en réponse à la contamination est que les nAg induisent la production de ROS générant en conséquence 

une hypoxie chez les organismes contaminés (Eom et al., 2013).  

Leà i eauà i di iduel,à lesà io a ueu sà deà o po te e tà telsà ueà l’a ti it à lo o ot i eà età laà

ventilation apportent une réponse rapide, non destructrice et pour de très faibles concentrations 

d’e positio à (V. Felten et al., 2008b; Gerhardt, 1996). Cependant dans nos études, malgré les 

o eusesà esu esà effe tu es,à au u à effetà su à laà e tilatio à desà ga a esà ’aà t à o se .à Pa à

contre, en ce qui concerne laàlo o otio ,àdesà po sesàse si lesàau àfai lesà o e t atio sàd’e positio à

ont été observées, mais uniquement chez G. roeseli. Ainsi, des diminutions ont été mesurées dès 0,5 

µg.L-1 d’e positio sàau à ágà ,à àetà à àe à i o os esàetàe à so os es dès 38 µg.L-1 de nAg 

sphérique, 50 µg.L-1 de nAg plate,  0,5 mg.L-1 de nTiO2 cubique, 0,8 mg.L-1 de nTiO2 bâtonnet, et dès 0.5 

mg.L-1 de NTC avec ou sans matière organique. Ces baisses pourraient indiquer une stratégie de 

réallocation énergétique visant à permettre la mise en place de mécanismes de défense et de 

détoxication. 

Au niveau fonctionnel, la consommation des feuilles et la production de FPOM par les gammares sont 

lesàdeu àp o essusà uiào tà t à esu s.àLeu à iseàe àpla eà ’aà t àpossi leà ueàda s les microcosmes, et 

desàeffetsàsig ifi atifsà ’o tàseule e tà t ào se sà ueà hezàG. roeseli. E àeffetàda sà l’e p ie eà Bà

« Silver nanoparticles impact the functional role of Gammarus roeseli (Crustacea Amphipoda) », des 

baisses des productions de FPOM des gammares ont été observées dès 0,5 µg.L-1 alo sà u’au u eà

a iatio àdeà leu à o so atio àe à feuillesà ’aà t à esu e.àDesàdi i utio sàdeàp odu tio àdeàFPOMà

chez G. roeseli exposés à des nAg de 10 nm à 5 µg.L-1 o tà gale e tà t ào se esàda sàl’e p ience 3 

«Assessing the effects of silver nanoparticles on the ecophysiology of Gammarus roeseli». Ces résultats 

nous amène à proposer deux hypothèses. Une diminution de la production de FPOM pourraient être le 

sultatà d’u eà plusà fo teà assi ilatio à deà laà ou itu eà o eà l’o tà d j à sugg à (Zubrod et al., 2011) 

pour G. fossarum exposé à un fongicide. Une autre explication serait que ces faibles productions soient 

u eà o s ue eàd’u eàpe tu atio àdesà fo tio sàdigesti es.à E àeffet,à desàpe tu atio sàdeà l’a ti it à
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des enzymes digestives ont déjà été observées chez des Crustacés exposés à de faibles concentrations 

métalliques (De Coen and Janssen, 1997; Dedourge-Geffard et al., 2009). Quel que soit le mécanisme 

impliqué, la baisse de production de FPOM pourrait se traduire par des conséquences écosystémiques 

puis u’ellesà se e tà deà sou eàde nourriture à de nombreuses espèces de collecteurs actifs et passifs 

pe etta tà l’i o po atio à duà a o eà da sà leà seauà t ophi ueà (Cushing et al., 1993; Wallace and 

Webster, 1996). Une exposition des gammares à de faibles concentrations de nAg pourrait donc 

i di e te e tàa oi àdesà o s ue esàsu àleàfo tio e e tàdesà os st esàd’eauàdou eàe à odifia tà

le cycle de la matière organique via une réduction des flux de FPOM.  

Da sàl’e p ie eà à«Effetsàdesà a opa ti ulesàd’a ge tàsu à àpopulatio sàdeàga a esàappa te a tà

à l’esp eà G. roeseli», un autre pattern de résultats a été observé sur ce niveau fonctionnel. Les 

productions de FPOM de G. roeseli ’o tàpasà t à odifi esàpa àl’e positio àau à ág,àpa à o t eàl’a ti it à

de consommation a été augmentée chez les organismes prélevés sur le site de Marly et exposés aux nAg 

de 10 nm à 5 µg.L-1.àL’a se eàd’u eàaug e tatio àdeàFPOMàe à elatio àa e àl’aug e tatio àdeàl’a ti it à

deà o so atio à sugg eà gale e tà u eà fle io à autou à desà h poth sesà d’assi ilatio à ouà deà

pe tu atio àdigesti eà it esàp de e t.àQuoià u’ilàe àsoit,à esà sultatsàou e tàdeà ou ellesà oiesà

deà fle io à età ite tà do à d’ t eà app ofo dis notamment en focalisant des recherches sur la 

physiologie digestive des gammares. 

Fi ale e t,à à laà lu i eàdeà l’e se leàdesà sultats,à leà i eauà ellulai eà lassi ue e tà tudi àda sà

les études de nano- oto i it ,à eàse leàpas,àe àtoutà asàdeàlaàfaço àdo tà ousàl’a o sàa o d ,à t eàleà

ieu à adapt à à l’ tudeà desà effetsà desà a opa ti ules sur les gammares. Sur un grand nombre de 

biomarqueurs étudiés, dans différentes conditions expérimentales et pour plusieurs types de 

nanoparticules, seuls deux effets des nanoparticules ont été observés sur deux biomarqueurs différents 

(activité de transpo tàMXRàetàa ti it àET“ .àL’e se leàdeà esà sultatsàestà oh e tàa e àlesàdeu àseulesà

études ayant adopté une approche multibiomarqueur cellulaire similaire, chez G. roeseli exposé aux 

nanoparticules de dioxyde de cérium (nCeO2; Garaud et al., 2015), et chez G. fossarum exposés aux nAg 

Mehe aouiàetàal,àe àp pa atio .àáà l’i e se,à lesàt oisàaut esà i eau à tudi sàse le tàappo te àdesà

informations pertinentes et complémentaires relatives aux effets des nanoparticules sur le métabolisme 

énergétique de G. roeseli, qui s’està a eà l’esp eà laà plusà se si le.à Desà du tio sà deà l’a ti it à deà

locomotion liées aux expositions aux nanoparticules correspondent à des réponses rapidement mises en 

pla eàd sà laàd te tio àdeà laà o ta i atio .àEllesàpou aie tàsugg e àu eà aisseàd’activité coûteuse en 

énergie pour permettre son stockage ou sa réallocation pour la mise en place de mécanismes de 

d to i atio .à áuà i eauà su ellulai e,à l’i du tio à d’a ti it à desà a is esà deà d to i atio à ’aà
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toutefoisàpasà t ào se eàe à po seà àl’exposition aux nanoparticules. Ces mécanismes sont peut-être 

mis en place à de plus forte concentrations ou après une durée de contamination plus longue. Le 

sto kageà d’ e gieà se aità alo sà p isio elà età s’effe tue aità d sà lesà plusà fai lesà o e t atio sà

d’e positio àpe çuesàpa àl’o ga is e.àL’h poth seàd’u àsto kageàd’ e gieàse leà gale e tàplausi leà

sià l’o à o sid eà lesà sultatsà o te usà auà i eauà ph siologi ueà telleà ueà l’aug e tatio à deà laà

consommation en oxygène mais également au niveau fonctionnel avec la baisse de production de FPOM. 

Finalement, une même hypothèse de mise en réserve énergétique peut être proposée suite aux résultats 

o te usà au à t oisà i eau à d’i t g atio à tudi sà età ite aità d’ t eà tudi eà plusà e à p ofo deu à afi à

notamment de relier ces trois observations. 

I. .àI t tàd’u eàdou leàapp o heà oto i ologi ueàetà ologi ue 

Une double approche écotoxicologique et écologique associée à une étude en conditions 

e i o e e tale e tà alistesàs’estàa eà i t essa teàetàpe ti e teàpou àenvisager la réponse à la 

uestio à desà effetsà desà a opa ti ulesà su à lesà o ga is esà a uati uesà età su à lesà os st esà d’eauà

douce. En effet, il est intéressant, avec une telle approche, de pouvoir simultanément observer les 

sultatsàd’u eà o ta i atio àau niveau individuel et les conséquences qui pourraient en découler sur 

lesà os st esàd’aut eàpa tà i eauàfo tio el .àCeàt peàd’app o heà uiàde eu eàassezàpeuà o u eà

da sà lesà tudesà elati esà au à effetsà deà o ta i a ts,à l’està e o eà oi sà da sà leà do aine des 

nanoparticules. Il en ressort que pour le gammare, les mesures se rapportant aux aspects 

t aditio elle e tàasso i sà àl’ ologieàso tàplutôtàfa ilesà à ett eàe àpla eàpuis u’ellesà eà essite tà

guère que des filtrations et des mesures de masses. Elles sont donc également moins coûteuses, non 

dest u t i es,àetàappo te tàu eàid eà o teàdesàeffetsàdeàl’e positio àdesà ágàsu àlesào ga is es,àai sià

ueàsu àleu sà o s ue esàpote tiellesàsu àlesà os st esàd’eauàdou e.à 

En complément, des études écotoxicologiques plus poussées sur les mécanismes cellulaires ou 

physiologiques sous-jacents sont en revanche incontournables pour comprendre les effets observés aux 

niveaux supérieurs.  
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II. Des effets dépendants de la composition mais aussi de la taille et de la forme 

des nanoparticules : la représentation dose/effet est-elle systématiquement la 

plus cohérente ? 

La toxicité des nanoparticules peut être directement conditionnée par leur devenir dans un système 

o ple e.à L’e se leà desà p o essusà deà t a sfo ation et de dégradation chimique (dissolution, 

sulfuration, photodégradation) et physique (homo et hétéroagrégation) participe à leur bioaccessibilité 

età iodispo i ilit àpou àlesào ga is es,àetàleu à tudeàseà leàdo à t eàd’u eàg a deài po ta eàda sà

les expérimentations en écotoxicologie aquatique. Or, ce qui fait la spécificité des nanoparticules repose 

sur des facteurs intrinsèques. Leur composition chimique, leur taille, leur forme, leur surface spécifique, 

leur charge, leur enrobage ou encore leur fonctionnalisation sont des paramètres pouvant eux-aussi 

influencer leur toxicité. Ces facteurs peuvent également influencer la transformation et le devenir des 

nanoparticules dans le milieu. En somme, les paramètres intrinsèques propres à la nanoparticule et les 

paramètres extrinsèques lié à son milieu environnement sont fortement interdépendants et participent 

e se leà auà de e i à età à laà to i it à desà a opa ti ules.à C’està pou à elaà ueà laà a a t isatio à desà

nanoparticules dans le milieu est un des points cruciaux dans les études de nano-écotoxicité et la 

compréhension des effets observés. Elle permet de caractériser la pression de contamination à laquelle 

les organismes ont réellement été confrontés. Cependant elle se heurte encore à de nombreuses limites 

te h i ues.àC’està leà asàpa àe e pleàda sà osà t a au àdeà th seào àu eà olo t àdeà t a aille àda sàdesà

o ditio sàe i o e e tale e tà alistesàaà uel ueàpeuà f ei à leàd ploie e tàd’u eà a a t isatio à

poussée. Les mesures au Nanosight (Nanoparticle Tracking Analysis) des diamètres hydrodynamiques et 

desàpote tielsàzetaàdesà ágàda sàu eàeauàdeà i i e,à uiàplusàestà àdeàfai lesà o e t atio sàd’e positio à

se sont révélées infructueuses en raison de nombreux artefacts causés par les autres éléments présents 

dans le milieu (matières en suspension, matière organique etc.). Des vérifications des diamètres 

hydrodynamiques des nanoparticules des solutions stock ont toutefois pu être effectuées au microscope 

électronique à transmission (MET), au Nanosight ou par diffusion dynamique de la lumière (DLS). Ces 

esu esào tà ota e tàpe isàdeà ifie à ueàl’e positio àdesàga a esàa aità ie à t à alis eà àpa ti à

deàdiff e tesàtaillesàetàfo esàdeà a opa ti ules,àafi àd’ alue àl’e iste eàd’effetsàd pe da tsàdeà esà

paramètres. 
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II.1. Des effets fonction de la taille, de la forme et de la composition des nanoparticules  

Dans les expérimentations menées en microcosmes, plusieurs tailles de nanoparticules ont été 

testées (de 10 à 100 nm). Les mesures de diamètre hydrodynamique effectuées au Nanosight ont bien 

confirmé les tailles déclarées par les fournisseurs. Les effets observés notamment sur la consommation 

en oxygène et la production de FPOM ont révélé, pour les plus petites tailles testées de 10 nm, des effets 

plus marqu sàetài duitsàpa àdeàplusàfai lesà o e t atio sàe à ág.àCetteàte da eà ’aàtoutefoisàpasà t à

o se eà pou à tousà lesà io a ueu sà uià o tà po duà à l’e positio à au à o e t atio sà deà ág.à Pa à

exemple, chez G. roeseli,à lesà aissesà deà lo o otio à ’o tà pasà po duà à etteà te da eà d’effetsà

d pe da tsàdeàlaàtailleàdesà ág.àDeàplus,àl’aug e tatio àdeàlaà o so atio àe àfeuillesàdesàga a esà

de la population de Marly exposée au nAg de 60 nm (5 µg.L-1 à ’aàpasà t ào se eà àlaàplusàpetiteàtailleà

testée de 10 nm.  

Dans leur étude, Auffan et al. (2009) explique tàl’e iste eàdeàp op i t sàdeàsu fa eàetàdeà a ti it sàà

d pe da tesàdeàlaàtailleàdesà a opa ti ulesàà uiàfa o ise tàl’adso ptio àdeà ellesàdeà oi sàdeà à .àCeà

constat a été corroboré par Morones et al. (2005) qui ont observé des interactions directes des nAg avec 

les membranes de bactéries Gram-négative favorisées par des petites tailles de 1 à 10 nm. Les auteurs 

ont également observé que seules ces petites tailles de nAg étaient ensuite internalisées dans la cellule. 

Les petites tailles de nanoparticules sont donc plus réactives et plus biodisponibles, ce qui suggère des 

effets toxiques dépendants de la taille (Auffan et al., 2009). Ce constat confirme le précepte désormais 

bien admis disant que plus les nanoparticules sont petites et plus elles sont toxiques (Bar-Ilan et al., 

2009; Butler et al., 2015; Hoheisel et al., 2012).  

Les résultats obtenus dans nos travaux de recherche sont majoritairement en accord avec cet effet 

toxique dépendant de la taille. Les plus marquants, observés chez G. roeseli, concernent les mesures 

effectuées sur un pool de 6 biomarqueurs et reflétant en partie le métabolisme énergétique des 

gammares. La figure 81 présentée ci-dessousà ep e dàlesà sultatsàdeàl’a al seàdis i i a teà p se t eà

dans le chapitre 3, section IV). Par souci de clarté, les résultats correspondant aux organismes témoins et 

à ceux exposés à 5 µg.L-1 de nAg de différentes tailles sont groupés dans deux ellipses aux contours plus 

épais. Les résultats correspondants aux cinq tailles de nAg testées à 5 µg.L-1 sont également mis en 

ide eà àl’aideàd’ellipsesà olo es.à“u à etteàfigu eàetàselo àl’a eà ,àu eàho og it àdesàt oi sàestà

observable. Les deux plus petites tailles de 10 et 20 nm de nAg testées sont celles qui présentent les 

résultats les plus éloignés des témoins. Au contraire, les réponses correspondant aux trois plus grandes 
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tailles de 40, 60 et 100 nm sont plus proches des réponses des témoins et sont fortement confondues 

entre elles. Ces résultats sont donc également cohérents la taille seuil située vers 30 nm proposée par 

Auffan et al. (2009) au-dessous de laquelle les effets sont plus marqués.  

 

Figure 81 : Analyse discriminante couplant les réponses de 6 biomarqueurs mesurés sur G. roeseli, pour 

des gammares exposés à 4 concentrations (0, 0,5, 2,5 et 5 µg.L
-1

) de 5 tailles de nAg (10, 20, 40, 60 et 100 

nm) après 72h (n=4 ; Wilks p-value=1,7 10
-5

 ; tau  d’e eu = , . 

Alors que les expérimentations en microcosmes se sont uniquement intéressées à différentes tailles 

de nAg sphériques, les expérimentations en condition plus complexes ont quant à elles étudié 

différentes formes et compositions de nanoparticules. Les paramètres expérimentaux étant trop 

éloignés, leur comparaison semble inappropriée. Le même constat est établi pour les deux types 

d’e p i e tatio sà e esàsu à lesà ágàe à i o os esàd’u eàpa tàetàe à so o esàd’aut eàpa t.àáuà

contraire, les protocoles expérimentaux des trois mésocosmes étant communs, une interprétation sur 

les effets de la composition des nanoparticules aurait pu être proposée. Cependant, en raison des fortes 

mortalités observées dans cha u àdesàdispositifsàsugg a tàu àp oto oleàe p i e talài adapt à àl’ tudeà

sur les gammares, aucune interprétation fiable quant à un effet en relation avec la nature de la 

composition de la nanoparticule ne peut être proposée.  

Co e a tàlesàeffetsà elatifsà à laàfo eàdesà a opa ti ules,àetà ie à u’ilsàaie tà t à tudi sàda sàlesà

mêmes conditions (forte mortalité), il est apparu que les nAg de forme sphérique et les nTiO2 de forme 

cubique pourraient engendrer des effets plus marqués sur les gammares.  
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E fi ,àlesàeffetsà uiàse le tàli sà àlaàtailleào à àlaàfo eàdesà ágàpeu e tàpa foisà t eàleà sultatàd’u à

phénomène de dissolution associé (Hoheisel et al., 2012). Il est à noter que pour la grande majorité des 

sultatsào se s,àau u àph o eàdeàdissolutio à ’aà t à lai e e tào se àda sà osà ilieu ,à à osà

concentrations et pour les méthodes de mesures utilisées. Les paramètres physicochimiques et/ou les 

temps d’e positio à ’o tàsa sàdouteàpasàfa o is à eàp o essus.àCepe da t,à esà sultatsàso tà àp e d eà

a e à p autio à a à u eà adso ptio à deà l’a ge tà dissousà su à laà ati eà o ga i ueà p se teà da sà lesà

milieux pourrait empêcher sa détection et son dosage précis comme cela avait été observé dans les 

tudesà d’opti isatio à deà laà o ta i atio à p se t à da sà leà hapit eà à “e tio à III. . .à Testà à l’eauà

déminéralisée). 

II.2. Effet en fonction de la masse, du nombre ou de la surface 

 

La grande majorité des études menées sur les nanoparticules évaluent leurs effets en fonction de la 

o e t atio à assi ueàduà at ielà uiàlesà o pose.àO ,à o eàleàsugg e tàlesà sultatsàdeàl’a al seà

discriminante présentés précédemment, pour une même concentration massique, les effets peuvent 

a ie àe àfo tio àdeàlaàtailleàdesà a opa ti ules,à ’est-à-dire leur surface spécifique. Ce constat soulève 

l’i t tàd’ tudie à lesàeffetsàdesà a opa ti ulesà àpa ti àd’u eàga eàdeàsu fa esà a ti esàplutôtà ueà

d’une gamme de concentrations massiques. Rappelons que le caractère innovant des nanoparticules et 

leu à fo teà a ti it à so tà i puta lesà à etteà ai eà deà su fa eà sp ifi ue.à Deà plusà e à plusà d’ tudes,à

ota e tà ellesà s’i t essa tà au à effetsà d pe da tsà deà laà taille, émettent ces mêmes 

recommandations (Bar-Ilan et al., 2009; Cowart et al., 2011; Xia et al., 2006). Certaines même présentent 

les résultats e à fo tio à deà esà su fa esà al ul esà à pa ti à d’i agesà deà i os opieà le t o i ueà à

transmission (Bar-Ilan et al., 2009). 

E à pa ta tà duà postulatà ueà l’effetà o se à ’està pasà u i ue e tà d à à laà o positio à desà

a opa ti ulesà l’a ge tà pa à e e ple à aisà plutôtà à l’i t usio à ouà l’adso ptio à deà st u tu esà

a opa ti ulai esàe p ha tàleà o àfo tio e e tàd’u à canisme biologique, alors la représentation 

des résultats devrait être effectuée par rapport au nombre ou à la surface des nanoparticules. Cet aspect 

révèle une fois de plus la complexité des études de nano-écotoxicité. 

Fi ale e t,à àl’heu eàa tuelleàl’ tude des effets des nAg en fonction de leur concentration massique 

reste la démarche la plus adaptée au regard des techniques disponibles mais ces considérations relatives 

àlaàp iseàe à o pteàdeàlaàsu fa eà a ti eàde aie tà àl’a e i à t eà ieu àp isesàe àcompte. 
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III. Les limites, points à développer et poursuites envisageables 

III.1. Les limites techniques  

Plusieurs limites techniques ont été signalées tout au long de ce manuscrit de thèse. Un des verrous 

majeurs concerne la caractérisation des nanoparticulesàda sàdesà o ditio sàd’e positio àseàà app o ha tà

d’u à e tai à alis eàe i o e e tal.à 

U à desà p e i esà li itesà o e eà laà a t iseà desà o e t atio sà d’e positio à età laà esu eà deà

l’a ge tàdissousàissuàd’u eàdissolutio ào dati eàdesà ág.àCesàli ites sont en lien avec les techniques de 

préparation, de détection et de dosage des métaux dans des milieux hétérogènes composés notamment 

deà ati eào ga i ue.àDa sàl’ tudeàdesà a opa ti ulesàpou àles uellesàlesàPECàso tàe o eàt sà asses,à

les limites de détection des instruments de dosages classiques par spectrométrie de masse (ICP-MS) ou 

pa à spe t o t ieà d’a so ptio à ato i ueà áá“ à so tà t opà le esà pou à pe ett eà desà tudesà à desà

concentrations réalistes (ng.L-1)  

Une nouvelle technique très prometteuse da sà l’ tudeà desà a opa ti ulesà està epe da tà e à plei à

essor ;à ilà s’agità deà laà sp-ICP-MS (single particle ICP-M“ .à Cetteà te h i ueà està apa leà d’ tudie à lesà

a opa ti ulesàda sàdesà ha tillo sà o ple esàetà àdeàt sàfai lesà o e t atio sàdeà l’o d eàduà g.L-1 

permettant de travailler dans des gammes environnementalement réalistes (Mitrano et al., 2014). Une 

possi ilit à i o a teàdeà etteàte h i ueà sideà gale e tàda sàl’ aluatio à ua titati eàdesà i ti uesà

de dissolution des nAg (Mitrano et al., 2014). 

Laà i os opieàh pe spe t aleàestàu eàaut eàte h i ueài t essa teàda sàl’ tudeàdesà a opa ti ulesà

puis u’elleà pe età u eà o se atio à opti ueà asso i eà à u eà a al seà spe t ale. Si des nanoparticules 

se le tà t eà o se esà da sà u à ha tillo ,à l’a al seà spe t aleà peutà leà o fi e .à Cetteà apa it à

d’i age ieàh pe spe t aleàestà ota e tàt sài t essa teàpou àl’ tudeàdeà TiO2 et NTC pour lesquelles 

les techniques de dosages classiques ne sont pas encore adaptées. 

III.2. Manques et poursuites envisageables 

U à desà aspe tsà li ita tà laà p isio à deà l’ tudeà deà laà o ta i atio à desà ga a esà da sà lesà testsà

d’ oto i it à o e eàleàdosageàduà o ta i a tà uià eàpeutà t eà alis àdeà a i eàfia leà u’ àl’ helleà

d’u à o ga is eà e tie .à Laà uti uleà desà ga a esà ep se teà u eà g a deà su fa eà d’adso ptio à età u eà

dissection des organismes pour prélever des tissus ne fournirait pas assez de matière. Afin de localiser la 

o ta i atio àetàdeàsa oi àsiàlesà a opa ti ulesàso tàadso esàet/ouàa so es,àl’i age ieàestàu àoutil 
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pe ti e tà uià pe ett aità deà ieu à i te p t sà lesà sultatsào te us.à E à effet,à deà l’i age ieà e à i oà

fluorescence a été effectuée sur un des gammares exposés 96 h à 1 mg.L-1 de nTiO2 (Expérience A, 

Chapitre 4, section I.) et a révélé la présence de titane dans le tube digestif du gammare. Des 

observations en MET seraient intéressantes pour localiser plus précisément les nanoparticules afin 

d’o se e àsiàellesàso tàli esàda sàleà olàali e tai e,àadso esàau àpa oisàduàtu eàdigestif,àpass esàda sà

les espaces intercellulaires ou internalisées dans les cellules. Un outil récent et puissant en termes 

d’i age ieàdesà a opa ti ules,à leàNa o“IM“à spectrométrie de masse à ionisation secondaire) pourrait 

gale e tà t eàutilis àda sà eàt peàd’ tude.àE àeffet,àa e  cet outil, Georgantzopoulou et al. (2013) ont 

pu observer la présence de nAg dans la lumière intestinale des daphnies qui semblaient passer à travers 

la barrière épithéliale. 

Une des voies de détoxication bien connue des métaux (Amiard et al., 2006; Hamer, 1986) et dont les 

esu esà ’o tà pasàe o eà t à effe tu esà da sà lesà tudesà p se t esà da sà eà a us ità o e eà les  

métallothionéines (MT). Des inductions des MT ont déjà été observées chez des crustacés suite à des 

contaminations métalliques (Amiard et al., 2006; Correia et al., 2002; Galloway et al., 2004) ainsi que 

chez des moules après une exposition au nAg (Gomes et al., 2015). Ces résultats pourront nous apporter 

desài fo atio sài t essa tesà ota e tàsu àl’a so ptio àdeà ágàouàd’a ge tàdissousàda sàlesà ellules. 

E fi ,à pou à affi e à ot eà tudeà su à lesà effetsà desà ágà su à leà i eauà fo tio el,à l’a ti it à deà

production de FPOM du compartiment microbien serait à prendre en compte. Plusieurs tests ont 

d’ailleu sà t à la o sàe à eàse sàda sàleà ou a tàdeà etteàth se,à aisàleàp oto oleàe p i e talà ’aàpasà

été optimisé pour observer des effets. Des études plus poussées devraient être effectuées afin de 

déterminer si les baisses de production de FPOM observées chez les gammares sont également 

observables sur le compartiment microbien (changement de communautés, abondance, activités 

enzymatiques). Une perturbation des processus fonctionnels de ce compartiment pourrait entrainer des 

conséquences plus importantes encore sur le fonctionnement des écosystèmes. 
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Conclusion 

Des scénarios de contamination environnementalement réalistes ont montré que les nAg 

peuvent entrainer un stress dépendant de leur petite taille et générant des effets sur plusieurs niveaux 

d’o ga isatio à iologi ue.àái si,àune augmentation de la respiration des gammares, des diminutions de 

leur activité locomotrice, et une baisse de la production de FPOM ont été interprétées comme le résultat 

de perturbations du métabolisme énergétique alors même que des marqueurs comme les réserves 

e g ti uesà ’o tà pasà se l à affe t sà deà a i eà sig ifi ati e.à Lesà po sesà o se esà se le tà

pourtant refl te à laà iseà e à pla eà d’u eà st at gieà d’ o o ieà et/ouà deà sto kageà d’ e gie,à uià

i te ie d aità deà a i eà p o eà età s’effe tue aità d sà lesà plusà fai lesà o e t atio sà d’e positio à

pe çuesàpa àl’o ga is e.àM eàsi,àda sà esà o ditio s,àlesàfai lesà o centrations ne semble pas affecter 

la survie des organismes, des effets sublétaux entrainant notamment des modifications de la 

redistribution de FPOM dans le réseau trophique pourraient avoir des conséquences indirectes sur le 

cycle de la matière organique età do à su à l’ uili eà duà fo tio e e tà desà os st esà d’eauà

douce.Des expérimentations en mésocosmes, indéniablement plus réalistes que celles effectuées en 

microcosmes, ont permis une approche encore plus représentative des conditions environnementales en 

ajoutant notamment des interactions plurispécifiques. Cepe da t,à touteà laà diffi ult à d’u eà telleà

démarche a pu être appréhendée dans ce travail de thèse, puisque des mortalités répétées et anormales 

sont survenues chez les gammares lors des expositions aux trois nanoparticules étudiées dans ces 

conditions (nAg, nTiO2 et NTC). Cette mortalité ayant été observée chez les gammares témoins aussi bien 

ueà hezàlesàe pos s,àilàestàappa uàd li atàd’i te p te àlesà sultatsào te usàetàu eà fle io àautou àdes 

possi ilit sàd’a lio atio àdesàdispositifsàe p i e tau àestàe gag e.à 

Fi ale e tàe à o sid a tàl’e se leàdesà sultatsào te usàda sà eàt a ailàdo to al,àilàpeutà t eà

o luà u’u à ejetà deà a opa ti ulesà d’a ge tà està sus epti leà deà g e à desà effetsà indirects sur le 

fonctionnement des écosystèmes en affectant la physiologie des gammares. Toutefois, et même si les 

o ditio sàd’e positio àpou àles uellesà esà o lusio sào tà t à isesàseàso tàeffo esàd’ t eàlesàplusà

réalistes possibles, ces conditions ’o tà pasà p isà e à o pteà laà totalit à desà pa a t esà efl ta tà laà

o ple it àdesà os st esàd’eauàdou e.à“eulesà lesàe p i e tatio sàe à so os esàpe ette tàdeà

s’e àapp o he àauàplusàp sàetàpe ett aie tàdeà o fi e à esào se atio s.àIlàse aitàalo sàjudicieux de 

ett eàauàpoi tàu àp oto oleàe p i e talàadapt à àl’ tudeàdesàga a esà aisà gale e tà àl’ tudeàdeà

leur activité fonctionnelle. 
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Fa eàau à ai tesàso i talesàsoule esàa tuelle e tàpa àl’utilisatio à oissa teàdesà a opa ti ules,àetà

suite aux conclusions dégagées par ce travail doctoral, il semble que le rejet de nanoparticules dans les 

os st esàd’eauàdou eà eà o duiseàpasà àu às a ioà atast ophi ue,à aisàse leàplutôtàale te àsu à

laà p iseà e à o sid atio à d’u eà fo eà e ge teà deà o ta i ation dont il conviendra de mieux 

connaître les effets subtils afin de pouvoir mettre en place des politiques de gestion appropriées des 

risques environnementaux associés. Pour cela, les techniques de détection, de caractérisation, 

d’ aluatio à età d’i te p tation des résultats doivent être améliorées et adaptées à ce contaminant 

e ge tà uià i poseàd’adopte àu eà ou elleàd a heàdeà fle io ,àdiff e teàdeà elleà lassi ue e tà

e plo eà e à oto i ologie.à L’i st u e tatio à asso i eà à laà a a t isatio à età à la quantification des 

nanoparticules en milieu complexe se développe actuellement et de nouvelles techniques très 

p o etteusesàpe ett o tà e tai e e tàdeàd lo ue àlesà e ousàa tuelsàetàd’e isage àu eà tudeàplusà

précise des effets de ces nanoparticules da sàl’e i o e e t. 
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ANNEXES 

 

Annexe 1 : Do esà ph si o hi i uesà desà ou sà d’eauà tudi s : qualité générale et données 

élémentaires de conductivité et de ati eàe àsuspe sio àdeà à à .àDo esàa uisesà iaàl’age eà

deà l’eauàRhi -Meuseàetàdispo i lesà su à laàplatefo eà“.I.E.R.M.à “ st eàd’i fo atio à su à l’EauàRhi -

Meuse). 

 http://rhin-meuse.eaufrance.fr/qualit-coursdeau 

- A : Descriptif de la Méholle à Void-vacon 

- B : Descriptif de la Nied Française à Lemud 

- C : Descriptif de la Nied Française à Baudrecourt 

- D : Descriptif de la Seille à Metz 
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A : Descriptif de la Méholle à Void-vacon 
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B : Descriptif de la Nied Française à Lemud 
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C : Descriptif de la Nied Française à Baudrecourt 
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D : Descriptif de la Seille à Metz 
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Annexe 2 : Rappo tsà d’a al seà desà dist i utio sà deà tailleà Na osight  des nanoparticules dans les 

solutio sàsto kàdilu esà àfoisàda sàdeàl’eauàd i alis eà Na o o posi  

- A - 10 nm 

- B - 20 nm 

- C - 40 nm 

- D - 60 nm 

- E - 100 nm 
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A :à ágàdeà à a o t eàdeàdia t eàdilu esà àfoisàda sàdeàl’eauàdéminéralisée 
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B :à ágàdeà à a o t eàdeàdia t eàdilu esà àfoisàda sàdeàl’eauàd i alis e 
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C :à ágàdeà à a o t eàdeàdia t eàdilu esà àfoisàda sàdeàl’eauàd i alis e 
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D :à ágàdeà à a o t eàdeàdia t eàdilu esà àfoisàda sàdeàl’eauàdéminéralisée 
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E :à ágàdeà à a o t eàdeàdia t eàdilu esà àfoisàda sàdeàl’eauàd i alis e 
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Annexe 3 : Protocole établi sur la dreissène par Garaud et al. (2015) et décrits en détails dans son 

a us it.àP oto oleàti àd’u eàpu li atio àdeàGa aud et al. en préparation. 

Biomarkers measurement 

Antioxidant and antitoxic defences  

Total Antioxidant Capacity (TAC), Total Glutathione Peroxidase (GPx), Glutathione-S-Transferase (GST) 

and catalase (CAT) activities were measured on the cytosolic fraction, while the Acid Phosphatase activity 

(ACP) was measured on the whole homogenate of the digestive gland using automated colorimetric 

methods adapted and developed on the Konelab 20-XTi (Thermo Scientific). 

TAC was measured following the method developed by Erel (2004).à , ′-Azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS*+) bleaching upon reduction by antioxidants in the cytosolic 

fraction was measured at 660nm after a 342 s incubation time. A Trolox standard calibration curve (0.01-

1.5 mmol/L) was constructed and TAC was expressed in µmol Trolox equivalent/g protein/min 

(µmolTeq/gprot/min). 

GPx activity was measured following the method from Paglia and Valentine (1967) adapted for its 

automation on the Konelab. Cytosolic fraction was diluted to 1/10 (v/v) in a total reactional volume of 

160 µL 50 mM phosphate buffer (pH = 7,6) containing reduced glutathione (GSH, 2 mM), NADPH (0.36 

mM), glutathione reductase (1 U/mL) and cumene hydroperoxyde (1,125 mM) as substrate. NADPH 

consumption was followed at 340 nm for 126 s and GPx activities were expressed in µmol NADPH/g 

protein/min (µmolNADPH/gprot/min; εàNADPH = 6220 M-1.cm-1). 

GST activity was measured on the Konelab automat by monitoring at 340 nm during 4 min the GST-

catalyzed conjugation of 1-chloro2,4-dinitobenzene (CDNB; 1 mM) with GSH (1 mM) in phosphate buffer 

(0.1 M; pH 6.5) with 1/40 (v/v) of cytosolic fraction introduced in the reactive mixture. GST activity was 

expressed in µmol CDNB/g proteins/min (µmolCDNB/gprot/min). 

Catalase activity was measured on a classic spectrophotometer according to Beers and Sizer (1952). 

Cytosolic fraction was diluted to 1/4 in 50 mM phosphate buffer (pH=7,6). The decomposition of 

hydrogen peroxide (30 mM) catalysed by catalase was followed at 240 nm during 30 seconds with 1/10 

(v/v) of diluted cytosolic fraction introduced into the reactive mixture. Enzyme activity was expressed in 

mmol H2O2/g proteins/min (mmolH2O2/gprot/in; εàH2O2 = 40 M-1.cm-1) 
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Whole homogenate ACP activity was measured on the Konelab automat by monitoring 4-nitrophenyl 

phosphate (1.67 g/L) hydrolysis by acid phosphatase of diluted (1/18 v/v) whole homogenate in a total 

reactional volume of 90 µL 41.7 mM citrate buffer (pH=4.8) supplemented with 0.16% Triton X-100. The 

reaction was stopped and the p-nitrophenol realeased was revealed after 15 min by the addition of 125 

µL NaOH 138.7 mM. A p-nitrophenol standard calibration curve was constructed ACP activity was 

expressed in µmol p-nitrophenol/g proteins/h (µmolp-nit/gprot/h). 

Protein concentration was determined by the Pyrogallol red colorimetric method using ready-to-use 

U/CSF protein reagents and Scal bovine-based serum as reference (Thermo-Scientific). 

Cellular damage assessment 

Lipid hydroperoxide concentration ([LOOH]) in the whole homogenate was measured on the Konelab 

following the automated method developed by Arab and Steghens (2004) with minor modifications on 

the final Xylenol Orange (XO) concentration (240 mM) and on the working wavelength (620nm). Fe2+ 

oxidation into Fe3+ by LOOH contained in the whole homogenate was revealed by Fe3+ complexation with 

XO. XO-Fe3+ complex absorbance was measured at 620 nm after a 20 min incubation time. A Tert-butyl 

hydroperoxide (TBH) standard calibration curve (6.25-200 µmol/L) was constructed and LOOH contents 

were expressed in µmol TBH/g proteins (µmolTBH/gprot). 

Caspase 3 activity 

Caspase-3 (CSP-3) activity was measured in the cytosolic fraction following an automated method 

developed on the Konelab. The absborbance of pNA released by the cleavage of z-DEVD-pNA (25 µM) by 

CSP-3 in Tris buffer (10 mM, pH=7.4) supplemented with DTT (5 mM) and EDTA (2 mM) was followed for 

1h at 405 nm with 1/7 (v/v) of diluted cytosolic fraction introduced into the reactive mixture. CSP-3 

a ti it à asàe p essedài àµ olpNá/gàp otei s/hà µ olpNa/gp ot/h,àεpNá= àM-1.cm-1 à 405 nm). 

Energetic parameters 

Protein, triglyceride and cholesterol concentrations ([prot], [trigly.] and [chol.]) were measured using 

Thermo-Scientifc Konelab ready-to-use reagents and methods adapted to mussel digestive gland whole 

homogenate. Scal bovine-based serum (Thermo-Scientific) was used to create calibration curves and 

energetic reserve contents were expressed in mg/g fresh weight (mg/gfw). 
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Electron Transport System (ETS) mitochondrial activity was measured on the whole homogenate 

following the original method from Owens and King (1975) modified by De Coen and Janssen (1997) and 

automated on the Konelab. ETS activity was measured by monitoring at 480 nm for 12 min the formazan 

produced by p-iodonitrotetrazolium (0.133 g/L) reduction as final electron acceptor of the mitochondrial 

respiratory chain in 80 mM phosphate buffer (pH=8.5) containing MgSO4 (15 µM), Triton X-100 (0.16%), 

PVP (0.3 g/L), NADH (1 mM) and NADPH (0.15 mM) with 1/35 (v/v) of diluted whole homogenate. ETS 

activity was calculated according to De Coen and Janssen (1997) and expressed in µmol O2/g fresh 

weight/h (µmolO2/gfw/h). 

Lactate Dehydrogenase (LDH) activity was measured using Thermo-Scientifc Konelab ready-to-use 

reagents and methods (LDH IFCC) adapted to mussel digestive gland cytosolic fraction. LDH activity was 

expressed µmol NADH/g proteins/h (µmolNADH/gprot/h). 
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Annexe 4 : Images en micro-to og aphie de G. oeseli ap s  jou s d’e positio  à  g.L-1
 de nTiO2. A : 

I age e  D de l’o ga is es e tie  et B : images acquises en plan coupé. Imagerie effectuée par L. 

Giambérini et P. Chaurand au CEREGE (Aix-en-Provence). 
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Annexe 5 : Images en micro-fluorescence X à haute résolution en énergie (micro-HR-XRF) de G. roeseli 

ap s  jou s d’e positio  à  g.L-1
 de nTiO2.Imagerie effectuée par L. Giambérini et P. Chaurand au 

CEREGE (Aix-en-Provence). 
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Annexe 6 : Ci ti ue de la te p atu e o e e esu e da s la olo e d’eau des  so os es tout 

au lo g de l’e p i e tatio  elati e au  Ag. Les te ps J  d’i t odu tio  des ga a es et les te ps J , 

J14 et J21 de prélèvement sont représentés par une flèche. 

 

Annexe 7 : Ci ti ue d’ag gatio  da s de l’eau Vol i  de  t pes de TiO2, anatase cubique (AB), rutile 

standard (RS) et anatase bâtonnet (AB) pendant 14 minutes. Données acquises par C. Pagnout. 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Effets su i dividuels et fo tio els des a opa ti ules su  les C usta s Ga a idae d’eau dou e. 

Qu’ilàs’agisseàdeà esàsolai es,àd’additifsà à a u a tàouàd’e allagesàali e tai es,à esàp oduitsàd’utilisatio à ou a teà
o tie e tàdesà a opa ti ules,àetàl’e se leàdesàp o essusàdeàleu àp odu tio ,àutilisatio àetà ieillisse e tà o duità àu à

relargage di e tàouà o àda sàlesà ilieu àa uati ues.àLeà ejetàa uàdeà a opa ti ulesàda sàlesà os st esàd’eauàdou eà
est donc à prendre en considération et soulève la question de leurs effets potentiels sur les organismes y vivant.  
Le programme collaboratif ANR P2N – MESONNET (2011 – à s’estàatta h à àd i eà leà de e i àdesà a opa ti ulesà
t a sfe tàetà t a sfo atio àda sà lesà ilieu àetàda sà lesào ga is esà i a ts à ai sià u’ àd te i e à leu à oto i it .à Leà

travail présenté dans ce manuscrit a pris part à cetteà aluatio àe à tudia tà lesàeffetsàdeà a opa ti ulesàd’a ge t,àdeà
titane et de carbone (nanotubes) sur des Crustacés Amphipodes appartenant au genre Gammarus.à L’app o heà
e p i e taleà iseà e à œu eà aà he h à à alue ,à e à la o atoi e,à l’effetà su à lesà ga a esà deà l’e positio à au à
nanoparticules en focalisant sur des biomarqueurs mesurés au niveau (sub)individuel (cellulaire, physiologique, 
o po te e tal à età su à desà pa a t esà a a tà t aità à leu à ôleà fo tio elà da sà lesà os st es.à Laà d a heà s’està

voulue la plus proche possible des conditions naturelles en envisageant des scénarios de contamination 
environnementalement réalistes : exposition dans un milieu complexe (eau prélevée dans le milieu naturel) à de faibles 
concentrations en nanoparticules et en présence de nourriture. 
Da sà eà o te te,à l’ tudeà desà effetsà desà ágà su à t oisà esp esà deà ga a esà aà l à u eà plusà fo teà se si ilit à deà G. 

roeseli, hezàle uelàl’e positio àaàe ge d àu eà du tio àdeàl’a ti it àlo o ot i eàetàdeàlaàp odu tio àdeàfi esàparticules 
de matière organique (FPOM). Sur le plan physiologique, une augmentation de la consommation en oxygène a été 
observée chez des gammares exposés aux nAg, et ce, malgré une stabilité de réponse des marqueurs du métabolisme 
énergétique étudiés. La o so atio àe ào g eàs’estàa eà o l eàau à o e t atio sàe àa ge tà esu esàda sàlesà
o ga is es,àai sià u’ àlaàtailleàdesà a opa ti ulesàtest es.àL’i flue eàdeàlaàfo eàdesà a opa ti ulesà ág : triangulaires 
plates et sphériques ; nTiO2 : cubiques ou en bâtonnets) et de la présence de matière organique (NTC) a été étudiée en 
mésocosmes, en ciblant principalement des indicateurs cellulaires (réserve énergétique, réponse antioxydante, 
dommage...) et individuels (osmorégulation, ventilation et locomotion). Les résultats obtenus suggèrent des effets 
dépendants de la forme des nanoparticules.L’e se leà deà esà t a au à soulig eà l’i t tà d’u eà dou leà app o he,à
écologique et écotoxicologique, permettant de mieux appréhender les effets des nanoparticules sur les écosystèmes 
d’eauàdou e. 
Mots clé : Nanoparticules – Gammaridae – Biomarqueurs (sub)individuels – Biomarqueurs fonctionnels -  Ecotoxicologie - 
Ecologie  

(Sub)individual and functional effects of nanoparticles on freshwater Crustaceans Gammaridae. 

Products incorporating nanoparticles are now ubiquitous in our everyday life. For example, sunscreens, fuel additives or 
food packaging materials contain nanoparticles which could be released in the aquatic environment during the entire life 
cycle of the nanoproduct, from its production to its use and aging. Therefore an increase of nanoparticle emissions in the 
aquatic ecosystems needs to be considered and raises the question about their potential effects on living organisms. 
The collaborative program ANR P2N – MESONNET (2011- 2015) was focused on the evaluation of the nanoparticle fate 
(transfer and transformation in media and living organisms) and on their ecotoxicity. The present work took part in this 
assessment by studying the effects of nanoparticles of silver, titanium and carbon (nanotube) on the Crustaceans 
Amphipod Gammarus sp.. The experimental approach was designed to assess, in laboratory conditions, the effect of 
nanoparticles on the gammarids, focusing on biomarker measurements at the (sub)individual level (cellular, physiological, 
behavioral) and on some parameters related to their functional roles.  Experiments were designed as close as possible to 
natural conditions using environmentally realistic contamination scenario: exposure in a complex media (natural water 
from river) to low nanoparticle concentrations and with food.  
In this context, the effects of nAg were investigated in three gammarids species and results revealed a higher sensibility 
of G. roeseli, for which exposure induced a decrease of the locomotor activity and of the production of fine particles of 
organic matter (FPOM). At the physiological level, an increase of the oxygen consumption was observed in gammarids 
exposed to nAg, despite a stability observed for the studied markers of energetic metabolism. The oxygen consumption 
was correlated with the silver concentration measured in the organisms, and also with the tested nanoparticle sizes. The 
influence of the nanoparticle forms (nAg: plate triangular and spherical; nTiO2: cubic and rod-shaped) and of the organic 
matter (CNT) was studied in mesocosms by focusing mainly on cellular indicators (energetic storage, antioxidant 
espo se,à da age… à a dà i di idualà o esà os o egulatio ,à e tilatio à a dà lo o otio .à Theà o tai edà esultsà suggest 

form-dependent effects of nanoparticles. 
This work shows the interest of a coupled approach using ecological and ecotoxicological endpoints to better understand 
the effects of nanoparticles on freshwater ecosystems. 
Key words: Nanoparticles – Gammaridae - (Sub)individual biomarkers – Functional biomarkers - Ecotoxicology – Ecology 
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