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Introduction 

GƌąĐeàauǆàaǀaŶĐĠesàteĐhŶologiƋuesàdeàĐesàdeƌŶiğƌesàdĠĐeŶŶies,àl’iŶdustrie des nanotechnologies fait 

désormais paƌtieà desà plusà floƌissaŶtesà età gĠŶğƌeà d’iŵpoƌtaŶtsà iŶtĠƌġtsà ĠĐoŶoŵiƋues. 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.  

FaĐeàăàlaàpƌoduĐtioŶàetàăàl’utilisatioŶàĐƌoissaŶtesàdesàŶaŶopaƌtiĐules,àlesàƋuestioŶsàƌelatiǀesàd’uŶeàpaƌtà

ăàl’ĠǀaluatioŶàdesàƌejetsàdeàŶaŶopaƌtiĐulesàdaŶsàl’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtàetàd’autƌeàpaƌtàăàleuƌsàeffetsàpoteŶtielsà

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 Đesà ĐoŶtaŵiŶaŶtsà paƌtiĐulieƌsà iŵpliƋueà pouƌà l’iŶstaŶtà uŶà

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

ŶaŶopaƌtiĐules.à QuelƋuesà Ġtudesà oŶtà toutefoisà ƌĠǀĠlĠesà l’eǆisteŶĐeà deà ƌejetsà deà ŶaŶopaƌtiĐulesà daŶsà

l’eŶǀironnement et plusieurs modélisations mathématiques ont établi des concentrations 

eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtalesàpƌĠdiĐtiďlesà;PECͿàŶotaŵŵeŶtàdaŶsàlesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐe,àsouleǀaŶtàdeàfaitàlaà

possiďilitĠàd’uŶeàĐoŶtaŵiŶatioŶàdesàoƌgaŶisŵesàaƋuatiƋues.àLesàpƌeŵiğƌes eǆpĠƌieŶĐesàd’ĠĐotoǆiĐitĠàdesà

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

ĐesàPECàetàoŶtàŵoŶtƌĠà l’eǆisteŶĐeàd’effetsàpouǀaŶtàġtƌeàdusàauàŵatĠƌielàĐoŵposaŶtà lesàŶaŶopaƌtiĐules. 

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 

phǇsiĐoĐhiŵiƋuesàd’uŶàŵilieuàpeuǀeŶtàgƌaŶdeŵeŶtàtƌaŶsfoƌŵeƌàetàdĠgƌadeƌàlesàŶanoparticules influant 

aiŶsià suƌà leuƌà ďioaĐĐessiďilitĠà età ďiodispoŶiďilitĠ.àDeà façoŶàplutôtà suƌpƌeŶaŶte,à lesà Ġtudesà d’ĠĐotoǆiĐitĠà

ƌepƌĠseŶteŶtà uŶeà paƌtà ŵiŶiŵeà deà l’eŶseŵďleà desà puďliĐatioŶsà tƌaitaŶtà desà ŶaŶopaƌtiĐules,à età lesà

expérimentations en conditions environnementalement réalistes demeurent très rares. 

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

attaché à décrire et comprendre le devenir des nanoparticules en termes de transfert et de 
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transformation dans lesàŵilieuǆàetàdaŶsàlesàoƌgaŶisŵesàǀiǀaŶtsàaiŶsiàƋu’ăàĠtudieƌàleuƌàĠĐotoǆiĐitĠ.àAu lieu 

d’ĠtudieƌàauàĐasàpaƌàĐasà lesàeffets d’uŶà tǇpeàdeàŶaŶopaƌtiĐuleà suƌàuŶeàespğĐe doŶŶĠe,à l’oďjeĐtifàdeàĐeà

programme était de dégager et de mettre en évidence des scénarios gĠŶĠƌauǆàd’effetsàdeàĐesàĐoŵposĠsà

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

l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. 

Ceà pƌogƌaŵŵeà s’està ďasĠà suƌà uŶà tƌaǀailà deà ĐollaďoƌatioŶà iŶteƌdisĐipliŶaiƌeà eŶà assoĐiaŶtà desà

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

permettant deà dĠǀeloppeƌà ϱà gƌaŶdsà doŵaiŶesà d’eǆpeƌtiseà ;ϭ/ 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 Pouƌà Đelaà leà pƌogƌaŵŵeà s’està ĐoŶstƌuità auà tƌaǀeƌsà d’uŶà ƌĠseauàdeàϭϰà

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

ReĐheƌĐheàetàd’EŶseigŶeŵeŶtàdesàGĠosĐieŶĐeàdeà l’EŶǀiƌoŶŶeŵeŶt,àáiǆ-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 

ϴàuŶiǀeƌsitĠsàaŵĠƌiĐaiŶesàĐoŶduitesàpaƌàl’uŶiǀeƌsitĠàdeàƌeĐheƌĐheàpƌiǀĠeàdeàDuke. 

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

problématique développée dans ce doĐtoƌatàs’estàĠgaleŵeŶtàiŶsĐƌiteàdaŶsàleàpƌogƌaŵŵeàRessouƌĐesàϮϭ 

Ƌuià està uŶà Laďoƌatoiƌeà d’EǆĐelleŶĐeà poƌtĠà paƌà l’UŶiǀeƌsitĠà deà LoƌƌaiŶe.à Ceà Laďeǆà aà pouƌà pƌiŶĐipauǆà

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 

ŵaŠtƌiseƌàetàeǆploiteƌàlesàgiseŵeŶtsàetàd’appƌĠheŶdeƌàl’iŵpaĐtàeŶǀiƌoŶŶeŵeŶtalàdeàĐesàŵĠtauǆàuŶeàfoisà

dissĠŵiŶĠsàdaŶsàl’ĠĐosǇstğŵe.à 

Le travail présenté dans Đeà ŵaŶusĐƌità poƌtĠà suƌà l’Ġtudeà desà effetsà desà ŶaŶopaƌtiĐulesà les plus 

largement produites, les nanoparticules d’aƌgeŶt (nAg), de titane (nTiO2) et de carbone (nanotubes, NTC) 

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

iŵpoƌtaŶtàdaŶsàleàfoŶĐtioŶŶeŵeŶtàdesàĠĐosǇstğŵesàaƋuatiƋuesàpuisƋu’ilsàǇàjoueŶtàuŶàƌôleàesseŶtielàdaŶsà

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

trophiques. 
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Les effets des ŶaŶopaƌtiĐulesà suƌà lesà gaŵŵaƌesàoŶtà ĠtĠàĠtudiĠsà ăàdiffĠƌeŶtsàŶiǀeauǆàd’oƌgaŶisatioŶà

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’oďseƌveƌ des effets des ŶaŶopaƌtiĐules d’aƌgeŶt suƌ le geŶƌe Gammarus sp ? Si oui, quel 

niveauàd’oƌgaŶisatioŶàseŵďle 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 sĠdiŵeŶts, uŶ ĐouƌaŶt d’eau et d’autƌes espğĐes peƌŵet-elle d’Ġvalueƌ de façoŶ plus fiaďle 

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 

;FiŶeàpaƌtiĐuleàdeàŵatiğƌeàoƌgaŶiƋueͿ.àEŶseŵďle,àilsàoŶtàpeƌŵisàd’oďseƌǀeƌ,àetàd’essaǇeƌàdeàĐoŵpƌeŶdƌeà

lesàeffetsàdesàŶaŶopaƌtiĐulesà suƌà lesà gaŵŵaƌesàafiŶàd’Ġǀalueƌà leuƌsà ĐoŶsĠƋueŶĐesà suƌà lesà ĠĐosǇstğŵes 

d’eauàdouĐe. 

DaŶsàuŶàpƌeŵieƌàteŵps,àuŶeàsǇŶthğseàďiďliogƌaphiƋueàs’estàiŶtĠƌessĠeàauàĐoŶteǆteàsĐieŶtifiƋueàdaŶsà

leƋuelà s’està dĠƌoulĠà Đetteà thğse.à Lesà ŵĠthodologiesà ŵisesà eŶà plaĐeà aiŶsià Ƌueà lesà optiŵisatioŶsà desà

protocoles de contamination développés pour ŵeŶeƌà l’eŶseŵďleà desà eǆpĠƌiŵeŶtatioŶsà soŶtà eŶsuiteà

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’eǆplosioŶàdesàŶaŶoteĐhŶologies 

L’industrie des nanotechnologies a connu un essor tellement impressionnant Ƌu’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-Ŷousàăàl’ğƌeàd’uŶeàŶouǀelleàƌĠǀolutioŶàŶaŶo-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 inventaiƌeàs’iŶtğgƌeàdaŶsàuŶ projet collaboratif lancé en 2005 et dénommé 

« The Project on Emerging Nanotechnologies (PEN)». Il a pour ďutà deà ǀaloƌiseƌà età d’Ġǀalueƌà

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

daŶsà lesà pƌoĐessusà deà ƌĠgleŵeŶtatioŶà afiŶà deà s’assuƌeƌà Ƌue 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 

ŵoŶdeàpuisƋu’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 EuropeàetàϮϳϰàeŶàásieàdeàl’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’apƌğsà 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).àLesàĐaďiŶetsàd’ĠtudeàdeàŵaƌĐhĠàetàdeàĐoŶseilsàstƌatĠgiƋuesàGloďalàIŶdustƌǇàáŶalǇsts,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 gĠogƌaphiƋue  eŶtƌe ϮϬϬϱ et ϮϬϭϯ seloŶ l’iŶǀeŶtaire du PEN mis à jour 

eŶ OĐtoďƌe ϮϬϭϯ ;D’apƌğs The Project on Emerging Nanotechnologies). 

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

telleŵeŶtà iŵpoƌtaŶtesà Ƌu’uŶeà ƌĠelleà ĐoŵpĠtition 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 

Ŷ’està pasà ăà laà tƌaiŶeà puisƋu’elleà seà plaĐeà auà deuǆiğŵeà ƌaŶgà euƌopĠeŶà deƌƌiğƌeà l’álleŵagŶeà eŶà termes 

d’effoƌt financier dans le domaine des nanotechnologies. En effet, plusàd’uŶàŵilliaƌd d’euƌos 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 pouƌà l’Europe de concurrencer les puissances américaines et 

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

Ces levées deà foŶdsà d’iŶǀestissement ont permis une augmentation exponentielle de dépôts de 

ďƌeǀetsà d’iŶǀeŶtioŶà aiŶsià Ƌueà deà puďliĐatioŶs 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 

seuleŵeŶtàtƌaiteàdeàĐeluiàdeàl’ĠĐotoǆiĐologieà(Bernhardt et al., 2010).  

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

plus ou moins éloignés impliƋuĠsàdaŶsàleàdoŵaiŶeàdeàl’Ġtude des nanomatériaux dis EHS (Environmental, 

Health and Safety), Đ’est-à-dire ceuǆàissusàdeàlaàsaŶtĠ,àlaàsĠĐuƌitĠàetàl’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtà(Klaine et al., 2012). 

L’eǆplosioŶà desà ŶaŶoteĐhŶologiesà aà aussià peƌŵisà deà dĠǀeloppeƌà età ƌeŶfoƌĐeƌà l’effoƌtà deà ĐollaďoƌatioŶà

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’apƌğs 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 deàĐƌĠeƌàdeàϮàăàϯàŵillioŶsàd’eŵploisàăà tƌaǀeƌsà leàŵoŶdeà

(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’eŵployer une nomenclature normalisée pour faciliter la communication entre les chercheurs, 

organismes et industries.à C’està daŶsà Đetà oďjeĐtifà Ƌu’oŶt été établies des normes internationales ISO 

(Organisation Internationale de Normalisation) ĐoŶsultaďlesà suƌà laà platefoƌŵeà eŶà ligŶeà deà l’I“O. 

Concernant les nano-objets,à Đ’està aĐtuelleŵeŶtà 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  

ŶotaŵŵeŶtà l’appoƌtà deà pƌopƌiĠtĠs 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 » Đ’estàăàdiƌeà« 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 ăà l’ĠĐhelleà atoŵiƋue et 

ŵolĠĐulaiƌeàdeàl’oƌdƌeàduàŶaŶoŵğtƌeà;ϭϬ-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 ăàl’ĠĐhelleàŶaŶoŵĠtƌiƋue (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 

ĐeƌtaiŶeŵeŶtà paƌà haďitude,à ilà està assezà ƌaƌeà d’eŶteŶdƌeà paƌleƌà deà nano-objets, nanofibres et 

ŶaŶoplaƋues,àl’eŶseŵďleàĠtaŶtàplutôtàdĠsigŶĠàĐoŵŵeàdesàŶaŶopaƌtiĐulesà(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 suƌà Teƌƌeà depuisà desà ŵillioŶsà d’aŶŶĠes. En effet depuis toujours, des 

nanoparticules se sont formées naturellement dans notre environnement de paƌàl’aĐtiǀitĠàǀolĐaŶiƋue,àlaà

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

Bucheli, 2007). EllesàsoŶtà ƌetƌouǀĠesàplusàaďoŶdaŵŵeŶtàdaŶsà l’aiƌàetàelles 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 ϮϬϭϬ;à HoĐhellaà età al.,à ϮϬϬϴ;àNoǁaĐkà aŶdà BuĐheli,à ϮϬϬϳ;àO’Doǁdà età al.,à ϭϵϵϳͿ. 

Mġŵeàs’ilsàŶeàsoŶtàpasàtousàdeàl’oƌdƌeàduàŶaŶoŵğtƌe,à il convient de souligner que les aérosols (petites 

particules suspenduesàdaŶsàl’aiƌͿàproduits par les activités humaines ne représenteraient que 10% de la 

totalité des poussières aériennes présentes daŶsà l’atŵosphğƌe qui sont alors très majoritairement 

d’oƌigiŶeà Ŷatuƌelle (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 Ŷatuƌelle,à soŵŵeà touteà plusà oƌigiŶaleà està l’origine extraterrestre. Des 

iŵpaĐtsà d’astĠroïdes et de météorites sur la Terre auraient par exemple délivré et produit des 



12 
 

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). 

DepuisàƋuelƋuesàaŶŶĠesàuŶàdĠďatàs’està iŶstauƌĠàauàseiŶàdeà laàĐoŵŵuŶautĠàsĐieŶtifiƋue.àáiŶsi,àdaŶsà

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 iŶǀeŶtĠesà età ĐƌĠĠesà paƌà l’hoŵŵe,à d’autƌes 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 soŶtàdeàtouteàĠǀideŶĐeàd’oƌigiŶeàaŶthƌopiƋue, 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’iŶtĠgƌeƌà daŶs la communauté scientifique et à iŶstauƌeƌà soŶà pƌopƌeà Đhaŵpà leǆiĐalà Ƌu’ilà ĐoŶǀieŶtà 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’aƌgeŶt,àd’oƌàouàdeà

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

peut être configuré différemment, comme les nano-oďjetsà d’oǆǇdeà deà titaŶeà Ƌuià peuǀeŶtà ġtƌeà 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 

ĐƌĠeƌàŶ’iŵporte 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 peƌŵetà deà ĐƌĠeƌà Ŷ’iŵpoƌteà Ƌuelà tǇpeà deà ŶaŶoŵatĠƌielà paƌà diffĠƌeŶtesà teĐhŶiƋuesà (Biswas et al., 

2012). En effet, tout peut être adapté aux demandes des industriels :à laà taille,à laà foƌŵe,à l’eŶƌoďageàouà

encore la fonctionnalisation. Ces nano-oďjetsà soŶtà ĐoŵposĠsà d’atoŵesà paƌfaiteŵeŶtà oƌgaŶisĠsà eŶà

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

La voie top-doǁŶàpƌoposeàĐoŵŵeàsoŶàŶoŵàl’iŶdiƋueàuŶeàappƌoĐheàopposĠeàăàĐelleàduàďottoŵ-up. Ici, 

un matériel va être fragmenté, coupé ou réduit afin d’oďteŶiƌàdesàpaƌtiĐulesàdeàĐeàŵġŵeàŵatĠƌielàŵaisà

deàtaillesàŶaŶoŵĠtƌiƋues.àL’attaƋueàĐhiŵiƋueàăàl’aideàde l’utilisatioŶàd’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 

pƌoŵetteuseàeŶàteƌŵesàd’innovation est bien évidemment le bottom-upàƋuiàs’estàlaƌgeŵeŶtàiŶspiƌĠeàdeà

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

via cette technique de bottom-up. áiŶsià LeoŶaƌdà deà ViŶĐi,à gƌaŶdà ǀisioŶŶaiƌeà Ƌu’ilà Ġtait, 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 

paƌtaŶtàd’uŶeàǀoieàdeàsǇŶthğseàtop-down, les produits chimiques, parfois toxiques utilisés dans les trois 

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

Paƌà eǆeŵple,à l’eauà peut ġtƌeà utilisĠeà Đoŵŵeà solǀaŶt,à leà gluĐoseà Đoŵŵeà ageŶtà ƌĠduĐteuƌà età l’aŵidoŶà

Đoŵŵeà ŵatĠƌielà d’eŶƌoďageà (Raveendran et al., 2003). La méthode est alors très simple et peut 

s’appaƌeŶteƌà ăà une banale recette de cuisine. Il est, par exemple, possible de synthétiser des 

nanoparticulesàd’aƌgeŶtàăàpaƌtiƌàdeàďątoŶsàdeàĐaŶŶelleàaĐhetĠs 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’iŶtĠƌġtà d’uŶà telà pƌoĐessusà eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtaleŵeŶtà ƌespoŶsaďleà està ďieŶ ĠǀideŵŵeŶtà d’Ġǀiteƌà

d’utiliseƌà desà pƌoduitsà toǆiƋuesà susĐeptiďlesà d’ġtƌeà rejetés daŶsà l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, mais également de 

limiter la production de dĠĐhetsàloƌsàdesàsǇŶthğsesàĐhiŵiƋues.àIlàestàƋuaŶdàŵġŵeàiŶtĠƌessaŶtàd’oďseƌǀeƌà

cet engouement pour un mode de pƌoduĐtioŶà ƌespeĐtaďleà deà l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtà pouƌà sǇŶthĠtiseƌà 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’estàgĠŶĠƌaleŵeŶtà laàĐoŵpositioŶà àdeàĐeà

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). CeƌtaiŶsà ŵĠtauǆà peuǀeŶtà pƌĠseŶteƌà plusieuƌsà Ġtatsà d’oǆǇdatioŶà Đ’està

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

ŶaŶopaƌtiĐulesàd’oxyde de titane, d’oǆǇdeàdeàziŶĐàou eŶĐoƌeàd’oǆǇdeàdeàfeƌ. 

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). IlàfautàŶoteƌàƋueàĐeàphĠŶoŵğŶeàŶ’estàpasàoďseƌǀaďleàloƌsƋu’uŶàŵatĠƌielàestà

ƌĠduitàăàl’oƌdƌe du ŵiĐƌoŵğtƌeàetàĐ’estàďieŶàl’ĠĐhelleàŶaŶoŵĠtƌiƋueàƋuiàappoƌteàĐesàpƌopƌiĠtĠsà(Klaine et 

al., 2012). En effet, à cette échelle le rapport surface/volume d’uŶeà 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 

Ƌu’ăàĐetteàtaille,àdesàĐhaŶgeŵeŶtsàdaŶsàlaàstƌuĐtuƌeàĐƌistalliŶeàpeƌŵetteŶtàd’augŵeŶteƌà la réactivité de 

surface. Coŵŵeàl’eǆpliƋueà laàfiguƌeàϰ, pour uŶeàŵġŵeàŵasseàdeàŵatĠƌielà;iĐiàϭµgàd’oƌͿ,àuŶàŵilliaƌdàdeà

particules présenteront une aire surface spécifique 103 foisàplusàiŵpoƌtaŶteàƋu’uŶeàseuleàpaƌtiĐuleàdeàϭà
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µgàd’oƌ.àC’est cette augmentation de l’aiƌeàde surface spécifique qui peƌŵetàd’augŵeŶteƌàdeàpoteŶtiellesà

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

phǇsiƋueà d’uŶàŵatĠƌielà peutà laƌgeŵeŶtà iŶflueŶĐeƌà sesà pƌopƌiĠtĠs.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 gƌąĐeàăàl’eŶƌoďageàou à la fonctionnalisation (Christian et al., 2008).  

 

Figure 4 : Aire de surface en fonction du nombre et de la taille des ŶaŶopaƌtiĐules pouƌ uŶe ŵasse d’oƌ ĠƋuiǀaleŶte 

(adapté de Klaine et al., 2012). 

I.1.4.5. Enrobage 

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

L’eŶƌoďageà està paƌfoisà assoĐiĠà ăà laà ŵĠthodeà deà sǇŶthğse.à D’après la méthode Turkevich, des 

nanopartiĐulesàd’oƌàsphĠƌiƋuesàpeuǀeŶt paƌàeǆeŵpleàġtƌeàpƌoduitesàsuiteàăàlaàƌĠduĐtioŶàdeàselsàd’oƌàpaƌà

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’aĐideà ĠthǇlğŶeà diaŵiŶeà tĠtƌa-

acétique (EDTA) (Kennedy et al., 2010).à Cesà ageŶtsà d’eŶƌoďageà soŶtà souǀeŶtà utilisĠsà pouƌàŵodifieƌà laà

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

C’està pƌiŶĐipalement 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 

pouƌàĠǀalueƌàĐeàphĠŶoŵğŶeàd’agƌĠgatioŶà(Landsiedel et al., 2010). 

I.1.4.6. Fonctionnalisation 

EŶàplusàdeàl’eŶƌoďage,àlesàŶaŶopaƌtiĐulesàetàŶaŶo-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 puisseŶtàs’agƌĠgeƌ 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 

aǀeĐà l’aǀğŶeŵeŶtàdeà laàŶaŶobiotechnologie qui permet notamment la fonctionnalisation de molécules 

thĠƌapeutiƋuesàouàd’aŶtiĐoƌpsà;CF.àseĐtioŶàI.ϭ.ϱ.ϭͿ.  

 

Figure 5 : Exemple de structure de nanoparticules sphériques évitant leur agƌĠgatioŶ daŶs uŶ ŵilieu. L’eŶƌoďage 

et/ou la foŶĐtioŶŶalisatioŶ peuǀeŶt peƌŵettƌe uŶe ƌĠpulsioŶ ĠleĐtƌostatiƋue s’ils pƌĠseŶteŶt des Đhaƌges et/ou uŶ 

encombrement stérique si la molécule est de taille relativement importante. 

I.1.5. Intérêt et innovation 

LesàŶaŶoteĐhŶologiesàoŶtàeŶtƌaŠŶĠàuŶeàsoƌteàd’euphoƌieàĐolleĐtiǀeàgƌąĐeàăàl’aǀğŶeŵeŶtàdeàpƌopƌiĠtĠsà

émergentes parfois même considérées comme révolutionnaires. Nous pouvons clairement distinguer 

deux types de nanotechnologies. D’uŶeà paƌt,à lesà ŶaŶopaƌtiĐules développées en biotechnologies qui 

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

nombreuses maladies encore jugées iŶĐuƌaďles.à Pouƌà uŶeà ƋuestioŶà d’ĠthiƋue,à il apparait délicat de 

poiŶteƌàduàdoigtàl’utilisatioŶàdeàĐesàŶaŶoŵatĠƌiauǆàpoteŶtielleŵeŶtàtoǆiƋuesàpouƌàl’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtàalors 

Ƌu’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’aŵĠlioƌeƌàĐoŶsidĠƌaďleŵeŶtàŶotƌeàĐoŶfoƌtàdeàǀie.  

I.1.5.1. NaŶopaƌtiĐuleàetàŵĠdeĐiŶeà;l’eǆeŵpleàdeàl’oƌͿ 

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

nombreuses applications Đoŵŵeàpaƌàeǆeŵpleàl’iŵageƌieàŵĠdiĐale (Corot et al., 2006; Gao et al., 2009; 

Whitesides, 2003). Les ŶaŶoĐoŶjuguĠsà d’oƌ sont largement étudiés car ils offrent des promesses de 

progrès thérapeutiques qui pourraient s’aǀĠƌeƌ révolutionnaires. Ce sont des nanoparticules d’oƌàƋuiàoŶtà
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leur surface fonctionnalisée par différentes structures et qui leur confère leà poteŶtielà d’ageŶtà

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’oƌàdĠǀeloppeŶtàdesàpƌopƌiĠtĠsàd’ĠĐhauffeŵeŶtàimportantes 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 

ƌĠduĐtioŶà ĐoŶsidĠƌaďleà duà ǀoluŵeà desà tuŵeuƌs.à Lesà ŶaŶopaƌtiĐulesà d’oƌà soŶtà ĠgaleŵeŶtà eŶà Đouƌsà deà

ƌeĐheƌĐhesà pouƌà leà tƌaiteŵeŶtà d’uŶeà autƌeàŵaladieàŵalheuƌeuseŵeŶtà tƌğsà ƌĠpaŶdue, 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 

gƌaŶdeàŵajoƌitĠà ilsàpeƌŵetteŶtàd’aŵĠlioƌeƌàŶotƌeàƋuotidieŶ grâce à divers matériaux exploités dans de 

nombreux produits de consommation. Il serait diffiĐileà d’eŶà faiƌeà uŶà iŶǀeŶtaiƌeà eǆhaustif,à ĐepeŶdaŶtà

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

titaŶeàetàd’oǆǇdeàdeàziŶĐàsoŶtàutilisĠesàdaŶsàlesàĐƌğŵesàsolaiƌesàĐoŵŵeàĠĐƌaŶàUV (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. áǀeĐàleuƌàĐouleuƌàƌougeàǀifàăàl’ĠĐhelleà

nanométrique, les nanoparticulesàd’oƌ 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). 

DaŶsà l’iŶdustƌieà saŶitaiƌe, les nanopartiĐulesà d’aƌgeŶtà soŶtà paƌà eǆeŵple,à gƌąĐeà ăà leuƌà pouǀoiƌà

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

Eckelman, 2015). Les nanoparticules de silice eŶàtaŶtàƋu’agent anti agglomérant sont incorporées dans 

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

2014). L’iŶdustƌieà autoŵoďileà 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 feƌà soŶtà utilisĠesà daŶsà l’iŶdustƌieà ĠleĐtƌoŶiƋue. Les 

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

ŵiŶiatuƌisatioŶà desà oƌdiŶateuƌsà età deà l’ĠleĐtƌoŶiƋueà eŶà allaŶtà jusƋu’ăà laà puĐeà età auǆà sǇstğŵesà
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d’iŶtelligeŶĐeà aƌtifiĐielle.à Lesà ƌeǀġteŵeŶtsà deà pƌoteĐtioŶ blindée peuvent être plus légers tout en 

conférant une protection plus efficace (Altmann, 2004). 

ápƌğsà l’euphoƌieà assoĐiĠeà ăà Đesà pƌogƌğsà teĐhŶologiƋues, un constat a été établi et les questions 

d’oƌdƌeàsaŶitaiƌe et d’ĠthiƋue 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 ƌĠelleŵeŶtà Đeà Ƌu’està uŶeà ŶaŶoparticule, les nanotechnologies 

commencent à apparaitre dans les sujets d’aĐtualitĠà età deà disĐussioŶ (Grunwald, 2005; Schummer, 

2006). Récemment sur un plateau de télévision, un altermondialiste a pointé du doigtàdeǀaŶtàl’opiŶioŶà

publique l’eǆisteŶĐeàdeàŶaŶopaƌtiĐulesàde titane dans des bonbons et chewing-gums eŶàestiŵaŶtàƋu’ellesà

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

goo » ou « gelée grise » etàĠŵetàl’hǇpothğseàd’uŶeàfiŶàduàŵoŶdeàƋuiàiŵpliƋueƌaità lesàŶaŶotechnologies 

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» faitàĠtatàdeàĐetteàthĠoƌieàpuisƋueàl’iŶtƌigueàseàďaseàsuƌàdesànano-objets qui se 

soŶtàĠǀadĠsàd’uŶeàeŶtƌepƌiseàetàs’assoĐieŶtàeŶàessaim pour attaquer et contrôler les hommes. Même si 

chacun a soŶàpƌopƌeà jugeŵeŶtàd’espƌit,àcette théorie pointe du doigt un sentiment de peur face à un 

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

D’autƌes,à auà ĐoŶtƌaiƌeà plusà utopistes,à ǀoieŶtà l’aǀğŶeŵeŶtà desà Ŷanotechnologies comme un 

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

d’iŶdustƌiesàsaŶsàpollutioŶàouàeŶĐoƌeàŵġŵeàl’espoiƌàd’uŶeàǀieàĠteƌŶelleà (Mnyusiwalla et al., 2003; Stix, 

2001). 

En ce qui concerne l’ĠĐotoǆiĐologie, 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’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt.àMġŵeàsiàĐelaàaàĠtĠàuŶàpeuàouďliĠàĐesàdeƌŶiğƌesàaŶŶĠesàetàĐoŵŵeŶĐeàeŶfiŶàăàĠŵeƌgeƌà

daŶsà lesà Ġtatsà d’espƌits,à ilà ĐoŶǀieŶtà deà gaƌdeƌà ăà l’espƌità uŶeà ďalaŶĐeà ďĠŶĠfiĐes/ƌisƋuesà ƋuaŶtà ăà 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’eŶtƌĠeà eŶà vigueur d’uŶeà dĠĐlaƌatioŶà oďligatoiƌeà d’utilisation. Dans 

l’aƌtiĐleàLϱϮϯ-1 du Đodeàdeàl’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtàil est dit que «daŶs uŶ oďjeĐtif de tƌaçaďilitĠ et d’iŶfoƌŵatioŶ 

du puďliĐ, l’ideŶtitĠ, les ƋuaŶtitĠs et les usages de Đes suďstaŶĐes doiǀeŶt ġtƌe pĠƌiodiƋueŵeŶt dĠĐlaƌĠs». 

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

ŵeŶtioŶŶĠes à l’aƌtiĐle L. ϱϮϯ-ϭ tƌaŶsŵetteŶt, à la deŵaŶde de l’autoƌitĠ adŵiŶistƌatiǀe, toutes les 

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

susĐeptiďles de ĐoŶduiƌe, ou utiles à l’ĠǀaluatioŶ des ƌisƋues suƌ la saŶtĠ et l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt» (Direction 

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

ligne ǀiaàl’appliĐatioŶàdeàgestioŶ R-Nano dès que laàpƌoduĐtioŶ,àl’iŵpoƌtatioŶàouàlaàdistƌiďutioŶàdépasse 

100 grammes deàsuďstaŶĐeàăàl’ĠtatàŶaŶopaƌtiĐulaiƌe. 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 

ŵoŶtƌeàl’eǆeŵpleàpuisƋu’elle est devenue le pƌeŵieƌàpaǇsàdeàl’uŶioŶàeuropéenne à mettre en place une 

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

plaĐeà d’uŶà telà ƌegistƌeà Ƌuià seƌaà aĐtifà eŶà jaŶǀieƌà ϮϬϭϲ.à áuà DaŶeŵaƌkà ilà faudƌaà dĠsoƌŵaisà ĠgaleŵeŶtà

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

mettre en place un peu partout dans le monde. 

 

I.Ϯ.ààLesàŶaŶopaƌtiĐulesàd’aƌgeŶtà;ŶágͿ 

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 

ŵaƌĐhĠà iŶĐoƌpoƌaŶtà desà ŶaŶopaƌtiĐulesͿ,à lesà ŶaŶopaƌtiĐulesà d’aƌgeŶtà ;ŶágͿà seà plaĐeŶtà eŶà pƌeŵiğƌeà

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 Ŷoŵďƌeuǆàpƌoduits,àlesàŶaŶopƌoduitsàd’aƌgeŶtàoŶtàǀuàleuƌàutilisatioŶàetàpƌoduĐtioŶà

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 (nTiO2Ϳ,àd’oǆǇdeàdeà

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 

ŶágàsoŶtàpƌiŶĐipaleŵeŶtàutilisĠesàdaŶsàlesàdoŵaiŶesàdeàlaàsaŶtĠ,àdeàl’hǇgiğŶeàetàduàďieŶ-être. 

 

Figure 6 : Nombres de produits incorporant des nanoparticules composées de différents matériauǆ seloŶ l’iŶǀeŶtaiƌe 

du PEN ŵis à jouƌ eŶ OĐtoďƌe ϮϬϭϯ ;D’apƌğs The PƌojeĐt oŶ EŵeƌgiŶg NaŶoteĐhnologies). 

I.2.2. Propriétés et utilisations des nAg 

C’està pƌiŶĐipaleŵeŶtà pouƌà leuƌsà pƌopƌiĠtĠsà aŶtiŵiĐƌoďieŶŶesà Ƌueà lesà Ŷágà soŶtà leà plusà laƌgeŵeŶtà

eǆploitĠes.àCesàpƌopƌiĠtĠsàŶeàsoŶtàpasàuŶeàdĠĐouǀeƌteàpuisƋu’ilàǇàaàplusàdeàϱϬϬϬàaŶs,àl’aƌgeŶtàĠtaitàdĠjăà

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).àDaŶsàl’iŶdustƌieàteǆtile,àellesàoŶtàd’aďoƌdàĠtĠàiŶĐoƌpoƌĠesàdaŶsà

les vêtements hospitaliers afin de prévenir les infections bactériennes pathogğŶesàtellesàƋueàl’iŶfeĐtioŶà

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

ǀġteŵeŶtsàdeà tousà lesà jouƌsà Đoŵŵeà lesà ĐhaussettesàetàpeƌŵetteŶtàd’ĠliŵiŶeƌà lesàŵiĐƌooƌgaŶisŵesàƋuià
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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 ŵġŵeàl’eǆisteŶĐeàsuƌàleàŵaƌĐhĠàd’uŶeàŵaĐhiŶeàăàlaǀeƌà

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 pouƌà dĠsigŶeƌà l’eŶseŵďleà deà leuƌsà iŶŶoǀatioŶsà eŶà teƌŵesà deà ŵaĐhiŶesà ăà laǀeƌ,à

ƌĠfƌigĠƌateuƌsàetàautƌesàpuƌifiĐateuƌsàd’aiƌàƋuiàsǇŶthĠtiseŶtàouàiŶĐorporent 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 

saŶtĠ et ƌeŵise eŶ foƌŵe ;D’apƌğs Fauss, 2008). 

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

ƌetaƌdeƌàauàŵaǆiŵuŵàlaàdĠgƌadatioŶàdesàaliŵeŶts.à“iàĐeƌtaiŶesàĠtudesàoŶtàŵoŶtƌĠàƋueàl’aƌgeŶtàpƌĠseŶtà

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

2015) d’autƌesàauàĐoŶtƌaiƌeàl’oŶtàdĠŵoŶtƌĠ (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’iŶstaƌà desà ŶaŶopaƌtiĐulesà d’oƌ,à ellesà pƌĠseŶteŶtà aussià uŶà

poteŶtielà iŶtĠƌessaŶtà pouƌà lesà appliĐatioŶsà d’iŵageƌiesà ŵĠdiĐalesà aiŶsià Ƌueà pouƌà lesà tƌaiteŵeŶtsà deà

ŵaladiesàƋuiàƌeƋuiğƌeŶtàl’eŶǀoiàdeàŵĠdiĐaŵeŶtsàsuƌàdesàĐellulesàouàoƌgaŶesàspĠĐifiƋuesà(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; Faďƌegaàetàal.,àϮϬϭϭ;àPaŶĄčekàetàal.,àϮϬϬϲ;à“haƌŵaàetàal.,àϮϬϬϵ;à“uŶà

and Xia, 2002). Dans leur synthèse bibliographique, Evanoff and Chumanov, (2005) ƌappoƌteŶtàƋueàl’oŶà

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

ĐoŵpoƌteŶtà lesàsǇŶthğsesàǀiaàdesàƌĠduĐtioŶsàdeàselsàd’aƌgeŶt,àetàdesàteĐhŶiƋuesàŶoŶàtƌaditioŶŶellesàdeà

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 ƌĠduĐtioŶàdeà selsàd’aƌgeŶt,à leàplusà souǀeŶtàdesàŶitƌatesàd’aƌgeŶt (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-Ϳàouàl’asĐoƌďateà;C6H7O6
-) (Behra et al., 2013; 

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

atoŵesà d’aƌgeŶtà ;ág0Ϳà Ƌuià s’aggloŵğƌeŶtà eŶà gƌoupesà puisà eŶà ŶaŶopaƌtiĐules.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 

aŶioŶsà seƌǀeŶtà aussià d’ageŶtà staďilisateuƌà ouà ageŶtà d’eŶƌoďageà faǀoƌisaŶtà laà ŵoŶodispeƌsioŶà desà

ŶaŶopaƌtiĐules.à Laà ƌĠduĐtioŶà età laà staďilisatioŶà desà Ŷágà peutà ĠgaleŵeŶtà s’effeĐtueƌà ǀia des polymères 

comme le polyvinylpyrrolidone (PVP) et le polyethylene glycol ;PEGͿà Ƌuià seƌǀeŶtà aloƌsà d’ageŶtsà

ƌĠduĐteuƌs,àdeàdispeƌsaŶtsàouàeŶĐoƌeàd’ageŶtsàd’eŶƌoďageàeŶàfoŶĐtioŶàdesàŵĠthodesà(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 

tƌiaŶgulaiƌeàtƌoŶƋuĠeà;FiguƌeàϴDͿ.àIlsàĠŵetteŶtàl’hǇpothğseàƋueàdiffĠƌeŶtesàfoƌŵesàdeàŶágàpossĠdaŶtàuŶeà

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 eŶ ŵiĐƌosĐopie ĠleĐtƌoŶiƋue à tƌaŶsŵissioŶ ;TEMͿ de ŶaŶopaƌtiĐules d’aƌgeŶt 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 :àdeàlaàpƌoduĐtioŶàeŶàusiŶeàauǆàƌejetsàdaŶsàlesàĐouƌsàd’eauàà 

L’utilisatioŶàaĐĐƌueàdesàŶágàdaŶsàlaàǀieàƋuotidieŶŶeàposeàĐlaiƌeŵeŶtàlaàƋuestioŶàdeàleuƌàĐoŶsĠƋueŶĐeà

eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtale.àáuàpƌĠalaďle,àilàĐoŶǀieŶtàdeàs’iŶtĠƌesseƌàen premier lieu à leur cycle de vie global. En 

effet, le cycle de vie et deà pƌoduĐtioŶà d’uŶà ŶaŶopƌoduit détermine les possibilités de rejets de 

ŶaŶopaƌtiĐulesàdaŶsàl’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtàĐoŵŵeàl’illustƌeàlaàfiguƌeàϵà(d'après Sun et al., 2014). 

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

impliquées dans un possible relargageà daŶsà l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt.à Loƌsà duà pƌoĐessusà deà pƌoduĐtioŶ,à ilsà

affiƌŵeŶtàƋueàϬàăàϮ%àdesàŶaŶopaƌtiĐulesàpƌoduitesàpouƌƌaieŶtàġtƌeàƌejetĠesàdaŶsàl’aiƌ,àlesàsolsàouàlesàeauǆà

deà suƌfaĐeà saŶsà auĐuŶà passageà auà pƌĠalaďleà paƌà uŶeà statioŶà d’ĠpuƌatioŶ.à Puis,à l’iŶĐoƌporation de ces 

nanoparticules dans des produits intermédiaires ou finaux pourrait également être une étape générant 
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uŶàƌelaƌgageàdaŶsàl’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt.àC’estàďieŶàĠǀideŵŵeŶtàloƌsàdeàl’utilisatioŶ,àleàƌeĐǇĐlageàouàeŶĐoƌeàlaà

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 

lesàŶágàiŶĐoƌpoƌĠesàdaŶsàdesàfluides,àĐƌğŵesàouàeŶĐoƌeàspƌaǇsàsoŶtàplusàsusĐeptiďlesàd’ġtƌeàƌapideŵeŶtà

ƌejetĠesà daŶsà l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt.à áuà ĐoŶtƌaiƌe,à Đellesà iŶtĠgƌĠesà daŶsà uŶeà ŵatƌiĐeà solideà seƌoŶtà plutôtà

graduellement rejetées eŶà foŶĐtioŶàdeà l’Ġtatàd’usuƌeàduàpƌoduità (Gottschalk and Nowack, 2011). Dans 

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

uŶeà peiŶtuƌeà deà façadeà apƌğsà seuleŵeŶtà uŶeà aŶŶĠeà d’eǆpositioŶà auǆà iŶteŵpĠƌies.à EŶfiŶ,à eŶà Đeà Ƌuià

ĐoŶĐeƌŶeàlesàŶaŶopaƌtiĐulesàƌejetĠesàdaŶsàleàƌĠseauàd’eauàpuďliĐàouàdaŶsàlesàdĠĐhetsàĐoŵŵuŶs,àĐ’estàloƌsà

deàleuƌàpassageàǀiaàlesàstatioŶsàd’ĠpuƌatioŶ,àlesàiŶĐiŶĠƌateuƌsàouàloƌsàdeàleuƌ mise en décharge/recyclage 

ƋueàleàƌisƋueàd’uŶàpoteŶtielàƌejetàdaŶsàl’aiƌ,àleàsol,àl’eauàetàlesàsĠdiŵeŶtsàdoitàġtƌeàpƌisàeŶàĐoŵpte.à 

 

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

nanomatériaux manufacturésͿ à diffĠƌeŶtes Ġtapes de pƌoduĐtioŶ, d’iŶĐoƌpoƌatioŶ daŶs des pƌoduits et 

d’utilisatioŶ/appliĐatioŶ. Rejets diƌeĐts daŶs la teĐhŶosphğƌe ;statioŶs d’ĠpuƌatioŶ, usiŶes d’iŶĐiŶĠƌatioŶ des 
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dĠĐhets, dĠĐhaƌges et pƌoĐessus de ƌeĐǇĐlageͿ et daŶs l’ĠĐosphğƌe ;aiƌ, sol, eau, sĠdiŵeŶtͿ. Rejet iŶdiƌeĐts de la 

teĐhŶosphğƌe ǀeƌs l’ĠĐosphğƌe. SĐhĠŵa tiƌĠ de Sun et al. (2014). 

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

transformatioŶsàouàdĠgƌadatioŶsàsouligŶaŶtàaiŶsiàleàĐhalleŶgeàiŵpoƌtaŶtàƋueàƌepƌĠseŶteàl’Ġtudeàdeàleuƌà

eǆpositioŶàetàĐoŶĐeŶtƌatioŶà fiŶalesàdaŶsà lesàĐouƌsàd’eauà (Gottschalk and Nowack, 2011; Nowack et al., 

2012).àáàl’heuƌeàaĐtuelle,àilàŶ’eǆisteàseŵďle-t-il pas de méthode spécifique permettant leur quantification 

diƌeĐteà età eŶà ƌoutiŶeà daŶsà l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt.à “eulesà lesà ŵodĠlisatioŶsà ŵathĠŵatiƋuesà peƌŵetteŶtà

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

2002). 

I.2.4.1. EǆeŵplesàdeàƌejetsàdesàŶágàǀiaàl’utilisation de nanoproduits 

Coŵŵeà Ŷousà l’aǀoŶsà eǆpliƋuĠà pƌĠĐĠdeŵŵeŶt,à lesà Ŷágà soŶtà laƌgeŵeŶtà iŶĐoƌpoƌĠesà daŶsà lesà

ǀġteŵeŶtsàetàŶotaŵŵeŶtàlesàĐhaussettesàpouƌàĠǀiteƌàleàdĠǀeloppeŵeŶtàdesàŵauǀaisesàodeuƌs.àL’Ġtudeà

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

Đhaussettesà aĐhetĠesà daŶsà leà ĐoŵŵeƌĐeà ƌesteà l’uŶeà desà plusà ĐitĠes.à Desà photosà paƌà ŵiĐƌosĐopieà ăà

ďalaǇageàoŶtàdĠŵoŶtƌĠàl’eǆisteŶĐeàdeàŶágàdeàϭϬϬàăàϱϬϬàŶŵàdeàdiaŵğtƌeàiŶtĠgƌĠesàdaŶsàlesàĐhaussettes 

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

deàŶágàdeàϭàŶŵàăàƋuelƋuesàĐeŶtaiŶesàdeàŶaŶoŵğtƌesàdaŶsàleuƌsàeauǆàdeàlaǀage.àEŶàplusàd’uŶàƌelaƌgageà

d’aƌgeŶtàsousàfoƌŵeàdissoute,àlesàauteuƌsàoŶtàmontré que les rejets étaient en relation avec les processus 

deàfaďƌiĐatioŶàetàd’iŶĐoƌpoƌatioŶ. 

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

“ià ĐeƌtaiŶesà oŶtà ĠtudiĠà lesà pƌoĐessusà età teĐhŶiƋuesà d’iŶĐoƌpoƌation des nAg dans les fibres de coton 

(Perera et al., 2013),à d’autƌesà oŶtà ĠtudiĠà lesà diffĠƌeŶtesà teĐhŶiƋuesà deà suƌǀeillaŶĐeà possiďlesà pouƌà

ĐoŶtƌôleƌà lesà ƌisƋuesà diƌeĐtsà ouà iŶdiƌeĐtsà pouƌà l’hoŵŵeà età l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtà (Rezic, 2011). Les coûts 

ĠŶeƌgĠtiƋuesàetàlesàiŵpaĐtsàeŶǀiƌoŶŶeŵeŶtauǆàd’uŶeàtelleàteĐhŶologieàoŶtàaussi été analysés (Walser et 

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

UŶeàĠtudeàaàŵġŵeàdĠŵoŶtƌĠàleàƌelaƌgageàd’aƌgeŶtàdaŶsàdeàlaàsueuƌàaƌtifiĐielleàeŶàĐoŶtaĐtàaǀeĐàleàtissu,à

souleǀaŶtà aloƌsà uŶà ƌisƋueà poteŶtielà pouƌà l’homme (Kulthong et al., 2010). Toutes ces études ont par 

ailleuƌsàŵoŶtƌĠàuŶà ƌelaƌgageàd’aƌgent 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 

souligŶeŶtàaloƌsàl’eǆisteŶĐeàd’uŶàƌisƋueàdeàƌelaƌgageàƋuiàdoitàġtƌeàpƌisàeŶàĐoŵpteàloƌsàduàtƌaiteŵeŶtàdesà

eaux usées. 
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“iàl’oŶàs’iŶtĠƌesseàauǆàautƌes biens de consommation impliquant des nAg, des études ont mesuré des 

ƌejetsàd’aƌgeŶtàsousàfoƌŵesàdissoutesàet/ouàŶaŶopaƌtiĐulaiƌesàǀiaàlesàpaŶseŵeŶtsà(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 pouƌà ĐeƌtaiŶsà pƌoduits,à ilà eǆisteà uŶà ƌisƋueà d’uŶà ƌelaƌgageà diƌeĐtà daŶsà

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

2015),àpouƌàd’autƌesàetàŶotaŵŵeŶtà lesàŶaŶoteǆtiles,àĐesàƌejetsàdoiǀeŶtàġtƌeàgĠƌĠsàetàtƌaitĠs (Benn and 

Westerhoff, 2008). 

BieŶàƋueàĐeƌtaiŶsàassuƌeŶtàƋueàlesàƋuaŶtitĠsàdeàŶágàetàd’aƌgeŶtàdissousàƌejetĠesàdaŶsàlesàeauǆàusĠesà

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

dĠjăà ĐitĠesà estiŵeŶtà laà ŶĠĐessitĠà d’uŶà pƌoĐessusà deà tƌaiteŵeŶtà desà eauǆà usĠesà foŶĐtioŶŶelà età adaptĠà

pour prendre en charge ce type de rejet.  

I.2.4.2. CoŵpoƌteŵeŶtàdesàŶágàdaŶsàlesàstatioŶsàd’ĠpuƌatioŶ 

Les nAg rejetées dans le réseauàd’eauàpasseŶtàdaŶsàlesàsǇstğŵesàd’assaiŶisseŵeŶtàĐoŵŵeàlesàstatioŶsà

d’ĠpuƌatioŶsà ;“TEPͿ.à Lesà pƌoĐĠdĠsà deà tƌaiteŵeŶtsà desà eauǆà usĠesà età laà pƌiseà eŶà Đhaƌgeà desà

ŶaŶopaƌtiĐules,à doŶtà lesà Ŷág,à soŶtà deǀeŶusà desàoďjeĐtifsà deà ƌeĐheƌĐheà iŶdispeŶsaďlesà pouƌà l’Ġtude de 

l’ĠǀaluatioŶà duà ƌisƋueà eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtalà (Brunetti et al., 2015). Kim et al. (2010) ont identifié dans les 

bouesàdeà“TEPàdesàŶaŶoĐƌistauǆàdeàsulfuƌeàd’aƌgeŶtà;ág2“Ϳàdeàfoƌŵeàellipsoïdale,àd’uŶeàtailleàdeàϱàăàϮϬà

Ŷŵà assoĐiĠsà eŶà petitsà agƌĠgats.à D’autƌesà Ġtudesà oŶtà ŵoŶtƌĠà Ƌueà lesà Ŷágà soŶtà paƌtielleŵeŶtà ǀoiƌeà

totaleŵeŶtàĐoŶǀeƌtiesàeŶàsulfuƌeàd’aƌgeŶtàág2S 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 laàplupaƌtàdeà l’aƌgeŶtà

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

ďeauĐoupàŵoiŶsàsoluďleàetàtoǆiƋueàƋueàd’autƌesàfoƌŵesàd’aƌgeŶt,àleàdeǀeŶiƌ 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 

aǀoiƌà uŶà ƌôleà iŵpoƌtaŶtà suƌà leà deǀeŶiƌà età l’iŵpaĐtà desà ŶaŶopaƌtiĐulesà daŶsà l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt,à età pouƌà

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). 

LeàƌisƋueàd’uŶàƌelaƌgageàdeàŶágàdaŶsàlesàeaux de surface semble avéré, que ce soit via les effluents 

apƌğsàleuƌàpassageàeŶà“TEP,àǀiaàlesàƌelaƌgagesàdiƌeĐtsàdaŶsàl’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtàouàeŶĐoƌeàǀiaàlaàgestioŶàdesà

boues de STEP comme par exemple leur épandage en agriculture. 

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

Mġŵeàsiàdesà ƌejetsàdeàŶaŶopaƌtiĐulesàseŵďleŶtàġtƌeà iŶĠǀitaďles,àăà l’heuƌeàaĐtuelle 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’heuƌeàaĐtuelle,àlesàteĐhŶiƋuesàdispoŶiďlesàŶeàpeƌŵetteŶt 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 nanopartiĐulesàĐoŶĐeƌŶeŶtàd’uŶeàpaƌtàl’aspeĐtàĐhiŵiƋueà

etàd’autƌeàpaƌtàl’aspeĐtàphǇsiƋueà;foƌŵe,àtailleͿàƋuiàsoŶtàĠtƌoiteŵeŶtàliĠsà(von der Kammer et al., 2012). 

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

leuƌàaŶalǇseàpeutàŵodifieƌàĐesàpƌopƌiĠtĠsàetàeŶtƌaiŶeƌàl’appaƌitioŶàd’aƌtefaĐtàdeàŵesuƌeà(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 développeƌàaǀaŶtàd’ĠlaďoƌeƌàdeàŶouǀellesàteĐhŶiƋuesàdeà

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

condition de stockage.  

áàl’heuƌeàaĐtuelle,à lesàŵodĠlisatioŶsàŵathĠŵatiƋuesàƌesteŶtàfiŶaleŵeŶtàl’outilà leàŵieux adapté pour 

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

Nowack, 2011; Mueller and Nowack, 2008).à L’uŶeà desà plusà ƌĠĐeŶtesà Ġtudesà deà ŵodĠlisatioŶà aà Ġté 

réalisée par Sun et al. (2014) etàĐoŶĐeƌŶeàl’EuƌopeàeŶàϮϬϭϮ.àC’estàăàpaƌtiƌàdeàdoŶŶĠesàsuƌàlesàǀoluŵesàdeà

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’oƌdƌeà

du ng.L-1 avec une valeur fréquente de 0,66 ng.L-1 Ƌuiàpouƌƌaitàs’ĠleǀeƌàjusƋu’ăàϬ,ϵϰàŶg.L-1.  
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Figure 10 : A : Fluǆ de tƌaŶspoƌt et distƌiďutioŶ des ŶAg eŶ Euƌope pouƌ l’aŶŶĠe ϮϬϭϮ à paƌtiƌ d’uŶe pƌoduĐtioŶ 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 

euǆà ĐalĐulĠà uŶeà PECà deà Ϭ,ϳϲà Ƌuià pouǀaità alleƌà jusƋu’ăà Ϯ,ϭϲà Ŷg.L-1.à áà l’aideà deà Đesà ǀaleuƌsà lesà auteuƌsà

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 efflueŶtsàdeà“TEP.àL’eŶseŵďleàdeàĐesà

ǀaleuƌsàŵoŶtƌeàƋueàlesàƌejetsàdesàŶágàdaŶsàlesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐeàdoiǀeŶtàġtƌeàpƌisàeŶàĐoŵpteàetà

nécessitent leà dĠǀeloppeŵeŶtà deà ƌeĐheƌĐheà ǀisaŶtà ăà appƌĠheŶdeƌà leuƌà deǀeŶiƌà daŶsà l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtà

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

seŵďleŶtàġtƌeàƌaisoŶŶaďles,à ilà ĐoŶǀieŶtàdeàpasàouďlieƌàƋueà laàpƌoduĐtioŶàetà l’utilisatioŶàdesàŶágàestàeŶà

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’eauàŶeàseà faitàsaŶsàdouteàpasàsousà leuƌsà foƌŵesàoƌigiŶellesàŵaisàďieŶàsousàdesà foƌŵesàaltĠƌĠes.àPouƌà

ġtƌeà leà plusà ƌĠalisteà possiďle,à ilà faudƌaità ǀieilliƌà lesà ŶaŶopaƌtiĐulesà aǀaŶtà d’effeĐtueƌà desà testsà

d’ĠĐotoǆiĐologie.àCepeŶdaŶt,àilàestàaĐtuelleŵeŶtàdiffiĐileàd’ĠǀalueƌàƋuellesàsoŶtàĐesàtƌaŶsfoƌŵatioŶsàdaŶsà

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 pouƌà ŵaŠtƌiseƌà età ĐoŵpƌeŶdƌeà auà ŵieuǆà lesà ƌisƋuesà d’uŶà ƌejetà deà ŶaŶopaƌtiĐulesà daŶsà 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). 

EŶà effet,à auà ĐoŶtaĐtà d’oǆǇgğŶeà età deà pƌotoŶs,à lesà Ŷágà peuǀeŶtà liďĠƌeƌà deà l’aƌgeŶtà 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),àĐeàƋuiàfoƌŵeàuŶeàfiŶeàĐouĐheàd’aƌgeŶtàoǆǇdĠà;Ag2O(s),àĠƋuatioŶàϭͿ.àC’estàĐetteàĐouĐhe,àƋui,àǀiaà lesà

protons (H+) ǀaà ƌejeteƌà deà l’aƌgeŶtà dissousà sousà foƌŵeà d’ioŶsà ;Ag+, équation 2). Une fois la couche 

d’Ag2O(s) ĐoŵplğteŵeŶtàdissoute,àd’autƌesàoǆǇdatioŶsàǀoŶtàseàpƌoduiƌeàsuƌàlaàsuƌfaĐeàdeàlaàŶaŶopaƌtiĐuleà

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

la ŶaŶopaƌtiĐuleàĐoŵŵeàlaàtaille,àlaàfoƌŵe,àl’eŶƌoďageàouàeŶĐoƌeàlaàfoŶĐtioŶŶalisatioŶ,àŵaisàilàdĠpeŶdƌaà

ĠgaleŵeŶtà duà ŵilieuà eŶǀiƌoŶŶaŶt,à Đoŵŵeà paƌà eǆeŵpleà laà Đhiŵieà deà l’eauà pouƌà lesà ĠĐosǇstğŵesà

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 desàsituatioŶs,àĐ’estàuŶeàĐoŵďiŶaisoŶàdeàfaĐteuƌsàƋuiàeŶtƌeàeŶàjeu,àetàilà

deǀieŶtà aloƌsà ĐoŵpliƋuĠàd’Ġǀalueƌà laà ĐoŶtƌiďutioŶà ƌespeĐtiǀeàdeàĐhaƋueà faĐteuƌàdaŶsà Đesà ƌĠaĐtioŶs.à EŶà

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

d’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶà;pƌiŶĐipaleŵeŶtàdeàl’eauàdĠŵiŶĠƌalisĠeͿ,àlaàdissolutioŶàdesàŶágà;eŶƌoďageàdeàĐitƌate ; 

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 

aǀeĐàl’augŵeŶtatioŶàduàpHà;ϱàfoisàplusàdeàdissolutioŶàăàpHϰàƋu’ăàpHϳͿàouàeŶĐoƌeàpaƌàlaàpƌĠseŶĐeàd’aĐidesà
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fulǀiƋuesàetàhuŵiƋues.à IlsàoŶtàĠgaleŵeŶtàŵoŶtƌĠàƋu’eŶàaďseŶĐeàd’oǆǇgğŶeàdaŶsà leàŵilieuàĐeàpƌocessus 

était quasiment nul voire inexistant. Peretyazhko et al. (2014),àoŶtàƋuaŶtàăàeuǆàŵoŶtƌĠàl’iŵpoƌtaŶĐeàdeàlaà

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’autƌesà auà ĐoŶtƌaiƌeà estiŵeŶtà Ƌueà laà dissolutioŶà 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 etàilàseƌaitàdoŶĐàuŶàpeuàhątifàd’ĠtaďliƌàdesàgĠŶĠƌalitĠsàeŶà

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

desàĠtudesàeŶàsituatioŶàĐoŵpleǆe,àtelleàƋu’uŶeàeauàde 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 

daŶs le ŵilieu. L’Ġpaisseuƌ des flğĐhes ĐoƌƌespoŶd à la probabilité de la réalisation du processus. La couleur grise 

ĐoƌƌespoŶd à l’Ag0, le ǀiolet à l’Ag2O et le Ŷoiƌ à l’Ag2S.  

D’apƌğs (Lowry et al., 2012b). 

L’agƌĠgatioŶàdesàŶaŶopaƌtiĐulesàfaitàĠgaleŵeŶtàpaƌtieàdesàtƌaŶsfoƌŵatioŶsàditesàphǇsiƋuesàauǆƋuellesà

ellesàsoŶtàlaƌgeŵeŶtàĐoŶfƌoŶtĠesàŶotaŵŵeŶtàdaŶsàlesàŵilieuǆàĐoŵpleǆesà;FiguƌeàϭϮͿ.àL’hoŵoagƌĠgatioŶà

correspond  ăà l’agƌĠgatioŶà eŶtƌeà plusieuƌsà ŶaŶopaƌtiĐulesà ideŶtiƋuesà aloƌsà Ƌueà l’hĠtĠƌoagƌĠgatioŶà faità

Ġtatà deà l’agƌĠgatioŶà deà ŶaŶopaƌtiĐulesà aǀeĐà d’autƌesà stƌuĐtuƌes.à D’iŵpoƌtaŶtesà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà deà

paƌtiĐulesàoƌgaŶiƋuesàdaŶsàuŶàŵilieuàŶatuƌelàĐoŵŵeàl’eauàdeàƌiǀiğƌeàfaǀoƌiseàl’hĠtĠƌoagƌĠgatioŶà (Lowry 

et al., 2012b). 
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Figure 12 : RepƌĠseŶtatioŶ d’uŶe tƌaŶsfoƌŵatioŶ phǇsiƋue poteŶtielle des  nAg : l’agƌĠgatioŶ pouǀaŶt affeĐteƌ leuƌ 

ĐoŵpoƌteŵeŶt daŶs le ŵilieu. L’Ġpaisseuƌ des flğĐhes ĐoƌƌespoŶd à la pƌoďaďilitĠ de la ƌĠalisatioŶ du pƌoĐessus. 

D’apƌğs (Lowry et al., 2012b). 

Ce phĠŶoŵğŶeà d’agƌĠgatioŶà est,à Đoŵŵeà pouƌà laà dissolutioŶ,à foƌteŵeŶtà dĠpeŶdaŶtà 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’eŶƌoďageàdeàĐitƌate,àpeƌŵetàd’ĠǀiteƌàĐeàphĠŶoŵğŶeàd’agƌĠgatioŶàdaŶsà leàŵilieu.àToutefois, toutes les 

ŶágàŶ’eŶàsoŶtàpasàpouƌǀuesàetàĐetàeŶƌoďageàpeutàdeàsuƌĐƌoitàluiàaussiàġtƌeàtƌaŶsfoƌŵĠàǀoiƌeàdĠgƌadĠàdaŶsà

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

tƌaŶspoƌtaďlesàdaŶsà lesàĐouƌsàd’eauàauàgƌé des courants, les hétéroagrégats sont eux moins mobiles et 

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

ĐoloŶŶeàd’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) fontàpaƌtieàdesàĐoŵposaŶtsàlesàplusàsusĐeptiďlesàdeàs’aggloŵĠƌeƌà

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’eŶseŵďleà desà pƌoĐessusà dĠĐƌitsà pƌĠĐĠdeŵŵeŶt,à Ŷeà ƌepƌĠseŶteà pasà uŶà iŶǀeŶtaiƌeà eǆhaustifà desà

tƌaŶsfoƌŵatioŶsà età dĠgƌadatioŶsà possiďlesà desà Ŷág,à ŵaisà ilà s’agità deà pƌoĐessusà Ƌuià seŵďleŶtà leà plusà
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participer aux modifications de comportement et au devenir des nanoparticules dans les écosystèmes 

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

leuƌàĠtudeàestàdoŶĐàd’uŶeàgƌaŶdeàiŵpoƌtaŶĐeàdaŶsàlesàeǆpĠƌiŵeŶtatioŶsàeŶàĠĐotoǆiĐologieàaƋuatiƋueàetà

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 pouƌàlesàoƌgaŶisŵesàaƋuatiƋues.àL’aƌgeŶtàĠtaŶtàĐoŶsidĠƌĠàĐoŵŵeàl’uŶàdesàŵĠtauǆà

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

Luoma, 2008; Ratte, 1999; Wood et al., 1999),àuŶeàhǇpothğseàseƌaitàƋueàdesàƌejetsàd’aƌgeŶtàsousàfoƌŵeà

ŶaŶopaƌtiĐulaiƌeà pouƌƌaieŶtà affeĐteƌà lesà oƌgaŶisŵesà ăà diffĠƌeŶtsà Ŷiǀeauǆà d’oƌgaŶisatioŶà ďiologiƋuesà 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 dusàauàphĠŶoŵğŶeàdeàdissolutioŶàetàdoŶĐàauàƌelaƌgageàd’aƌgeŶtàdissousà

(Kennedy et al., 2010),àd’autƌesàoŶtàpƌouǀĠà l’eǆisteŶĐeàd’iŵpaĐtsàouàdeàǀoiesàd’aĐtioŶàuŶiƋueŵeŶtàdusà

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 apƌğsàϰϴhàd’eǆpositioŶà(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 

ĠgaleŵeŶtà ŵesuƌĠà desà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà lĠtalesà deà l’oƌdƌeà duà ŵg.L-1 avec des CL50 de 25 à 50 mg.L-1 

(Asharani et al., 2008). 
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Cesà toǆiĐitĠsà foŶtà suiteà auǆà à iŶteƌaĐtioŶsà desà Ŷágà et/ouà deà l’aƌgeŶtà dissousà aǀeĐà lesà oƌgaŶisŵesà

iŶduisaŶtàdesàphĠŶoŵğŶesàd’adsoƌptioŶàet/ouàd’aďsoƌptioŶ.àDesàĠtudesàont montré une accumulation 

deàl’aƌgeŶtàsousàfoƌŵeàŶaŶopaƌtiĐulaiƌeàouàdissousàauàseiŶàdesàoƌgaŶisŵesàetàpaƌfoisàŵġŵeàdaŶsàĐeƌtaiŶsà

tissusàouàoƌgaŶes.àEŶàeffet,àapƌğsàϮϭàjouƌsàd’eǆpositioŶàăàdesàŶágàdeàϯϱàŶŵàauǆàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàdeàϬ,Ϭϭàetà

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’aƌgeŶtà (Gaiser et al., 2012). Chez les invertébrés, des concentrations en argent ont également été 

ŵesuƌĠeà eŶà speĐtƌoŵĠtƌieà d’aďsoƌptioŶà atoŵiƋueà ;áá“Ϳà daŶsà lesà ďƌaŶĐhiesà età glaŶdesà digestiǀesà de 

moules marines exposées 15 jours à 10 µg.L-1 deàŶágàd’uŶeà tailleà iŶfĠƌieuƌeà ăà ϭϬϬà Ŷŵà (Gomes et al., 

2014), ainsi que par ICP-M“àdaŶsàlesàtissusàŵousàd’esĐaƌgotsàd’eauàdouĐeàeǆposĠsàpaƌàǀoieàtƌophiƋueàouà

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 

teĐhŶiƋuesàd’iŵageƌieàsoŶtàăàl’heuƌeàaĐtuelle 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 

oŶtàŵġŵeàĠtĠàoďseƌǀĠesàpaƌàTEMàăàl’iŶtĠƌieuƌàdesàĐellulesàetàplusàspĠĐifiƋueŵeŶtàauàŶiǀeauàdesàŶoǇaux 

deàĐellulesàd’eŵďƌǇoŶàdeàpoissoŶs zèbres exposés durant 48 h  à des nAg enrobées de BSA et pour des 

concentrations de 25 µg.mL-1(Asharani et al., 2008).àChezàlesàdaphŶies,àuŶàŶouǀeauàtǇpeàd’iŵageƌieàpaƌà

NaŶo“IM“à;speĐtƌoŵĠtƌieàdeàŵasseàăàioŶsàseĐoŶdaiƌesͿàaàpeƌŵisàd’oďseƌǀeƌàlaàpƌĠseŶĐeàdeàŶágàdeàϮϬ,àϮϯà

età ϮϬϬà Ŷŵà daŶsà laà luŵiğƌeà deà l’iŶtestiŶà aiŶsià Ƌueà leà passageà desà Ŷágà deà ϮϬϬà Ŷŵà daŶsà l’espaĐeà

inteƌĐellulaiƌeàdeàlaàĐouĐheàĠpithĠlialeàdeàlaàŵeŵďƌaŶeàdeàl’iŶtestiŶà(Georgantzopoulou et al., 2013). 

CetteàaĐĐuŵulatioŶàpeutàaloƌsàs’effeĐtueƌàpaƌàǀoieàdiƌeĐteàouàtƌophiƋueà (Croteau et al., 2011; Gaiser et 

al., 2012) età eŶtƌaiŶeƌà desà effetsà suƌà lesà oƌgaŶisŵesà aiŶsià Ƌueà leà tƌaŶsfeƌtà d’aƌgeŶtà leà loŶgà duà ƌĠseauà

trophique.  

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

l’iŶduĐtioŶà deà doŵŵagesà oǆǇdatifsà ǀiaà laà gĠŶĠƌatioŶà d’espğĐesà ƌĠaĐtiǀesà deà l’oǆǇgğŶeà (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 

oƌgaŶisŵes,àdeàdoŵŵagesàĐellulaiƌes,àdeàƌĠpoŶsesàaŶtitoǆiƋuesàouàaŶtioǆǇdaŶtesàǀiaàŶotaŵŵeŶtàl’Ġtudeà

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. 

Pouƌà affiŶeƌà l’ĠǀaluatioŶà duà ƌisƋue,à lesà Ġtudesà deǀƌaieŶtà ăà l’aǀeŶiƌà Đoupleƌà plusieuƌsà Ŷiǀeauǆà

d’oƌgaŶisatioŶàeŶàs’iŶtĠƌessaŶtàpaƌàeǆeŵpleàăàdesàďioŵaƌƋueuƌsàĐoŵpoƌteŵeŶtauǆàouàfoŶĐtioŶŶels.àDeà

plus,à pouƌà Ƌueà l’ĠǀaluatioŶà duà ƌisƋueà soità laà plusà ƌĠaliste,à età ŵalgƌĠà uŶà effoƌtà oďseƌǀĠà Đesà dernières 

aŶŶĠesàdaŶsà leàdoŵaiŶeàdesàŶág,à ilàseƌaitàďoŶàdeàƌĠduiƌeàauàŵaǆiŵuŵàlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàd’eǆpositioŶà

afin de se rapprocher au mieux des concentrations environnementales prédites. 
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Tableau 1: Etudes ƌappoƌtaŶt des doŶŶĠes d’ĠĐotoǆiĐitĠ des ŶAg sur les orgnanismes aquatiques. 

 

Organismes Espèces Contaminations Tailles des nAg Concentrations 

initiales en argent 

(nAg)

Conditions expérimentales Effets des nAg observés Références

Bactéries •àBaĐtĠƌiesàautotƌophesà
et hétérotrophes 

(Escherichia coli )

nAg                                                                             

•àsphĠƌiƋueàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àeŶƌoďageà:àalĐoolàpolǇǀiŶǇliƋueà;PVáͿààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
Ag (AgNO3) et AgCl

•àϭϰà± 6 nm •àdeàϬàăàϭàŵg.L-1 •àďouilloŶàŶutƌitifààààààààààààààààààààààààààààààà
•àϮϬàhàd'eǆpositioŶ

•àIŶhiďitioŶàdeàĐƌoissaŶĐeàd'E. coli                                                       

•àIŶhiďitioŶàdeàlaàƌespiƌatioŶàdesàďaĐtĠƌiesàautotƌophesàààààààààààààààà
Choi et al., 2008

•àBaĐtĠƌiesàŶitƌifiaŶtesà
(aliquot)

nAg                                                                         

•àsphĠƌiƋueààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àeŶƌoďageà:àalĐoolàpolǇǀiŶǇliƋueà;PVáͿààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
Ag (AgNO3) et AgCl

•àdeàϱàăàϳϬàŶŵà •àdeàϬàăàϭàŵg.L-1 •àBouilloŶàŶutƌitifàààààààààààààààà•à
30 min d'exposition

•àIŶteƌaĐtioŶà:àĐoŶtaŵiŶatioŶà/iŶhiďitioŶàdeàĐƌoissaŶĐeà;à
nAg < 5 nm)                                                                                                    

•àIŶteƌaĐtioŶà:àtailleàdesàŶág/toǆiĐitĠàsuƌàlesàďaĐtĠƌiesààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àIŶteƌaĐtioŶà:àiŶhiďitioŶàdeàĐƌoissaŶĐe/stƌessàoǆǇdaŶt

Choi et Hu, 2008

•àCoŵŵuŶautĠà
bactérienne d'une eau 

d'une rivière 

nAg                                                                             

•àsphĠƌiƋueàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àeŶƌoďageà:àpolǇǀiŶǇlpǇƌƌolidoŶeà
(PVP)                                                                         

AgNO3

•àϮϭà±àϭϳàŶŵ •àdeàϬàăàϳϱàŵg.L-1 •àeauàdeàƌiǀiğƌeààààààààààààààààààààààààààà
•àϴàjouƌsàd'eǆpositioŶ

•àBaisseàdeàlaàƌespiƌatioŶàdueàauǆàŶágà<àďaisseàdueàăà
l'AgNO3àààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•à
Effet en partie dû à la dissolution des nAg

Colman et al., 

2012

•àCoŵŵuŶautĠà
bactérienne prélevées en 

rivière

nAg                                                                             

•àeŶƌoďageà:àpolǇaĐƌǇlateàààààààààààààààààààààààààààààààà
•àfoŶĐtioŶŶalisatioŶà:àĐaƌďoǆǇààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
AgNO3

•àdeàϭàăàϭϬàŶŵ •àϬàăàϭϬàŵg.L-1 •àeauàdeàϵàƌiǀiğƌesààààààààààààààààààààààà
•àdeàϭàăàϰϴàhàd'eǆpositioŶ

•àBaisseàdeàlaàpƌoduĐtioŶàďaĐtĠƌieŶŶeàeŶàfoŶĐtioŶàduà
temps, de la concentration et du milieu                                           

•ààLOECàdeàϴàăàϲϲàµg.L-1                                                                                 

•àTƌğsàfaiďleàdissolutioŶà;<ϭϬ%Ϳ

Das et al., 2012

• EsĐheƌiĐhia Đoli nAg  (3 formes)                                                      

•àsphĠƌiƋueààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àeŶàďątoŶŶetàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àŶaŶoplaƋueàtƌiaŶgulaiƌeàtƌoŶƋuĠe

                                                              

•àϯϵàŶŵàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àϯϲàetàϭϬϬàŶŵààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àϰϬàŶŵ

•àdeàϭàăàϭϬϬàµgàd'ágà
dans 100 mL de 

bouillon nutritif

•àBouilloŶàŶutƌitifàààààààààààààààààààààààà
•àϮϲàhàd'eǆpositioŶ

•àBaisseàdeàlaàĐƌoissaŶĐeàetàduàŶoŵďƌeàdeàE. coli                            

•àEffetsàdesàŶágàdĠpeŶdaŶtsàdeàleuƌàfoƌŵeàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àToǆiĐitĠàplusàiŵpoƌtaŶteàpouƌàlesàŶaŶoplaƋuesà
triangulaires tronquées

Pal et al., 2007

Bactéries, algues 

et invertébrés 

d'eau douce

• Viďƌio fisĐheƌi                                                                          
• Desŵodesŵus 
subspicatus                                  

• DaphŶia ŵagŶa  

nAg                                                                             

•àsphĠƌiƋueàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àϮàtaillesàissusàpaƌàsǇŶthğseàĐhiŵiƋueàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àϮàtǇpesàissuesàd'uŶeàsǇŶthğseà
biologique par des végétaux

nnnnnnnnnnnnn

nnnnnnnnnnnàà•à
20 et 200 nm   

nnnnnnnnnnn        

•àϮϯàetàϮϳàŶŵ

•àdeàϬ,ϬϬϯàăàϯϬϬàŵg.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

•àEffetsàtoǆiƋuesàdesàŶágàsuƌàlesàϯàespğĐesààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àEffetsàdĠpeŶdaŶtsàdeàlaàtaille,àdeàlaàǀoieàdeàsǇŶthğseàetà
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)                                                              

•àEŶtƌĠeàdesàŶágàϮϬϬàŶŵàdaŶsàl'espaĐeàiŶteƌĐellulaiƌeàdeàlaà
couche épithéliale via la membrane de l'intestin des D. 

magna  (NanoSIMS)                                                                                   

•àDissolutioŶàdesàŶágàŶ'eǆpliƋuaŶtàpasàlaàtotalitĠàdesà
effets

Georgantzopoul

ou et al., 2013
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Invertébrés d'eau 

douce

• DaphŶia ŵagŶa nAg                                                                             

•àsphĠƌiƋueààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àϯàtǇpesàseloŶàlesàfouƌŶisseuƌsààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
AgNO3                             

•ààdeàϱàăàϮϱàŶŵ •àdeàϬ,ϬϬϭàăàϬ,ϯϮàŵg.L-

1

•àMilieuàMϰ,àtestàOCDEààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àϰϴàhàd'eǆpositioŶ

•àToǆiĐitĠàdĠpeŶdaŶteàdeàlaàdoseàetàdesàtǇpesàdeàŶágàààààààààààààààààààààààààààààààà
•àIŶgestioŶàetàaĐĐuŵulatioŶàdesàŶágàsousàlaàĐaƌapaĐe,àsuƌà
l'extérieur du corps et les appendices                                               

•àCoŵpoƌteŵeŶtàdeàŶageàaŶoƌŵal

Asghari et al., 

2012

•àDaphnia magna 

(juvéniles)

nAg                                                                             

•àeŶƌoďageà:àpolǇaĐƌǇlateàààààààààààààààààààààààààààààààà
•àfoŶĐtioŶŶalisatioŶà:àĐaƌďoǆǇàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà

•àdeàϭàăàϭϬàŶŵ •àdeàϬ,ϱàăàϱàµg.L-1 •àTestàOCDEàŵĠthodeàϮϬϮ,à
milieu, eau déminéralisée          

•àϮϰàhàetàϰϴàhàd'eǆpositioŶ

•àNOECà=àϬ,ϳϱàµg.L-1                                                                                      

•àLOECà=àϭ,ϯàµg.L-1                                                                                      

•àCLϱϬ48h = 2,75 µg.L-1

Das et al., 2013

Invertébrés et 

poisson d'eau 

douce

• DaphŶia ŵagŶa                                                          
• CǇpƌiŶus Đaƌpio

nAg                                                                             

micro-Ag

•àϯϱàŶŵààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àϬ,ϲàăàϭ,ϲàµŵ

•àdeàϬàăàϭϬàŵg.L-1 •àEauàduàpƌotoĐoleàstaŶdaƌdà
U.S. EPA (test Daphnie)                

•àEauàduàƌoďiŶetàdĠĐhloƌĠeàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àϵϲàhàetàϮϭàjouƌs

• 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                 

•àToǆiĐitĠàetàdistƌiďutioŶàtissulaiƌeàŶágà>àŵiĐƌo-ágààààààààààààààààààààà
•àDissolutioŶàdesàŶágàŶ'eǆpliƋuaŶtàpasàlaàtotalitĠàdesà
effets

Gaiser et al., 

2010

•àDaphnia magna                   

•àPimephales promelas   

nAg et Ag colloïdal (8 types)                            

•àϰàtaillesàdeàŶágàsphĠƌiƋuesààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àŶágàeŶƌoďageàĐitƌateààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àŶágàeŶƌoďageàpolǇǀiŶǇlpǇƌƌolidoŶeà
;PVPͿàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•à
nAg enrobage éthylène diamine tétra-

Acétique (EDTA)                                              

Boisson commerciale Ag colloïdale              

AgNO3

•àdeàϭϬàăàϴϬàŶŵ •àGaŵŵeàdeà
concentrations de 0 à 

plus de 100 µg.L-1

•àEauàŵoǇeŶŶeŵeŶtàduƌeàààààààààààààààààààààààààààààà
•àϰϴàhàd'eǆpositioŶààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà

•àD.magna  : CL5048h = de 2 à 97 µg.L-1à;ϴàtǇpesàŶágͿààààààààààààààà•à

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

•àCLϱϬ48h AgNO3 <<àŶágà;ϴàtǇpesͿààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•à
Toxicité plus forte pour l'argent colloidal et plus faible 

pouƌàlesàŶág-PVPààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•àGƌaŶdeà
importance de la dissolution des nAg sur les effets 

observés

Kennedy et al., 

2010

• DaphŶia ŵagŶa                                                          
• Piŵephales pƌoŵelas

nAg                                                                             

•àsphĠƌiƋueààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àsaŶsàeŶƌoďageàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
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;laĐͿààààààààààààààààààààààààààààààààà•à
De 48 à 96 h d'exposition

•àD.àŵagŶaà:àCLϱϬ48h = de 4,31 à 30,36 µg.L-1 ( toxicité plus 

importante pour les plus petites tailles)                                           

•àP.àpƌoŵelasà:àCLϱϬ96h = 89,4 µg.L-1 (nAg de 10 nm)                      

•àCLϱϬàágNO3 << CL50 nAg

Hoheisel et al., 

2012

Bivalve marin • MǇtilus gallopƌoǀiŶĐialis nAg                                                                        

•àsphĠƌiƋueààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
AgNO3

< 100 nm  10 µg.L-1 •àEauàdeàŵeƌààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àdeàϯàăàϭϱàjouƌsàd'eǆpositioŶààààààààààààààààààààààà

•àCoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶàágàŵesuƌĠesàdaŶsàlesàďƌaŶĐhiesàetàlesà
glaŶdesàdigestiǀesààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•àáugŵeŶtatioŶàdesà
enzymes antioxydantes : SOD, CAT, Gpx                                           

•àIŶduĐtioŶàdesàMTà;ďƌaŶĐhiesà>àglaŶdesàdigestiǀesͿààààààààààààààààààààààààà
•àáugŵeŶtatioŶàdeàlaàpĠƌoǆǇdatioŶàlipidiƋueà;ďƌaŶĐhiesà>à
glandes digestives)        

Gomes et al., 

2014

Gastéropode 

d'eau douce

• LǇŵŶaea stagŶalis nAg                                                                         

•àsphĠƌiƋueààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àeŶƌoďageà:àĐitƌateààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àeŶƌoďageà:àaĐideàhuŵiƋueàààààààààààààààààààààààà
Ag (AgNO3) et AgCl

nnnnnnnnnnnnn

nnnnnnnnnnn          

•àϭϳà± 5 nm                 

•àϭϯà±àϯàŶŵ

•àdeàϬ,ϰàăàϮϱϬàŶŵolà
selon les formes 

d'argent et les tests         

•àEauàŵoǇeŶŶeŵeŶtàduƌeààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àEǆpositioŶàpaƌàǀoieàdiƌeĐteà
ou trophique (Nitzschia 

palea =  ressource nutritive)       

•àdeàϮàăàϮϰàhàd'eǆpositioŶ

•àCoŶtaŵiŶatioŶàăàl'ágàdissousà>àŶágàpouƌàlesàϮàǀoiesà
d'exposition (Influx nAg-PVP>nAg-cit)                                              

•àássiŵilatioŶàdeàl'ágàissuàdesàŶágààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àVoieàtƌophiƋueà:àeffetsàdesàŶágàsuƌàlaàĐoŶsoŵŵatioŶ,àlaà
digestion et la croissance des organismes                                        

•àCoŶĐeŶtƌatioŶàeŶàaƌgeŶtàplusàĠleǀĠesàpouƌàlesà
organismes exposés  par la voie trophique que par la voie 

directe

Croteau et al., 

2011
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Bivalve et 

Polychète 

(estuaire)

• SĐƌoďiĐulaƌia plaŶa                           
• Hediste diǀeƌsiĐoloƌ         

Ŷágààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•àà
enrobage : maltose                                             

AgNO3

•ààϰϬ-ϰϱàŶŵ à•àϭϬàµg.L-1 •àEauàdeàŵeƌàetàsĠdiŵeŶtààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àϳ,àϭϰàetàϮϭàjouƌsà
d'eǆpositioŶàààààààààààààààààààààààààààààà•à
Simulation des marées                 

•àMĠsoĐosŵes

•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                    

•àEffetsàpaƌfoisàdusàspĠĐifiƋueŵeŶtàăàlaàfoƌŵeàŶágàààààààààààààààà

Buffet et al., 

2014

Poissons d'eau 

douce

Oryzias latipes Ŷágààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•à
plusieurs formes dans un même lot 

(sphérique, octaédrique et 

décaédrique)                                       AgNO3

•ààtailleàŵoǇeŶŶeà
de 50 nm

•àdeàϭàetàϮϱàµg.L-ϭààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•àEauàdouĐeààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àDeàϭàăàϭϬàjouƌsàd'eǆpositioŶ

•àCLϱϬ96h = 34,6 µg.L-1                                                                                                                         

•àIŶduĐtioŶàdesàgğŶesàCYPϭá,àH“PϳϬàetàpϱϯàetàiŶduĐtioŶà
poŶĐtuelleàdesàMTààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•à
Dommages cellulaires et à l'ADN, stress oxydatif, mise en 

place et régulation de mécanismes de détoxication                   

•àEŵpƌeiŶteàtoǆiƋueàdiffĠƌeŶtesàeŶtƌeàlesàŶágàetàágNO3

Chae et al., 2009

Danio rerio nAg sans ions Ag+  (désionisé)                         

AgNO3

•àdeàϱàăàϮϬàŶŵ •àϯϬ,àϲϬàetàϭϮϬàŵg.L-1 •àϮϰàhàd'eǆpositioŶ •àiŶduĐtioŶàMT,àaugŵeŶtatioŶàMDá,àG“Hààetàà
augmentation de l'expression des gènes bax1, nova et p21     

•àBaisseàdeàCáTàetàGpǆààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àPasàdeàŵodifiĐatioŶàdeà“ODàetàdesàeǆpƌessioŶsàdesà
gènes p53 et blp                                                                                          

•àŶágàiŶduiseŶtàuŶeàhĠpatotoǆiĐitĠà:àstƌessàoǆǇdatif,à
dommage à l'ADN et apoptose                             

Choi et al., 2009

Oncorhynchus mykiss 

(cellules branchiales)

Ŷágààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•àà
enrobage : citrate                                                 

•àeŶƌoďageà:àpolǇǀiŶǇlpǇƌƌolidoŶeà
(PVP)                                             AgNO3

•àϭϮàŶŵàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àϳàŶŵ

•àdeàϬàăàϮϬàŵg.L-ϭ •àMilieuàdeàĐultuƌeàĐellulaiƌeà
L15                                                         

•àϮϰà-àϰϴàhàd'eǆpositioŶ

•àŶágàƌetƌouǀĠesàdaŶsàlesàĐellulesàetàŶágàtƌaŶspoƌtĠesàauà
travers de multiples couches de cellules épithéliales 

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

•àEffetàsuƌàlaàǀiaďilitĠàĐellulaiƌeààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•à
Augmentation de la GST         

Farkas et al., 

2011

Danio rerio nAg                                                                         

AgNO3

•àϮϲ,ϲà± 8,8 nm •àϭϬϬϬàµg.L-1 •àEauàŵoǇeŶŶeŵeŶtàduƌeààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•ààϰϴàh

à•à[ág]àdaŶsàďƌaŶĐhiesàŶ'iŶduisaŶtàpasàdeàŵodifiĐatioŶàdeà
ŵoƌphologieàààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà•à
Réponse génétique suggérant des réponses biologiques 

suite à la contamination                                                                      

•àEffetsàpasàuŶiƋueŵeŶtàdusàăàlaàdissolutioŶàdesàŶág

Griffit et al., 

2009
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Cyprinodon variegatus 

(juvéniles et adultes)

nAg                                                                         

AgNO3

•àϯϱàŶŵ •àϭϬàµg.L-ϭààààààààààààààààààààààààààààà
•àϭàµg.L-ϭ

•àEauàdeàŵeƌàààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àϮϴàăàϯϱàjouƌsàààààààààààààààààààààààààà•à
Organismes nourris

à•à[ág]àoƌgaŶisŵesàiŶduisaŶtàuŶàĠpaississeŵeŶtàduàtissuà
épithéliale des branchies                                                                        

•àEffetsàŶoŶàattƌiďuaďlesàăàlaàdissolutioŶàdesàŶág

Griffit et al., 

2012

Oncorhynchus mykiss nAg                                                                         

AgNO3

•àϭϬàŶŵà;àϯϱŶŵààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àϲϬϬàăàϭϲϬϬàŶŵà

•àϭϬàetàϭϬϬàµg.L-1                       •àEauààdĠĐhloƌĠeààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààààà
•àϭϬàjouƌs

•à[ág]àdaŶsàlesàdiffĠƌeŶtsàtissusàeŶàfoŶĐtioŶàdesà
concentrations et type de nAg (nAg 10 les plus 

concentrées dans les branchies)                                                           

•àPasàd'effetàdesàŶágàsuƌàlaàpĠƌoǆǇdatioŶàlipidiƋueàààààààààààààààààààààààà
•àIŶduĐtioŶàd'eǆpƌessioŶàgĠŶiƋueàdaŶsàlesàďƌaŶĐhiesàsuiteà
à l'exposition des nAg 10 nm

Scown et al., 

2010
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I.2.4.6. Entre représentation hygiéniste et crainte :àleàĐasàpaƌtiĐulieƌàdeàl’aƌgeŶt colloidal 

L’aƌgeŶtàaàdeàtoutàteŵpsàĠtaitàĐoŶsidĠƌĠàĐoŵŵeàuŶàďoŶàaŶtiďaĐtĠƌieŶ.àPƌĠseŶtàŶatuƌelleŵeŶtàsuƌàTeƌƌe,à

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

l’aƌgeŶtà Đolloidalà Ġtaità ŶotaŵŵeŶtà pƌesĐƌità daŶs les pathologies du système nerveux, comme par 

eǆeŵpleà l’Ġpilepsieà (Fung and Bowen, 1996; Wadhera and Fung, 2005).àL’aƌgeŶtàĐolloïdalàĐoƌƌespoŶdàăà

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

ƌĠelà eŶgoueŵeŶtà s’està iŶstallĠà autouƌà desà pƌoduitsà Ŷatuƌelsà età ďiologiƋues.à L’aƌgeŶtà ĠtaŶtà laƌgeŵeŶtà

considéré comme un produit naturel, par eǆteŶsioŶ,àl’aƌgeŶtàĐolloidalàaàĠtĠàluiàaussiàǀaŶtĠàĐoŵŵeàsaiŶàetà

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) deàǀaŶteƌà lesàŵĠƌitesà thĠƌapeutiƋuesàd’uŶeà telleà

suďstaŶĐe,àl’utilisatioŶàd’iŶteƌŶet,àdeàfoƌuŵsàetàdiǀeƌsàsitesàetàďlogsàǀaŶtaŶtàlesàďĠŶĠfiĐesàdeàĐeàƌeŵğdeà

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-Đolloidal/Ϳà l’aĐhatàdeà

flaĐoŶsà d’aƌgeŶtà Đolloïdalà d’uŶeà ĐoŶĐeŶtƌatioŶà deà ϭϱà ŵg.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 

produitàĐosŵĠtiƋueàďieŶàƋueàsaàĐoŵpositioŶàŶ’aitàpasàĐhaŶgĠàdepuisàĐetteàŵesuƌe... ». 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 

uŶiƋueŵeŶtà;saŶsàpƌĠseŶĐeàd’ioŶͿ,àd’uŶàdiaŵğtƌeàŵoǇeŶàdeàϬ,ϲϱàŶŵàăàuŶeàĐoŶĐeŶtƌatioŶàdeàϮϬàŵg.L-1 

dansàdeàl’eauàdĠŵiŶĠƌalisĠe.à“uƌàleàflaĐoŶ,àilàestàĐoŶseillĠàpaƌàeǆeŵpleàd’eŶàiŶgĠƌeƌàuŶeàĐuillğƌeàăàsoupeà

par jour dans un estomac vide, cette posologie pouvant être multipliée par 4 si nécessaire (1 cuillère à 

soupeà=àϭϱàŵLàĠƋuiǀaleŶtàăàϯϬϬàµgàd’aƌgeŶtͿ.à 

Certains de ces utilisateurs, pensant être détenteurs de la panacée accusent les firmes pharmaceutiques, 

lesàpolitiĐieŶsàetàŵġŵeàlesàassoĐiatioŶsàĠĐologistesàd’ġtƌeàauàseƌǀiĐeàdesàĐoŵpagŶiesàphaƌŵaĐeutiƋuesàetà

de leurs intérêts économiques quand ces derniers préviennent et mettent en garde des risques et des 

daŶgeƌsà desà Ŷágà età deà l’aƌgeŶtà Đolloïdalà (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 

ĐoŶsoŵŵatioŶàd’aƌgeŶtàeŶàeǆĐğsà(Fung and Bowen, 1996).àOutƌeàl’aspeĐtàesthĠtiƋue,àĐetteàŵaladieàŶ’està

pasà aŶodiŶeà puisƋu’elleà s’aĐĐoŵpagŶeà gĠŶĠƌaleŵeŶtà d’autƌesà tƌouďlesà telsà Ƌueà desà ulĐğƌesà (Wadhera 

and Fung, 2005). 

áuàĐoŶtƌaiƌeàd’autƌesàǀoiǆàĐoŵposĠesàd’iŶstitutioŶsàetàd’assoĐiatioŶsàs’ĠlğǀeŶtàĐoŶtƌeàleàdĠǀeloppeŵeŶtà

età l’usageàdesàŶágàetàdeà l’aƌgeŶtàĐolloïdalàeŶàsuggĠƌaŶtàdeà lesàĐlasseƌàdaŶsà laàĐatĠgoƌieàdesàpestiĐides.à

Elles demandent et recommandentàdeàŶeàplusàutiliseƌàdeàpƌoduitsàaliŵeŶtaiƌesàetàd’usagesàƋuotidieŶsàƋuià

eŶà ĐoŶtieŶŶeŶtà aǀaŶtà d’aǀoiƌà oďteŶuà uŶeà ĠǀaluatioŶà desà ƌisƋuesà suƌà laà saŶtĠà huŵaiŶeà 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 

;seĐtioŶà I.Ϯ.ϭ.Ϳà ŵoŶtƌeà Ƌu’eŶà ϮϬϭϯ,à aǀeĐà ϭϳϵà pƌoduits,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 

pƌoduitsà deà laà ǀieà ĐouƌaŶte.à L’uŶeà desà plusà ĐoŶŶuesà età ĠtudiĠesà està leuƌà pƌopƌiĠtĠà d’aďsoƌptioŶàetà deà

dispeƌsioŶà d’uŶeà laƌgeà gaŵŵeà deà ƌaǇoŶŶeŵeŶtsà UVà (Shi et al., 2012).à C’està pouƌà Đetteà ƌaisoŶà ŵaisà

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).àEŶàeffet,àĐ’estàpouƌà leàpouǀoiƌàdeà

ĐoloƌatioŶà ŶotaŵŵeŶtà eŶà ďlaŶĐà età d’ĠpaississeŵeŶtà Ƌu’ellesà soŶtà laƌgeŵeŶtà iŶĐoƌpoƌĠesà daŶsà diǀeƌsà

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’ĠtiƋuette,àdesàŶaŶopaƌtiĐulesàoŶtàƋuaŶdàŵġŵeàĠtĠàoďseƌǀĠes.àLaàfiguƌeàϭϯàpƌĠseŶteàlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsà

en titane mesurées dans divers produits alimentaires.  

 

Figure 13 : Concentrations eŶ titaŶe ŵesuƌĠes daŶs diǀeƌs pƌoduits fƌĠƋueŵŵeŶt ĐoŶsoŵŵĠs. Les ďaƌƌes d’eƌƌeuƌ 

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 estàpolǇŵoƌphe,àĐ’est-à-diƌeàƋu’ilàpeutàeǆisteƌàsousà
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plusieurs phases correspondant à des structures cristallines différentes :àl’aŶatase,àleàƌutileàetàlaàďƌookiteà

sont les 3 plus courantes (Muscat et al., 2002; Reyes-Coronado et al., 2008). En fonction de la 

température,àĐesàstƌuĐtuƌesàpeuǀeŶtàpasseƌàd’uŶeàphaseàăàl’autƌeà(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). LoƌsƋu’uŶeàŶTiO2 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 

suƌfaĐeàetàdoŶĐàĠgaleŵeŶtàsuƌàleuƌsàpossiďlesàƌisƋuesàpouƌàl’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt.à 

I.3.4. Cycle de vie des nTiO2 : de la production en usine aux rejets daŶsàlesàĐouƌsàd’eau 

I.3.4.1. Exemple des rejets des nTiO2 ǀiaàl’utilisatioŶàdeàŶaŶopƌoduits 

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. 

CeƌtaiŶesà Ġtudesà oŶtà d’ailleuƌsà ĠǀaluĠà laà dispeƌsioŶà età laà dĠgƌadatioŶà daŶsà l’eauà deà ŶTiO2 qui sont 

couramment intégrées dans la composition des crèmes solaires (Auffan et al., 2010; Labille et al., 2010). 

D’autƌesà tƌaǀauǆà oŶtà ĠtudiĠà leà ƌelaƌgageà paƌà leà lessiǀageà desà peiŶtuƌesà (Kaegi et al., 2008; Som et al., 

2011). Kaegi et al. (2008) oŶtàpaƌàeǆeŵpleàĠtudiĠàuŶeàǀieilleàfaçadeàd’iŵŵeuďleàpeiŶteàeŶàϮϬϬϲàaǀeĐàuŶeà

peinture contenant des nTiO2 et en utilisant le même produit, ils ont construit une façade expérimentale 

Ƌu’ilsà oŶtà peiŶte.à Les eaux de ruissellement de ces 2 surfaces ont été plusieurs fois récupérées et 

aŶalǇsĠes.àEŶàpaƌallğleàdeàĐesàpƌĠlğǀeŵeŶts,à lesàeauǆàdeàƌuisselleŵeŶtàd’uŶeàgƌaŶdeàzoŶeàuƌďaiŶeàoŶtà

également été recueillies à proximité des façades expérimentales. Des mesures en microscopie 

ĠleĐtƌoŶiƋueàoŶtàŵoŶtƌĠàƋueàsousàl’iŶflueŶĐeàdesàĐoŶditioŶsàŵĠtĠoƌologiƋuesàŶatuƌelles,àdesàpaƌtiĐulesà

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 

daŶsà l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt,à ŵaisà leuƌà laƌgeà gaŵŵeà d’appliĐatioŶsà ŶotaŵŵeŶtà daŶsà l’aliŵeŶtation, 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 daŶsàlesàstatioŶsàd’ĠpuƌatioŶ 

Les nTiO2 vont donc, pour une grande majorité, rejoindre les STEP pour être traitées, mais une partie 

d’eŶtƌeàellesàǀoŶtàpaƌàlaàsuiteàġtƌeàƌejetĠesàdaŶsàlesàefflueŶtsàpuisàseàƌetƌouǀeƌàdaŶsàlesàeauǆàdeàsuƌfaĐes.à

Dans leur étude, Johnson et al. (2011) ont montré une baisse de 90% des fractions de titane inférieures à 

Ϭ,ϰϱàµŵàeŶtƌeàl’iŶflueŶtà;ϯϬàµg.L-1Ϳàetàl’efflueŶtà;ϯ,Ϯàµg.L-1). Au long du processus de traitement des eaux, 

les nTiO2, comme beaucoup de nanoparticules métalliques oxydées sont en très grande majorité 

adsoƌďĠesàdaŶsàlesàďouesàetàŶeàsoŶtàdoŶĐàplusàeŶàsuspeŶsioŶàdaŶsàl’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, 

ĐeƌtaiŶsàĐoŵposĠsàpƌĠseŶtsàdaŶsàlesàeauǆàpeuǀeŶtàfaiƌeàǀaƌieƌàleuƌàpƌopƌiĠtĠàd’adsoƌptioŶà (Christian et 

al., 2008a; Kiser et al., 2009). Ainsi, des nTiO2 peuvent rester en suspension dans l’eauàetàġtƌeàƌejetĠes 

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’uŶà lessiǀageàdesà solsàetàd’uŶà ƌejetàdaŶsà lesà Đouƌsàd’eauàestàdoŶĐàďieŶàpƌĠseŶtà (Johnson et al., 2011; 

Kiser et al., 2009). 

I.3.4.3. CoŶĐeŶtƌatioŶàdaŶsàlesàĐouƌsàd’eau : limites techniques et modélisation 

Même si une étude a pu identifier la présence en microscopie électronique de particules de titane 

daŶsà lesà eauǆà deà ƌuisselleŵeŶtà d’uŶeà ǀilleà (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 

pouƌà l’Euƌopeà Ƌuià oŶtà ĠǀaluĠà Đesà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà eŶtƌeà Ϯ,ϱà età ϭϭϬà 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 eŶ Euƌope pouƌ l’aŶŶĠe ϮϬϭϮ à paƌtiƌ d’uŶe pƌoduĐtioŶ 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 soŶtàpeuàsoluďlesàdaŶsàl’eauàetàŶ’eŶtƌaiŶeŶtàdoŶĐàpasàdeàƌĠaĐtioŶàdeà

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 

pƌoduitesàpaƌàlaàsoĐiĠtĠàBá“FàpeuǀeŶtàpossĠdeƌàuŶàeŶƌoďageàd’hǇdƌoǆǇdeàd’aluŵiŶiuŵ (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, 

aloƌsà Ƌueà l’eŶƌoďageà età leà ŶoǇauàdeà titaŶeà ƌestaità staďleà daŶsà leuƌsà conditions d’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ.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 daŶsàlaàĐoloŶŶeàd’eau,àsoitàs’agƌĠgeƌàetà

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 pƌĠseŶteƌoŶtàdesàtauǆàetàǀitessesàd’agƌĠgatioŶà

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 

possğdeŶtàuŶeàĐhaƌgeàŶĠgatiǀeàiŵpoƌtaŶteàƋuiàƌĠduitàleuƌàeffiĐaĐitĠàd’attaĐheŵeŶt.àáàl’iŶǀeƌse,àdans les 

eauǆàdeàŵeƌàouàdeàƌiǀiğƌe,àd’iŵpoƌtaŶtesàfoƌĐesà ioŶiƋuesàetàdeàfaiďlesàƋuaŶtitĠsàdeàĐaƌďoŶeàoƌgaŶiƋueà

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 poteŶtielleŵeŶtàďiodispoŶiďlesàpouƌàlesàoƌgaŶisŵes.àáǀeĐàdesàPECàĠǀaluĠesàdeàl’oƌdƌeà

du µg.L-1 dans les eaux de surface, de nombreux tests de toxicité (CL50) effectués sur les Daphnies ont 

ŵesuƌĠà desà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà lĠtalesà ďieŶà plusà ĠleǀĠesà allaŶtà deà ϰà jusƋu’ă 500 mg.L-1 en fonction des 

ĐoŶditioŶsàd’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶà(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’oǆǇgğŶe (ROS) ;JoǀaŶoǀić,à ϮϬϭϱͿ. 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 

leuƌà aĐtiǀitĠà d’aliŵeŶtatioŶà dğsà Ϭ,Ϯà ŵgà ŶTiO2 .L
-1 (Bundschuh et al., 2011). Il existe un large panel 

d’ĠtudesàŵoŶtƌaŶtàdesàeffetsàdesàŶTiO2 , que ce soit sur les microorganismes (Adams et al., 2006; Jomini 

etàal.,àϮϬϭϱ;àJoǀaŶoǀić,àϮϬϭϱ;àPagŶoutàetàal.,àϮϬϭϮͿ,àlesàiŶǀeƌtĠďƌĠsàd’eauàdouĐeà(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) ouàeŶĐoƌeàsuƌàl’hoŵŵeàǀiaàpaƌàeǆeŵpleàleuƌàaďsoƌptioŶà

par la peau (Crosera et al., 2009). En fonction des nTiO2 ĠtudiĠes,à desà ĐoŶditioŶsà d’eǆpositioŶà età desà

oƌgaŶisŵes,àdiǀeƌsàeffetsàoŶtàpuàġtƌeàoďseƌǀĠsàƋueàĐeàsoitàauàŶiǀeauàĐellulaiƌeàĐoŵŵeàl’augŵeŶtatioŶàetà

laàstiŵulatioŶàd’eŶzǇŵesàaŶtioǆǇdaŶtes,àuŶeàpossiďleàaĐtiǀatioŶàduàsǇstğŵeàiŵŵuŶitaiƌeà(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 

gƌaŶdeàŵajoƌitĠàdeàĐesàĠtudesàsoŶtàŵeŶĠesàpouƌàdesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàdeàl’oƌdƌeàduàŵg.L-1 et concernent 

tƌğsà ƌaƌeŵeŶtà desà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà deà l’oƌdƌeà duà µg.L-1 rendant les conditions expérimentales peu 
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environnementalement réalistes. Malgré les limites techniques auxquelles les scientifiques sont 

ĐoŶfƌoŶtĠs,àlesàĠtudesàdeǀƌaieŶtàs’effoƌĐeƌàdeàs’iŶtĠƌesseƌàăàplusieuƌsàŶiǀeauǆàd’iŶtĠgƌatioŶàďiologiƋueàetà

pour des concentrations plus réalistes afin de préciser les risques potentiels engendrés par les nTiO2 dans 

lesà ĠĐosǇstğŵesà d’eauà douĐe. 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 00ϬàtoŶŶesàdaŶsàleàŵoŶdeàdoŶtàϯϳϳàtoŶŶesàpouƌàl’EuƌopeàeŶàϮϬϭϮà(Keller et al., 2013; Sun et 

al., 2014).àIlsàoĐĐupeŶtàuŶàŵaƌĐhĠàiŵpoƌtaŶtàdaŶsàlesàseĐteuƌsàdeàl’ĠleĐtƌoŶiƋue,àl’optiƋue,àles matériaux 

Đoŵpositesàetàl’ĠŶeƌgĠtiƋueà(Keller et al., 2013). 

I.4.2. Propriétés et utilisations 

Les NTC possèdent de très nombreuses propriétés qui sont largement exploitées dans beaucoup 

d’appliĐatioŶsà ƌegƌoupaŶtà diǀeƌsà seĐteuƌsà d’aĐtiǀitĠ. 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 ĐoŶduĐtioŶàd’ĠleĐtƌiĐitĠà

(Baughman et al., 2002). Des propriétés électrochimiques, chimiques et thermiques peuvent aussi 

permettent leur utilisation dans des électrodes, capteurs, biocapteurs, nanocapteurs, sondes mais aussi 

daŶsàleàstoĐkageàd’ĠŶeƌgieàetàd’hǇdƌogğŶeà(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).àLesàNTCàsoŶt,àĐoŵŵeàleuƌàŶoŵàl’iŶdiƋue,àdesà

ŶaŶotuďes,àd’uŶeàfoƌŵeàĐǇliŶdƌiƋue,àd’uŶàdiaŵğtƌeànanométrique  (de 1 ăàϯϬàŶŵͿàetàd’uŶeàloŶgueuƌàƋuià

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 tƌoŶĐsàd’aƌďƌesà(Baughman et al., 

2002; Iijima, 1991).à Lesà ŶaŶotuďesà peuǀeŶtà eǆisteƌà sousà plusieuƌsà stƌuĐtuƌesà atoŵiƋues,à deuǆà d’eŶtƌeà

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’apƌğs 

Thostenson et al., 2001) ; B : Photo de microscopie électronique à haute résolution de NTC multiparois comportant 

ϱ, Ϯ et ϳ feuillets pouƌ les photo a, ď et Đ ƌespeĐtiǀeŵeŶt ;d’apƌğs  Iijima, 1991). 

I.4.4. Cycle de vie des NTC :àdeàlaàpƌoduĐtioŶàeŶàusiŶeàauǆàƌejetsàdaŶsàlesàĐouƌsàd’eau 

Les NTC sont généralement incorporés dans des produits comme composite de soutien et de 

stƌuĐtuƌeà doŶtà l’utilisatioŶà eŶtƌaiŶeà poteŶtielleŵeŶtà peuà deà ƌejetsà diƌeĐtsà daŶsà l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt.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 tƌğsà faiďlesà ƋuaŶtitĠsà deà NTCà soŶtà doŶĐà susĐeptiďlesà deà ƌejoiŶdƌeà lesà statioŶsà d’ĠpuƌatioŶà

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 pouƌà l’aŶŶée 2012 en Europe (Figure 16B). Les NTC se dispersent 

diffiĐileŵeŶtàdaŶsàl’eau,àŵaisàleuƌàfoŶĐtioŶŶalisatioŶàpoteŶtielleàouàleuƌàeŶƌoďageàŶatuƌelàpaƌàlaàŵatiğƌeà

organique présente daŶsà l’eauà peutà faǀoƌiseƌà Đetteà dispeƌsioŶà (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 : Fluǆ de tƌaŶspoƌt et distƌiďutioŶ des NTC eŶ Euƌope pouƌ l’aŶŶĠe ϮϬϭϮ à paƌtiƌ d’uŶe pƌoduĐtioŶ 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’aĐĐeŶtueƌàdaŶsàlesàaŶŶĠesàăàǀeŶiƌ,àlesàĠtudesàsuƌàlesàeffetsàpoteŶtielsàdaŶsàlesàĐouƌsàd’eauàsoŶtàeŶĐoƌeà

peu nombreuses. Elles se sont dans un premier temps surtout focalisées sur la santé humaine, laissant 
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l’ĠĐotoǆiĐologieà eŶà seĐoŶdà plaŶà (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) oŶtàĠŵisàl’hǇpothèse que les double parois 

pourraient entrainer des obstructions branchiales et intestinales alors que les multiparois, non observées 

daŶsàlesàďƌaŶĐhiesàdesàlaƌǀesàd’aŵphiďieŶàX. laevis pourraient seulement avoir des effets sur le tractus 

digestif les rendaŶtà ŵoiŶsà toǆiƋues.à L’iŶgestioŶà età laà pƌĠseŶĐeà deà NTCà daŶsà leà tƌaĐtusà 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 seŶsiďlesàƋueà lesàǀeƌtĠďƌĠsàŵġŵeàsià leàpassageàdesàNTCà leà loŶgàdesàďaƌƌiğƌesàďiologiƋuesàŶ’aàpasà

encore été observé. Les NTC pourraient également présenter une plus forte toxicité quand leur surface 

hǇdƌophoďeàestà eŶƌoďĠe,à faǀoƌisaŶtà aiŶsià leuƌà staďilitĠàdaŶsà laà ĐoloŶŶeàd’eau.àEŶàeffetàMouchet et al. 

(2011) oŶtà oďseƌǀĠà laà pƌĠseŶĐeà d’effetsà gĠŶotoxiques 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. 

EŶfiŶ,à lesàNTCàpouƌƌaieŶtàseƌǀiƌàdeàǀeĐteuƌàetàpeƌŵettƌeà leà tƌaŶspoƌtàd’autƌeàĐoŶtaŵiŶaŶt,àĐoŵŵeàpaƌà

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 suƌàdeàpoteŶtielsàeffetsàetàƌisƋuesàăàdesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàdeàl’oƌdƌeà

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 

LesàgaŵŵaƌesàsoŶtàdeàpetitsàCƌustaĐĠsàappaƌteŶaŶtàăà l’oƌdƌeàdesàáŵphipodes.à“uƌà lesàϲϬϬϬàăàϵϬϬϬà

espğĐesàd’áŵphipodes,àϴϬ%àsoŶtàĐlassĠesàĐoŵŵeàappaƌteŶaŶtàauà“ous-Ordre des Gammaridea qui sont 

laƌgeŵeŶtàƌĠpaŶdusàdaŶsàlesàĠĐosǇstğŵesàŵaƌiŶs,àd’eauàdouĐeàouàterrestres (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 ϭϬϬà espğĐesà ĠpigĠesà d’eauà douĐeà distƌiďuĠesà daŶsà toutà l’hĠŵisphğƌeà Noƌdà

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 

ĐoŶsidĠƌĠsà Đoŵŵeà telsà puisƋu’ilsà Ŷeà possğdeŶtà pasà deà ĐaƌapaĐeà ĐĠphalo-thoracique, mais sont plutôt 

recouverts par un exosquelette calcifié composé de chitine couramment dénommé :àĐutiĐule.àC’estàĐetteà

dernière, qui, contenant des dépôts de caroténoïdes, donne cette couleur orangée aux gammares 

(Czeczuga, 1975; Gledhill et al., 1993). 

LaàpƌĠseŶĐeàd’uŶàĐoƌpsàĐoŵpƌiŵĠàlatĠƌaleŵeŶt,àd’Ǉeuǆàsessiles,àd’aŶteŶŶesàdeàtaillesàhoŵogğŶeàouà

eŶĐoƌeàdeàgŶathopodesàoǀalaiƌes,àpeƌŵetàdeàĐlasseƌàĐesàgaŵŵaƌesàdaŶsàl’oƌdƌeàdesàáŵphipodesà(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 

peƌŵettaŶtàd’aďƌiteƌà lesàœufs.àCesà feŵellesàsoŶtàdeàplus,àďeauĐoupàplusàpetitesàƋueà lesàŵąles (Felten, 

2003; Tachet et al., 2000). 

LeàĐoƌpsàdesàgaŵŵaƌesàestàŵĠtaŵĠƌisĠàetàs’oƌgaŶiseàeŶàϰàpaƌtiesà;Figuƌeàϭ7) : 

Le prosome està laàƌĠgioŶàĐĠphaliƋueàĐoŵposĠeàd’uŶeàseuleàpiğĐeà issueàd’uŶeàfusioŶàdeàŵĠtaŵğƌesà

(Felten, 2003). La tête porte un rostre de taille ǀaƌiaďle,àϮàǇeuǆàsessilesàaiŶsiàƋueàϮàpaiƌesàd’aŶteŶŶes,à

supĠƌieuƌesà età iŶfĠƌieuƌesà seƌǀaŶtà d’oƌgaŶesà seŶsoƌiels.à Desà piğĐesà ďuĐĐalesà ;ϰà paiƌesà d’appeŶdiĐes : 
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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 latĠƌale d’uŶ Gaŵŵaƌus. Les ŶuŵĠƌotatioŶs de ϭ à ϳ ; 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 

aiŶsià Ƌu’uŶeà paiƌeà d’appeŶdiĐesà aƌtiĐulĠs 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 

pĠƌĠiopodesàϯàăàϰ,àsoŶtàoƌieŶtĠsàǀeƌsàl’aǀaŶtàdeàl’oƌgaŶisŵeàetàpeƌŵetteŶtàaussiàl’activité de locomotion. 

C’estàĠgaleŵeŶtà leà ƌôleàdesàpĠƌĠiopodesàϱàăàϳàƋuià soŶtàƋuaŶtàăàeuǆàdiƌigĠsàǀeƌsà l’aƌƌiğƌeàduàgaŵŵaƌeà

(Felten, 2003; Grassé et al., 1961). 

Le métasome possède 3 métamères généralement bien développés, portant chacun une paire 

d’appeŶdiĐes : 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 ƌeŶouǀelleŵeŶtà ĐoŶstaŶtà deà l’eauà autouƌà desà ďƌaŶĐhiesà fiǆĠesà auǆà plaƋuesà Đoǆalesà sousà lesà

péréiopodes (Chevreux and Fage, 1925; Grassé et al., 1961). 
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L’uƌosoŵe possède quant à lui ϯà segŵeŶtsà poƌtaŶtà ĐhaĐuŶà uŶeà paiƌeà d’uƌopodesà ďiƌaŵĠs.à Cetà

urosome constitue un battant natatoire qui permet au gammare de se déplacer en mouvements 

saccadés (Grassé et al., 1961).àL’uƌosoŵeàseàteƌŵiŶeàpaƌàuŶàpetitàappeŶdiĐe : 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 

aiŶsiàƋueàdesàsǇstğŵesàlotiƋuesàouàleŶtiƋues.àLaƌgeŵeŶtàpƌĠseŶtsàdaŶsàlesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐe,àilsà

peuǀeŶtà s’adapteƌà ăà desà ĐoŶditioŶsà ǀaƌiĠesà età ƌapideŵeŶtà 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 

teŵpĠƌatuƌe,à laà luŵiŶositĠ,à laà duƌetĠ,à l’oǆǇgğŶe,à leà pH,à lesà ĐoŶĐeŶtrations en calcium, le courant ou 

encore la pollution du milieu (Duran, 2007; Peeters and Gardeniers, 1998). Colonisant tous les types 

d’haďitats,à ilsà pƌĠfğƌeŶtàŶĠaŶŵoiŶsà lesà zoŶesàoŵďƌagĠesàĐoŵposĠesàdeà suďstƌatsà gƌossieƌsà Đoŵŵeà lesà

galets et les graviers, ainsi que les zones possédant des substrats organiques comme des végétaux qui 

leuƌà seƌǀeŶtà deà Ŷouƌƌituƌeà età d’aďƌià ĐoŶtƌeà lesà pƌĠdateuƌs.à Leuƌsà pƌĠfĠƌeŶĐesà ĠĐologiƋuesà ǀaƌieŶtà

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),àlesàgaŵŵaƌesàsoŶtàeŶàfaitàpouƌǀusàd’uŶeàgƌaŶdeàplastiĐitĠàaliŵeŶtaiƌeà

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 Đasàpaƌàeǆeŵpleà

desà feuillesàd’aulŶeàouàd’ĠƌaďleàĐoloŶisĠesàpaƌàdesàĐhaŵpigŶoŶsàhǇphoŵǇcètes aquatiques (Danger et 

al., 2013; Maltby, 1994).àD’autƌesàespğĐesàpeuǀeŶtàpƌĠseŶteƌàuŶàĐoŵpoƌteŵeŶtàdeàpƌĠdatioŶàǀoiƌeàdeà

cannibalisme (Dick, 1995; Kelly et al., 2002b; MacNeil et al., 1997). Kelly et al. (2002a) ont par exemple 

ĠtudiĠàl’aĐtiǀitĠàdeàpƌĠdatioŶàdesàgaŵŵaƌesàsuƌàdesàŶǇŵphesàd’ĠphĠŵğƌesà;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 



54 
 

Chez les gammares, la reproduction est sexuée, externe, ovovivipare et suit un cycle complexe. Alors 

ƋueàlesàfeŵellesàŶeàpeuǀeŶtàseàƌepƌoduiƌeàƋu’apƌğsàuŶeàpĠƌiodeàdeàŵue,àlesàŵąlesàƋuaŶtàăàeuǆ,àpeuǀeŶtà

leàfaiƌeàăàŶ’iŵpoƌteàƋuelàŵoŵeŶtàdeàl’aŶŶĠe.àL’aĐtiǀitĠàdeàƌepƌoduĐtioŶàestàĐepeŶdaŶtàƌĠduiteàd’oĐtoďƌeà

à décembre, et connait un pic important dépendant de la température durant le printemps et en début 

d’ĠtĠà (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 

ĠtaŶtàlesàplusàaptesàăàpƌoduiƌeàuŶeàgƌaŶdeàƋuaŶtitĠàd’œufsà(Kunz et al., 2010). Les mâles vont de ce fait 

s’aĐĐƌoĐheƌà auǆà feŵellesà ăà l’aideà deà leuƌà pƌeŵiğƌeà paiƌeà deà gŶathopodesà età ǀoŶtà foƌŵeƌà uŶeà figuƌeà

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’effeĐtueàjusteàapƌğsàlaàŵueàdeàlaàfeŵelle. 

 

Figure 18 : A : Vue latĠƌale d’uŶ gaŵŵaƌe ŵâle et d’uŶ gaŵŵaƌe feŵelle appaƌteŶaŶt à l’espğĐe G. ƌoeseli eŶ 

précopulat. Source : J. Andreï ; B : DessiŶ du Pƌopode et du DaĐtǇle hǇpeƌtƌophiĠ d’uŶ gaŵŵaƌe ŵâle d’apƌğs 

Chevreux and Fage, (1925). 
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Leà ŵąleà aďaŶdoŶŶeà eŶsuiteà saà feŵelleà età lesà œufsà seà dĠǀelopperont et écloront en 3 semaines 

environ dans une poche incubatrice, le marsupium (Figure 19á,àBͿ.àLesà juǀĠŶilesàǇà ƌesteƌoŶtà jusƋu’ăà laà

prochaine mue de la femelle, moment à partir duquel ils nageront alors ăàl’eǆtĠƌieuƌà;FiguƌeàϭϵC). 

 

Figure 19 : Vues latĠƌales de gaŵŵaƌes feŵelles appaƌteŶaŶt à l’espğĐe G. puleǆ poƌtaŶt des œufs à diffĠƌeŶts 

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’estàauàďoutàdeàϯàăàϰàŵois,àsoitàapƌğsà

9 à 10 mues, que les gammares atteignent leur maturité sexuelle (Pöckl, 1992). La croissance est en effet 

disĐoŶtiŶueàetàs’effeĐtueàpaƌàdesàpĠƌiodesàdeàŵuesàetàd’iŶteƌŵuesàƋuiàseàsuĐĐğdeŶtàpeŶdaŶtàtouteàlaàǀieà

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 

aďiotiƋuesà Đoŵŵeà paƌà eǆeŵple,à laà teŵpĠƌatuƌeà 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 tuƌďuleŶtà d’eauà suƌà laà suƌfaĐeà desà ďƌaŶĐhies.à Cetteà aĐtiǀitĠà deà ǀeŶtilatioŶà ƌĠduità aloƌsà l’Ġpaisseuƌà

d’eauà auà ĐoŶtaĐtà desà ďƌaŶĐhiesà età aŵĠlioƌeà laà diffusioŶà deà l’oǆǇgğŶeà (Sutcliffe, 1984). En effet, cette 

diffusioŶàd’oǆǇgğŶeàpƌĠseŶtàdaŶsàl’eauàauàtƌaǀeƌsàdesàďƌaŶĐhiesàƌĠpond à 3 grandes règles (Figure 20) : 1) 
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leà tauǆà deà diffusioŶà està pƌopoƌtioŶŶelà ăà l’aiƌeà deà suƌfaĐeà deà laà ďƌaŶĐhie ; 2) le taux de diffusion est 

pƌopoƌtioŶŶelàăà l’Ġpaisseuƌàdeà laàďƌaŶĐhieàŵaisàsuƌtoutàăà l’Ġpaisseuƌàdeà laàĐouĐheàd’eauàauàĐoŶtaĐtàdeà

cette branchie ;àϯͿàleàtauǆàdeàdiffusioŶàestàaǀaŶtàtoutàlaƌgeŵeŶtàdĠpeŶdaŶtàd’uŶeàdiffĠƌeŶĐeàdeàpƌessioŶsà

paƌtiellesàeŶàoǆǇgğŶeàeŶtƌeàl’eauàetàleàgaŵŵaƌeà(Sutcliffe, 1984). 

ápƌğsàaǀoiƌàtƌaǀeƌsĠàlesàďƌaŶĐhies,àl’oǆǇgğŶeàestàfiǆĠàpaƌàuŶàpigŵeŶtàƌespiƌatoiƌe,àl’hĠŵoĐǇaŶiŶe,àƋuià

faĐiliteà leà tƌaŶspoƌtà d’oǆǇgğŶeà daŶsà l’hĠŵolǇŵpheà età ǀeƌsà lesà oƌgaŶes.à EŶà effet,à Đhezà lesà gaŵŵaƌesà

l’appaƌeilà ĐiƌĐulatoire est ouvert, les tissus et organes baignent dans le liquide extracellulaire 

hémolymphatique. 

 

Figure 20 : Diagƌaŵŵes ŵoŶtƌaŶt l’iŵpoƌtaŶĐe de l’Ġpaisseuƌ de la ĐouĐhe d’eau ;RϭͿ au ĐoŶtaĐt de la ďƌaŶĐhie ;RϮͿ 

aiŶsi Ƌue l’iŵpoƌtaŶĐe du gƌadieŶt de pƌessioŶ paƌtielle eŶ oǆǇgğŶe ;PO2 gƌadieŶtͿ suƌ le tauǆ de diffusioŶ d’oǆǇgğŶe 

de l’eau ǀeƌs  le gaŵŵaƌe. AdaptĠ de Sutcliffe, (1984). 

L’hĠŵolǇŵpheàestàŶotaŵŵeŶtàĐoŵposĠeàd’ioŶsàĐhloƌuƌeàetàsodiuŵàƋuiàĐoŶtƌiďueŶtàŵajoƌitaiƌeŵeŶtà

ăà laàpƌessioŶàosŵotiƋue.àChezà lesàgaŵŵaƌes,à l’osŵolaƌitĠàdeà l’hĠŵolǇŵpheàseàsitueàgĠŶĠƌaleŵent 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),àaàloŶgteŵpsàĠtĠàƋualifiĠeàd’espğĐeàiŶǀasiǀeàŵaisàestàdĠsoƌŵaisàĐoŶsidĠƌĠeàĐoŵŵeàuŶeà

espèce native naturalisée (Gismondi, 2012; Grabowski et al., 2007). Dans leur étude, Grabowski et al. 

(2007) oŶtàĐouplĠàlesàƌĠpoŶsesàdeàϴàpaƌaŵğtƌes,àϲàseàƌappoƌtaŶtàăàdesàtƌaitsàd’histoiƌeàdeàǀie,àetàϮàăàdesà

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 ; ϮͿ Ŷoŵďƌe d’œufs daŶs le ŵaƌsupiuŵ ; 3) indice de fécondité (nombre 

d’œufs/taille de la feŵelleͿ ; 4) durée de la période de reproduction ; 5) âge de maturité ; 6) nombre de générations 

par an ; 7) tolérance à la salinité ; ϴͿ tolĠƌaŶĐe à l’iŵpaĐt de l’hoŵŵe. D’apƌğs (Grabowski et al., 2007). 

II.2.1. Identification 
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“iàpaƌŵiàlesàϯàespğĐes,àl’ideŶtifiĐatioŶàdeàGammarus 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 

paƌà uŶà ƌapideà Đoupà d’œil (Figure 22). La clé de détermination adaptée par Felten (2003) permet 

l’ideŶtifiĐatioŶàdeàĐesàϮàespğĐes.àCetteàideŶtifiĐatioŶàseàďaseàsuƌàlaàƌaŵeàiŶteƌŶeàduàtƌoisiğŵeàuƌopode.à

Pouƌàl’espğĐe 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 

BieŶà Ƌueà plusieuƌsà espğĐesà deà gaŵŵaƌesà puisseŶtà Đoeǆisteƌà daŶsà uŶà ŵġŵeà tǇpeà d’haďitat,à leuƌsà

diǀeƌsesàeǆigeŶĐesàeŶǀiƌoŶŶeŵeŶtalesàgouǀeƌŶeŶtàleuƌàdistƌiďutioŶàdaŶsàlesàhaďitatsàd’eauàdouĐeà(Pöckl 

et al., 2003; Toman and Dall, 1998).àPaƌàeǆeŵple,àl’espğĐeàG. 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). áuàĐoŶtƌaiƌe,àl’espğĐeàG. 

roeseli, plusàtolĠƌaŶteàauǆàpollutioŶs,àauǆàteŵpĠƌatuƌesàĠleǀĠesàetàauǆàďaissesàd’oǆǇgğŶeàdans 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’iŶǀasiǀes.àEllesàpossğdeŶtàgĠŶĠƌaleŵeŶtàuŶeàďoŶŶeà

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 

ŶouǀeauàtǇpeàd’haďitat,àlesàtƌaitsàďiologiƋuesàĐoŵŵeàpaƌàeǆeŵpleàlaàƌepƌoduĐtioŶàfaǀoƌiseŶtàpaƌàlaàsuiteà

leur large propagation (Devin and Beisel, 2006). Les espèces G. pulex et G. roeseli ont un temps été 

ĐoŶsidĠƌĠesàĐoŵŵeàd’aŶĐieŶŶesàespğĐesàiŶǀasiǀesàdeàpaƌàleuƌàoƌigiŶeà(Devin and Beisel, 2006). Etablies 

eŶà FƌaŶĐeà depuisà plusieuƌsà dizaiŶesà d’aŶŶĠes,à ellesà soŶtà ŵaiŶteŶaŶtà ĐoŶsidĠƌĠesà Đoŵŵeà Ŷatiǀesà

naturalisées (Felten et al., 2008; Grabowski et al., 2007; Wijnhoven et al., 2003). 
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Figure 22 : DĠteƌŵiŶatioŶ de G. fossaƌuŵ, G. puleǆ et G. ƌoeseli adaptĠe d’apƌğs (Felten, 2003; Mayer et al., 2012). 
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II.ϯ.àPlaĐe,àƌôleàdaŶsàlesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐe 

II.3.1. Place dans le réseau trophique 

LesàgaŵŵaƌesàsoŶtàoŵŶipƌĠseŶtsàdaŶsà lesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐeàtoutàauà loŶgàdeà l’aŶŶĠe.àLesàϯà

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 

espğĐesà d’iŶǀeƌtĠďƌĠsà età deà ǀeƌtĠďƌĠsà pƌĠdateuƌs.à Ilsà peuǀeŶtà ƌepƌĠseŶteƌà paƌà ailleurs la partie 

doŵiŶaŶteà desà ŵaĐƌoiŶǀeƌtĠďƌĠsà ďeŶthiƋuesà desà ƌiǀiğƌesà eŶà teƌŵeà deà deŶsitĠà d’oƌgaŶisŵesà 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 

salaŵaŶdƌesà ŵaisà ĠgaleŵeŶtà paƌà d’autƌes macroinvertébrés comme les coléoptères (Baudin and 

Garnier-Laplace, 1994; MacNeil et al., 1999). Fait plus étonnant, ils servent également de ressource 

aliŵeŶtaiƌeà ăà ĐeƌtaiŶesà espğĐesà d’oiseauǆ.à EŶà effet,à lesà gaŵŵaƌesà paƌasitĠsà peuǀeŶtà pƌĠseŶteƌà 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-ŵġŵesàdesàpƌĠdateuƌsàaĐtifsàdesàĐouƌsàd’eau.àDaŶsàleuƌàĠtude,à Kelly 

et al. (2002a) oŶtà ŵisà eŶà ĠǀideŶĐeà l’aĐtiǀitĠà deà pƌĠdatioŶà deà G. pulex suƌà desà ŶǇŵphesà deà l’espğĐeà

d’ĠphĠŵğƌeàBaetis rhodani. Mais,àĐ’estàpaƌàleuƌàaĐtiǀitĠàdeàfragmentation des litières de feuilles et de la 

matière organique détritique, que les gammares occupent une place clé dans le réseau trophique et dans 

leà foŶĐtioŶŶeŵeŶtà desà ĠĐosǇstğŵesà d’eauà douĐeà (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’eŶtƌĠeàd’ĠŶeƌgieàdaŶsàleàŵilieuà(Anderson and Sedell, 1979; Wallace and Webster, 1996).àL’aĐtiǀitĠàdeà

déchiquetage par ces macroinvertebrés permet la conversion des particules organiques grossières en 

fines particules d’uŶeàtailleà iŶteƌŵĠdiaiƌeàeŶtƌeàϬ,ϰϱàµŵàetàϭàŵŵà : 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-fğĐes.àTƌaŶspoƌtĠesàleàloŶgàduàĐouƌsàd’eauàouàdĠposĠesàsuƌàlesàsuďstƌats,àellesàseƌǀeŶtàaloƌsàdeà

source de nourriture à de nombreuses espèces de collecteurs actifs et passifs, permettant ainsi 

l’iŶĐoƌpoƌatioŶà duà ĐaƌďoŶeà ;alloĐhtoŶeͿà daŶsà leà ƌĠseauà tƌophiƋueà (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 

dǇŶaŵiƋueà deà laà ŵatiğƌeà oƌgaŶiƋueà daŶsà lesà ƌiǀiğƌes,à oŶtà faità l’oďjetà d’uŶeà aďoŶdaŶteà littĠƌatuƌeà

(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 

plusieuƌsàkiloŵğtƌesàdeàdistaŶĐeàdaŶsàlesàĐouƌsàd’eauàeŶàalteƌŶaŶtàdesàphasesàdeàdĠpôt/ƌĠteŶtioŶàdaŶsàleà

sĠdiŵeŶtà età desà phasesà deà ƌeŵiseà eŶà suspeŶsioŶà daŶsà laà ĐoloŶŶeà d’eauà (Cushing et al., 1993). Ce 

dĠplaĐeŵeŶtàdeàŵatiğƌeàoƌgaŶiƋueàleàloŶgàd’uŶàĐouƌsàd’eauàăàfluǆàuŶidiƌeĐtioŶŶelàaàuŶeàiŶflueŶĐeàdiƌeĐteà

suƌàl’aĐtiǀitĠàdeàĐoŶsoŵŵatioŶàd’autƌesàoƌgaŶisŵes : les organismes collecteurs. Dans leur étude, Navel 

et al. (2011) oŶtà paƌà eǆeŵpleàŵoŶtƌĠà l’iŶflueŶĐeà deàG. roeseli suƌà leà tauǆà d’assiŵilatioŶ du collecteur 

Niphargus rhenorhodanensis qui se nourrit principalement des FPOM produites par le gammare 

dĠĐhiƋueteuƌ.à Ilsà ĐoŶĐlueŶtà aloƌsà suƌà l’eǆisteŶĐeà d’uŶeà iŶteƌaĐtioŶà positiǀeà eŶtƌeà lesà oƌgaŶisŵesà

dĠĐhiƋueteuƌsàetàĐolleĐteuƌs.àD’autƌesàĠtudesàoŶtàŵisàeŶàĠǀideŶĐeàƋu’uŶeàdiŵiŶutioŶàeŶàgƌaŶdàŶoŵďƌeà

deàlaàĐoŵŵuŶautĠàdesàdĠĐhiƋueteuƌsàďeŶthiƋuesàpƌĠseŶtsàdaŶsàlesàĐouƌsàd’eauàeŶgeŶdƌeƌaitàdesàďaissesà

sigŶifiĐatiǀesà deà laà pƌoduĐtioŶà età deà l’eǆpoƌtà desà FPOMà (Wallace et al., 1982; Wallace and Webster, 

1996).à Mġŵeà sià desà FPOMà peuǀeŶtà aussià ġtƌeà pƌoduitesà paƌà aďƌasioŶà phǇsiƋueà ouà paƌà l’aĐtiǀitĠà desà

micro-organismes (Anderson and Sedell, 1979), uŶeàdiŵutioŶàdƌastiƋueàdeàleuƌàpƌoduĐtioŶàpaƌàl’aĐtiǀitĠà

deà dĠĐhiƋuetageà paƌà lesà ŵaĐƌoiŶǀeƌtĠďƌĠsà ďeŶthiƋuesà auƌaità d’iŵpoƌtaŶtesà ĐoŶsĠƋueŶĐesà suƌà lesà

organismes qui en dépendent.  

Les macroinvertébrés déchiqueteurs et donc les gammares, ont une influence importante et 

esseŶtielleàsuƌàleàĐǇĐleàdesàŶutƌiŵeŶtsàetàdeàlaàŵatiğƌeàoƌgaŶiƋueàdaŶsàlesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐe.àIlsà

occupent une place clé dans son fonctionnement et participent à son bon équilibre. Une importante 

peƌteà deà ďioŵaseà et/ouà d’aĐtiǀitĠà deà Đes organismes pourrait avoir de graves conséquences sur le 

foŶĐtioŶŶeŵeŶtàdeàl’ĠĐosǇstğŵe. 
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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 daŶsàleàŵilieuàd’eǆpositioŶ. 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 

diffĠƌeŶtsàsĐĠŶaƌiosàd’eǆpositioŶ : in situ, ex situ,àeǆpositioŶàpaƌàpulseàdaŶsàl’eauàouàǀiaàleàsĠdiŵeŶtà(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 bibliogƌaphiƋueàtƌğsàĐoŵplğteàsuƌàl’ĠtudeàdesàgaŵŵaƌesàdaŶsàlesàtestsàd’ĠĐotoǆiĐologieà

aquatique, Kunz et al. (2010) affiƌŵeŶtàƋu’aǀeĐàlaàƋuaŶtitĠàd’Ġtudesàd’ĠĐotoǆiĐologieàpuďliĠes,àetàleàƌeĐulà

que la communauté scientifique possède sur ces organismes, les gammares sont de bons candidats pour 

des études plus intégratives couplant plusieurs niveaux d’iŶtĠgƌatioŶs.àIlsàpƌoposeŶtàaloƌsàƋueàlesàfutuƌesà

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 pouƌ l’ĠvaluatioŶ des ƌisƋues : vers une approche 

plus environnementalement réaliste 

L’ĠǀaluatioŶàdesàƌisƋuesàpouƌàl’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtàiŵpliƋueàŶotaŵŵeŶtàlaàĐoŵpƌĠheŶsioŶàdeàl’eǆpositioŶà

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 

peƌŵetteŶtàd’adopteƌàdesàappƌoĐhesàplus environnementalement réalistes. 

III.1. Complexification des systèmes expérimentaux 

III.1.1. Définition des microcosmes et des mésocosmes  

Lesàtestsàd’ĠĐotoǆiĐitĠàpeuǀeŶtàs’effeĐtueƌàăàdiffĠƌeŶtsàŶiǀeauǆàdeàĐoŵpleǆitĠ : 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 

tǇpiƋueŵeŶtàd’uŶeàappƌoĐheàeŶàŵiĐƌoĐosŵe.àUŶeàƌĠpliĐaďilitĠàiŵpoƌtaŶteàdesàdispositifsàeǆpĠƌiŵeŶtauǆà

est associée à ce type de test.  

Pour les études en mésocosmes, en termes de complexité, elles se situent entre les expérimentations 

eŶà laďoƌatoiƌeà età l’ĠĐosǇstğŵeà Ŷatuƌelà (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 

Ŷ’eǆisteàpasàdeàtaille « réglementaire » définissant un dispositif comme étant un mésocosme, puisque la 

tailleàidĠaleàestàeŶtiğƌeŵeŶtàdĠpeŶdaŶteàdeàl’ĠtudeàaiŶsiàƋueàdesàoďjeĐtifsàĐoŶsidĠƌĠs.àDesàŵĠsoĐosmes 

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’estuaiƌesà

(Cleveland et al., 2012) ouàeŶĐoƌeàd’ĠĐosǇstğŵesàŵaƌiŶsà(Buffet et al., 2014, 2013).  

Classiquement, les microcosmes et mésocosmes peuvent être classés en 3 catégories : 1) fermés, sans 

ĐoŶtaĐtà aǀeĐà l’eǆtĠƌieuƌ,à ϮͿà seŵi-ouverts, soumis à certains paramètres naturels ou 3) ouverts et 

diƌeĐteŵeŶtà disposĠsà ăà l’eǆtĠƌieuƌà ;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’huŵiditĠàŶatuƌellesà (Buffet et al., 2014; Colman et al., 2013; Lähteenmäki et al., 2015; Lowry et al., 

2012a; Roussel et al., 2008).à CepeŶdaŶt,à d’autƌesà Ġtudesàégalement 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 

nomenclatuƌeàƋuiàĐatĠgoƌiseƌaitàlesàdiffĠƌeŶtsàtǇpesàdeàsǇstğŵesàeǆpĠƌiŵeŶtauǆ,àetàeŶàgaƌdaŶtàăàl’espƌità

Ƌu’ilàappaƌaitàdiffiĐileàdeàdĠfiŶiƌàuŶeàliŵiteàfƌaŶĐheàeŶtƌeàuŶàsǇstğŵeàsiŵpleàetàuŶàsǇstğŵeàĐoŵpleǆe,àilsà

suggğƌeŶtàaloƌsàƋu’uŶeàdistiŶĐtioŶàpouƌƌaitàseàďaser sur la localisation des dispositifs. Ceux disposés en 

eǆtĠƌieuƌà età doŶĐà souŵisà auǆà ĐoŶditioŶsà ĐliŵatiƋuesà soŶtà plusà ƌepƌĠseŶtatifsà deà laà ĐoŵpleǆitĠà d’uŶà

ĠĐosǇstğŵeàetàs’appaƌeŶteƌaieŶtàŵieuǆàauàteƌŵeàdeàŵĠsoĐosŵe,àplutôtàƋueàlesàdispositifsàeŶàlaďoƌatoiƌe 

qui correspondraient plutôt à des microcosmes. 

Dans ce manuscrit de thèse, la totalité des expériences a été effectuées en laboratoire. Comme deux 

ŶiǀeauǆàdeàĐoŵpleǆitĠsàeŶàteƌŵesàd’Ġtudes,àdeàtaillesàdesàdispositifsà(de 400 mL à 50 litres, Figure 23) et 

deàduƌĠesàd’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶà;deàϯàăàϮϭàjouƌsͿàoŶtàĠtĠàĠlaďoƌĠs,àŶousàŶousàďaseƌoŶsàdoŶĐàsuƌàlaàŶotioŶà

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.ϭ.Ϯ.àáǀaŶtagesàetàliŵitesàd’uŶeàdĠŵaƌĐheàdeàĐoŵpleǆifiĐatioŶ 

ChaƋueàtǇpeàd’ĠtudeàpƌĠseŶteàĠǀideŵŵeŶtàdesàaǀaŶtagesàetàappoƌteàdesà iŶfoƌŵatioŶsàspĠĐifiƋues.à

Les études en microcosme, peuvent être plus facilement contrôlées et peuvent alors présenter un 
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caractère eǆploƌatoiƌe.àElleàpeƌŵetteŶtàd’appoƌteƌàpaƌàeǆeŵple,àuŶeàďaseàdeàdoŶŶĠesàfiaďles,àƌeposaŶtà

suƌà deà Ŷoŵďƌeuǆà ƌĠpliĐatsà eŶà teƌŵesà deà dispositifsà ouà d’eǆpĠƌieŶĐesà aǀaŶtà deà pouǀoiƌà seà positioŶŶeƌà

dans des situations plus complexes, plus chronophages et plus onéreuses  qui sont développées en 

mésocosmes (Gohil et al., 2014).à Pouƌà Đetteà ƌaisoŶà laà plupaƌtà desà Ġtudesà d’ĠĐotoǆiĐitĠà ĐoŶduitesà

notamment sur les nanoparticules ont été effectuées en laboratoire, sous conditions contrôlées et via 

l’Ġtudeà d’uŶeà seuleà espğĐeà (Buffet et al., 2014). Essentielles, ces études ont permis de révéler et 

d’ĠǀalueƌàdeàpoteŶtiellesàtoǆiĐitĠsàsuƌàlesàespğĐesàĠtudiĠesàaiŶsiàƋueàlesàŵĠĐaŶisŵesàd’aĐtioŶà(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 

iŶteƌpƌĠteƌ.àC’estàpouƌàĐela,àƋueàlesàoďjeĐtifsàd’uŶeàĠtudeàdoiǀeŶtàġtƌeàĐlaiƌeŵeŶtàdĠfiŶisàpouƌàs’assuƌeƌà

que le dispositif en mésocosme soit bien le plus adapté au questionnement (Pascoe et al., 2000). Ces 

liŵitesàetàdiffiĐultĠsàd’iŶteƌpƌĠtatioŶ,àŶotaŵŵeŶtàeŶàĐeàƋuiàĐoŶĐeƌŶeà lesàŶaŶopaƌtiĐules,àpeuǀeŶtàaussià

ŵajoƌitaiƌeŵeŶtàġtƌeàduesàauǆàliŵitesàteĐhŶiƋues.àLeàdĠǀeloppeŵeŶtàd’ĠtudesàeŶàŵĠsoĐosŵes nécessite 

un savoir-faire technique ainsi que la possession et maitrise d’outilsà peƌŵettaŶtà uŶeà ďoŶŶeà

caractérisation des milieux et un suivi de la pression de contamination. 

C’estàpaƌàeǆeŵpleàĐeàƋueà l’oŶàpeutàoďseƌǀeƌàdaŶsà l’Ġtudeàdeà (Lowry et al., 2012a) qui ont rapporté 

pour la première fois le devenir de nAg commerciales dans des mésocosmes simulant une zone humide 

d’eauàdouĐeàĐoŵposĠeàd’uŶeàpaƌtieàteƌƌestƌeàetàd’uŶeàpaƌtieàaƋuatiƋue.àIlsàoŶtàpuàĠǀalueƌàlaàdistƌiďutioŶà

etàlaàspĠĐiatioŶàdeàl’aƌgeŶtàdaŶsàlesàdiffĠƌeŶtsàĐoŵpaƌtiŵeŶtsàpeŶdaŶtàϭϴàŵoisàetàoŶtàĠgaleŵeŶtàŵoŶtƌĠà

une biodisponibilité de l’aƌgeŶtà pouƌà lesàŵoustiƋues,à poissoŶsà età ĐhiƌoŶoŵesà suiteà ăà uŶeà sulfuƌatioŶà

incomplète. Cette étude complexe sur le devenir des nAg dans une situation environnementalement 

ƌĠaliste,à Ŷ’aà ĐepeŶdaŶtà pasà ĐheƌĐhĠà ăà Ġǀalueƌà laà toǆiĐitĠà desà Ŷágà suƌà lesà oƌgaŶisŵes. 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 

pouƌà leà ŵoŵeŶtà eŶĐoƌeà diffiĐileà d’Ġtaďliƌà desà teŶdaŶĐesà gĠŶĠƌalesà deà toǆiĐitĠà desà ŶaŶopaƌtiĐulesà eŶà
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conditions complexes (Bour et al., 2015).àLesàaƌtefaĐtsàd’eǆpĠƌieŶĐes,àlesàdiffiĐultĠsàd’iŶteƌpƌĠtatioŶàetàlesà

faiďlessesà teĐhŶiƋuesà ĐoŵpliƋueŶtà Đesà Ġtudesà Ƌuià s’aǀğƌeŶtà pouƌtaŶtà ŶĠĐessaiƌesà pouƌà peƌŵettƌeà uŶeà

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 ĐhaŶgeŵeŶt oďseƌǀaďle au Ŷiǀeau de l’iŶdiǀidu et ŵesuƌaďle au Ŷiǀeau ŵolĠĐulaiƌe, ďioĐhiŵiƋue, 

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 

ĠtudieƌàdesàďioŵaƌƋueuƌsà ƌeliĠsàăàdiffĠƌeŶtesà foŶĐtioŶàdeà l’oƌgaŶisŵeàetà ĐoŶĐeƌŶaŶtàplusieurs niveaux 

d’oƌgaŶisatioŶ,à Đoŵŵeà paƌà eǆeŵpleà desà ďioŵaƌƋueuƌsà ŵolĠĐulaiƌes,à phǇsiologiƋuesà età

comportementaux (Garaud et al., 2015; Moore et al., 2004; Sroda, 2010).  

L’Ġtudeà desà ďioŵaƌƋueuƌsà Ŷ’ĠtaŶtà pasà leà sujetà deà ĐeàŵaŶusĐƌità deà thğseàŵaisàplutôtà uŶàoutilà pouƌà

répondre à notre problématique, les biomarqueurs étudiés seront brièvement décrits et listés. 

CepeŶdaŶt,à daŶsà laà littĠƌatuƌe,à deà Ŷoŵďƌeusesà Ġtudes,à s’Ǉà soŶtà laƌgeŵeŶtà iŶtĠƌessĠesà età lesà oŶtà

clairement défini un à un. Dans son manuscrit de thèse,  Sroda, (2010) aàpaƌàeǆeŵpleàdĠǀeloppĠàl’Ġtudeà

d’uŶeàďatteƌieàdeàďioŵaƌƋueuƌsàsuƌà lesàgaŵŵaƌesàpouƌàĠǀalueƌà laàƋualitĠàdesàŵilieuǆàaƋuatiƋues.àPlusà

récemment, une batterie de biomarqueurs (incluant la majorité de ceux cités dans ce manuscrit) a fait 

l’oďjetà d’uŶeà Ġtudeà 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) 

LaàpƌĠseŶĐeàd’ioŶsàouàdeàŶaŶopaƌtiĐulesàŵĠtalliƋuesàdaŶsàla cellule peut entrainer différents modes 

d’aĐtioŶàpƌĠseŶtĠsàeŶàgrande 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 

dĠfeŶseàpeutàseàƌĠsuŵeƌàeŶàuŶàĐoŵpleǆeàdeàpƌotĠiŶesàƋuiàoŶtàeŶàĐhaƌgeàd’eǆpulseƌà lesàǆĠŶoďiotiƋuesà

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) oŶtàŵesuƌĠà uŶeà iŶduĐtioŶà deà ĐesàMXRà Đhezà lesà ďiǀalǀesà suiteà ăà laà pƌĠseŶĐeà d’uŶeà

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) oŶtàauàĐoŶtƌaiƌeàŵoŶtƌĠàƋueà l’eǆpositioŶàduàďiǀalǀeàŵaƌiŶà

Scrobicularia plana ăàl’aƌgeŶtàsoluďleàetàauàŶágàŶ’aǀaitàpasàeuàd’effetàsuƌàlesàƋuaŶtitĠsàdeàMTàdosĠes. 

DaŶsàlaàĐellule,à leàĐoŶtaŵiŶaŶtàpeutàaussià iŶteƌagiƌàaǀeĐàl’oǆǇgğŶeàetàeŶtƌaiŶeƌàlaàpƌoduĐtioŶàd’espğĐesà

ƌĠaĐtiǀesà deà l’oǆǇgğŶeà ;RO“,à ReaĐtiǀeà OǆǇgeŶà “peĐiesͿ.à “ià lesà RO“à Ŷeà soŶtà pasà pƌisesà eŶà Đhaƌgeà 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’uŶeàdĠfiĐieŶĐeà

deàleuƌàaĐtiǀitĠàpeutàŵettƌeàeŶàĠǀideŶĐeàuŶàĠtatàpƌĠĐaiƌeàdeàl’oƌgaŶisŵe,àsuggĠƌaŶtàdesàeffetsàtoǆiƋues 
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dans une situation de stress oxydatif (Cossu et al., 2000).àD’autƌesàeŶzǇŵesàoĐĐupeŶt 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 

ŵĠtalliƋuesàŶ’oŶtàpasàpeƌŵisàuŶàgĠŶĠƌalisatioŶàdesàeffetsàoďseƌǀĠsà(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 

foŶĐtioŶàdeàlaàŶatuƌeàduàŵĠtal.àLeàĐadŵiuŵàaàdiŵiŶuĠàl’aĐtiǀitĠàdeàlaàCáTàetàaugŵenté 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 conĐeŶtƌatioŶsàd’eǆpositioŶàdeàϭϬàµg.L-1 (nAg de 150 à 500 nm dans 

l’eauà deà ŵeƌà aƌtifiĐielleͿà oŶtà puà eŶtƌaiŶeƌà Đhezà lesà oƌgaŶisŵesà ĐoŶtaŵiŶĠsà desà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà plusà

importantes en GST, CAT et SOD (Buffet et al., 2014). Chez les G. fossarum eǆposĠsà ăà desà Ŷágàd’uŶeà

vingtaine de nanomètres pour des concentrations de 3 µg.L-1,àauĐuŶeàŵodifiĐatioŶàdeàĐesàaĐtiǀitĠsàŶ’aà

été observée (Mehennaoui et al., en préparation). 

Quand ces mécanismes de défense sont dépassés, les métaux, nanoparticules ou ROS peuvent 

eŶgeŶdƌeƌà desà effetsà toǆiƋuesà suƌà l’oƌgaŶisŵeà eŶà passaŶtà daŶsà uŶà pƌeŵieƌà teŵpsà paƌà desà doŵŵagesà

cellulaires. 

Les principales atteintes cellulaires suite à un stress oxydatif sont des dommages aux niveaux des 

lipidesà ŵeŵďƌaŶaiƌes.à L’oǆǇdatioŶà desà lipidesà paƌà lesà RO“à ouà eŶĐoƌeà laà peƌoǆǇdatioŶà lipidiƋueà 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 

ŵaloŶdialdĠhǇdeà ;MDáͿ,à leà pƌoduità ultiŵeà deà Đetteà LPO.à D’autƌesà doŵŵagesà Đellulaiƌesà peuǀeŶtà

concerner la modification et la perte de fonction entrainant la lyse de protéines, mais aussi des 

doŵŵagesàauàŶiǀeauàduàĐǇtosƋueletteàetàdeàl’áDNàetàeŶfiŶàuŶeàŵoƌtàĐellulaiƌeàpaƌàŶĠĐƌoseàouàapoptoseà

(Rocha et al., 2015). La mort cellulaire par apoptose peut par exemple être évaluée via le dosage de 

l’eŶzǇŵeà Đaspaseà ϯà ;Cá“Ϳ.à Cesà doŵŵagesà Đellulaiƌesà età ŶotaŵŵeŶtà uŶeà augŵeŶtatioŶà 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 

ǀoies de doŵŵages Đellulaiƌes suite à l’eŶtƌĠe de ŶaŶopaƌtiĐules ŵĠtalliƋues  ou d’ioŶs ŵĠtalliƋues daŶs uŶe Đellule. 

CAS = casapse, CAT = catalase, Cb = carbonylation, ENP = nanoparticules métalliques manufacturées, GPx = 

glutathion péroxydase, LMS = stabilité de la membrane lysosomale, LPO = lipoperoxydation, MDA = 

ŵaloŶdialdĠhǇde, MT = ŵetallothioŶĠiŶe, Oǆ = oǆǇdatioŶ, ROS = espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l’oǆǇgğŶe, SOD = supeƌoǆǇde 

dismutase, Ub = ubiquitination. Schémas initialement effectué pour les mollusques bivalves, adapté de Rocha et al. 

(2015). 

L’iŶduĐtioŶà deà pƌotĠiŶes,à d’eŶzǇŵesà età laà ŵiseà eŶà plaĐeà desà ŵĠĐaŶisŵesà deà dĠtoǆiĐatioŶ,à dĠĐƌisà

pƌĠĐĠdeŵŵeŶt,àpouƌàfaiƌeàfaĐeàăàuŶeàĐoŶtaŵiŶatioŶàeŶtƌaiŶeàuŶàaĐĐƌoisseŵeŶtàdeàlaàdĠpeŶseàd’ĠŶeƌgieà

età doŶĐà l’iŶduĐtioŶà desà ǀoiesà duàŵĠtaďolisŵeà ĠŶeƌgĠtiƋueà (Lagadic et al., 1997). Le glycogène est la 

pƌiŶĐipaleàfoƌŵeàd’ĠŶeƌgieàfaĐileŵeŶtàŵoďilisaďleàetàdiƌeĐteŵeŶtàutilisaďleàpaƌàlesàĐellules.àIlàpeutàdoŶĐà

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).àLeàsǇstğŵeàdeàtƌaŶspoƌtàd’ĠleĐtƌoŶà;ET“ͿàloĐalisĠàdaŶsàlaàŵeŵďƌaŶeà

ŵitoĐhoŶdƌialeàiŶteƌŶeàestàuŶàsǇstğŵeàeŶzǇŵatiƋueàpeƌŵettaŶtàlaàƌespiƌatioŶàetàlaàpƌoduĐtioŶàd’ĠŶeƌgieà

par la génĠƌatioŶàd’áTPà (Cammen et al., 1990).àLaàŵesuƌeàdeàsoŶàaĐtiǀitĠàpeutàƌeŶseigŶeƌàsuƌà l’aĐtiǀitĠà

ŵĠtaďoliƋueàdeàl’oƌgaŶisŵeàauàŶiǀeauàĐellulaiƌe.àPlusieuƌsàĠtudesàoŶtàĠtudiĠàĐeàďioŵaƌƋueuƌsàĐhezàdesà

gammares (Schmidlin et al., 2015a; Simcic and Brancelj, 2006) etàĐeƌtaiŶesàd’eŶtƌeàellesàoŶtàƌĠǀĠlĠàdesà

ďaissesàsigŶifiĐatiǀesàdesàaĐtiǀitĠsàdeàl’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’aǀoŶsà eǆpliƋuĠà daŶsà leà Đhapitƌeà ϭ,à chez les crustacés, la capacité osmorégulatrice 

ĐoŶĐeƌŶeàleàŵaiŶtieŶàdeàlaàdiffĠƌeŶĐeàdeàpƌessioŶàosŵotiƋueàeŶtƌeàl’hĠŵolǇŵpheàetàleàŵilieuàeǆteƌŶeàăà

uŶeàsaliŶitĠàdoŶŶĠeà;LigŶotàetàal.,àϮϬϬϬͿ.àL’osŵolalitĠàestàuŶàďioŵaƌqueur écophysiologique qui permet 

laà ŵesuƌeà deà laà pƌessioŶà osŵotiƋueà deà l’hĠŵolǇŵpheà età Ƌuià ƌeŶseigŶeà doŶĐà suƌà l’Ġtatà deà saŶtĠà desà

oƌgaŶisŵesà ;FelteŶà età al.,à ϮϬϬϴͿ.à Plusieuƌsà Ġtudesà oŶtà ŵoŶtƌĠà 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’aĐtiǀitĠà deà ĐoŶsoŵŵatioŶà eŶà oǆǇgğŶeà desà oƌgaŶisŵesà peutà ĠgaleŵeŶtà s’aǀĠƌeƌà ġtƌeà uŶà ďoŶà

ďioŵaƌƋueuƌàphǇsiologiƋueàdaŶsàl’ĠǀaluatioŶàdesàeffetsàd’uŶàĐoŶtaŵiŶaŶtàsuƌàl’aĐtiǀitĠàŵĠtaďoliƋueàdesà

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 gaŵŵaƌesà peƌŵetteŶtà l’ĠǀaluatioŶà ƌapideà d’effetsà suď-létaux (Gerhardt, 1996). Leur utilisation 

peƌŵetàd’effeĐtueƌàuŶeàĠǀaluatioŶàseŶsiďle,àsiŵpleàetàsuƌtoutàŶoŶàiŶǀasiǀeàdeàl’ĠtatàdesàoƌgaŶisŵesàauà

niveau de l’iŶdiǀiduà età desà populatioŶsà (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 

CesàŵaƌƋueuƌsà foŶĐtioŶŶelsàdĠpeŶdaŶtàdeà l’espğĐeàĐoŶsidĠƌĠeàoŶtàdĠjăàďieŶàĠtĠàdĠĐƌits,à eŶà ĐeàƋuià

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 

ĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐe.ààLaàpƌoduĐtioŶàdeàFPOMàƋuiàeŶàdĠĐouleàestàaloƌsàtƌğsàiŵpoƌtaŶteàdaŶsàleàĐǇĐleà

de la matière organiqueàdesàĐouƌsàd’eau.àCesàdeuǆàaĐtiǀitĠsàfoŶĐtioŶŶellesàhauteŵeŶtàƌeliĠesàƋueàsoŶtàlaà

consommation et la production de FPOM des gammares peuvent être impactées par une pollution 

eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtale.àDesàďaissesàd’aĐtiǀitĠàdeàĐoŶsoŵŵatioŶàoŶtàdĠjăàĠtĠàoďseƌǀĠesàĐhez 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 gaŵŵaƌes et des feuilles avaŶt leuƌ utilisatioŶ 

expérimentale 

I.1. Choix des sites d’Ġtude :àpƌĠlğǀeŵeŶtsàd’eau,àd’oƌgaŶisŵesàetàiŶĐuďatioŶà

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’oƌgaŶisŵesà;GaŵŵaƌidaeͿà

etàd’eauàpouƌàlesàŵilieuǆàd’eǆpositioŶàeŶàlaďoƌatoiƌe.àPaƌàailleuƌs,àdaŶsàĐeƌtaiŶesàeǆpĠƌiŵeŶtatioŶsàpouƌà

lesƋuellesàŶousàaǀoŶsàfaitàleàĐhoiǆàdeàŶouƌƌiƌàlesàoƌgaŶisŵesàduƌaŶtàl’eǆpositioŶ,àdesàdisƋuesàdeàfeuillesà

ont au préalable subi un conditionnement microbien in situ.  

I.ϭ.ϭ.àL’eauàdesàŵilieuǆàd’eǆpositioŶ 

PlutôtàƋueàd’utiliseƌàdeà l’eauàŵiŶĠƌaleàouàdeà l’eauàdeà souƌĐeàpouƌà ƌĠaliseƌà lesàŵilieuǆàd’eǆpositioŶ,à

Ŷousà aǀoŶsà optĠà pouƌà deà l’eauà pƌoǀeŶaŶtà d’uŶeà ƌiǀiğƌeà diteà deà « référence » et qui héberge une 

population abondante de Gammarus pulex.àLaàďoŶŶeàƋualitĠàaàĠtĠàdĠteƌŵiŶĠeàăàl’aideàdesàdoŶŶĠesàdeà

l’ageŶĐeà deà l’eauà RhiŶ-Meuseà ǀiaà leà siteàǁeďà “.I.E.R.Mà ;“Ǉstğŵeà d’iŶfoƌŵatioŶà suƌà l’Eauà RhiŶ-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 

aǀaità fiŶaleŵeŶtàĠtĠà Đhoisieà Đoŵŵeàeauàdeà ƌĠfĠƌeŶĐe.à C’està doŶĐà toutà ŶatuƌelleŵeŶtà Ƌueà Ŷousà aǀoŶsà

considéré ce couƌsàd’eauàĐoŵŵeàŵilieuàdeàƌĠfĠƌeŶĐeàaiŶsiàƋueàĐoŵŵeàeauàŶatuƌelleàd’eǆpositioŶ.à 

La Méholle est un petit ruisseau qui coule sur la commune de Void-Vacon située dans le sud de la 

Meuse (Latitudeà ϰϴ°Ϭ’ϱϯ.ϵϱϵϴ ;à LoŶgitudeà ϲ°Ϯϯ’ϯϲ.ϳϳϲϰ,à Figure 25). Les suivis de mesures de qualité 

SEQ-Eauà;ágeŶĐeàdeàl’EauàRhiŶ-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 

ŶousàaǀoŶsàsouhaitĠà tƌaǀailleƌàsuƌàdiffĠƌeŶtesàespğĐesàaiŶsiàƋueàsuƌàplusieuƌsàpopulatioŶsàd’uŶeàŵġŵeà

espğĐeà afiŶà deà pouǀoiƌà Đoŵpaƌeƌà leuƌsà ƌĠpoŶses.à “uƌà laà ďaseà d’Ġtudesà ƌĠalisĠesà aŶtĠƌieuƌeŵent au 

laboratoire, notre choix S’estàpoƌtĠàsuƌàϯàespğĐes : Gammarus pulex (Vellinger, 2012), G. fossarum (Arce 

Funck, 2014; Felten, 2003; Sroda, 2010) et G. roeseli (Gismondi, 2012; Sroda, 2010). Ces trois espèces ont 

ĠtĠà ĠĐhaŶtilloŶŶĠesà daŶsà tƌoisà Đouƌsà d’eauà diffĠƌeŶtsà eŶà teƌŵesà deà loĐalisatioŶà gĠogƌaphiƋue,à

ŵoƌphologie,àďeƌgesàetàƋualitĠàdeàl’eau. 

LaàMaiǆà;Latitudeàϰϴ°Ϯϵ’ϬϮ.ϭ’’,àLoŶgitudeàϬϬϳ°Ϭϰ'ϬϬϴ.ϱ’’ͿàestàuŶàƌuisseauàd’oƌdƌeàϮàdƌaiŶaŶtàuŶàďassiŶà

versant daŶsàlesàVosgesàgƌĠseusesà;FiguƌeàϮϱͿ.àáǀeĐàuŶeàfaiďleàhauteuƌàd’eau,àĐeàƌuisseauàŶ’estàsouŵisàăà

auĐuŶeà pƌessioŶà aŶthƌopiƋueà diƌeĐteà eǆĐeptioŶà faiteà deà l’eǆploitatioŶà foƌestiğƌe.à G. fossarum y est 

abondant et représente la principale espèce de déchiqueteur de cet écosystème.  

La Méholle (Latitudeàϰϴ°Ϭ’ϱϯ.ϵϱϵϴ,àLoŶgitudeàϲ°Ϯϯ’ϯϲ.ϳϳϲϰͿ est également un Đouƌsàd’eauàd’oƌdƌeàϮà

(Figure 25). Il présente cependant un gabarit sensiblement plus important que le ruisseau de La Maix 

aǀeĐà ŶotaŵŵeŶtà uŶeà pƌofoŶdeuƌà d’eauà plusà iŵpoƌtaŶteà seloŶà lesà faĐiesà d’ĠĐouleŵeŶt.à Ilà dƌaiŶeà uŶà

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 (Latitudeàϰϵ°Ϭ’ϭϱ.Ϭϯϯϯ,àLoŶgitudeàϲ°ϯϵ’ϯϱ.ϱϵϳϭͿà

estàuŶàĐouƌsàd’eauàd’oƌdƌeàϯàƋuiàdƌaiŶeàuŶàďassiŶàǀeƌsaŶtàpƌiŶĐipaleŵent agricole (cultures intensives et 

pƌaiƌiesͿàetà foƌestieƌ.àLesàfaĐiesàd’ĠĐouleŵeŶtàsoŶtàfoƌteŵeŶtàdiffĠƌeŶtsàdesàdeuǆàautƌesàĐouƌsàd’eauàetà

les macrophytes occupent la majeure partie du lit mineur (Figure 25 et 26). Selon le S.I.E.R.M, la qualité 

généraleàdeàĐeàĐouƌsàd’eauàestàĐoŶsidĠƌĠeàĐoŵŵeàpassaďle (Annexe 1B).àLesàgaŵŵaƌidaeàseŵďleŶtàŶ’Ǉà

être représentés que par G. roeseli. 

QuelleàƋueàsoitàl’espğĐeàĠtudiĠeàetàleàsiteàdeàpƌĠlğǀeŵeŶt,àlaàpƌĠseŶĐeàdeàpaƌasitesàaĐaŶthoĐĠphalesàaà

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 utilisĠe loƌs des eǆpositioŶs eŶ laboratoire. Sources : Google map (La Nied) ; A. Gossiaux (La Maix) et J. Andreï 

(La Méholle). 

Pouƌàl’ĠtudeàdesàpopulatioŶs,àuŶàtƌaǀailàdeàpƌospeĐtioŶàdaŶsàlaàƌĠgioŶàaàĠtĠàƌĠalisĠàpaƌà“iŵoŶàDeǀiŶàetà

VaŶà XuaŶà NguǇeŶ.à Deuǆà autƌesà populatioŶsà deà l’espğĐeà Gammarus roeseli, qui est facilement 

indentifiable in situ ont été localisées.  

áiŶsi,àuŶeàdeuǆiğŵeàpopulatioŶàaàĠtĠàpƌĠleǀĠeàdaŶsàLaàNiedàsuƌàleàsiteàd’OƌoŶàeŶàaŵoŶtàduàpƌeŵieƌà

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 

tousàdeuǆàuŶeàƋualitĠàd’eauàĐoŶsidérée comme passable (Tableau 2, Annexe 1, B : site de Rémilly, point 

de mesure à Lemud et C : site d’OƌoŶ,àpoiŶtàdeàŵesuƌeàăàBaudƌeĐouƌtͿ.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 qualitĠàd’eauàpassaďleà;Taďleauà2, Annexe 1, D). 
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Figure 26 : Localisation géographique et photographies des 3 sites de prélèvements des populations de gammares 

appaƌteŶaŶt à l’espğĐe G. ƌoeseli. SouƌĐes :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 

ǀaleuƌsàŶ’ĠtaieŶtàpasàdispoŶiďlesàpouƌàleàĐouƌsàd’eauàdeàlaàMaiǆ. 

Tableau 2 : Paramètres physicochimiques (pH, Conductivité, Oxygène dissous, Matières en suspension) mesurés 

entre 2005 et ϮϬϭϯ et ƋualitĠ gĠŶĠƌale eŶ ϮϬϭϯ Ġtaďlie paƌ l’AgeŶĐe de l’eau RhiŶ-Meuse et consultables sur le site 

du S.I.E.R.M (Annexe 1). 
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I.1.3. Les feuilles 

áuà laďoƌatoiƌe,à lesà gaŵŵaƌesà oŶtà ĠtĠà Ŷouƌƌisà aǀeĐà desà feuillesà d’aulŶeà ĐolleĐtĠesà auà ŵoŵeŶtà deà

l’aďsĐissioŶ.àIlàs’agitàlăàd’uŶeàespğĐeàƋuiàŵġŵeàeŶàaďseŶĐeàdeàĐoŶditioŶŶeŵeŶtàŵiĐƌoďieŶàestàappĠteŶteà

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 alloĐhtoŶeàdaŶsàlesàĐouƌsàd’eau. 

 

 

I.2. Méthodologie de prélèvement in situ, de stockage en laboratoire et de 

préparation avant expérimentation 

 

I.Ϯ.ϭ.àFiltƌatioŶàdeàl’eauà 

Comme indiqué dans leàpaƌagƌapheàpƌĠĐĠdeŶt,àl’eauàaàĠtĠàpƌĠleǀĠeàdaŶsàlaàƌiǀiğƌeàlaàMĠholle.àLoƌsàdeà

chaque prélèvement, la température, le pH, la conductivité et le pourcentage en oxygène de la rivière 

oŶtà ĠtĠàŵesuƌĠsà ăà l’aideàd’uŶeà soŶdeàŵultipaƌaŵĠtƌiƋueà (Multi 3430 SET G, WTW) pouƌà s’assuƌeƌà deà

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 

ďidoŶsà aǀeĐà l’eauà deà laà ƌiǀiğƌe,à l’eauà aà ĠtĠà pƌĠleǀĠeà auà ĐeŶtƌeà duà lità deà laà MĠholle.à áuà ƌetouƌà auà

laďoƌatoiƌe,àlesàďidoŶsàoŶtàĠtĠàiŵŵĠdiateŵeŶtàstoĐkĠsàeŶàĐhaŵďƌeàfƌoideàăàϰ°Càetàăàl’oďsĐuƌitĠ.à 

áǀaŶtàutilisatioŶàl’eauàaàĠtĠàfiltƌĠeàsousàǀideàăàl’aideàdeàfiltƌesàeŶàŵiĐƌofiďƌesàde verre de 90 mm de 

diamètre ayant une porosité de 1,2 µm (Cat No 1822 090, Whatman®). Cette filtration permettait de 

ƌetiƌeƌàduàŵilieuàlesàŵatiğƌesàeŶàsuspeŶsioŶàsusĐeptiďlesàd’iŶteƌagiƌàaǀeĐàlesàŶaŶopaƌtiĐules.àápƌğsàĐetteà

Ġtape,à l’eauà Ġtaità plaĐĠeà ăà l’oďsĐuƌitĠà ăà ϭϮ°Cà peŶdaŶtà ϰϴhà aǀaŶtà soŶà utilisatioŶà pouƌà peƌŵettƌeà uŶeà

augŵeŶtatioŶà pƌogƌessiǀeà deà saà teŵpĠƌatuƌeà aǀaŶtà d’Ǉà iŶtƌoduiƌeà lesà oƌgaŶisŵes.à “ià pouƌà ĐeƌtaiŶesà

Ġtudes,à lesà laŶĐeŵeŶtsàĠtaieŶtàdĠĐalĠsàdaŶsà leà teŵps,à lesàǀoluŵesàd’eauàŶĠĐessaiƌesàĠtaient eux-aussi 

aĐheŵiŶĠsà eŶà dĠĐalĠ.à áǀaŶtà ĐhaƋueà dĠďutà d’utilisatioŶà deà Đetteà eau,à soŶà pH,à saà teŵpĠƌatuƌe,à soŶà

pouƌĐeŶtageà d’oǆǇgğŶeà dissousà età saà ĐoŶduĐtiǀitĠà ĠtaieŶtà ĐoŶtƌôlĠsà ăà l’aideà d’uŶeà soŶdeà

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 

Ŷiǀeauǆàd’eau.àáiŶsiàŶousàaǀoŶsàeuàƌeĐouƌsàăàdesà« substrats pièges » constitués de brosses de balais en 

fibre de coco ou encore des cages grillagées remplies deàgalets,àdisposĠsàdaŶsàlesàĐouƌsàd’eauàplusieuƌsà

semaines avant les prélèvements. Enfin, lorsque les conditions le permettaient, des collectes effectuées 

diƌeĐteŵeŶtà daŶsà leà Đouƌsà d’eauà ăà l’aideà deà filetsà oŶtà ĠtĠà effeĐtuĠes.à Lesà oƌgaŶisŵesà oŶtà eŶsuiteà Ġté 

ƌappoƌtĠsàauà laďoƌatoiƌeàdaŶsàdesàglaĐiğƌesà ƌeŵpliesàdeà l’eauàduàsiteàetà ĐoŶteŶaŶtàdesà litiğƌesàĐoŵŵeà

souƌĐeàd’aliŵeŶtatioŶàetàd’aďƌis.àPossĠdaŶtàuŶàĐoŵpoƌteŵeŶtàgƌĠgaiƌeàloƌsƋu’ilsàsoŶtàĐoŶfiŶĠsàeŶàfoƌteà

densité, des bandelettes de mailles (500 µm) étaient étalées dans le fond des glacières pour permettre 

auǆàgaŵŵaƌesàdeàs’aĐĐƌoĐheƌàafiŶàd’ĠǀiteƌàƋu’ilsàŶeàs’attaƋueŶtàeŶtƌeàeuǆ.àLesàglaĐiğƌesàĠtaieŶtàeŶsuiteà

disposĠesàăàϭϮ°CàdaŶsàuŶeàĐhaŵďƌeà theƌŵostatĠeàetà l’eauàoǆǇgĠŶĠeàăà l’aideàdeàďulleuƌs.àUŶeà luŵiğre 

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’aĐĐliŵatatioŶàetàd’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ.à 

Comme les espğĐesàetàpopulatioŶsàĠtudiĠesàpƌoǀeŶaieŶtàdeàŵilieuǆàdiffĠƌeŶts,àetàƋu’ilàĠtaitàpƌiŵoƌdialà

d’effeĐtueƌàlaàtotalité des études dans une même eau de référence, il a fallu progressivement acclimater 

les organismes. Nous avons donc cherché à vérifier que les chaŶgeŵeŶtsàdeàŵilieuǆàŶ’affeĐtaieŶtàpasàlesà

organismes au moment du démarrage des expositions.  

Pouƌà Đela,à uŶà pƌotoĐoleà d’aĐĐliŵatatioŶà aà ĠtĠà ŵisà eŶà plaĐeà puisà testĠà aǀaŶtà deà ĐoŵŵeŶĐeƌà lesà

premières expériences. Environ 200 mâles issus de précopulats et appaƌteŶaŶtàăà l’espğĐe G. fossarum  

qui est considérée comme étant la moins tolérante aux changements de milieu ont été prélevés dans la 

Maiǆ.àLaàŵoitiĠàd’eŶtƌeàeuǆàoŶtàĠtĠàaĐĐliŵatĠsàăà l’eauàdeà laàMĠholleàaloƌsàƋueàpouƌà l’autƌeàŵoitiĠ,à lesà

gammares ont étĠàŵaiŶteŶusàdaŶsà leuƌàeauàd’oƌigiŶe,à Đelleàdeà laàMaiǆ.àáiŶsià aƌtiĐulĠe,à l’ĠtudeàŶousàaà

peƌŵisàd’oďseƌǀeƌàsiàlaàŶouǀelleàeauàd’aĐĐliŵatatioŶàpouǀaitàiŵpaĐteƌàlesàoƌgaŶisŵesàpaƌàƌappoƌtàăàleuƌà

eauàd’oƌigiŶe.àPouƌàĐela,àpeŶdaŶtàϯàjouƌs,àl’eauàiŶitialeàaàpƌogƌessivement été remplacée par la nouvelle 

puisàlesàoƌgaŶisŵesàoŶtàĠtĠàlaissĠsàpeŶdaŶtàϳàjouƌsàdaŶsàĐetteàŶouǀelleàeauàaǀaŶtàd’ġtƌeàutilisĠs.àEŶàeffet,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 

jouƌ,à lesà Ϯ/ϯà deà Đeà pƌeŵieƌàŵĠlaŶgeà oŶtà ĠtĠà ƌeŵplaĐĠsà età leà tƌoisiğŵeà jouƌà laà totalitĠà deà l’eauà aà ĠtĠà

ƌeŵplaĐĠeàauàpƌofitàdeàl’eauàfiŶaleàdĠsiƌĠeà;MaiǆàouàMĠholleͿ.àDğsàleàleŶdeŵaiŶàaiŶsiàƋueàϳàjouƌsàapƌğs,à

30 organismes ont été prélevés dans chaque bac afin d’ǇàŵesuƌeƌàleuƌàosŵolalitĠ,àleuƌàǀeŶtilatioŶàetàleuƌà

loĐoŵotioŶ.àL’aĐtiǀitĠàdesàpƌotĠiŶesàMXRààaàĠtĠàŵesuƌĠeàseuleŵeŶtàϳàjouƌsàapƌğsà;Ŷ=ϯϲͿ.àLesàpƌotoĐolesà

deà ŵesuƌesà ĐoŶĐeƌŶĠsà soŶtà dĠtaillĠsà daŶsà leà paƌagƌapheà VI.à DuƌaŶtà laà pĠƌiodeà d’aĐĐliŵatatioŶ,à lesà
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gammares étaient nourris ad libitum avec des feuilles récupérées sur le terrain puis renouvelées 

pĠƌiodiƋueŵeŶtà paƌà desà feuillesà d’aulŶeà eŶtiğƌes.à L’eauà Ġtaità ĠgaleŵeŶtà ĐoŶstaŵŵeŶtà oǆǇgĠŶĠeà paƌà

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-ǀalueà<àϬ,ϬϱͿ.àEŶàlesàtƌaŶsfĠƌaŶtàdaŶsàuŶeàeauàplusàŵiŶĠƌalisĠeàƋu’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 conceŶtƌĠà Ƌueà leà ŵilieuà d’oƌigiŶe.à C’està doŶĐà

logiquement que la ventilation ait dans un premier temps été réduite puisque les gammares ont moins 

ďesoiŶàd’iŶǀestiƌàd’ĠŶeƌgieàdaŶsàlaàƌĠĐupĠƌatioŶàd’ioŶs.àápƌğsàϳàjouƌsàdaŶsàlaàŶouǀelleàeauàlesàgaŵŵaƌesà

sont bien adaptĠs,à età auĐuŶeà diffĠƌeŶĐeà sigŶifiĐatiǀeà Ŷ’està oďseƌǀĠeà eŶtƌeà lesà diffĠƌeŶtesà ǀaleuƌsà 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 MĠholle. L’astĠƌisƋue ĐoƌƌespoŶd 

à une différence sigŶifiĐatiǀe eŶtƌe les deuǆ tǇpes d’aĐĐliŵatatioŶ 

 

I.2.3. Conditionnement in situ des feuilles  

      Lesà feuillesà oŶtà ĠtĠà ĐolleĐtĠesà auàŵoŵeŶtà deà l’aďsĐissioŶ.à Pouƌà Đela,à peŶdaŶtà l’autoŵŶeà 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 

seŵaiŶesàaǀaŶtàd’ġtƌeàstoĐkĠesàăàl’oďsĐuƌitĠàdaŶsàdesàĐaƌtoŶsàjusƋu’ăàleuƌàutilisatioŶ.à 

La figure 27 expliqueàleàpƌotoĐoleàdeàĐoŶditioŶŶeŵeŶtàdesàfeuillesàd’aulŶeàpaƌàlesàŵiĐƌo-organismes 

présents dans la Méholle. Ce conditionnement permet de rendre les feuilles plus appétentes pour les 

gaŵŵaƌes.àLesàfeuillesàd’aulŶeàsĠĐhĠesàăàl’aiƌàliďƌeàoŶtàĠtĠàƌĠ-humidifiées puis des disques de 16 mm de 

diaŵğtƌeàoŶtàĠtĠàdĠĐoupĠsàeŶàĠǀitaŶtàlesàŶeƌǀuƌesàpƌiŶĐipalesàăàl’aideàd’uŶàeŵpoƌte-pièce (Figure 27 A et 

BͿ.àLesàdisƋuesàdeàfeuillesàoŶtàeŶsuiteàĠtĠàdisposĠsàuŶàăàuŶàeŶtƌeàϮàpoƌtioŶsàd’uŶàtissuàŶǇloŶàd’uŶeàŵailleà

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. CeàtǇpeàdeàdispositioŶàpeƌŵettaitàdeàs’assuƌeƌàƋueà

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 

daŶsàdesàglaĐiğƌesàƌeŵpliesàd’eauàdeàlaàƌiǀiğƌe.àUŶeàfoisàaĐheŵiŶĠsàauàlaďoƌatoiƌe,àlesàdispositifsàdeàŶǇloŶà

ŵaiŶteŶaŶtà lesàdisƋuesàoŶtàĠtĠàsoigŶeuseŵeŶtàdĠĐoupĠsàetà lesàdisƋuesàoŶtàĠtĠàƌiŶĐĠsàdaŶsà 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 -

ϴϬ°CͿàsoitàăàl’Ġtuǀeà;ϮϰàăàϰϴhàăàϭϬϱ°CͿàpuisàpesĠs.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 

ĐoŶteǆtesàdiffĠƌeŶtsà;pƌĠseŶĐeàdeàsĠdiŵeŶtàetàd’autƌesàoƌgaŶisŵes ; 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) 

DaŶsàĐetteàĠtude,àdeuǆàtǇpesàd’eauàoŶtàĠtĠàétudiés :àl’eauàduàRhôŶeàăàáƌlesàetàĐelleàduàRhôŶeàăàJoŶsà

(Tableau 4). La méthodologie sera plus détaillée dans le chapitre 4. Les protocoles de prélèvement et 

d’aĐĐliŵatatioŶàdesàgaŵŵaƌesàĠtaieŶtàlesàŵġŵesàƋueàĐeuǆàdĠtaillĠsàpƌĠĐĠdeŵŵeŶt.à 

Tableau 4 : Paramètres physicochimiques (Température, pH, Conductivité, Oxygène dissous, Matières en suspension 

et CaƌďoŶe oƌgaŶiƋueͿ ŵesuƌĠs eŶtƌe ϮϬϭϮ et ϮϬϭϯ. D’apƌğs des ŵesuƌes Ġtaďlies paƌ l’AgeŶĐe de l’eau RhôŶe-

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’eauàutilisĠeàdaŶsà lesà eǆpositioŶsàeŶàŵĠsoĐosŵesàĠtaità deà l’eauàdeàVolǀiĐà ĐoŵplĠŵeŶtĠeàaǀeĐàϲ,ϴà

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’aulŶe,àuŶeà foisà leuƌsàpĠtiolesà ƌetiƌĠsàellesàaǀaieŶtàĠtĠàpesĠesàeŶtiğƌesàpuisàautoĐlaǀĠesàϮϬàminutes à 

120°C.àápƌğsàϯàƌiŶçagesàsuĐĐessifsàăàl’eauàMilliQ,àellesàaǀaieŶtàeŶsuiteàĠtĠàŵisesàăàĐoŶditioŶŶeƌàdaŶsàl’eauà

des mésocosmes 2 jours aǀaŶtàl’ajoutàdesàgaŵŵaƌesàdaŶsàleàŵilieu.àLesàgaŵŵaƌesàaǀaieŶtàƋuaŶtàăàeuǆà

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’autƌesà sǇŶthĠtisĠesà spĠĐialeŵeŶtà paƌà les partenaires du programme MESONNET (CEREGE, Aix en 

Provence, France ; LCMCP, Paris, France). 

Lesà ŶaŶopaƌtiĐulesà d’aƌgeŶtà ĠtudiĠesà daŶsà lesà eǆpĠƌieŶĐesà eŶà ŵiĐƌoĐosŵesà oŶtà d’aďoƌdà ĠtĠà

commandées chez Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, France). La société Sigma-Aldrich a changé en 

cours de thèse son listing de produits mais nousàaà ĐoŶfiƌŵĠàƋu’elleà seà fouƌŶissaità ĐhezàNaŶoĐoŵposiǆà

;Pƌague,à RĠpuďliƋueà TĐhğƋueͿà pouƌà lesà ŶaŶopaƌtiĐulesà d’aƌgeŶt.à Paƌà laà suiteà Ŷousà aǀoŶsà doŶĐà pƌĠfĠƌĠà

ĐoŵŵaŶdeƌà lesà ŶaŶopaƌtiĐulesà diƌeĐteŵeŶtà ăà Đetteà soĐiĠtĠà Ƌuià disposaità deà suƌĐƌoità d’uŶà plusà gƌaŶdà

choix de tailles.  

áà leuƌàƌĠĐeptioŶ,à lesàŶaŶopaƌtiĐulesàd’aƌgeŶtàdeà foƌŵeàsphĠƌiƋueàseàpƌĠseŶtaieŶtàsousà foƌŵeàd’uŶeà

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 -ϰϵàŵV.àDğsàƌĠĐeptioŶàellesàoŶtàĠtĠàstoĐkĠesàăàϰ°Càetàăà l’oďsĐuƌitĠàaǀaŶtà leuƌàutilisatioŶ.àCoŵŵeà

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 

pƌĠleǀĠsà dğsà l’ouǀeƌtuƌeà desà flaĐoŶsà età stoĐkĠsà daŶsà desà tuďesà ĠppeŶdoƌfà ăà ϰ°Cà età ăà l’oďsĐuƌitĠ.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 solutioŶsà stoĐksà daŶsà 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 

piĐàdeàdistƌiďutioŶàestàleàplusàĠleǀĠ.àC’estàĐetteàvaleur qui nous informe sur le diamètre hydrodynamique 

moyen de la plupart des nanoparticules présentes dans les solutions mères. Lesà ƌappoƌtsà d’aŶalǇseà

oďteŶusàdaŶsàl’eauàdĠŵiŶĠƌalisĠeàsoŶtàpƌĠseŶtĠsàdaŶsàl’aŶŶeǆeàϮ. 
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Pour aller sensiblement plus loin dans la caractérisation, des mesures de distribution des 

ŶaŶopaƌtiĐulesàdaŶsàl’eauàdesàŵilieuǆàd’eǆpositioŶàoŶt aussiàĠtĠàeffeĐtuĠes.àDesàĠĐhaŶtilloŶsàd’eauàdeàlaà

MĠholleà filtƌĠeà ;ϭ,ϮàµŵͿàĐoŶteŶaŶtàuŶiƋueŵeŶtà l’eauàduàŵilieuàoŶtàĠtĠàpassĠsàauàŶaŶosight.àáǀeĐàuŶeà

ŵoǇeŶŶeàdesàdiaŵğtƌesàdeàϭϴϮà±àϭϭàŶŵàsuƌàlaàtotalitĠàdeàlaàdistƌiďutioŶàetàuŶàŵodeàs’ĠleǀaŶtàăàϴϲàà±àϰ.ϭ 

nm, les ŵesuƌesàauàŶaŶosightàoŶtàŵoŶtƌĠàl’eǆisteŶĐeàdeàpaƌtiĐulesàoƌgaŶiƋuesàăàl’ĠĐhelleàŶaŶoŵĠtƌiƋueà

daŶsà l’eau. Lorsque les mesures seront faites dans cette eau, ces particules représenteront donc des 

artéfacts de mesure. 

 

Tableau 5 : CaƌaĐtĠƌistiƋues des solutioŶs stoĐks des ŶaŶopaƌtiĐules d’aƌgeŶt ĠtudiĠes loƌs des eǆpositioŶs eŶ 

microcosmes. La dernière ligne représente les « modes » du diaŵğtƌe hǇdƌodǇŶaŵiƋue ŵesuƌĠ daŶs de l’eau ŵilliQ 

à l’aide du NaŶosight. NR : Non renseigné. 
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III. Comportement des nanoparticules, optimisation de la 

contamination 

Coŵpteà teŶuàduà tǇpeàd’eǆpositioŶàsouhaitĠeà ;eauàpƌĠleǀĠeà in situ, exposition à des concentrations 

faiďles,à Ŷatuƌeà desà ĐoŶtaŵiŶaŶtsͿ,à Ŷousà aǀoŶsà ƌĠalisĠà uŶà paŶelà d’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶsà ǀisaŶtà ăà ŵieuǆà

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 nanopaƌtiĐulesàpeuǀeŶtàs’agƌĠgeƌ,àsédimenter, seàdissoudƌeàouàeŶĐoƌeàs’adsoƌďeƌà(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’assuƌeƌàƋueàlaàpƌessioŶàdeàĐoŶtaŵiŶatioŶàpouǀaitàġtƌeàŵaiŶteŶueàĐoŶstaŶteàloƌsàdesàeǆpĠrimentations 

eŶǀisagĠes.àDesàeǆpĠƌieŶĐesàdĠjăàƌĠalisĠesàauàlaďoƌatoiƌeàsuƌàl’aƌgeŶtàdissous,àoŶtàŵoŶtƌĠàl’iŵpoƌtaŶĐeà

d’uŶeàpƌĠ-satuƌatioŶàdesàdispositifsàaǀaŶtà l’eǆpositioŶàpouƌà liŵiteƌà lesàphĠŶoŵğŶesàd’adsoƌptioŶ (Arce 

Funck et al., 2013).àLesàŶaŶopaƌtiĐulesàd’aƌgeŶtàŶ’aǇaŶtàpasàfoƌĐĠŵeŶtà leàŵġŵeàpoteŶtielàd’adsoƌptioŶà

Ƌueàl’aƌgeŶtàlui-même, différents tests deàsatuƌatioŶ,àd’adsoƌptioŶàetàdĠsoƌptioŶàdeàl’aƌgeŶtàdissousàsousà

foƌŵeàdeàŶitƌateàd’aƌgeŶtà;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 daŶsàdeàl’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. 

Pouƌà ĐhaƋueà ĐoŶtaŵiŶatioŶà auǆà ŶaŶopaƌtiĐulesà d’aƌgeŶt,à lesà solutioŶsà testsà oŶtà ĠtĠà pƌĠpaƌĠesà eŶà

diluant la solution stock de nanoparticule (0.02 mg.mL-1Ϳà daŶsà l’eauà d’eǆpositioŶà ;Laà MĠholleͿ.à Leà

ŵĠlaŶgeà desà ŶaŶopaƌtiĐulesà daŶsà l’eauà d’eǆpositioŶà Ġtaità gaƌaŶtià paƌà l’ajoutà d’uŶà ǀoluŵeà d’eauà tƌğsà

important sur un volume très faible de contaminant. Le volume total était préparé dans un grand bécher 

eŶà ǀeƌƌeà deà ϴϬϬà ŵLà ăà Ϯà Là puisà lesà ǀoluŵesà d’eǆpositioŶà ǀoulusà ĠtaieŶtà dĠǀeƌsĠsà uŶà ăà uŶà daŶsà les 

dispositifs de contamination. Concernant le nitrate d’aƌgeŶt,àϮϱàŵgàdeàĐƌistauǆàĠtaieŶt minutieusement 

pesĠsà puisà diluĠsà daŶsà deà l’eauà dĠŵiŶĠƌalisĠeà afiŶà d’oďteŶiƌà uŶeà solutioŶà ăàϮϱϬàŵg.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’iŶstaƌàdesà

nanoparticules, les solutions tests ont été préparées à partir de cette solution mère. 
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III.ϭ.àTestsàd’adsoƌptioŶàetàdĠsoƌptioŶàsuƌàlesàdispositifs 

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 

eǆpĠƌiŵeŶtal.àCeàpƌeŵieƌàtestàaàdoŶĐàĐoŵpaƌĠàl’utilisatioŶàdeàpetitesàďaƌƋuettesàeŶàpolǇstǇƌğŶeàstaŶdaƌdà

(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’aƌgeŶtàsousàfoƌŵeàágNO3 ou sous forme nAg 60nm 

de diamètre. Après ce temps de saturation, les milieux ont été renouvelés par 100 mL de milieux de 

ĐoŶtaŵiŶatioŶà puis,à apƌğsà Ϯϰh,à uŶà pƌĠlğǀeŵeŶtà deà ϭϬà ŵLà aà ĠtĠà effeĐtuĠà puisà aĐidifiĠà ăà ϭ%à d’aĐideà

nitrique (HNO3) aǀaŶtàd’ġtƌeàdosĠàeŶàspeĐtƌoŵĠtƌieàd’aďsoƌptioŶàatoŵiƋue (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 Ŷitƌate d’aƌgeŶt et de ŶaŶopaƌtiĐules d’aƌgeŶt de ϲϬ Ŷŵ de diaŵğtƌe 

contenus dans des dispositifs composés de Polystyrène Standard (PS) ou de Polypropylène (PP). 

LesàƌĠsultatsàŵoŶtƌeŶtàƋueàl’aƌgeŶtàdisposĠàdaŶsàleàŵilieuàŶ’estàpasàeŶtiğƌeŵeŶtàƌetƌouǀĠàaprès 24h, 

etàĐe,àŵalgƌĠàuŶeàsatuƌatioŶàăàl’aƌgeŶtàeŶàaŵoŶtàdeàtousàlesàdispositifs.àL’ĠĐaƌtàeŶtƌeàlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsà

iŶitialesàǀouluesàetàlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàdosĠesàdaŶsàlesàsolutioŶsàŵğƌesàŶ’estàpasàŶĠgligeaďleàetàpouƌƌaità

ġtƌeàdƸàăàdesàpƌoĐessusàd’adsoƌption. Pouƌà l’aƌgeŶtàdissousàsousàfoƌŵeàd’AgNO3, sa disparition dans la 
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ĐoloŶŶeàd’eau après 24h est très importante et laisse supposeƌàƋu’uŶàpƌoĐessusàiĐiàŶoŶàĠtudiĠàeŶtƌeàeŶà

jeu. Pouƌà lesà ĐoŶtaŵiŶatioŶsà auǆà ŶaŶopaƌtiĐulesà d’aƌgeŶt,à Đ’està l’utilisatioŶà deà ďarquette en 

polypropylène qui a permis de rester dans des gammes de concentrations proches de celles dosées dans 

lesàsolutioŶsàŵğƌes.àToutefoisàuŶàĠĐaƌtàƌesteàpeƌĐeptiďleàetàĐ’estàpouƌàĐelaàƋueàleàseĐoŶdàtestàaàĐoŶĐeƌŶĠà

le protocole de saturation des dispositifs. 

III.1.2. Mise en place du protocole de saturation 

Une peƌteàd’aƌgeŶtàdaŶsàlaàĐoloŶŶeàd’eauàĐoŵŵeàĐelleàoďseƌǀĠeàpƌĠĐĠdeŵŵeŶtàpouƌƌaitàġtƌeàdueàăà

une adsorption importante sur les parois des dispositifs (barquettes en polypropylène). Ce constat 

réalisé, nous avons effectués des tests d’adsoƌptioŶà duà Ŷitƌateà d’aƌgeŶtà età desà Ŷágà deà ϲϬà Ŷŵà en 

comparant différents protocoles de saturation (Figure 29). Ilà està ăà Ŷoteƌà Ƌu’uŶeà ǀeƌƌeƌieà spĠĐifiƋueà ăà

ĐhaƋueàĐoŶditioŶàdeàĐoŶtaŵiŶatioŶàaàĠtĠàeŵploǇĠeàetàƋu’elleàŶ’aàpasàĠtĠàlaǀĠeàeŶtƌeàlesàopĠƌatioŶsàĐeà

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 protocolesàappliƋuĠsàafiŶàd’oďseƌǀeƌàleƋuelàseŵďleàġtƌeàleàŵieuǆà

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 Ŷitƌate d’aƌgeŶt et de ŶaŶopaƌtiĐules d’aƌgeŶt de ϲϬ Ŷŵ de diaŵğtƌe apƌğs diffĠƌeŶts 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’aƌgeŶtà

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’oďteŶiƌàuŶeàpƌessioŶ 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’aƌgeŶtàdissous sous forme AgNO3,àsaàdispaƌitioŶàƋuasiàĐoŵplğteàdaŶsàlaàĐoloŶŶeàd’eauàlaisseàencore à 

supposeƌàƋu’uŶàpƌoĐessus ici non identifié entre en jeu.  

EtaŶtàdoŶŶĠàƋueàpouƌàleàŵilieuàdeàĐoŶtaŵiŶatioŶ,àl’eauàƋuiàaàĠtĠàutilisĠeà;eauàdeàlaàMĠholleͿàpossğdeà

une forte conductivité (545 μS.cm-1ͿàetàdoŶĐàuŶeàƋuaŶtitĠàiŵpoƌtaŶteàd’ioŶsà;àLaàƋuestioŶàdeàlaàfoƌŵatioŶà

de chlorure d’aƌgeŶtàpaƌàl’aƌgeŶtàdissousàpeutàseàposeƌ.àEŶàeffet,àeŶàpƌĠseŶĐeàdeàluŵiğƌe,àlesàioŶsàCl- et 

Ag+ pouƌƌaieŶtàeŶtƌaiŶeƌàuŶeà ƌĠaĐtioŶàd’oǆǇdo-ƌĠduĐtioŶàetà foƌŵeƌàuŶàpƌĠĐipitĠà :à leà Đhloƌuƌeàd’aƌgeŶt.à

Pour tenter de répondre à cette question, nous avons réalisĠà uŶeà tƌoisiğŵeà eǆpĠƌieŶĐeà d’adsoƌptioŶà

ďasĠeàsuƌàl’effetàpoteŶtielàdeàlaàluŵiŶositĠ (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 

pƌotoĐoleàdeàsatuƌatioŶͿ,àseulàleàpaƌaŵğtƌeàluŵiŶositĠàaàĠtĠàŵodifiĠàafiŶàdeàǀoiƌàs’ilàaǀaitàuŶeàiŶflueŶĐeà

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’uŶà faĐteuƌà ϭϬà 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 Ŷitƌate d’aƌgeŶt et de ŶaŶopaƌtiĐules d’aƌgeŶt de ϲϬ Ŷŵ de 

diamètre soumis à une lumière indirecte ou directe. 

LesàƌĠsultatsàŶ’oŶtàpas 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.àLaàluŵiŶositĠàappliƋuĠeàŶeàseŵďleàdoŶĐàpasàƌespoŶsaďleàdeàlaàpeƌteàiŵpoƌtaŶteàd’aƌgeŶtàeŶà

fonction du temps de contamination. Toutefois,à ilà seŵďleƌaità Ƌu’uŶeà luŵiğƌeà iŶdiƌeĐteà limiterait les 

ƌisƋuesàdeàtƌaŶsfoƌŵatioŶàphotoĐhiŵiƋuesàetàdoŶĐà lesà ƌisƋuesàd’uŶeàphotoƌĠaĐtioŶàdesàŶaŶopaƌtiĐulesà
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(Nowack et al., 2012).àLeàpƌotoĐoleàutilisaŶtàuŶeàluŵiğƌeàiŶdiƌeĐteàaàĠtĠàĐoŶseƌǀĠàpuisƋueàĐ’estàĐelui le 

plus adaptée aux gammares qui ont un comportement lucifuge. 

III.ϭ.ϰ.àTestàăàl’eauàdĠŵiŶĠƌalisĠe 

UŶeàautƌeàhǇpothğseàƋuaŶtàăà laàdispaƌitioŶàdeà l’aƌgeŶtàdaŶsà lesàŵilieuǆàĠtaitàƋueàdesàphĠŶoŵğŶesà

physicochimiques pourraient impacter la qualité des dosagesàeŶà speĐtƌoŵĠtƌieàd’aďsoƌptioŶàatoŵiƋueà

(SAA, dosages effectués par P. RousselleͿ.àEŶàeffetàtousàlesàtestsàpƌĠĐĠdeŶtsàoŶtàĠtĠàƌĠalisĠsàaǀeĐàdeàl’eauà

issue de la rivière la Méholle. Cette eau, au préalable filtrée, pourrait de par sa composition propre, 

iŶduiƌeà uŶà ďiaisà daŶsà lesà dosagesà d’aƌgeŶt.à Pouƌà Đela,à uŶeà eǆpĠƌieŶĐeà ƌegƌoupaŶtà l’eŶseŵďleà desà

paƌaŵğtƌesà Ġtaďlisà plusà hautà aà ĠtĠàŵeŶĠeà daŶsà deà l’eauà dĠŵiŶĠƌalisĠeà età desà pƌĠlğǀeŵeŶtsà oŶtà ĠtĠà

effeĐtuĠsàapƌğsàϮϰàetàϳϮhàd’uŶeàĐoŶtaŵiŶatioŶàăàϬ,ϱàµg.L-1
  de Ŷitƌateàd’aƌgeŶtàetàdeàŶaŶopaƌtiĐuleàdeà

60nm (Figure 32). 

 

Figure 32 : Concentrations moyennes (± écart types) en argent mesurées dans les solutions mères et dans les milieux après 24h et 

ϳϮh de ĐoŶtaŵiŶatioŶ d’uŶe eau dĠŵiŶĠƌalisĠe à Ϭ,ϱ µg.L-1
 de Ŷitƌate d’aƌgeŶt et de ŶaŶopaƌtiĐules d’aƌgeŶt de ϲϬ Ŷŵ 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, 

ellesàƌesteŶtàdeàl’oƌdƌeàdeàĐetteàĐoŶĐeŶtƌatioŶàappliƋuĠeàƋueàĐe soitàpouƌàleàŶitƌateàd’aƌgeŶtàouàlesàŶág.à

CepeŶdaŶt,àŶousàŶotoŶsàuŶàpiĐàd’aƌgeŶtàapƌğsàϮϰhàd’uŶeàĐoŶtaŵiŶatioŶàauàágNO3 qui pourrait être dû à 

uŶàphĠŶoŵğŶeàd’ĠǀapoƌatioŶàdeàŵilieuàƋuiàdeàĐeàfaitàeŶtƌaiŶeƌaitàuŶeàsuƌĐoŶĐeŶtƌatioŶàdaŶsàleàǀoluŵeà
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de milieu restaŶt.àDaŶsàtousà lesàĐas,àsiàdaŶsà lesàeǆpĠƌieŶĐesàŵeŶĠesàaǀeĐàdeà l’eauàdeà laàMĠholle,àŶousà

oďseƌǀioŶsà desà diŵiŶutioŶsà deà ϮϬà ăà ϴϬ%à deà l’aƌgeŶtà daŶsà Ŷosàŵilieuǆ,à Đeà phĠŶoŵğŶeà està ďieŶà dƸà ăà

l’usageàd’uŶeàeauàŶatuƌelleàpƌĠleǀĠeàeŶàƌiǀiğƌeàpuisƋu’ilàŶ’estàplus observable lorsque ces mêmes tests 

soŶtà ƌepƌoduitsà aǀeĐà deà l’eauà dĠŵiŶĠƌalisĠe.à L’hǇpothğseà seƌaità aloƌsà Ƌu’uŶeà adsoƌptioŶà deà l’aƌgeŶtà

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 

ĐoŵposĠsàd’eauàdeàlaàMĠholleàŶ’aàtoutefoisàpasàpeƌŵisàdeàs’affƌaŶĐhiƌàdeàĐeàďiaisàdeàdosage. 

III.1.5. Dissolution des nanoparticules 

Comme expliqué dans le chapitre 1, paragraphe I.2.4.4., les nanoparticules peuvent relarguer de 

l’aƌgeŶtà ionique par dissolution oxydative (Liu and Hurt, 2010). Cet argent dissous pourrait alors 

paƌtiĐipeƌàăàl’ĠĐaƌtàdeàĐoŶĐeŶtƌatioŶàŵesuƌĠàeŶtƌeàlesàsolutioŶsàŵğƌesàetàlesàŵilieuǆàĐoŵŵeàeǆpliƋuĠàĐi-

dessus. Cette expérience a eu pour objectif de déterminer pour chacune des conditions comportant des 

nanoparticules, lesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶàaƌgeŶtàtotalàetàeŶàaƌgeŶtàdissousàapƌğsàϮϰhàetàϳϮhàd’eǆpositioŶ 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 daŶsàdeàl’eauà

de la Méholle filtrée. Lesà ĠĐhaŶtilloŶsà d’aƌgeŶtà dissousà oŶtà ĠtĠà oďteŶusà eŶà utilisaŶtà desà tuďesà deà

centrifugation Amicon®(Dutscher, France) possédant une membrane de 3KDa capable de séparer la 

fƌaĐtioŶàdissouteàd’uŶeàsolutioŶàdeàŶaŶopaƌtiĐuleàd’aƌgeŶtàapƌğsàuŶeàĐeŶtƌifugatioŶàdeàϱϬϬϬgàpeŶdaŶtà

1h (selon les conseils du fournisseur). L’aƌgeŶtàdissous présent dans le filtrat a ensuite été acidifié à 1% 

(HNO3ͿàetàdosĠàeŶàspeĐtƌoŵĠtƌieàd’aďsoƌptioŶàatoŵiƋueà“áá.  

Les résultatsà deà l’eǆpĠƌieŶĐeà ǀisaŶtà ăà Ġǀalueƌà leà pouƌĐeŶtageà d’aƌgeŶtà dissousà issuà d’uŶeà

ĐoŶtaŵiŶatioŶà eŶà ŶaŶopaƌtiĐulesà d’aƌgeŶtà d’uŶà ŵilieuà Ŷeà ĐoŶteŶaŶtà Ŷià feuilles,à Ŷià gaŵŵaƌes, sont 

exposés dans le tableau 6. Une dissolution des nanoparticules a été détectée uniquement pour la plus 

foƌteàĐoŶĐeŶtƌatioŶàd’eǆpositioŶà;ϱàµgàL-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-tǇpesͿ ŵesuƌĠes eŶ aƌgeŶt total et dissous ;Ŷ=ϯͿ daŶs l’eau ;saŶs 

oƌgaŶisŵe Ŷi feuilleͿ apƌğs Ϯϰh et ϳϮh d’uŶe eǆpositioŶ auǆ ŶAg ;ϭϬ Ŷŵ et ϲϬ Ŷŵ de diaŵğtƌeͿ. LD : liŵite de 

dĠteĐtioŶ de l’iŶstƌuŵeŶt ;Ϭ.ϭ 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 

peƌŵettaŶtàuŶàƌelaƌgageàplusàƌapideàd’ioŶsàág+ (Hoheisel et al., 2012).àC’està leàĐasàdaŶsàĐetteàĠtudeàoƶà

seule la plus petite taille de nanopaƌtiĐuleàeŶtƌaiŶeàuŶà ƌelaƌgageàd’aƌgeŶtàdissous.àMġŵeà siàdiffĠƌeŶts 

paramètres (température, pH et matière organique) peuvent influer sur la vitesse de dissolution, ce 

pƌoĐessusà ƌesteà toutefoisà assezà leŶt,à età laà foƌŵeà ŶaŶopaƌtiĐulaiƌeà deà l’aƌgeŶtà 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 deàŶágàϭϬŶŵͿàuŶiƋueŵeŶtàs’ilsàsoŶtàstatistiƋueŵeŶtàsiŵilaiƌesàă ceux 

observés pour 0.5 μg.L-1 d’ágNO3.  

III.Ϯ.àBilaŶàd’optiŵisatioŶàdeàlaàĐoŶtaŵiŶatioŶàeŶàŵiĐƌoĐosŵe 

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 oŶtà peƌŵisà d’assuƌeƌà uŶeà

pression de contamination reproductible entre les différentes études en microcosmes. 
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Tableau 7: BilaŶ des paraŵğtres fixĠs et testĠs daŶs les diverses Ġtudes d’optiŵisatioŶ de la contamination en 

contamination. 
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IV. Expositions des organismes 

DiffĠƌeŶtesàeǆpĠƌiŵeŶtatioŶsàiŵpliƋuaŶtàl’eǆpositioŶàdeàgaŵŵaƌes 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 

paƌàdesàlaďoƌatoiƌesàpaƌteŶaiƌesͿ.àLesàŵilieuǆàdeàĐoŶtaŵiŶatioŶàĠtaieŶtàsoitàdeàl’eauàissue de la rivière La 

MĠholle,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’aĐĐliŵatatioŶàetàdeàĐoŶditioŶŶeŵeŶtààdĠĐƌitsàdaŶsàleàĐhapitƌeàI.ϯ.,àlesàgaŵŵaƌesàetàlesàfeuillesàoŶtàĠtĠà

exposés de 72 h à 3 semaines. Pour la grande majorité des études, les pressions de contamination du 

ŵilieuàd’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 -ϴϬ°C.à L’eŶseŵďleà 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 ŵaƌƋueuƌ Ŷ’a pas ĠtĠ ĠtudiĠ. 

 

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 sigŶifie Ƌue le ŵaƌƋueuƌ Ŷ’a pas ĠtĠ ĠtudiĠ. 

 

Expérience 4 Expérience 5 Expérience 6 Expérience 7

Etude des effets des nTiO2 sur les 

gammares (G. roeseli ) en 

fonction de leur hétéroagrégation 

daŶs deuǆ tǇpes d’eau du RhôŶe 
naturellement chargées en 

matières organiques 

Effets de deux types de nAg 

(plate et sphérique) sur les 

gaŵŵaƌes appaƌteŶaŶt à l’espğĐe 
G. roeseli

Effets de deux types de nTiO2 

(anatase bâtonnet et anatase 

ĐuďiƋueͿ suƌ l’espğĐe G. roeseli 

Effets de deux types de NTC (avec 

ou sans matière organique) sur 

les gammares appartenant à 

l’espğĐe 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 absoƌďaŶtàaǀaŶtàd’ġtƌeà ĐoŶgelĠsàăà -

80°C. Avant chaque mesure de concentration, les échantillons ont été séchés au froid par lyophilisation 

ou par passageàăà 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’aĐideà ŶitƌiƋueà (HNO3, LGC Standards) età duà peƌoǆǇdeà d’hǇdƌogğŶeà (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 

ĐoŵptĠsà seuleŵeŶtà auà ŵoŵeŶtà deà l’aƌƌġtà deà ŵaŶipulatioŶà ouà loƌsà des différentes dates de 

prélèvements. Les pourcentages de mortalité ont pu ainsi être évalués ainsi que les biomasses de 

gammares pƌĠseŶtesà daŶsà lesà ŵilieuǆ.à EŶà effetà pouƌà ĐhaƋueà eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ,à l’ĠtaďlisseŵeŶtà d’uŶeà

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 

gƌaŶdeàŵajoƌitĠà desà ƌĠsultatsà oďteŶusà aà ĠtĠà aĐƋuisà gƌąĐeà ăà desàŵĠthodesà d’aŶalǇsesà ĐoloƌiŵĠtƌiƋuesà

effeĐtuĠesà ăà l’aideà d’uŶà autoŵateà KoŶelaďà ϮϬ-XTi (Thermo Scientific). Cet automate permet une 

approche multimarqueuƌsàsuƌàuŶàŵġŵeàĠĐhaŶtilloŶ,àeŶà l’oĐĐuƌƌeŶĐeàdaŶsàŶosàĠtudes,à laàŵesuƌeàdeà13 
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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-ĠtaďlisàpaƌàGaƌaudàetàal.,àϮϬϭϱ.àPouƌàĐelaà laàpƌĠpaƌatioŶàd’uŶàhoŵogĠŶatàs’aǀĠƌaità

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 

papieƌàaďsoƌďaŶt.àLeuƌàŵasseàfƌaiĐheàaàeŶsuiteàĠtĠàpesĠe.àáǀaŶtàd’effeĐtueƌàlesàaŶalǇses avec le Konelab, 

lesàgaŵŵaƌesàoŶtàpƌĠalaďleŵeŶtàĠtĠàďƌoǇĠsàdaŶsàuŶàtaŵpoŶàd’hoŵogĠŶĠisatioŶàĐoŵŵeàdĠĐƌitàdaŶsàlesà

études de Garaud et al (2015) et Sroda and Cossu-Leguille (2010).àCeàtaŵpoŶàd’hoŵogĠŶĠisatioŶàĠtaità

composé de 98% de tampon phosphate 50 mM à pH 7,6 supplémenté par 1% de Phenylmethylsulfonyl 

fluoƌideà ăà ϭŵMà ;PM“FͿà età d’ϭ%à d’uŶà ŵĠlaŶgeà L-sĠƌiŶeà ďoƌateà ăà ϭŵMà pouƌà peƌŵettƌeà d’iŶhiďeƌà lesà

protéases ;Gaƌaudàetàal.,àϮϬϭϱͿ.àPouƌàĐhaƋueàĠĐhaŶtilloŶ,àlesàǀoluŵesàdeàĐeàtaŵpoŶàd’hoŵogĠŶĠisatioŶà

ont été adaptés aux masses fraiches des pools de gammares mesurées, soit 2 mL de tampon ajouté pour 

ϱϬϬà ŵgà d’oƌgaŶisŵe.à Lesà oƌgaŶisŵesà oŶtà doŶĐà ĠtĠà ďƌoǇĠsà daŶsà leuƌ volume spécifique de tampon 

d’hoŵogĠŶĠisatioŶàseloŶàdeuǆàŵĠthodes : manuelle ou par broyeur à bille. Pour la grande majorité des 

eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs,àĐ’estàlaàŵĠthodeàŵaŶuelleàƋuiàaàĠtĠàeŵploǇĠe.àPouƌàĐela,àlesàoƌgaŶisŵesàetàleàtaŵpoŶà

ont été disposés dans uŶàďƌoǇeuƌàeŶàǀeƌƌe.àáà l’aideàduàPotteƌàeŶàǀeƌƌeàadaptĠ,à lesàoƌgaŶisŵesàoŶtàĠtĠà

ďƌoǇĠsàpaƌàpƌessioŶàeŶtƌeà lesàdeuǆà stƌuĐtuƌesàeŶà ǀeƌƌeàetà laà totalitĠàdeà l’hoŵogĠŶatà ƌĠĐupĠƌĠàăà l’aideà

pipette Pasteur et placé dans un tube eppendorf.  

Pouƌà l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶàŶ° 3, nous avons employé la méthode avec broyeur à bille. Les volumes de 

taŵpoŶàd’hoŵogĠŶĠisatioŶàassoĐiĠsàăàĐhaƋueàĠĐhaŶtilloŶàoŶtàĠtĠàdisposĠsàdiƌeĐteŵeŶtàdaŶsà lesà tuďesà

eppeŶdoƌfàĐoŶteŶaŶtàlesàgaŵŵaƌes.àDeuǆàďillesàpƌĠalaďleŵeŶtàŶettoǇĠesàăàl’ĠthaŶolàǇàont été rajoutées. 

Cesà tuďesàoŶtà ĠtĠà disposĠsà ăà l’hoƌizoŶtalà daŶsà uŶà ďƌoǇeuƌà ăà ďilleà ;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 frictioŶàeŶtƌeà lesàdeuǆàďillesàd’aĐieƌ.àUŶàpƌotoĐoleàdeàďƌoǇageàtestĠàeŶà

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’ĠǀaluatioŶà deà laà Capacité Totale Antioxydante (TAC) ont été 

effectuées sur les fractioŶsàĐǇtosoliƋuesàaloƌsàƋueàl’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’aĐtivitĠ de tƌaŶspoƌt MXR des branchies des gammares aàĠtĠàeffeĐtuĠeàăàl’aideàd’uŶe 

méthode d’aĐĐuŵulatioŶ.à L’aĐĐuŵulatioŶà d’uŶà suďstƌat,à laà CalĐĠiŶe-AM hydrolysée en Calcéine 

fluorescente une fois internalisée dans la cellule a été mesurée en présence etàeŶàaďseŶĐeàd’iŶhiďiteuƌsà

des protéines MXR. Ces inhibiteurs empêchent le bon fonctionnement des transporteurs MXR et dans le 

Đasà pƌĠseŶt,à leà ƌejetà deà laà CalĐĠiŶeà hǇdƌolǇsĠeà età doŶĐà fluoƌesĐeŶteà ăà l’eǆtĠƌieuƌà deà laà Đellule.à Paƌà

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 ĐoŶteŶaŶtàϬ.ϯ%àdeàDM“O.àápƌğsàϮhàd’iŶĐuďatioŶàăà

l’oďsĐuƌitĠàet à température ambiante, les organismes (4/réplicat/ŵilieuàd’iŶĐuďatioŶͿàont été disséqués 

sous une loupe binoculaire (Leica, Figure 33), afin de prélever les 5 paires de branchies antérieures (la 

6ème paiƌeàpostĠƌieuƌeàŶ’estàpasàpƌĠleǀĠeàeŶàƌaisoŶàdeàsa trop petite taille). Les 10 branchies prélevées 

sur les 4 individus du réplicat ont été poolés et congelées à -ϴϬ°CàdaŶsàϮϬϬàµlàd’eauàCƌistalliŶe.àL’étape 

suivante aàĐoŶsistĠàăàdĠĐoŶgeleƌàetàďƌoǇeƌà lesàďƌaŶĐhiesàpeŶdaŶtàϭàŵiŶuteàăà l’aideàd’uŶàbroyeur 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 suƌà uŶeà plaƋueà ϵϲà puitsà ăà foŶdà Ŷoiƌà afiŶà d’eŶà ŵesuƌeƌà 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 BioƌadͿ.à EŶfiŶ,à l’aĐtiǀitĠà deà

transport MXR a été calculée pour chaque traitement comme la moyenne de toutes les différences des 
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ƌĠsultatsàoďteŶusàpouƌàl’aĐĐuŵulatioŶàdeàĐalĐeiŶeàeŶàpƌĠsence 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 paƌà ailleuƌsà sǇŶthĠtisĠesà eŶà suƌŶoŵďƌeà loƌsà d’uŶeà ĐoŶtaŵiŶatioŶàŵĠtalliƋueà età Đ’està

pouƌà Đelaà Ƌu’ellesà soŶtà ĐouƌaŵŵeŶtà ĠtudiĠesà Đoŵŵeà ďioŵaƌƋueuƌsà eŶà ĠĐotoǆiĐologieà (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’autoŵateàKoŶelaďàsuƌàleàďƌoǇatàdeàgaŵŵaƌesàd’apƌğsàlaàŵĠthodeàdeàGaƌaudàetàal.à;ϮϬϭϱͿàadaptĠeàdeà

celle de Arab and Steghens (2004).àL’aĐtiǀitĠàdeàl’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 

KoŶelaďà;Gaƌaudàetàal.,àϮϬϭϱͿ.àLesàŵesuƌesàd’aĐtiǀitĠàdeàlaàlaĐtateàdĠshǇdƌogĠŶaseà;LDHͿàoŶtàĠgaleŵeŶtà

été effeĐtuĠesà ăà paƌtiƌà deà ƌĠaĐtifsà fouƌŶisà paƌà Theƌŵoà sĐieŶtifiĐà suƌà laà fƌaĐtioŶà ĐǇtosoliƋue.à L’aĐtiǀitĠà

mitochondriale du sǇstğŵe de tƌaŶspoƌt d’ĠleĐtƌoŶs ;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.ϯ.ϭ.àMesuƌeàdeàl’osŵolalitĠ 

Selon la méthode décrite par Felten et al. (2008),àuŶeàgoutteàdeàƋuelƋuesàŶaŶolitƌesàd’hĠŵolǇŵpheà

;ϮϬàŶlͿàestàƌĠĐupĠƌĠeàăàl’aideàd’uŶàŵiĐƌoĐapillaiƌeàdeàϱàµlàŵodifiĠà;ĠteŶduàăàĐhaudͿàapƌğsàaǀoiƌàpeƌĐĠ,àăà

l’aideà d’uŶeà aiguille, la cuticule du gammare au niveau du peiriomère en face dorsale. Cette goutte 

d’hĠŵolǇŵpheàestàƌapideŵeŶtàtransférée dans un des 6 puits du nano-osmomètre (Otago Osmometers 

Ltd, Dunedin, New Zeala) qui contient de l’huileà ŵiŶĠƌaleà à haute viscosité permettaŶtà d’Ġǀiteƌà

l’ĠǀapoƌatioŶàdeàl’hĠŵolǇŵphe.àUŶeàfoisàlesàϲàpuitsàƌeŵplis,àdoŶtàuŶàaǀeĐàdeàl’eauàultƌapuƌeà;ϬàmOsm.Kg-

1) et un autre avec un standard à 290 mOsm.Kg-1 peƌŵettaŶtàl’ĠtaloŶŶageàdeàl’appaƌeil,à l’osmolalité de 

l’hĠŵolǇŵpheàdeà l’oƌgaŶisŵeà testĠà estàĠǀaluĠe.à L’osŵolalitĠà ƌepƌĠseŶteà sĐhĠŵatiƋueŵeŶtà laàƋuaŶtitĠà

de substances osmotiquement actives (Na+, Cl-,àáá,à…Ϳ,àdoŶĐàƋuiàoŶtàlaàĐapaĐitĠàdeàƌeteŶiƌ/attiƌeƌàl’eau. 

La mesure s’effectue apƌğsà aǀoiƌà ĐoŶgelĠà laà goutteàd’hĠŵolǇŵpheà via un système à effet pelletier. La 

teŵpĠƌatuƌeà deà dĠĐoŶgĠlatioŶà deà l’hĠŵolǇŵphe,à ideŶtifiĠà ǀisuelleŵeŶtà sousà loupeà ďiŶoĐulaiƌe,à

permettra via l’ĠtaloŶŶageàpƌĠalaďleàd’eŶàdĠduiƌeàl’osŵolalitĠ. 

VI.ϯ.Ϯ.àMesuƌesàdeàlaàĐoŶsoŵŵatioŶàd’oǆǇgğŶe (dosages effectués par J. Bouquerel) 

Desà ŵesuƌesà deà ĐoŶsoŵŵatioŶà d’oǆǇgğŶeà paƌà lesà oƌgaŶisŵesà oŶtà ĠtĠà effeĐtuĠesà pour la seule 

expérimentation n° 3. Pour cela, nous avons utilisé le Microrespiration System d’UŶiseŶsà;UŶiseŶseàá/“,à

Aarhus, Denmark) Ƌuià peƌŵetà uŶeà ŵesuƌeà pƌĠĐiseà deà l’O2 dans des microvolumes. áà l’issueà deà

l’eǆpositioŶ,àlesàgaŵŵaƌesàoŶtàĠtĠàdouĐeŵeŶtàpƌĠleǀĠsàăàl’aideàd’uŶàĐaƌƌĠàdeàtissuàfiŶeàŵailleà;ϱϬϬàµŵͿà

puis délicatement disposés dans une enceinte respirométrique spécifique de 2mL (Figure 34) remplie 

d’eauàdeàlaàMĠholleàŶoŶàcontaminée et préalablement saturée en oxygène. La mesure de consommation 
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d’O2 aà ĠtĠà effeĐtuĠeà siŵultaŶĠŵeŶtà duƌaŶtà ϮϬàŵiŶutesà suƌà deuǆàŵiĐƌoĐuǀesà ĠƋuipĠesà ĐhaĐuŶeà d’uŶeà

ŵiĐƌoĠleĐtƌodeàetàĐoŶteŶaŶtàĐhaĐuŶeàϭàoƌgaŶisŵe.àL’eŶƌegistƌeŵeŶtàeŶàĐoŶtiŶuàdesàdoŶŶĠesàs’effeĐtueà

via une interface informatique qui permet également de visualiser en direct les courbes de 

consommation (Figure 34Ϳ.àLesàtauǆàdeàĐoŶsoŵŵatioŶàd’O2 sont ensuite calculés à partir de régressions 

linéaires effectuées sur des portions de courbe régulière.  

 

Figure 34 : Photos des ŵesuƌes de ĐoŶsoŵŵatioŶ d’oǆǇgğŶe ŵoŶtƌaŶt le gƌaphiƋue eŶ diƌeĐt de peƌte d’oǆǇgğŶe du 

milieu (A) ; le système général du respiromètre (B) eŶĐeiŶte daŶs laƋuelle la ŵesuƌe d’oǆǇgğŶe s’effeĐtue ;CͿ. 

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’apƌğsà laàŵĠthodeà 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 

deàϮŵlàd’uŶeàmicroplaque de 24 puits (Figure 35). ápƌğsàϯϬàseĐoŶdesàd’aĐĐliŵatatioŶ,àlesàďatteŵeŶtsàdesà
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plĠopodesàoŶtàĠtĠàĐoŵptĠsàǀisuelleŵeŶtàpeŶdaŶtàϭϬàseĐoŶdesàƋuaŶdàl’oƌgaŶisŵeàƌestaitàstatiƋue.àPouƌà

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’aƌƌġtàdeàŵaŶipulation, soit effectué a posteriori via 

desàǀidĠosàeŶƌegistƌĠesàăàlaàfiŶàdeàl’eǆpĠƌieŶĐe.à 

VI.4.2. Locomotion 

ápƌğsàeǆpositioŶ,àϴàăàϭϬàgaŵŵaƌesàoŶtàĠtĠàpƌĠleǀĠsàăà l’aideàd’uŶàŵoƌĐeauàdeàtissuàfiŶeàŵailleà;ϱϬϬà

µm) dans les différents répliĐatsàd’uŶeàŵġŵeàĐoŶditioŶ.àIlsàoŶtàĠtĠàdisposĠsàdaŶsàuŶàďĠĐheƌàĐoŶteŶaŶtà

uŶà ĐaƌƌĠà deà fiŶeà ŵailleà aiŶsià Ƌueà ϮϱϬà ŵLà duà ŵilieuà d’eǆpositioŶà ĐoŶtaŵiŶĠà ouà ŶoŶ.à L’aĐtiǀitĠà 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 

apƌğsà ϱà ŵiŶutesà d’aĐĐliŵatatioŶ.à áuà seiŶà deà ĐhaƋueà eǆpĠƌieŶĐe,à lesà ŵesuƌesà se sont déroulées 

exactement au même endroit et dans les mêmes conditioŶsàdeàluŵiŶositĠ.àL’aĐtiǀitĠ de locomotion a elle 

aussi été mesurée à chaque fois selon le même protocole mais les données ont été acquises de deux 

façoŶsàdiffĠƌeŶtes.àCeàĐoŵptageàaàĠtĠàeffeĐtuĠàdiƌeĐteŵeŶtàloƌsàdeàl’aƌƌġtàdeàŵaŶipàouàa posteriori via 

des ǀidĠosàeŶƌegistƌĠesàăàlaàfiŶàdeàl’eǆpĠƌieŶĐe 

 

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 fƌoidà paƌà lǇophilisatioŶà soità ăà l’Ġtuǀeà ;ϭϬϱ°C,à ϰϴhͿ.à Leuƌsà

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, 

aàeŶsuiteàĠtĠàĐalĐulĠeàǀiaàl’ĠƋuatioŶàϭ. 

Equation 1 :  

CoŶsoŵŵa oŶàdesàgaŵŵaƌesà=
M“feuille, iŶi aleà-àM“feuille,à Ŷalà-à;%MPàǆàM“feuille, iŶi aleͿ

M“gaŵŵaƌesàǆàt
 

MSfeuille, initiale ĐoƌƌespoŶdaŶtà ăà laàŵasseà sğĐheà desà feuillesà pesĠeàaǀaŶtà leà dĠďutà deà l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ ; 

MSfeuille, final correspondant à la masse sèche des feuilles pesée après plusieuƌsà jouƌsà d’eǆpositioŶà auǆà

gammares ; %MP correspondant au pourcentage de masse sèche peƌdueàpaƌàlessiǀageàdaŶsàl’eauàetàdueà

ăàl’aĐtiǀitĠàdesàŵiĐƌo-organismes ; MSgammares correspondant à la masse sèche des gammares moyennée 

suƌàtouteàlaàduƌĠeàdeàl’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶàeŶàteŶaŶtàĐoŵpteàdesàtauǆàdeàŵoƌtalitĠàetàtàĐoƌƌespoŶdaŶtàauà

teŵpsàd’eǆpositioŶ. 

VI.5.2. Production de FPOM par les gammares 

áàl’issueàdeà l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶà l’eauàdesàŵilieuǆàd’eǆpositioŶ,àǀidesàd’oƌgaŶisŵesàetàdeàfeuillesàaàĠtĠà

filtƌĠeà sousà ǀideà soità auà tƌaǀeƌsà d’uŶà filtƌeà eŶà Ŷitƌateà deà Đelluloseà ;47 mm de diamètre , 0.45 µm de 

porositĠ,à“aƌtoƌious,àLaďoŵodeƌŶeͿàsoitàauàtƌaǀeƌsàd’uŶàfiltƌeàeŶàfiďƌeàdeàǀeƌƌeàloƌsƋueàdesàŵesuƌesàdeà

carbone organique dissous étaient prévues (47 mm de diamètre, 0.7 µm de porosité, Labomoderne ou 

WhatŵaŶ™Ϳ.àáǀaŶtàĐhaƋueàfiltƌatioŶ,àlesàdiffĠƌeŶtsàtǇpesàdeàfiltƌesàoŶtàĠtĠàƌiŶĐĠsàăàl’eauàultƌapuƌeàpuisà

séchés 24h à 85°C et pesés. Après filtration les filtres chargés ont été remis à sécher durant 24h à 85°C. 

LaàpƌoduĐtioŶàdeàFPOMàpaƌàlesàgaŵŵaƌesàaàeŶsuiteàĠtĠàĐalĐulĠeàseloŶàl’ĠƋuatioŶàϮààetàeǆpƌiŵĠeàeŶàµgàdeà

masse sèche de FPOM produite/mg de masse sèche de gammare/jour. 
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Equation 2 : 

PƌoduĐ oŶàdeàFPOMàpaƌàlesàgaŵŵaƌesà=
M“ ltƌe, Ŷalà-àDM ltƌe,iŶi al à-à;%FPOMŵiĐƌo-oƌgaŶisŵesàǆàM“feuille,iŶi aleͿ

M“gaŵŵaƌesàǆàt
 

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 

ĐoƌƌespoŶdaŶtà auà pouƌĐeŶtageà deà FPOMà iŶduità paƌà leà lessiǀageà ouà pƌoduità paƌà l’aĐtiǀitĠà des micro-

organismes ; MSfeuille, initiale correspondant à la masse sèche des feuilles pesée avant le début de 

l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ ; MSgammares correspondant à la masse sèche des gammares moyennée sur toute la 

duƌĠeà deà l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶà eŶà teŶaŶtà Đoŵpteà desà tauǆà deà ŵoƌtalitĠà età tà ĐoƌƌespoŶdaŶtà auà teŵpsà

d’eǆpositioŶ. 

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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



112 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 2 : Optmisation de la de la contamination –  Matériel et Méthodes 
 

113 
 

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 

ƌappelà duà plaŶà eǆpĠƌiŵeŶtal,à puisà Đesà deƌŶieƌsà oŶtà ĠtĠà ƌappelĠà loƌsà deà l’Ġtudeà deà ĐhaƋueà gƌaphique. 

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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ToutàauàloŶgàdeàleuƌàĐǇĐleàdeàǀie,àlesàŶaŶopaƌtiĐulesàpeuǀeŶtàġtƌeàƌejetĠesàdaŶsàl’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtàetàseà

ƌetƌouǀeƌàdaŶsàlesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐeà;ĐhapitƌeàϭͿ.àLesàĠtudesàdécrites dans ce chapitre ont donc 

été élaborées aǀeĐà l’oďjeĐtifà deà seà ƌappƌoĐheƌà auà mieux de conditions réalistes sur le plan 

environnemental.àPouƌàĐelaàetàĐoŵŵeàdĠĐƌitàdaŶsàleàĐhapitƌeàϮ,àl’eauàaàdiƌeĐteŵeŶtàĠtĠàpƌĠleǀĠeàdaŶsàlaà

ƌiǀiğƌeàLaàMĠholle,àdaŶsà laƋuelleàdesàfeuillesàd’aulŶeàoŶtàĠgaleŵeŶtàĠtĠàplacées 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 

lesàeffetsàdesàŶaŶopaƌtiĐulesàsuƌàlesàgaŵŵaƌes.àDesàeǆpĠƌieŶĐesàpoƌtaŶtàsuƌàlesàeffetsàdeàl’aƌgeŶtàsuƌàlesà

gaŵŵaƌesàdeà l’espğĐeàG. fossarum avaient déjà été menées au sein de notre laboratoire (Arce Funck, 

2014),à Đ’està pouƌƋuoià ilà Ŷousà aà seŵďlĠà iŶtĠƌessaŶtà deà ĐoŵŵeŶĐer par une étude ciblée sur les nAg. 

Toujours dans leàsouĐiàdeàs’appƌoĐheƌàdeàĐoŶditioŶsààƌĠalistes,àdeàtƌğsàfaiďlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàd’eǆpositioŶà

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’ĠtudiĠ ces effets à 

différents niveaux :à Đellulaiƌes,à iŶdiǀiduelsà età foŶĐtioŶŶelsà afiŶà d’oďserver un pattern plus complet de 

ƌĠpoŶses.à àCeàgeŶƌeàd’ĠtudeàƌesteàƌaƌeàĐhezà lesàgaŵŵaƌesàƋuiàpossğdeŶtàpouƌtaŶtàuŶàƌôleà foŶĐtioŶŶelà

iŵpoƌtaŶtàdaŶsàlesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐe.  
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I. Effets des ŶaŶopaƌtiĐules d’aƌgeŶt suƌ 3 espğĐes 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 

daŶsà lesà eauǆà deà suƌfaĐeà deà l’oƌdƌeà duà Ŷg.L-1 (Sun et al., 2014),à ŵaisà ilà Ŷ’està pasà eǆĐluà Ƌueà Đesà

conceŶtƌatioŶsàsoieŶtàƌeǀuesàăàlaàhausseàdaŶsàlesàaŶŶĠesàăàǀeŶiƌàĠtaŶtàdoŶŶĠeàl’utilisatioŶàĐƌoissaŶteàdesà

ŶaŶoŵatĠƌiauǆàăàďaseàdeàŶág.àL’Ġtudeàdeàl’ĠǀaluatioŶàdesàeffetsàdesàŶágàsuƌàlesàgaŵŵaƌesàseŵďleàaloƌsà

pƌiŵoƌdialeà puisƋu’ilsà oĐĐupeŶtà uŶeà plaĐeà ĐlĠà daŶsà leà foŶĐtioŶŶeŵeŶtà età l’ĠƋuiliďƌeà desà ĠĐosǇstğŵesà

d’eauàdouĐe.àDeàplus,àĐoŵŵeàpouƌàďeauĐoupàd’iŶǀeƌtĠďƌĠsàaƋuatiƋues,àleàŵĠtalàaƌgeŶtàestàtƌğsàtoǆiƋueà

pour les gammares. Il peut notamment affecter leur physiologie et leur comportement, même à de très 

faibles concentrations (Arce Funck et al., 2013). 

L’oďjeĐtifà deà Đetteà eǆpĠƌieŶĐeà aà ĠtĠà d’Ġtudieƌà iŶdĠpeŶdaŵŵeŶtà diffĠƌeŶtsà ďioŵaƌƋueuƌsà situĠsà ăà

plusieuƌsàŶiǀeauǆàd’oƌgaŶisatioŶà;Đellulaiƌe,àphǇsiologiƋue,àiŶdiǀiduelͿàafiŶàd’oďteŶiƌàuŶeàpƌeŵiğƌeàiŵageà

des effets potentiels des nAg. Le niveau fonctionnel, aàaussiàĠtĠàappƌĠheŶdĠàafiŶàd’adopteƌàuŶeàappƌoĐheà

plus écologique qui permet d’aǀoiƌàune vision plus globale des risques que peuvent induire les nAg sur 

lesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐe. 

Comme plusieurs espèces appartenant au genre Gammarus sp. peuplent les rivières et sont plus ou 

ŵoiŶsà seŶsiďlesà auǆà ĐoŶtaŵiŶaŶts,à uŶà seĐoŶdà oďjeĐtifà Ġtaità ĠgaleŵeŶtà d’Ġtudieƌà età d’Ġǀalueƌà uŶeà

variabilité interspécifiques face à une contamination au nAg qui pourrait suggérer des risques plus ou 

ŵoiŶsàpƌĠoĐĐupaŶtàpouƌàl’ĠĐosǇstğŵeàeŶàfoŶĐtioŶsàdeàl’espğĐeàĐoŶtaŵiŶĠe. 

 

Mots clé : ŶaŶopaƌtiĐulesà d’aƌgeŶtà - Gammarus sp. - biomarqueurs - rôle fonctionnel -  variabilité 

interspécifique 
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Rappels du plan expérimental 

Dispositif expérimental : Trois espèces de gammares aĐĐliŵatĠsà ăà l’eauà deà laà MĠholleà ont été 

exposées pendant 72h à deux concentrations (0,5 et 5 µg.L-1) de deux foƌŵesàd’aƌgeŶt (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 deàϮϬàgaŵŵaƌesàŵąlesàetàdeàϴàdisƋuesàdeàfeuillesàd’aulŶeàĐoŶditioŶŶĠes immergés dans 400 

ŵLà d’eauà deà laà MĠholle.à EŶà paƌallğleà età pouƌà lesà ŵġŵes conditions de contamination et 

d’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ,à desà dispositifsà ĐoŶteŶaŶtà uŶiƋueŵeŶtà desà feuillesà oŶtà seƌǀià deà témoins pour les 

mesures de performance fonctionnelle. 

 

Figure 37 : PlaŶ eǆpĠƌiŵeŶtal siŵplifiĠ de l’eǆpĠƌieŶĐe Ϯ ;Cf. Chapitƌe Ϯ, taďleau ϴͿ 

Mesures : ápƌğsàaǀoiƌàǀĠƌifiĠàleàdiaŵğtƌeàdesàŶágà;Cf.àChapitƌeàϮ,àII.ͿàaiŶsiàƋu’uŶeàaďseŶĐeàdeàdissolutioŶà

dĠteĐtaďleà desà Ŷágà daŶsà l’eauà deà laà MĠholleà daŶsà lesà ĐoŶditioŶsà d’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶà ;Cf.à Chapitƌeà Ϯ,à

III.1.5.), les concentrations en argent total ont été mesurées dans les solutions mères puis dans le milieu 

apƌğsà Ϯϰhà età ϳϮhà ;“ááͿà aiŶsià Ƌueà daŶsà lesà feuillesà età lesà gaŵŵaƌesà eŶà fiŶà d’eǆpĠƌieŶĐeà ;ICP-MS). Des 

ďioŵaƌƋueuƌsàoŶtàĠtĠàĠtudiĠsàăàplusieuƌsàŶiǀeauǆàd’oƌgaŶisatioŶ :à leàŶiǀeauàĐellulaiƌeàaǀeĐà l’aĐtivité de 

transport des protéines MXR dans les branchies, la physiologie des organismes via les mesures 

d’osŵolalitĠàdeàl’hĠŵolǇŵphe,àleàŶiǀeauàiŶdiǀiduelàpaƌàl’ĠtudeàdeàlaàǀeŶtilatioŶàetàdeàlaàloĐoŵotioŶàdesà

organismes et enfin, le niveau fonctionnel avec leur activité de consommation et de production de 

FPOM. 

Traitements statistiques : Pour les figures (39,40, 43, 44ͿàĠtudiaŶtà lesàeffetsàdeà l’eǆpositioŶàsuƌà lesàϯà

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 

dĠtailà lesà effetsà desà ϱà ĐoŶditioŶsà d’eǆposition 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’estàaǀĠƌĠàŶĠĐessaiƌeà;Figuƌesàϰϭ,ϰϮ), 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 daŶsàl’eau,àlesàfeuillesàetàlesàgaŵŵaƌes 

Leà taďleauàϭϬàpƌĠseŶteà lesà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶàaƌgeŶtà totalàŵesuƌĠesàdaŶsà lesà solutioŶsàd’eǆpositioŶà

aǀaŶtà leà laŶĐeŵeŶtàduàtestà ;“.ŵğƌeͿàetàapƌğsàϮϰhàetàϳϮh.àL’eauàdeà laàMĠholleàŶ’estàpasàŶatuƌelleŵeŶtà

chargée en argeŶtàpuisƋueàlesàtĠŵoiŶsàseàsitueŶtàeŶàdessousàdesàliŵitesàdeàdĠteĐtioŶàdeàl’appaƌeil. 

Tableau 10 : Moyennes (± écart-types) des concentrations en argent total mesurées dans les solutions mères avant 

le lancement des tests et après Ϯϰh et ϳϮh d’uŶe eǆpositioŶ au AgNO3 et aux nAg 60 nm pour 3 concentrations : 0 ; 

0,5 ; 5 µg.L
-1

. ;<LD : sous la liŵite de dĠteĐtioŶ de l’iŶstƌuŵeŶt : Ϭ.ϭμg.L
-1

). 

 

Lesà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà eŶà aƌgeŶtà totalàŵesuƌĠesà daŶsà lesà feuillesà d’aulŶeà eŶà pƌĠseŶĐeà ouà aďseŶĐeà deà

gaŵŵaƌesà apƌğsà ϳϮhà d’eǆpositioŶà soŶtà pƌĠseŶtĠesà daŶsà laà figuƌeà ϯϴ.à Lesà ƌĠsultatsà deà l’aŶoǀaà ăà deuǆà

faĐteuƌsàŶ’oŶtàpasàŵisàeŶàĠǀideŶĐeàd’iŶteƌaĐtioŶàeŶtƌeàlaàpƌĠsence 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 

saŶsàgaŵŵaƌe.àáàĐetteàŵġŵeàĐoŶĐeŶtƌatioŶàd’eǆpositioŶàdeàϱàµg.L-1, les feuilles en présence et absence 

deà gaŵŵaƌesà eǆposĠesà ăà l’ágNO3 étaient significativement plus contaminées que leurs homologues 

exposées aux nAg 60 nm. 
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Figure 38 : Moyennes (+ écart-tǇpesͿ des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ aƌgeŶt total ŵesuƌĠes daŶs les feuilles d’aulŶe apƌğs 

ϳϮh d’uŶe eǆpositioŶ 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’aŶoǀaàăàdeuǆàfaĐteuƌsàeffeĐtuĠeàsuƌà l’eŶseŵďleàdesàǀaleuƌsàaàƌĠǀĠlĠà laàpƌĠseŶĐeàd’uŶeà iŶteƌaĐtioŶà

significative entre les espèces exposées et les contaminations appliquées (Tableau 11B). Pour les 

concentrations en argent total des gammares mesurées après ϳϮhàd’eǆpositioŶà;FiguƌeàϯϵͿ,àlesàƌĠsultatsà

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’eǆpositioŶàoŶtàeŶtƌaiŶĠàdesàĐoŶtaŵiŶatioŶsàstatistiƋueŵeŶtàdiffĠƌeŶtesà;tĠŵoiŶ,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 ĠtĠàoďseƌǀĠ,à aǀeĐà desà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsàŵultipliĠesàpaƌà ϴà pouƌà l’ágNO3 et par 2 pour les nAg chez les 

organismes exposés à 5 µg.L-1. Chez G. roeseli,àl’àeǆpositioŶàăàϬ,ϱàµg.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 

effetàplusàiŵpoƌtaŶtàdeàl’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 

ϳϮh d’uŶe eǆpositioŶ 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 

ápƌğsàϳϮàhàd’eǆpositioŶ,àlesàpourcentages de mortalité se sont échelonnés de 2 à 15% en moyenne, et 

l’eǆpositioŶàăàl'aƌgeŶtàŶ’aàpasàeŶgeŶdƌĠàdeàŵoƌtalitĠàstatistiƋueŵeŶtàdiffĠƌeŶteàdeàĐelleàeŶƌegistƌĠeàdaŶsà

les conditions témoins (Tableau 11). 

I.1.2.2. Niveau cellulaire :àl’aĐtiǀitĠàde transport MXR 

Pouƌà l’aĐtiǀitĠà MXRà ;Figuƌeà ϰ0Ϳ,à Đoŵŵeà leà ŵoŶtƌeà leà taďleauà ϭϭ,à l’aŶoǀaà ăà deuǆà faĐteuƌsà Ŷ’aà pasà

ŵoŶtƌĠàd’iŶteƌaĐtioŶàeŶtƌeàlesàdeuǆàǀaƌiaďlesàŵaisàaàfaitàƌessoƌtiƌàdesàdiffĠƌeŶĐesàsigŶifiĐatiǀesàeŶtƌeàlesà

espèces indépendamment de la contamiŶatioŶàeŶàaƌgeŶt.àLesàŵesuƌesàd’aĐtiǀitĠàoďseƌǀĠesàeŶtƌeà lesàϯà

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 

ĐoŶtaŵiŶatioŶà Ŷ’oŶtà pasà ŵoŶtƌĠà deà diffĠƌeŶĐesà sigŶifiĐatiǀesà ĐoŶtƌaiƌeŵeŶtà ăà 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’uŶe eǆpositioŶ 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 

ĐoŶtaŵiŶatioŶ au seiŶ d’uŶe espğĐe. Les gƌoupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

I.1.2.3. Niveau physiologique :àl’osŵolalitĠ 

Pouƌàlesàŵesuƌesàdeàl’osŵolalitĠà;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’osŵolalitĠàdeàl’hĠŵolǇŵphe. 

 

Figure 41 : Moyennes (+ écart-tǇpesͿ des ǀaleuƌs d’osŵolalitĠ de l’hĠŵolǇŵphe ŵesuƌĠes daŶs les ϯ espğĐes de 

gaŵŵaƌes apƌğs ϳϮh d’uŶe eǆpositioŶ 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 iŶfoƌŵeŶt des diffĠƌeŶĐes eŶtƌe les ĐoŶditioŶs de ĐoŶtaŵiŶatioŶ au seiŶ d’uŶe 

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 

statistiƋueà Ŷ’aà ĠtĠà oďseƌǀĠeà eŶtƌeà lesà ϯà espğĐesà ;aŶoǀaà deà Kƌuskall-wallis, ddl=2, p-value=0,955). En 

ƌeǀaŶĐhe,àl’eǆpositioŶàaàeŶgendré 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’eǆpositioŶàăàϱà

µg.L-ϭà d’ágNO3 a induit une baisse significative des battements de pléopodes des gammares alors 

Ƌu’auĐuŶeàŵodifiĐatioŶàŶ’aàĠtĠàdĠteĐtĠeàĐhezàG. pulex. 

 

Figure 42 : Moyennes (+ écart-tǇpesͿ des ŵesuƌes de ǀeŶtilatioŶ Đhez les ϯ espğĐes de gaŵŵaƌes apƌğs ϳϮh d’uŶe 

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 ĐoŶditioŶs de ĐoŶtaŵiŶatioŶ au seiŶ d’uŶe espğĐe. Les gƌoupes 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 

sigŶifiĐatiǀeàeŶtƌeàlesàǀaƌiaďlesàdeàĐoŶtaŵiŶatioŶàetàd’espğĐe (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 

uŶeàďaisseàsigŶifiĐatiǀeàdeà laà loĐoŵotioŶàdesàgaŵŵaƌesàd’eŶǀiƌoŶàϮϬ%àpaƌàƌappoƌtàauǆàtĠŵoiŶsàetàauǆà

autƌesàĐoŶditioŶs.àáuàĐoŶtƌaiƌe,àpouƌàl’espğĐeàG. roeseli toutes les conditions de contamination en argent 

ont induit des baisses de locomotion. A 0,5 µg.L-1,àlesàdeuǆàfoƌŵesàd’aƌgeŶtà;ágNO3 etàŶágͿàŶ’iŶduiseŶtà

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-tǇpesͿ des ŵesuƌes de loĐoŵotioŶ Đhez les ϯ espğĐes de gaŵŵaƌes apƌğs ϳϮh d’uŶe 

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’aĐtiǀitĠàdeàĐoŶsoŵŵatioŶàdesàfeuillesàest sensiblement la même chez G. pulex et G. roeseli,àaloƌsàƋu’elleà

est presque deux fois plus élevée chez G. fossarum ;TaďleauàϭϭͿ.àEŶàƌeǀaŶĐhe,àƋuelleàƋueàsoitàl’espğĐe,à

Đetteà aĐtiǀitĠà deà ĐoŶsoŵŵatioŶà desà feuillesà Ŷ’aà pasà ĠtĠà ŵodifiĠeà deà ŵaŶiğƌeà sigŶifiĐative suite à 

l’eǆpositioŶàauǆàdeuǆàfoƌŵesàd’aƌgeŶt.à 

Comme attendu, la production de FPOM est plus élevée chez G. fossarum que chez G. pulex et G. roeseli 

;Figuƌeà ϰϰBͿ.à áloƌsà Ƌueà l’eǆpositioŶà ăà l’aƌgeŶtà Ŷ’aà eŶgeŶdƌĠà auĐuŶeàŵodifiĐatioŶà sigŶifiĐatiǀeà Đhezà 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’eǆpositioŶà Ŷ’eŶgeŶdƌeà auĐuŶeà ŵodifiĐatioŶà sigŶifiĐatiǀeà deà Đetteà diffĠƌeŶĐeà

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,àoŶàƌetƌouǀeàl’effetàdĠjăàĐoŶstatĠàăàϱà

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 : CoŶsoŵŵatioŶ des feuilles d’aulŶe, B : Production de FPOM 

et C : Différence entre consommation de feuilles et production de FPOM par les 3 espèces de gammares après 72h 

d’uŶe eǆpositioŶ 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 

eŶ ŵiŶusĐules iŶfoƌŵeŶt des diffĠƌeŶĐes eŶtƌe les ĐoŶditioŶs de ĐoŶtaŵiŶatioŶ au seiŶ d’uŶe espğĐe. Les gƌoupes de 

mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

I.2. Discussion 

I.Ϯ.ϭ.àCoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶàaƌgeŶtàdaŶsàl’eau,àlesàfeuillesàetàlesàgaŵŵaƌes 

LesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶàaƌgeŶtàtotalàŵesuƌĠesàdaŶsà l’eauàtoutàauà loŶgàdeà l’eǆpĠƌieŶĐeàoŶtàŵoŶtƌĠàuŶà

ŵaiŶtieŶàdeà l’aƌgeŶtàdaŶsàlaàĐoloŶŶeàd’eau.àUŶàtestàeffeĐtuĠàeŶàaŵoŶtàdeàĐetteàeǆpĠƌieŶĐeàetàdoŶtà 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’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ.àEŶàeffet,àuŶeàteŵpĠƌatuƌeàassezàďasseàdeàϭϮ°C,àuŶàpHàdeàϴàouàeŶĐoƌeàlaàpƌĠseŶĐeàdeà

matière organique dansàl’eauàd’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶàŶoŶàoǆǇgĠŶĠeàpeŶdaŶtàleàtest,àsoŶtàdesàĐoŶditioŶsàƋuià

ont tendance à limiter la dissolution des nAg (Liu and Hurt, 2010). Si les autres phénomènes de 

tƌaŶsfoƌŵatioŶàetàdĠgƌadatioŶàdesàŶágàŶ’oŶtàpuàġtƌeàideŶtifiĠsàdaŶsàĐetteàĠtude,àlesàĐoncentrations en 

aƌgeŶtàtotalàŵesuƌĠesàdaŶsàlaàĐoloŶŶeàd’eauàpeuǀeŶtàtoutefoisàsuggĠƌeƌàuŶàtauǆàdeàsĠdiŵeŶtatioŶàassezà

faible. 

L’eǆpositioŶàauǆàŶágàăàϱàµg.L-1, engendre une augmentation des concentrations dans les feuilles et les 

gammares par rapport aux témoins respectifs. LaàĐoŶĐeŶtƌatioŶàdeàdĠpaƌtàdaŶsàl’eauàestàseŶsiďleŵeŶtàlaà

ŵġŵeà pouƌà l’ágNO3 età lesà Ŷág,à auǆà deuǆà dosesà testĠes.à Paƌà ĐoŶtƌeà laà Đhuteà d’aƌgeŶtà daŶsà l’eauà està

ďeauĐoupàplusàiŵpoƌtaŶteàpouƌàl’ágNO3 que pour les nAg, ce qui est cohérent avec une contamination 

plusà iŵpoƌtaŶteà desà feuillesà età desà gaŵŵaƌesà puisƋueà l’ágNO3 a systématiquement induit des 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶsàplusàĠleǀĠesàdaŶsàĐesàϮàĐoŵposaŶtesàďiologiƋues.à LesàphĠŶoŵğŶesàd’adsoƌptioŶàet/ouà

d’aďsoƌptioŶàdesàŶágàseŵďleŶtàdoŶĐàġtƌeàdiffĠƌeŶtsàdeàĐeuǆàdeàleuƌàĐoŶtƌôleàpositifàăàl’ágNO3. 

L’Ġtudeà Đoŵpaƌatiǀeà deà laà ĐoŶtaŵiŶatioŶà desà feuillesà paƌà l’aƌgeŶtà sousà foƌŵeà Ŷitƌateà ouà

ŶaŶopaƌtiĐulaiƌe,à eŶà pƌĠseŶĐeà ouà ŶoŶà deà gaŵŵaƌes,à ŵoŶtƌeà uŶeà teŶdaŶĐeà ăà l’augŵeŶtatioŶà deà laà

contamination des feuilles eŶà aďseŶĐeà deà gaŵŵaƌesà pouƌà laà ĐoŶĐeŶtƌatioŶà d’eǆpositioŶà laà plusà foƌte.à

MġŵeàsiàelleàŶ’estàpasàsigŶifiĐatiǀe,àĐetteàteŶdaŶĐeàsuggğƌeàƋueàlaàpƌĠseŶĐeàdeàgaŵŵaƌesàpuisseàƌĠduiƌeà

laàĐoŶtaŵiŶatioŶàdesàfeuillesàsoitàeŶàoffƌaŶtàuŶeàsuƌfaĐeàd’adsoƌptioŶ/aďsoƌption supplémentaire, soit en 

liŵitaŶtàlaàĐoŶtaŵiŶatioŶàdesàfeuillesàpaƌàďƌoutageàduàďiofilŵàĐoloŶisaŶtàleuƌàsuƌfaĐe.àMġŵeàsiàăàl’heuƌeà

aĐtuelleàlesàiŶteƌaĐtioŶsàfiŶesàliaŶtàleàŵilieuàd’eǆpositioŶàetàlesàdeuǆàĐoŵpaƌtiŵeŶtsàďiologiƋuesàŶeàsoŶtà

pas entièrement coŵpƌises,à Đesà tƌaǀauǆà oŶtà peƌŵisà deà s’assuƌeƌà Ƌueà laà ĐoŶtaŵiŶatioŶà aƌgeŶtiƋueà
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appoƌtĠeà sousà foƌŵeàŶaŶopaƌtiĐulaiƌeà ƌestaitàaĐĐessiďleàdaŶsà laàĐoloŶŶeàd’eauàetà seà tƌaŶsfĠƌaità suƌà lesà

feuilles,àƌeŶdaŶtàpossiďleàl’Ġtudeàd’uŶeàĐoŶtaŵiŶatioŶàpaƌàǀoieàdiƌeĐte,àainsi que par voie trophique. 

Dans la littérature, même si certaines études se sont déjà intéressées à la contamination et à 

l’aĐĐuŵulatioŶàdeàd’aƌgeŶtàdaŶsàdiffĠƌeŶtesàespğĐesàdeàgaŵŵaƌesàtellesàƋueàG. fossarum (Arce Funck et 

al., 2013) et G. pulex (Baudin and Garnier-Laplace, 1994),à auĐuŶà tƌaǀauǆàŶ’aàeŶĐoƌeàĠtĠàpuďliĠà suƌà lesà

gaŵŵaƌesàetà lesàŶág.àD’autƌesàespğĐesàoŶtàtoutefoisàdĠjăàĠtĠàĠtudiĠesàetà ilàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàpaƌàeǆeŵpleà

Ƌueà l’aƌgeŶtà issuà desà Ŷágà pouǀaità ġtƌeà aĐĐuŵulĠà daŶsà lesà ďƌaŶĐhies,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 suƌà l’iŵageƌieà oŶtà ǀisualisĠà laà pƌĠseŶĐeà deà Ŷágà ăà l’iŶtĠƌieuƌà deà Đellulesà ďƌaŶĐhialesà deà poissoŶà

(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 

Ŷ’aà pasà ĐheƌĐhĠà ăà dĠteƌŵiŶeƌà laà loĐalisatioŶà deà l’aƌgeŶtà ;ďioaĐĐuŵulĠà ouà adsoƌďĠͿà Ŷià laà foƌŵeà sousà

laquelle il est en interaction avec les gammares (ionique ou nanoparticulaire). Les travaux cités 

pƌĠĐĠdeŵŵeŶtà laisseŶtà toutefoisà iŵagiŶeƌà Ƌu’uŶeà ƌĠelleà ĐoŶtaŵiŶatioŶà 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 Ŷágà deà ϲϬŶŵà deà diaŵğtƌeà Ŷ’oŶtà pasà iŶduità deàŵortalité 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 

toǆiĐitĠàdeàl’aƌgeŶtàestàhauteŵeŶtàdĠpeŶdaŶteàdeàlaàfoƌŵeàdeàl’aƌgeŶtàetàdeàlaàĐhiŵieàdeàl’eauà (Bury et 

al., 2002; Ratte, 1999).à Laà foƌŵeà ioŶiƋueà deà l’aƌgeŶtà ;ág+) est très toxiqueà pouƌà lesà oƌgaŶisŵesà 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 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶàŶoŶàŶĠgligeaďleàdeà l’ageŶtàĐoŵpleǆaŶtàCl- daŶsà l’eauàdeà laàMĠholleàpouƌƌaitàeǆpliƋueƌà laà

survie des organismes soumis à 5 µg.L-1 d’ágNO3 ainsi que la différence de viabilité observée entre les 

gammares  G. fossarum deàŶotƌeàĠtudeàetàĐeuǆàdeàl’Ġtudeàde Arce Funck et al. (2013) daŶsàlaƋuelleàl’eauà

présentait des [Cl-] cinq fois plus basses. 
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I.2.2.2. Niveau cellulaire :àl’aĐtiǀitĠàdesàtƌaŶspoƌteuƌsàMXR 

Lesà tƌaŶspoƌteuƌsà MXRà soŶtà desà poŵpesà ŵeŵďƌaŶaiƌesà Ƌuià oŶtà eŶà Đhaƌgeà l’eǆpulsioŶà desà

ǆĠŶoďiotiƋuesà ăà l’eǆtĠƌieuƌà desà Đellulesà età appaƌtieŶŶeŶtà ăà laà pƌeŵiğƌeà ligŶeà deà dĠfeŶseà ĐoŶtƌeà lesà

contaminants (Bard, 2000; Epel, 1998). 

Lesà Ŷiǀeauǆà d’aĐtiǀitĠ 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 

aloƌsàuŶàŶiǀeauàďasalàd’aĐtiǀitĠàMXRàplusàĠleǀĠàƋueàĐeuǆàpƌoǀeŶaŶtàdeàsitesàditsàplusàpƌopƌesà(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 

ƌiǀiğƌeàdeàƌĠfĠƌeŶĐeàoŶtàpƌĠseŶtĠàdesàŶiǀeauǆàd’aĐtiǀitĠàĐoŶstitutifs,àĐeƌtesàdiffĠƌeŶts,àŵaisàeŶtƌeàϭ,ϱàăà

2,8 fois plus faibles que les activités mesurées pour les G. roeseli, prélevés quant à eux dans la Nied qui 

pƌĠseŶteàuŶeàeauàd’uŶeàƋualitĠàpassaďle.àG. pulex,àƋuiàpossğdeàlesàŶiǀeauǆàd’aĐtiǀitĠsàlesàplusàďas,àestàlaà

seule espèce à répondre à la contamination métallique par une augmentation de son activité de défense 

aŶtitoǆiƋueàsuiteàăàl’eǆpositioŶàăàl’ágNO3 à 0,5 µg.L-1 aiŶsiàƋu’ăàϱàµg.L-1 deàŶág.àL’iŶduĐtioŶàdeàl’aĐtiǀitĠàdeà

tƌaŶspoƌtàMXRàŵoŶtƌeàlaàdĠteĐtioŶàpaƌàl’oƌgaŶisŵeàdeàl’eǆpositioŶàăàuŶàǆĠŶoďiotiƋueàetàsouligŶeàlaàŵiseà

eŶà plaĐeà d’uŶà pƌoĐessusà deà dĠtoǆiĐatioŶ.à UŶeà iŶduĐtioŶà deà l’aĐtiǀitĠà MXRà aà dĠjăà plusieuƌsà foisà ĠtĠà

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 faiďleà ĐoŶĐeŶtƌatioŶà està ĐohĠƌeŶteà aǀeĐà l’Ġtudeà deà Achard et al. (2004) qui ont rapporté 

l’eǆisteŶĐeàdeàƌelatioŶàiŶǀeƌseàeŶtƌeàdoseàd’eǆpositioŶàŵĠtalliƋueà;ĐadŵiuŵͿàetàl’iŶduĐtioŶàdeàpƌotĠiŶesà

MXR chez Corbicula fluminea eŶàeǆpliƋuaŶtàuŶeàďaisseàd’aĐtiǀitĠàduàŵĠtaďolisŵeàdeàsǇŶthğseàpƌotĠiƋueà

aux plus fortes conĐeŶtƌatioŶs.àL’utilisatioŶàdeà l’aĐtiǀitĠàMXR,àdĠjăàĐoŶsidĠƌĠeàĐoŵŵeàuŶàďioŵaƌƋueuƌà

effiĐaĐeàdeàpollutioŶàŵĠtalliƋueàĐhezàlesàďiǀalǀes,àpouƌƌaitàĠgaleŵeŶtàpeƌŵettƌeàl’Ġtudeàdeàl’eǆpositioŶà

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 

aďoƌdĠàĐeàpoiŶtàoŶtàĠtĠàƌĠalisĠsàĐhezàdesàlaƌǀesàd’ouƌsiŶsà;áŶselŵoàetàal.,àϮϬϭϮͿàetàĐhezàleàďiǀalǀeàŵaƌiŶà

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’osŵolalitĠ 

L’osŵolalitĠàdeà l’hĠŵolǇŵpheàestàuŶàďioŵaƌƋueuƌàphǇsiologiƋueàpeƌŵettaŶtàdeà ƌĠǀĠleƌàuŶàĠtatàdeà

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’eǆpositioŶàauǆàŶágàŶ’aàpasà iŵpaĐtĠà

l’osŵolalitĠà deà l’hĠŵolǇŵpheà aloƌsà Ƌueà leà ĐoŶtƌolà 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 préparationͿàƋuiàoŶtà tousà lesàdeuǆàĠǀaluĠàdesàďaissesàd’osŵolalitĠà

chez G. fossarum exposés au AgNO3 pour de très faibles concentrations de 0,5 µg.L-1 après 96h et 1 µg.L-1 

aprğsàϳϮhàd’eǆpositioŶsàƌespeĐtiǀeŵeŶt. 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 conditioŶsà d’eǆpositioŶà

aǀaieŶtàĠgaleŵeŶtàeŶtƌaiŶĠàuŶeàdissolutioŶàdesàŶaŶopaƌtiĐulesàd’eŶǀiƌoŶàϯϬ%àpouǀaŶtàlaisseƌàsupposeƌà

Ƌueà Đetà effetà pouƌƌaità ġtƌeà dƸà ăà l’aƌgeŶtà dissousà plutôtà Ƌu’auǆà Ŷág.à L’osŵolalitĠà està uŶà iŶdiĐateuƌà

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- hĠŵolǇŵphatiƋues,à Ƌuià soŶtà ĐoŶŶusà pouƌà ƌĠguleƌà ăà ϵϬ%à lesà ǀaleuƌsà d’osŵolalité, 

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’aĐtiǀitĠà deà ǀeŶtilatioŶà desà oƌgaŶisŵesà appaƌteŶaŶtà auǆà ϯà espğĐesà Ŷ’aà pasà ĠtĠà peƌtuƌďĠeà paƌà

l’eǆpositioŶà auǆà Ŷágà ăà desà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtaleŵeŶtà ƌĠalistes.à PouƌtaŶt,à età Đoŵŵeà leà

ŵoŶtƌeŶtà lesà Ŷiǀeauǆà d’aĐtiǀitĠà deà G. fossarum et G. roeseli à 5 µg.L-ϭ,à desà ďaissesà d’aĐtiǀitĠà deà

ventilation suite à une contamination au AgNO3 eǆisteŶtà età oŶtà d’ailleuƌsà dĠjăà ĠtĠà ƌappoƌtĠà daŶsà laà

littérature (Arce Funck et al., 2013). Certaines études ont déjà montré des effets des nAg entrainant 

l’ĠpaississeŵeŶtàdesàďƌaŶĐhiesàdeàpoissoŶsàaiŶsiàƋu’uŶeàƌĠduĐtioŶàduàtƌaŶspoƌtàdeàl’oǆǇgğŶeàetàdoŶĐàuŶà
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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 

paƌàeǆeŵpleàappoƌteƌàplusàd’iŶfoƌŵatioŶs. 

I.2.2.4.2. La locomotion 

áuàŶiǀeauàĐoŵpoƌteŵeŶtal,àilàestàlaƌgeŵeŶtàadŵisàƋueàlesàŵĠtauǆàetàŶotaŵŵeŶtàl’aƌgeŶtàeŶtƌaiŶeŶtà

desàpeƌtuƌďatioŶsà suƌà l’aĐtiǀitĠàdeà loĐoŵotioŶàdesàgaŵŵaƌesà (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’estàaǀĠƌĠeàseŶsiďleàauǆàŶaŶopaƌtiĐules,àetàĐeàdğsàϬ,ϱàµg.L-1.àLaàďaisseàd’aĐtiǀitĠàŵesuƌĠeàĐhezàG. roeseli 

suiteà ăà l’eǆpositioŶà auǆà Ŷágà està ĐohĠƌeŶteà aǀeĐà l’Ġtudeà 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 

Ϯϱà Ŷŵà deà diaŵğtƌe.à Laà ƌĠduĐtioŶà deà l’aĐtiǀitĠà loĐoŵotƌiĐeà està uŶà phĠŶoŵğŶeà pouǀaŶtà pƌĠseŶteƌà desà

conséquences non négligeaďles,àǀiaàl’augŵeŶtatioŶàdeàlaàdĠƌiǀeàdesàoƌgaŶisŵesàauàgƌĠàdesàĐouƌaŶts,àƋuià

les rend plus vulnérables à la prédation (Hughes, 1970; MacNeil et al., 1999; E. J. Taylor et al., 1994).  

Au niveau coŵpoƌteŵeŶtal,à l’Ġtudeà desà ďioŵaƌƋueuƌsà Đoŵŵeà lesà aĐtiǀitĠsà deà ǀeŶtilatioŶà 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’aĐtiǀitĠà deà ĐoŶsoŵŵatioŶà desà gaŵŵaƌesà età ŶotaŵŵeŶtà l’aĐtiǀitĠà deà dĠĐhiƋuetageà età deà

fragmentation de la matière organique entrainant une production de FPOM est un processus fonctionnel 

majeur dans lesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐeàpuisƋu’ilàpaƌtiĐipeàăà l’iŶĐoƌpoƌatioŶàdeà laàŵatiğƌeàoƌgaŶiƋueà

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 

ǀaƌiaďlesàeŶàfoŶĐtioŶàdeàl’espğĐeàĐoŶsidĠƌĠe.àEŶàƌeǀaŶĐhe,àauĐuŶàeffetàdeàl’eǆpositioŶàŶ’aàĠtĠàdĠteĐtĠàeŶà

ĐeàƋuiàĐoŶĐeƌŶeàlaàĐoŶsoŵŵatioŶ,àaloƌsàƋu’uŶeàƌĠduĐtioŶàdeàlaàpƌoduĐtioŶàdeàFPOMàaàĠtĠàeŶƌegistƌĠeàăà

5 µg.L-1 de nAg uniquement chez G. roeseli. En conséquence, la différence Consommation-Production de 

FPOMàĐalĐulĠeàs’estàǀue augmenter significativement par rapport au témoin. Un résultat du même ordre 

a déjà été observé par Zubrod et al. (2011) ƋuiàoŶtàĠtaďliàƋu’uŶeàdiŵiŶutioŶàdeàpƌoduĐtioŶàdeàfğĐesàsaŶsà

ďaisseàdeàĐoŶsoŵŵatioŶàeŶàaŵoŶtàpouƌƌaitàġtƌeàleàƌĠsultatàd’uŶeàplusàfoƌteàassiŵilatioŶàpaƌàG. fossarum 

contaminé par un fongicide. Une perturbation des fonctions digestives entraînant cette baisse de 
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pƌoduĐtioŶàdeàFPOMàpouƌƌaitàġtƌeàuŶeàseĐoŶdeàeǆpliĐatioŶàpuisƋueàdesàĠtudesàoŶtàdĠjăàfaitàĠtatàd’uŶeà

altĠƌatioŶà deà l’aĐtiǀitĠà desà eŶzǇŵesà digestiǀesà desà gaŵŵaƌesà suiteà ăà uŶeà ĐoŶtaŵiŶatioŶà ŵĠtalliƋueà

(Dedourge-Geffard et al., 2013, 2009).à Quelleà Ƌu’eŶà soità laà ƌaisoŶ,à lesàŵesuƌesà auà Ŷiǀeauà foŶĐtioŶŶelà

ƌĠalisĠesàpeƌŵetteŶtàd’eŶtƌeǀoiƌàdesàeffetsàdusàăàdeàfaiďlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàdeàŶágàsuƌàlesàpeƌfoƌmances 

fonctionnelles de G. roeseli. Ces organismes ont un rôle clé dans le bon fonctionnement des écosystèmes 

d’eauà douĐeà età uŶeà ĐoŶtaŵiŶatioŶà auǆà Ŷágà pouƌƌaità eŶtƌaiŶeƌà desà effetsà iŶdiƌeĐtsà suƌà l’ĠƋuiliďƌeà deà

l’ĠĐosǇstğŵe. 

I.2.4. Variabilité interspécifiques face à la contamination 

UŶà oďjeĐtifà deà Đetteà Ġtudeà Ġtaità d’Ġǀalueƌà sià lesà tƌoisà espğĐesà deà gaŵŵaƌesà ƌĠpoŶdaieŶtà deà façoŶà

siŵilaiƌeà ăà laà ĐoŶtaŵiŶatioŶà afiŶà d’appƌĠheŶdeƌà lesà effetsà eŶgeŶdƌĠsà paƌà leà ƌelaƌgageà deà Ŷágà suƌà uŶà

écosystème aquatique en fonctioŶàdeàl’espğĐeàpƌĠseŶteàdaŶsàlaàƌiǀiğƌe.à 

D’uŶà poiŶtà deà ǀueà gĠŶĠtiƋue,à l’espğĐeàG. 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).àPouƌàl’aĐtiǀitĠàMXRàĐelaàaàdĠjăàĠtĠàdĠŵoŶtƌĠàĐhezàlesàiŶǀeƌtĠďƌĠsàŵaƌiŶsàpaƌà

Smital et al. (2000).àC’estàaussiàĐeàƋuiàaàĠtĠàoďseƌǀĠàdaŶsàĐetteàĠtudeàoƶàdesàƌepƌĠseŶtaŶtsàdeàl’espğĐeàG. 

roeseli prélevés dans la rivière possédant la plus mauvaise qualité ont présenté les plus fortes activités 

MXR constitutives. 

D’autƌesàtƌaǀauǆàseàsoŶtàdĠjăàiŶtĠƌessĠsàăàĐetteàǀaƌiaďilitĠàiŶteƌspĠĐifiƋueàpouƌàle genre Gammarus sp 

en termes de sensibilité suite à une contamination. Adam et al. (2010) ont par exemple montré que des 

oƌgaŶisŵesàadultesàdeàl’espğĐeàG. 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 

Ƌuià soŶtà lesà plusà seŶsiďlesà auà Đadŵiuŵ.à DaŶsà Ŷotƌeà Ġtude,à età eŶà pƌeŶaŶtà eŶà Đoŵpteà l’eŶseŵďleà desà

ŵaƌƋueuƌsàĠtudiĠs,àauĐuŶeàdiffĠƌeŶĐeàdeàƌĠpoŶseàŶ’aàĠtĠàŵiseàeŶàĠǀidence suite à la contamination à 

l’aƌgeŶtàsousàfoƌŵeàŶitƌate.àEŶàƌeǀaŶĐhe,àsuiteàăàl’eǆpositioŶàăàl’aƌgeŶtàsousàfoƌŵeàŶaŶopaƌtiĐulaiƌe,àseulsà

lesà ƌepƌĠseŶtaŶtsà deà l’espğĐeà G. roeseli oŶtà ĠtĠà affeĐtĠsà suƌà leà plaŶà deà l’aĐtiǀitĠà loĐoŵotƌiĐeà età desà

performancesàfoŶĐtioŶŶellesàĠtudiĠes.àCoŵŵeàl’aǀaieŶtàdĠjăàsouligŶĠàBoetsàetàal.à ;ϮϬϭϮͿ,àŶosàƌĠsultatsà
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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 

;osŵolalitĠàdeàl’hĠŵolǇŵpheͿàetàpouƌàleàďioŵaƌƋueuƌàĐoŵpoƌteŵeŶtalàdeàǀeŶtilatioŶ,àlesàŶágàŶ’oŶtàpasà

eŶgeŶdƌĠàd’effetàpƌoďaŶtàsuƌàlesàϯàespğĐesàdeàgaŵŵaƌesàŵalgƌĠàdesàŶiǀeauǆàd’aĐtiǀitĠàdeàďaseàpaƌfoisà

différents (activité de transport MXR). Au contraire la locomotion ainsi que la production de FPOM a 

ŵoŶtƌĠà l’eǆisteŶĐeà d’effetsà dusà ăà laà ĐoŶtaŵiŶatioŶà deà l’aƌgeŶtà sousà foƌŵeà ŶaŶopaƌtiĐulaiƌeà età aà

également montré que ces effetsàŶ’ĠtaieŶtàoďseƌǀaďlesàƋueàpouƌà l’espğĐeàG. 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 

ĠĐosǇstğŵesà d’eauà douĐe.à Desà Ġtudesà plusà poussĠesà suƌà Đetteà espğĐeà oŶtà doŶĐà ĠtĠà eŶǀisagĠesà pouƌà

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 aàĠtĠàsĠleĐtioŶŶĠeàetàaàfaitàl’oďjetàdeàlaà

ƌĠdaĐtioŶàd’uŶàaƌtiĐleàsĐieŶtifiƋue,àaĐĐeptĠàdaŶsàleàjouƌŶalàEŶǀiƌoŶŵeŶtalàPollutioŶ.à 

Lors des travaux visant à comparer les réponses chez les trois espèces de gammares, des expositions 

complémentaires à des nanopaƌtiĐulesàd’aƌgeŶtàdeàϭϬàŶŵàoŶtàĠtĠàŵisesàeŶàplaĐe,àuŶiƋueŵeŶtàdaŶsà leà

cas de G. roeseli. Ces résultats, associés à ceux obtenus pour la même espèce et présentés dans la partie 

I,àsoŶtàdĠĐƌitsàdaŶsàl’aƌtiĐle.àLe protocole et les mesures sont donc identiques à ceux déjà présentés. 

 

Mots clé : Gammarus roeseli – ŶaŶopaƌtiĐulesàd’aƌgeŶtà- 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 

iŶfoƌŵatioŶàoŶàtheàeǆposuƌe’sàpoteŶtialàeffeĐtàoŶàeĐologiĐallǇàiŵpoƌtaŶtàďehaǀioƌsàsuĐhàasàfeediŶgàaŶdà

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 isàĐoŶsisteŶtàǁithàtheàŵaŶufaĐtuƌeƌ’sàiŶfoƌŵatioŶ.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 



146 
 

(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). 

GaŵŵaƌidàĐoŶsuŵp oŶà= DMleaf,iŶi alà-àDMleaf, Ŷalà-à;%LMàǆàDMleaf,iŶi alͿ
DMgaŵŵaƌidsàǆàd

   (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).  

GaŵŵaƌidàFPOMàpƌoduĐ oŶà= DM lteƌ, Ŷalà-àDM lteƌ,iŶi alà-à;%FPOMŵiĐƌoďialàǆàDMleaf,iŶi alͿ
DMgaŵŵaƌidsàǆàd

 (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 ;TukeǇ’sàH“Dàtestàpeƌfoƌŵedà

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 ŶaŶopaƌtiĐules d’aƌgeŶt suƌ 3 populatioŶs de 
gaŵŵaƌes appaƌteŶaŶt à l’espğĐe G. roeseli – Expérience 2 

 

 

Contexte 

 

Parmi les trois espèces de gammares étudiées, G.roseli s’estàŵoŶtƌĠeàplusàseŶsiďleàăàl’eǆpositioŶàauǆà

ŶaŶopaƌtiĐulesàd’aƌgeŶtàtestĠes.àLesàtƌaǀauǆàpƌĠseŶtĠsàiĐiàoŶtàǀisĠàăàĠtudieƌàuŶeàĠǀeŶtuelleàǀaƌiaďilitĠàauà

Ŷiǀeauà iŶtƌaspĠĐifiƋue.à EŶà effet,à plusieuƌsà populatioŶsà d’uŶeà ŵġŵeà espğĐeà peuǀeŶtà pƌĠseŶteƌà desà

niveauǆàdeàseŶsiďilitĠ/tolĠƌaŶĐeàdiffĠƌeŶts,àƌĠsultaŶtàdeàl’iŶflueŶĐeàĐoŵďiŶĠeàdeàleuƌàhĠƌitageàgĠŶĠtiƋueà

etàdeàl’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtàloĐalà;histoƌiƋueàdeàĐoŶtaŵiŶatioŶàŶotaŵŵeŶt ;Pain-Devin et al., 2014).  

Toujouƌsà daŶsà leà souĐià d’adopteƌà uŶeà appƌoĐheà laà plusà ƌĠalisteà possiďleà d’uŶeà poiŶtà deà ǀueà

environnemental, des pools de gammares de sexes indifférenciés ont été testés. Classiquement, et déjà 

effeĐtuĠàdaŶsàl’ĠtudeàpƌĠĐĠdeŶte,àseulsàlesàgaŵŵaƌesàŵąlesàsoŶt étudiés pour éviter toute variation de  

seŶsiďilitĠà Ƌuià seƌaità uŶeà ĐoŶsĠƋueŶĐeà plutôtà dueà auà seǆeà deà l’oƌgaŶisŵeà Ƌu’ăà laà ĐoŶtaŵiŶatioŶà

appliquée.  

Comme les études précedemment effectuées sur les gammares mâles ont principalement montré des 

effets des nAg suƌàlesàpeƌfoƌŵaŶĐesàfoŶĐtioŶŶelles,àdaŶsàĐetteàĠtude,àĐeàŶiǀeauàd’oƌgaŶisatioŶàaàuŶeàfoisà

deàplusàĠtĠàĠǀaluĠ.àCoŵŵeàlesàMXRàtestĠesàdaŶsàlesàeǆpĠƌiŵeŶtatioŶsàpƌĠĐĠdeŶtesàŶ’aǀaieŶtàpasàŵoŶtƌĠà

d’effetsà sigŶifiĐatifsà desà Ŷágà auà Ŷiǀeauà Đellulaiƌe,à uŶeà appƌoĐheà plusà laƌgeà d’ĠtudeàŵultiďioŵaƌƋueuƌsà

ĐouplaŶtà ϭϰà ďioŵaƌƋueuƌsà aà ĠtĠà adoptĠeà afiŶà d’Ġǀalueƌà laà ŵiseà eŶà plaĐeà desà ŵĠĐaŶisŵesà deà

dĠtoǆiĐatioŶ,àl’eǆisteŶĐeàdeàdoŵŵagesàĐellulaiƌeàouàeŶĐoƌeàdesàŵodifiĐatioŶàdesàƌĠseƌǀesàĠŶeƌgĠtiƋues. 

 

 

Mots clé : nanoparticulesàd’aƌgeŶtà – Gammarus roeseli. – biomarqueurs - performance fonctionnelle -  

variabilité intraspécifique 

 

 

 

 



168 
 

 

 

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) aĐĐliŵatĠsà ăà l’eauà deà laà

Méholle ont été exposés pendant 72h à deux concentrations (0,5 et 5 µg.L-ϭͿàd’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’aulŶeàĐoŶditioŶŶĠsàiŵŵeƌgĠsàdaŶsàϰϬϬàŵLàd’eauàdeàlaàMĠholle.àEŶàpaƌallğleàetàpouƌàlesàŵġŵesà

conditions de ĐoŶtaŵiŶatioŶàetàd’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ,àdesàdispositifsàĐoŶteŶaŶtàuŶiƋueŵeŶtàdesàfeuillesàoŶtà

servi de témoins pour les mesures de performance fonctionnelle. 

 
Figure 45 : PlaŶ eǆpĠƌiŵeŶtal siŵplifiĠ de l’eǆpĠƌieŶĐeϯ, Cf.Chapitƌe Ϯ, tableau 8) 

Mesures : EŶà aŵoŶtà deà l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ,à lesà diaŵğtƌesà desà deuǆà ŶaŶopaƌtiĐulesà ĠtudiĠesà oŶtà ĠtĠà

ǀĠƌifiĠsà paƌà desà teĐhŶiƋuesà d’iŵageƌieà peƌŵettaŶtà leà suiǀià desà ŵouǀeŵeŶtsà desà ŶaŶopaƌtiĐulesà

(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 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà eŶà aƌgeŶtà totalà aiŶsià Ƌueà l’aƌgeŶtà dissousà desà ŵilieuǆ.à áuà Ŷiǀeauà Đellulaiƌe,à ϭϰà

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 : Pouƌàl’eŶseŵďleàdesàƌĠsultats,àdesàaŶoǀasàăàdeuǆàfaĐteuƌsà;ĐoŶtaŵiŶatioŶàetà

population) ont été testées. Puis, pouƌàĠtudieƌàplusàeŶàdĠtailàlesàeffetsàdesàϳàĐoŶditioŶsàd’eǆpositioŶàsuƌà

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.ϭ.ϭ.àCoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶàaƌgeŶtàdaŶsàl’eau,àlesàfeuillesàetàlesàgaŵŵaƌes 

Les résultats concernant les concentrations eŶàaƌgeŶtà totalàdaŶsà l’eau,à lesà feuillesàetà lesàgaŵŵaƌesà

ainsi que les concentrations en argent dissous  ne sont pas encore disponibles. 

 

III.1.2. Mortalité 

LesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàd’eǆpositioŶàeŶàaƌgeŶtàŶ’oŶtàpasàiŶduitàdeàŵoƌtalitĠsàsigŶifiĐatiǀesàdesàoƌgaŶisŵes 

tĠŵoiŶsàaiŶsiàƋu’eŶtƌeàlesàϯàpopulatioŶsàĠtudiĠes (Tableau 13). 

III.1.3. Niveau cellulaire :àl’appƌoĐheàŵultiďioŵaƌƋueuƌs 

“uƌà lesàϭϰàďioŵaƌƋueuƌsàĠtudiĠs,à seulsà lesàdosagesàdesàŵĠtallothioŶĠiŶesàŶ’oŶtàpasàeŶĐoƌeàpuàġtƌeà

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 

ĐholestĠƌol,àeŶààtƌiglǇĐĠƌide,à l’aĐtiǀitĠàduàsǇstğŵeàdeàtƌaŶspoƌtàd’ĠleĐtƌoŶsà;ET“Ϳ, les concentrations des 

hǇdƌopĠƌoǆǇdesà lipidiƋuesà ;LOOHͿ,à l’aĐtiǀitĠà deà laà phosphataseà alĐaliŶeà ;áCPͿ,à laà ĐapaĐitĠà totaleà

aŶtioǆǇdaŶteà;TáCͿ,à l’aĐtiǀitĠàdeà laà laĐtateàdĠshǇdƌogĠŶaseà;LDHͿ,à l’aĐtiǀitĠàdeà laàglutathioŶàpĠƌoǆǇdaseà

totale (Gpx), de la glutathion-s-transférase (GST), de la caspase (CSP) et de la catalase sont présentées 

dans le tableau 12 etàlesàƌĠsultatsàdesààtestsàstatistiƋuesàd’aŶalǇsesàdeàǀaƌiaŶĐeà;aŶoǀaͿàăàdeuǆàfaĐteuƌsà

sont réunis dans le tableau 13. 

Les analyses statistiques ont montré uneàaďseŶĐeàd’iŶteƌaĐtioŶàeŶtƌeàlesàdeuǆàǀaƌiaďles,àaiŶsiàƋu’uŶeà

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’aƌgeŶt sous foƌŵe 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’aĐtiǀitĠàdeàĐoŶsoŵŵatioŶàdesàgaŵŵaƌesàissus des 3 populations est présentée sur la figure 46. Le 

tƌaiteŵeŶtà statistiƋueà deà l’aŶoǀaà ăà deuǆà faĐteuƌsà Ŷ’aà pasà ŵisà eŶà ĠǀideŶĐeà d’effetsà sigŶifiĐatifsà deà laà

ĐoŶtaŵiŶatioŶàetàdeàlaàpopulatioŶàĠtudiĠeàŶiàŵġŵeàd’iŶteƌaction 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-ǀalue=àϬ,ϬϯϭͿàaàĠtĠàdĠteĐtĠeàpaƌàl’aŶoǀa.àEŶàƌeǀaŶĐhe,àlesàtestsàpost-

hoĐàTukeǇH“DàƋuiàoŶtàsuiǀiàŶ’oŶtàpasàpeƌŵisàd’ideŶtifieƌàlesàdifférences. 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’apƌğsàĐesàƌĠsultats,àilàseŵďleƌaitàƋueàlaàpopulatioŶàdeàRĠŵillǇàseàdĠtaĐheàlĠgğƌeŵeŶtàdesàdeuǆàautƌesà

(p-valuesàpƌoĐhesàdeàϬ,ϬϱͿ.àCetteàteŶdaŶĐe,àƋuiàiƌaitàdaŶsàleàseŶsàd’uŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàlaàpƌoduĐtioŶà

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’aulŶe paƌ les ϯ 

populatioŶs de G. ƌoeseli apƌğs ϳϮh d’uŶe eǆpositioŶ 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 

diffĠƌeŶĐes eŶtƌe les ĐoŶditioŶs de ĐoŶtaŵiŶatioŶ au seiŶ d’uŶe 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 

ϳϮ h d’uŶe eǆpositioŶ 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 pouƌ les ϯ populatioŶs de G. ƌoeseli apƌğs ϳϮ h d’uŶe eǆpositioŶ au AgNO3 et aux nAg 10 nm et 60 nm pour 3 

concentrations : 0 ; 0,5 ; 5 µg.L
-1

. 

III.2. Discussion 

PouƌàdesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàetàdesàĐoŶditioŶsàd’eǆpositioŶsàeŶǀiƌoŶŶeŵeŶtaleŵeŶtàƌĠalistes,àl’eŶseŵďleà

desàpaƌaŵğtƌesàĠtudiĠsàŶ’aàpasàƌĠǀĠlĠàdeàƌĠelsàeffetsàdeàl’aƌgeŶtà;ŶaŶopaƌtiĐulaiƌeàouàdissousͿàsuƌàlesàϯà

populations de G. roeseli. 

III.2.1. Niveau cellulaire :àl’appƌoĐheàŵultiďioŵaƌƋueuƌs 

Laà littĠƌatuƌeà ƌelateà ƌĠguliğƌeŵeŶtà l’iŶtĠƌġtà desà appƌoĐhesàŵultiďioŵaƌƋueuƌs,à Ƌuià seà soŶtà aǀĠƌĠesà

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 appƌoĐheà aà ĠgaleŵeŶtàĠtĠàŵiseà eŶàœuǀƌeà afiŶà

d’Ġǀalueƌà lesàeffetsàdeà l’eǆpositioŶàdeàgaŵŵaƌesàauǆàŶaŶopaƌtiĐulesàdeàdioǆǇdeàdeàĐĠƌiuŵà;Gammarus 

roeseli ; Garaud et al., 2015) etàd’aƌgeŶtà;Gaŵŵaƌusàfossaƌuŵ ; nAg 23 et 27 nm, Mehennaoui et al., en 
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pƌĠpaƌatioŶͿ.àDaŶsàlesàdeuǆàĐas,àlesàauteuƌsàoŶtàĐoŶĐluàăàuŶeàaďseŶĐeàd’effetàdesàŶaŶopaƌtiĐulesàsuƌàlesà

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 cellulaiƌeà està leà ŵieuǆà adaptĠà pouƌà l’ĠǀaluatioŶà desà effetsà desà ŶaŶopaƌtiĐulesà suƌà lesà

gammares. 

III.2.2. Niveau fonctionnel   

L’eŶseŵďleàdesàpaƌaŵğtƌesàŵesuƌĠsàŶeàseŵďleàpasàiŶdiƋueƌàl’eǆisteŶĐeàd’effetsàĠǀideŶtsàdeàl’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 deàŶágàdeàϭϬàŶŵ,àauĐuŶeàĐoŶsĠƋueŶĐeàŶ’estàeŶsuiteàoďservable 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 

suƌàdesàeffetsàdeàl’aƌgeŶtàŶeàpeutàġtƌeàĠmise.  

Pourtant,  nos travaux sur G. roseli (Chapitre 3.I. et II.) ont montré que même sans modification de la 

ĐoŶsoŵŵatioŶàdesàfeuilles,àuŶeàďaisseàdeàlaàpƌoduĐtioŶàdeàFPOMàaǀaitàĠtĠàdĠteĐtĠeàsuiteàăàl’eǆpositioŶà

aux nAg de 10 nm et de 60 nm. Ces résultats,à assoĐiĠsà ăà uŶeà ďaisseà deà l’aĐtiǀitĠà loĐoŵotƌiĐeà desà

gammares, avaient suggéré Ƌu’uŶeàeǆpositioŶàauǆàŶágàpouǀaitàĐoŶduiƌeà lesàoƌgaŶisŵesàăàadopteƌàuŶeà

stƌatĠgieà deà pƌĠseƌǀatioŶà età deà stoĐkageà d’ĠŶeƌgieà pouƌà pouǀoiƌà ƌĠpoŶdƌeà auǆà ĐoƸtsà ĠŶeƌgĠtiƋuesà

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 

eŶàĠǀideŶĐeàl’eǆisteŶĐeàd’uŶeàǀaƌiaďilitĠàdeàlaàseŶsiďilité en fonction du sexe mais également en fonction 

des saisons et des paramètres biotiques et abiotiques associés. En se basant sur une approche 

ŵultiďioŵaƌƋueuƌs,àlesàauteuƌsàoŶtàpaƌàeǆeŵpleàŵoŶtƌĠ,àăàl’aideàdeàŶoŵďƌeuǆàpƌĠlğǀeŵeŶtsàŵeŶsuelsà

de gammares mâles et femelles effectués sur une année, que les femelles présentaient des 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶà lipidesàetàeŶàpƌotĠiŶes,àaiŶsiàƋu’uŶeàaĐtiǀitĠàdeà laàglutathioŶàpeƌoǆǇdaseà 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 

ĠŶeƌgĠtiƋuesàaǀeĐàlaàteŵpĠƌatuƌeàetàlaàpĠƌiodeàdeàl’aŶŶĠe.àPouƌàlesàdeuǆàseǆes,àlesàdoŵŵagesàĐellulaiƌesà
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tels que la lipoperoxydation lipidique étaient accentués en été parallèlement à une baisse des 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà eŶà lipidesà paƌà ƌappoƌtà auǆà ŵoisà d’autoŵŶeà età d’hiǀeƌ.à Ilsà oŶtà ĐoŶĐluà Ƌueà faĐeà ăà uŶeà

contamination, les organismes seraient plus vulnérables en été, saison pendant laquelle leurs réserves 

ĠŶeƌgĠtiƋuesàsoŶtàauàplusàďas.àL’ĠtudeàdeàGismondi et al. (2012) a également confirmé cette sensibilité 

des organisŵesàplusàiŵpoƌtaŶteàeŶàĠtĠàs’ilsàdoiǀeŶtàfaiƌeàfaĐeàăàuŶeàĐoŶtaŵiŶatioŶ.àDaŶsàlesàĠtudesàseà

ďasaŶtàsuƌàdesàŵesuƌesàdeàďioŵaƌƋueuƌs,àl’eǆisteŶĐeàdeàǀaƌiatioŶsàsaisoŶŶiğƌesàaàdeàŶoŵďƌeusesàfoisàĠtĠà

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’eǆpĠƌieŶĐeàϮàsuiteàăàuŶeàĐoŶtaŵiŶatioŶàauǆàŶágàsoŶtàĐohĠƌeŶtesàaǀeĐàlesàĠtudesàde Sroda and Cossu-

Leguille, (2010) et Gismondi et al. (2012).à EŶà effet,à lesà oƌgaŶisŵesà deà l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶà Ϯà oŶtà ĠtĠà

pƌĠleǀĠsà fiŶà juiŶ,àeŶàdĠďutàd’ĠtĠàetà ilsàdeǀaieŶtàaloƌsàpossĠdeƌàdesà ƌĠseƌǀesàĠŶeƌgĠtiƋuesàassezàďassesà

;paƌaŵğtƌeàŶoŶàŵesuƌĠͿ.àáuàŶiǀeauà foŶĐtioŶŶel,à l’Ġtudeàaà suggĠƌĠàuŶà iŵpoƌtaŶtà stoĐkageàĠŶeƌgĠtique 

desàgaŵŵaƌesàpouƌàfaiƌeàfaĐeàăàlaàĐoŶtaŵiŶatioŶàauǆàŶág.àCeàphĠŶoŵğŶeàŶ’aàpouƌtaŶtàpasàĠtĠàoďseƌǀĠà

daŶsàl’ĠtudeàaĐtuelleàsuƌàlesàŵġŵesàgaŵŵaƌes,àĐetteàfois-ĐiàpƌĠleǀĠsàfiŶàaǀƌilàauàpƌiŶteŵps.àL’Ġtudeàdesà

variations annuelles de concentrations lipidiques présentée par Sroda and Cossu-Leguille, (2010) a 

ŵoŶtƌĠàdesàdiffĠƌeŶĐesàsigŶifiĐatiǀesàeŶtƌeà leàŵoisàdeàJuiŶàetà lesàŵoisàd’áǀƌil/MaiàpeŶdaŶtà lesƋuelsà 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 

auǆààoƌgaŶisŵesàĠtudiĠsàdaŶsàl’eǆpĠƌieŶĐeàϮ.àDeàplus,àdaŶsàĐetteàĠtude,àlesàpoolsàdeàgaŵŵaƌesàĠtaieŶtà

ĐoŵposĠsàd’oƌgaŶisŵesàŵąlesàetàfeŵellesàĐoŶtƌaiƌeŵeŶtàăàl’eǆpĠƌieŶĐeàϮàŶ’aǇaŶtàtestĠàƋueàdesàŵąles.à

La littérature ayant montré que, chez les gammares, les activités initiales des biomarqueurs étaient plus 

ĠleǀĠesàĐhezàlesàfeŵellesàƋuiàsoŶtàaloƌsàplusàƌĠsistaŶtesàƋueàlesàŵąlesàpeutàeǆpliƋueƌàiĐiàl’aďseŶĐeàtotaleà

d’effetsàpouƌàdeàfaiďlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàd’aƌgeŶt. 

III.2.3. Variabilité intraspécifique 

Pour l’eŶseŵďleàdesàpaƌaŵğtƌesàĠtudiĠs,àŵalgƌĠàlaàpƌĠseŶĐeàd’uŶeàdiffĠƌeŶĐeàsigŶifiĐatiǀeàĐoŶĐeƌŶaŶtà

l’aĐtiǀitĠàdeàpƌoduĐtioŶàdesàFPOM,àauĐuŶeàteŶdaŶĐeàfƌaŶĐheàŶ’aàĠtĠàoďseƌǀĠeàeŶtƌeàlesàϯàpopulatioŶsàdeà

G. roeseli.à PouƌtaŶt,à plusieuƌsà Ġtudesà oŶtà dĠŵoŶtƌĠà l’eǆistence 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 

iŶteƌspĠĐifiƋueàoďseƌǀĠe,àauĐuŶeàdiffĠƌeŶĐeàsigŶifiĐatiǀeàŶ’aǀaitàĠtĠàoďseƌǀĠeàeŶtƌeàlesàpopulatioŶsàdeàG. 

fossarum pƌoǀeŶaŶtà deà sitesà polluĠsà ouà ŶoŶà polluĠs.à áfiŶà d’Ġǀalueƌà l’eǆisteŶĐeà d’uŶeà ǀaƌiaďilitĠà

interpopulationnelle de réponse à une contamination environnementalement réaliste, les prochaines 

ĠtudesàdeǀƌaieŶtà s’iŶtĠƌesseƌà ăàuŶeàplusà laƌgeà gaŵŵeàdeàpopulatioŶsà issuesàdeàŵilieuǆàdeàdiffĠƌeŶtesà

qualités. Pour évaluer des variations de sensibilité, il faudrait en amont également établir les périodes de 

l’aŶŶĠeàpeŶdaŶtàlesƋuellesàĐetteàseŶsiďilitĠàseŵďleàġtƌeàlaàplusàĠleǀĠeàauàseiŶàdeàl’espğĐeàĠtudiĠe. 

Conclusion  

DaŶsàĐetteàĠtude,àlesàĐoŶtaŵiŶatioŶsàeŶàaƌgeŶtàsousàfoƌŵeàd’ágNO3 ou de nanoparticules de 10 et 60 

nm de diamètre sur G. roeseli Ŷ’oŶtà pasà eŶtƌaiŶĠà d’effetsà Ŷotaďles.à Desà ǀaƌiatioŶsà saisoŶŶiğƌesà desà

réserves énergétiques et activités des biomarqueurs impliqués dans les mécanismes de défense ainsi que 

des tolérances plus ĠleǀĠesà desà gaŵŵaƌesà feŵellesàpeuǀeŶtàeŶàpaƌtieàeǆpliƋueƌà l’aďseŶĐeà d’effetà desà

Ŷágà suƌà Đesà gaŵŵaƌes.à Pouƌà lesà ϯà populatioŶs,à auĐuŶeà ǀaƌiaďilitĠà Ŷ’aà ĠtĠà oďseƌǀĠeà puisƋueà lesà

organismes témoins ou contaminés ont systématiquement présenté des concentrations ou des niveaux 

d’aĐtiǀitĠà hoŵogğŶesà pouƌà l’eŶseŵďleà desà paƌaŵğtƌesà ĠtudiĠs.à áfiŶà deà ŵieuǆà appƌĠheŶdeƌà Đetteà

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 

plusàĠloigŶĠsàgĠogƌaphiƋueŵeŶt,àtoutàeŶàseàpositioŶŶaŶtàăàuŶeàpĠƌiodeàdeàl’aŶŶĠeàoƶàlesàgaŵŵaƌesàsoŶtà

les plus sensibles. 
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IV. Assessing the effects of silver nanoparticles on the 

ecophysiology of Gammarus roeseli – Expérience 3 (Publication en 

preparation) 

Contexte 

“uiteà auǆà ƌĠsultatsà oďteŶusà suƌà lesà gaŵŵaƌesà deà l’espğĐeàG. roeseli concernant les diminutions de 

production de FPOM des organismes exposés aux nAg sans effets sur leur consommation (étude II.), une 

hǇpothğseàd’uŶeàŵiseàeŶà ƌĠseƌǀeàdeà l’ĠŶeƌgieà aǀaitàĠtĠàĠŵise.àáfiŶàd’Ġtudieƌà ĐetteàhǇpothğseàplusàeŶà

dĠtails,àl’oďjeĐtifàdeàcette étude a été de mesurer plusieurs biomarqueurs de réponses énergétiques sur 

G. roeseli. 

ToujouƌsàdaŶsàl’ĠtudeàpƌĠseŶtĠeàeŶàseĐtioŶàII.,àsuƌàlaàpƌoduĐtioŶàdeàFPOM,àlaàplusàpetiteàtailleàdeàϭϬà

nm de diamètre avait présenté des effets plus précoces à la plus faible concentration de 0,5 µg.L-1 par 

ƌappoƌtàauǆàŶágàdeàϲϬàŶŵàdoŶtà lesàeffetsàŶ’aǀaieŶtàĠtĠàoďseƌǀĠsàƋu’à 5 µg.L-1. Dans cette étude, afin 

d’Ġǀalueƌàsià laàtailleàdesàŶágàestàuŶàĐƌitğƌeàĐoŶditioŶŶaŶtàleuƌsàeffetsàsuƌàlesàgaŵŵaƌes,àdesàŶágàdeàϭϬ,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.  

EŶà pƌĠaŵďule,à età afiŶà deà ŵettƌeà eŶà plaĐeà età d’optiŵiseƌà laà ŵesuƌeà d’uŶà ďioŵaƌƋueuƌà 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 

ƌespiƌatioŶàdesàgaŵŵaƌesàetàoŶtàjustifiĠàl’utilisatioŶàdeàĐeàďioŵaƌƋueuƌsàdaŶsàĐetteàĠtude.à 

 

Figure 49 : CoŶsoŵŵatioŶ d’oǆǇgğŶe de G. ƌoeseli eǆposĠs à plusieuƌs tailles et concentration de nAg (n=4). Les 

groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents (anova à 1 facteur, TukeyHSD). 

Mots clés : ŶaŶopaƌtiĐulesàd’aƌgeŶtà– G.roeseli – biomarqueurs énergétiques – ĐoŶsoŵŵatioŶàd’oǆǇgğŶe 
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Rappel du plan expérimental 

Dispositif expérimental : Selon les mêmes protocoles que ceux employés dans les études précédentes, 

des G. roeseli oŶtàĠtĠàaĐĐliŵatĠsàdaŶsàdeàl’eauàissueàdeàlaàƌiǀiğƌeàLaàMĠholleàaǀaŶtàd’ġtƌeàeǆposĠsàduƌaŶtà

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 

ŵąlesàetàdeàϰàdisƋuesàdeàfeuillesàd’aulŶeàĐoŶditioŶŶĠesàiŵŵeƌgĠsàdaŶsàϯϬϬàŵLàd’eauàde la Méholle. En 

ƌaisoŶàd’eǆigeŶĐesàteĐhŶiƋues,àl’eǆpositioŶàăàĐhaĐuŶeàdesàϱàtaillesàdeàŶágà;ϰàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàǆàϰàƌĠpliĐatsͿà

a  été lancée en différé (décalage de 1 journée). 

 

Figure 50 : PlaŶ eǆpĠƌiŵeŶtal siŵplifiĠ de l’eǆpĠƌieŶĐe ϯ, Cf.Chapitƌe Ϯ, taďleau 8) 

Mesures : Lesà diaŵğtƌesà hǇdƌodǇŶaŵiƋuesà desà ϱà taillesà deà Ŷágà oŶtà ĠtĠà ǀĠƌifiĠsà daŶsà deà l’eauà

dĠŵiŶĠƌalisĠeà puisà ĠǀaluĠsà daŶsà l’eauà deà laàMĠholle.à ápƌğsà ϳϮà hà d’eǆpositioŶ,à lesà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà eŶà

aƌgeŶtàdissousàoŶtàĠtĠàŵesuƌĠesàdaŶsàl’eauàaiŶsiàƋueàlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶàaƌgeŶtàtotalàdaŶsàl’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’oƌgaŶisŵeà ǀiǀaŶt,à puisà desàŵesuƌesà deà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà eŶà tƌiglǇĐĠƌides,à pƌotĠiŶes,à

ĐholestĠƌolà età d’aĐtiǀitĠà ET“à oŶtà ĠtĠà effeĐtuĠesà suƌà leà ďƌoǇatà apƌğsà dĠĐoŶgĠlatioŶ.à EŶà paƌallğle,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 : PouƌàlesàfiguƌesàajoutĠesàeŶàiŶfoƌŵatioŶs,àuŶeàaŶoǀaàăàuŶàfaĐteuƌàaàd’aďoƌdà

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). Moƌeoǀeƌ,à it’sà Ŷoǁà ǁellà adŵittedà thatà Ŷágà toǆiĐitǇà 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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Supporting Information for Andreï et al. 

 

 

 

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 eŶàaƌgeŶtàdaŶsàlesàfeuillesàd’aulŶe 

Lesà ƌĠsultatsà ĐoŶĐeƌŶaŶtà lesà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà eŶà aƌgeŶtà dosĠesà daŶsà lesà disƋuesà deà feuillesà d’aulŶeà

ĐoƌƌespoŶdeŶt,à pouƌà ĐhaĐuŶeà desà ĐoŶditioŶs,à auà dosageà d’uŶà uŶiƋueà ĠĐhaŶtilloŶà ĐoŵposĠà deà disƋuesà

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 : Mesuƌes des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ aƌgeŶt total dosĠes daŶs les feuilles d’aulŶe apƌğs ϳϮ h d’uŶe eǆpositioŶ 

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’aĐtiǀitĠà

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).àCesàƌĠsultatsàsoŶtàdiffiĐilesàăàiŶteƌpƌĠteƌàŶotaŵŵeŶtàeŶàĐeàƋuiàĐoŶĐeƌŶeàl’aďseŶĐeàd’effetàdesàŶágàϭϬà

et 40 nm à 5 µg.L-1.à DaŶsà laà littĠƌatuƌeà ăà deà Ŷoŵďƌeusesà ƌepƌises,à desà ƌĠduĐtioŶsà deà l’aĐtiǀitĠà 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-ƌĠpoŶseà Ŷ’aà pasà ĠtĠà oďseƌǀĠeà toutà Đoŵŵeà l’eǆisteŶĐeà d’effetsà dĠpeŶdaŶtsà deà laà tailleà desà Ŷág.à

L’iŶtĠƌġtàd’ĠtudieƌàuŶeàgaŵŵeàdeàtaillesàs’aǀğƌeàpeƌtiŶeŶte,àĐaƌàsiàl’eǆpĠƌieŶĐeàaǀaitàĠtĠàeffeĐtuĠeàsuƌàlesà

2 tailles extrêmes de 10 et 100 nm, un effet lié au diamètre des nAg aurait pu être supposé. Cependant à 

laàluŵiğƌeàdesàƌĠsultatsàoďteŶusàpouƌàlesààtaillesàiŶteƌŵĠdiaiƌes,àl’hǇpothğseàd’uŶeàƌelatioŶàeffet-taille ne 

peut être retenue.   

 

Figure 51: Moyennes (± écart-tǇpesͿ des ŵesuƌes de loĐoŵotioŶ Đhez les gaŵŵaƌes apƌğs ϳϮ h d’eǆpositioŶ à ϱ 

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 obseƌǀĠàdaŶsàl’eǆpĠƌieŶĐeà1B pouƌàlesàŶágàdeàϭϬàetàϲϬàŶŵ.àIĐi,àetàĐoŵŵeàl’ĠtudeàŶ’aà

pas été élaborée pour mesurer spécifiquement ce paramètre, des conditions témoins composés 

uŶiƋueŵeŶtàduàŵilieuàd’eǆpositioŶàetàdeàdisƋuesàdeà feuillesà saŶsà gaŵŵaƌeàŶ’oŶtàpasàĠté 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.  

CoŵŵeàĐelaàaàdĠjăàĠtĠàoďseƌǀĠàpouƌà lesà ƌĠsultatsàd’aĐtiǀitĠàde 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’eŶseŵďleàdeàlaàgaŵŵeàdeàtailleàŶeàpeƌŵetàpasàdeàĐoŶĐluƌeàƋuaŶtàăàl’eǆisteŶĐeàd’uŶàeffetà

taille-dépendant.  

 

Figure 52 : Moyennes (± écart-tǇpesͿ des ŵesuƌes de pƌoduĐtioŶ de FPOM paƌ les G. ƌoeseli apƌğs ϳϮ h d’eǆpositioŶ 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. 

 DisĐussioŶàdesàƌĠsultatsàoďteŶusàpouƌàlaàĐoŶsoŵŵatioŶàd’oǆǇgğŶeàdesàgaŵŵaƌesàeŶàƌaisoŶŶaŶtà

suƌàleàŶoŵďƌeàdeàpaƌtiĐulesàetàleuƌàsuƌfaĐeàdaŶsàlesàŵilieuǆàd’eǆpositioŶà 

Classiquement, les effets des nanoparticules, et dans le cas présent des nAg, sont évalués en fonction 

desà ƋuaŶtitĠsà d’aƌgeŶtà iŶtƌoduitesà daŶsà leà ŵilieuà d’eǆpositioŶ.à Oƌ,à Đoŵŵeà Đelaà aà ĠtĠà dĠĐƌità daŶsà leà

Đhapitƌeàϭ,àuŶeàŶaŶopaƌtiĐuleàpossğde,àĐeƌtesàuŶàŶoǇauàĐoŵposĠàd’uŶàŵatĠƌielàpoteŶtielleŵeŶtàtoǆiƋue,à

mais elle dispose égaleŵeŶtàd’uŶeàtailleàetàd’uŶeàsuƌfaĐeàspĠĐifiƋueàƋuiàpeuǀeŶtàelles-aussi entrainer des 

effets.àDaŶsàĐetteàĠtude,àl’oďjeĐtifàdeàtesteƌàpouƌàuŶeàŵġŵeàĐoŶĐeŶtƌatioŶàeŶàaƌgeŶt,àplusieuƌsàtaillesàdeà

Ŷágà paƌtaità doŶĐà d’uŶà postulatà Ƌueà lesà effetsà oďseƌǀĠsà pouǀaieŶt être induits par le matériel argent 

inégalement distribué dans le milieu : en millions de petites particules ou en particules plus grandes mais 

eŶàplusà faiďlesà ƋuaŶtitĠs.à EŶà paƌtaŶtàŵaiŶteŶaŶtà duà postulatà Ƌueà l’effetà Ŷ’estàpasà dƸà auàŵĠtalà aƌgeŶtà



204 
 

mais à l’iŶtƌusioŶà deà ŶaŶopaƌtiĐulesà daŶsà uŶeà stƌuĐtuƌeà ďiologiƋueà ouà eŶĐoƌeà ăà leuƌà adsoƌptioŶà

empêchant le bon fonctionnement de cette structure, et ce, indépendamment du matériel qui les 

Đoŵpose,à laà ƌepƌĠseŶtatioŶà desà ƌĠsultatsà peutà Ŷeà plusà s’eŶǀisageƌà paƌà ƌapport 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’eǆpositioŶ.à DaŶsà laà figuƌeà ϱϯ présentée ci-dessous les mesures de 

ĐoŶsoŵŵatioŶàd’oǆǇgğŶeàdesàgaŵŵaƌesàauǆàϯàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàd’eǆpositioŶàdesàϱàtaillesàdeàŶágàoŶtàĠtĠà

présentées en parallèle des quantités de nanoparticules (Figure 53A) et des surfaces de nanoparticule 

(Figure 53BͿà iŶtƌoduitesà eŶà dĠďutà d’eǆpĠƌieŶĐe.à Cesà ǀaleuƌsà oŶtà ĠtĠà oďteŶues,à paƌà ĐalĐulà ăà l’aideà desà

données de quantités et de surface des nAg des solutions stock et ont été rapportées à nos 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶsàŶoŵiŶalesàd’eǆpositioŶ.àCesàƌĠsultatsàŵoŶtƌeŶtàlogiƋueŵeŶtàƋueàpouƌàuŶeàĐoŶĐeŶtƌatioŶà

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’eǆposition différentes mais de surfaces nanoparticulaires totales proches, les résultats de 

ĐoŶsoŵŵatioŶà eŶà oǆǇgğŶeà s’aǀğƌeŶtà ĠgaleŵeŶtà pƌoĐhes,à ouǀƌaŶtà aiŶsià suƌà deà Ŷoŵďƌeuǆà

questionnements : observe-t-oŶàuŶàeffetàdeàl’aƌgeŶtàouàuŶàeffetàdƸàăàl’adsoƌptioŶàdeàŶaŶoparticules sur 

les branchies ou est-ce un mix des deux ?à áà l’aǀeŶiƌ,à daŶsà lesà testsà d’ĠĐotoǆiĐitĠ,à uŶeà plusà gƌaŶdeà

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-tǇpesͿ des ŵesuƌes de ĐoŶsoŵŵatioŶ d’oǆǇgğŶe des gaŵŵaƌes eǆposĠs auǆ ϯ 

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 

ŶAg ou BͿ à la suƌfaĐe totale de ŶAg iŶtƌoduites daŶs les ŵilieuǆ d’eǆpositioŶ. 
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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 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶsàetàdaŶsàdesàĐoŶditioŶsàd’eǆpositioŶàeŶǀiƌoŶŶeŵeŶtaleŵeŶtàƌĠalistes. 

- Le niveau cellulaiƌeàŶ’estàpeut-ġtƌeàpasàleàŵieuǆàadaptĠàpouƌàl’ĠǀaluatioŶàdeàleuƌsàeffetsàsuƌàlesà

gammares. 

- áuàĐoŶtƌaiƌe,àsuƌàleàplaŶàphǇsiologiƋue,àl’ĠtudeàdeàlaàƌespiƌatioŶàdesàoƌgaŶisŵesàǀiaàdesàŵesuƌesà

de consommation en oxygène semble être un outil performant, permettant notamment 

d’Ġtudieƌà lesà effetsà deà tƌğsà faiďlesà Ŷiǀeauǆà deà ĐoŶtaŵiŶatioŶ.à Ce constat est également 

observable paƌà desà ŵesuƌesà deà l’aĐtiǀitĠà deà loĐoŵotioŶà dĠjăà ĐoŶŶuesà pouƌà ƌĠpoŶdƌeà ăà uŶeà

contamination argentique. 

- L’Ġtudeàdu niveau fonctionnel montre un impact des nanoparticules sur la production des FPOM 

suggérant un effet des suƌàl’assiŵilatioŶàet/ouàsuƌàlesàfoŶĐtioŶsàdigestiǀesàdesàgaŵŵaƌes.àCette 

ouvre de nouvelles voies de réfleǆioŶàetàŵĠƌiteàd’ġtƌeàappƌofoŶdie 

- 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 ăàl’eǆpositioŶàauǆàŶágàƋueàG. fossarum et G. pulex. 

- Aucune différence de réponseàŶ’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 

deàstoĐkageàd’Ġnergie pour pouvoir répondre aux coûts énergétiques importants mais nécessaires à la 

mise en place de mécanismes de détoxication.àCeuǆàŵesuƌĠsàauàŶiǀeauàĐellulaiƌeàdaŶsàĐetteàĠtudeàŶ’oŶtà

pas répondu. Les baisses de production de FPOM qui en résultent, pourraient avoir des conséquences 

suƌà leà foŶĐtioŶŶeŵeŶtàdesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐeàeŶàŵodifiaŶtà leàĐǇĐleàdeà laàŵatiğƌeàoƌgaŶiƋueàǀiaà

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.  

 

 



208 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques à long terme des nAg, nTiO2 et NTC sur G. 

roeseli 

 
 

209 
 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE 4  

Approche multibiomarqueur des effets 

biologiques à long terme des nAg, nTiO2 et 

NTC sur G. roeseli 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



210 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques à long terme des nAg, nTiO2 et NTC sur G. 

roeseli 

 
 

211 
 

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 expéƌiŵeŶtatioŶsà oŶtà ĠtĠà effeĐtuĠesà eŶà ĐollaďoƌatioŶà aǀeĐà d’autƌesà laďoƌatoiƌes, le plus 

souvent sur de longs teŵpsà d’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶà ŶĠĐessitaŶtà ĠgaleŵeŶtà uŶà loŶgà tƌaǀailà pƌĠpaƌatoiƌeà eŶà

amont. Elles ont ŶĠĐessitĠàďeauĐoupàdeà teŵps,àdeà tƌaǀailà età d’iŶǀestissement durant ces 3 années de 

thèse. Pour ces diverses raisons, ŶousàaǀoŶsàĐolleĐtiǀeŵeŶtàdĠĐidĠàd’alleƌàƋuaŶdàŵġŵeàplusà loiŶàetàdeà

pƌĠseŶteƌàlesàƌĠsultatsàoďteŶus.àMġŵeàsiàĐesàeǆpĠƌiŵeŶtatioŶsàăàellesàseulesàŶeàpeƌŵetteŶtàpasàd’Ġtaďliƌà

de conclusions précisesà età fiaďlesà ƋuaŶtà ăà l’effetà desà ŶaŶopaƌtiĐulesà testĠesà suƌà lesà gaŵŵaƌes,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 

Ƌu’ilàĐoŶǀieŶdƌaàdeàĐoŶsidĠƌeƌàultĠƌieuƌeŵeŶt.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 

puisƋu’ellesà seà soŶtà sǇstĠŵatiƋueŵeŶtà dĠƌoulĠesà eŶà pƌĠseŶĐeà deàG. roeseli (espèce observée comme 

étant la plus sensible au nAg) mais également en préseŶĐeàd’uŶàďiǀalǀeà filtƌeuƌàDreissena 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. Ceuǆà pƌopƌesà auǆà dƌeissğŶesà età auǆà Ŷág,à oŶtà faità l’oďjetà d’uŶàŵaŶusĐƌità deà thğseà (Garaud, 

2015). Ceux concernant les effets des nTiO2 età NTCà feƌoŶtà l’oďjetà deà puďliĐatioŶsà sĐieŶtifiƋues.à Lesà

iŶteƌaĐtioŶsàeŶtƌeàĐesàdeuǆàespğĐesàĠtudiĠesàeŶàpaƌallğleàpouƌƌoŶtàĠgaleŵeŶtàfaiƌeà l’oďjetàd’uŶàtƌaǀail 

collaboratif à venir. 

L’appƌoĐheàŵultiďioŵaƌƋueuƌà desà effetsà ďiologiƋuesà desà diffĠƌeŶtesà ŶaŶopaƌtiĐulesà testĠesà suƌà 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 

daŶsà deuǆà tǇpesà d’eauà duà RhôŶeà ŶatuƌelleŵeŶtà ĐhaƌgĠesà eŶà ŵatiğƌesà oƌgaŶiƋues » diffère 

considérablement des autres  en termes de complexité des dispositifs, des milieux et des temps 

d’eǆposition. 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 

foŶĐtioŶ de leuƌ hĠtĠƌoagƌĠgatioŶ daŶs deuǆ tǇpes 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 

ƌetƌouǀeƌàdaŶsàlesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐe.àLesàĐoŶditioŶsàphǇsiĐoĐhiŵiƋuesàd’uŶàĐouƌsàd’eauàoŶtàuŶeà

forte influence sur les phénomènes de transformation et de dégradation des nanoparticules, ce qui 

justifieàd’ĠtudieƌàleuƌàdeǀeŶiƌàdaŶsàdiffĠƌeŶtsàtǇpesàd’eau. 

Cette expérience a été élaborée dans un contexte de collaboration avec un laboratoire partenaire : le 

CEREGE. Situé à Aix-en-PƌoǀeŶĐe,à Đ’està suƌà Đeà siteà Ƌueà l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶà aà ĠtĠàŵise en place afin de 

ďĠŶĠfiĐieƌàduàŵatĠƌielàetàdeàl’eǆpeƌtiseàdeàĐesàpaƌteŶaiƌesàsuƌàlaàĐaƌaĐtĠƌisatioŶàdesàŶaŶopaƌtiĐules.àCette 

étude a eu pour but de comprendre le comportement des nTiO2 dans deuǆàtǇpesàd’eauǆàprélevées 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 

teŶdaŶĐeàăàsĠdiŵeŶteƌ.àL’oďjeĐtifàdeàĐetteàĠtudeàaàĠtĠàd’ĠǀalueƌàlesàeffetsàdesàŶTiO2 sur des gammares 

appaƌteŶaŶtà ăà l’espğĐeà G. roeseli eŶà foŶĐtioŶà deà Đesà phĠŶoŵğŶesà d’hĠtĠƌoagƌĠgatioŶ.à EŶà effet,à laà

complexation de la matière organique aux nTiO2  peut réduire leur biodisponibilité pour les organismes, 

mais leur sédimentation et dépôts dans leàfoŶdàdesàdispositifsàestàsusĐeptiďleàd’aǀoiƌàdesàeffetsàsuƌàlesà

gammares qui sont des organismes benthiques. 

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons développé une approche multibiomarqueur associée à de 

l’iŵageƌieàeŶàmicro-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 : DesàgaŵŵaƌesàappaƌteŶaŶtàăà l’espğĐeàG. roeseli ont été prélevés en Moselle 

dans la Nied française puis transportés dans des glaĐiğƌesàjusƋu’auàCEREGEàà Aix-en-Provence. Ils ont été 

acclimatés durant 16h avant le début des expérimentations dans de l’eauàpƌĠleǀĠeàdans le Rhône sur le 

siteàd’áƌles,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 daŶsàl’uŶeàdesàĠtudesàdeàŶosàpaƌteŶaiƌesàduàCEREGEà(Labille 

et al., 2015). Chaque dispositif était placé ăà l’oďsĐuƌitĠà età ĐoŵposĠà deà ϲϬà gaŵŵaƌesà deà seǆeà

indifférencié, de 16 dreissènes (étude menée par M. Garaud), de 1,5 litres d’eauàd’áƌlesàouàdeàJoŶsàetà

d’uŶàdispositifàd’oǆǇgĠŶatioŶàduàŵilieuàĐaliďƌĠàpouƌàl’eŶseŵďleàdesà12 bacs.  

 

Figure 54 : PlaŶ eǆpĠƌiŵeŶtal siŵplifiĠ de l’eǆpĠƌieŶĐe ϰ ;Cf. Chapitƌe Ϯ, taďleau ϵͿ 

Mesures : CoŶĐeƌŶaŶtà lesàŵilieuǆàd’eǆpositioŶ,àdeuǆàfoisàϭϬàŵl 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’uŶàĐoŵpteuƌàăàpaƌtiĐulesà;OĐĐhioà

Flowcell FC200). Pour les mesures effectuées sur ce compteur à paƌtiĐule,à l’ĠĐhaŶtilloŶà aà ĠtĠà

ǀigouƌeuseŵeŶtàŵĠlaŶgĠàăàl’aideàd’uŶàǀoƌteǆ,àpuisàϭàŵlàaàĠtĠàpƌĠleǀĠ.àLeàĐôŶeàetàleàǀoluŵeàassocié ont 

ĠtĠà plaĐĠsà suƌà uŶà dispositifà spĠĐifiƋueà deà l’iŶstƌuŵeŶtà età leà ǀoluŵeà aà pƌogƌessiǀeŵeŶtà Ġtaità dĠǀeƌsĠà

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 suƌà ϯà d’eŶtƌeà euǆà aiŶsià Ƌueà des mesures de 

biomarqueurs sur les 3 autres (13 biomarqueurs mesurés). Certains organismes ont aussi été immergés 

daŶsàdeàl’alĐoolàăàϵϬ°àetàd’autƌesàoŶtàĠtĠàdissĠƋuĠsàafin de prélever les branchies et les caeca digestifs 
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qui ont été conservés dans du glutaraldéhyde. Ces échantillons ont été prévus pouƌà deà l’iŵageƌie 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 

pƌĠlğǀeŵeŶtàdeàl’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 

ƌĠsultats.à EŶà effet,à eŶà teƌŵesà deà ĐoŵpoƌteŵeŶtà desà ŶaŶopaƌtiĐulesà daŶsà leà ŵilieuà d’eǆpositioŶ,à lesà

doŶŶĠesàďƌutesàdesàŵesuƌesàd’hĠtĠƌoagƌĠgatioŶàoŶtàĠtĠàaĐƋuisesàŵaisàl’aŶalǇseàdeàŵodĠlisatioŶàƋuiàsuità

etàƋuiàpeƌŵetàd’iŶteƌpƌĠteƌàlesàƌĠsultats 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 

Ŷià ǀalides.à D’autƌesà pƌotoĐoleà deà ŵiŶĠƌalisatioŶà oŶtà ŶotaŵŵeŶtà ĠtĠà eŵploǇĠsà daŶsà laà littĠƌatuƌeà

(Jacobasch et al., 2014; Khosravi et al., 2012), et nos partenaires (CEREGE) sont également en cours 

d’optiŵisatioŶ desàŵesuƌes.àLesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàƌĠellesàeŶàtitaŶeàdaŶsàlesàŵilieuǆàd’eǆpositioŶàapƌğsàϬ,àϭ,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.  

EŶfiŶ,àlesàŵesuƌesàd’iŵageƌieàpeƌŵettaŶtàd’oďseƌǀer une contamination au titane des gammares sont 

encore incomplètes. Les premières images réalisées en micro-tomographie oŶtà peƌŵisà d’oďseƌǀeƌà uŶà

ĠlĠŵeŶtàpƌĠseŶtàeŶàgƌaŶdeàƋuaŶtitĠàdaŶsàleàtƌaĐtusàdigestifàdesàgaŵŵaƌesàsaŶsàĐeƌtifieƌàƋu’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 

aŶalǇsesàŶeàŶousàpeƌŵetteŶtàpasàd’ĠŵettƌeàdesàhǇpothğsesàƋuaŶtàăàdesàphĠŶoŵğŶesàd’aďsoƌptioŶàet/ouà

adsorption.   

áuǆàǀuesàdesàpouƌĐeŶtagesàdeàsuƌǀieàdesàoƌgaŶisŵesàs’ĠĐheloŶŶaŶtàeŶtre 80 et 97% après 24 et 96h, 

les expositions aux nTiO2 Ŷ’oŶtàpasàiŶduitàdeàŵoƌtalitĠàaŶoƌŵaleàdesàgaŵŵaƌesàeǆposĠsàpaƌàƌappoƌtsàauǆà

témoins.  

LesàǀaleuƌsàdesàϭϯàďioŵaƌƋueuƌsàĐellulaiƌesàĠtudiĠsàsoŶtàpƌĠseŶtĠesàdaŶsàleàtaďleauàϭϰ.àIlàs’agitàdesà

concentrations en protéines contenues dans le broyat, en protéines de la fraction cytosolique, en 
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ĐholestĠƌol,àeŶààtƌiglǇĐĠƌides,àdeàl’aĐtiǀitĠàduàsǇstğŵeàdeàtƌaŶspoƌtàd’ĠleĐtƌoŶsà;ET“Ϳ,àdesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsà

desàhǇdƌopĠƌoǆǇdesàlipidiƋuesà;LOOHͿ,àdeàl’aĐtiǀitĠàdeàlaàphosphatase 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’eǆpositioŶàetàdesàdeuǆàtǇpesàd’eauàtestĠsàsoŶtàpƌĠseŶtĠs dans le tableau 15. 
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Tableau 14 : Moyennes (± écart-types) des différentes valeurs de biomarqueurs cellulaires mesurées sur G. roeseli 

eǆposĠ daŶs deuǆ tǇpes d’eau ;Aƌles et JoŶsͿ peŶdaŶt Ϯϰ h ;JϭͿ et ϵϲ h ;JϰͿϳϮh à Ϭ, Ϭ,ϭ et ϭ ŵg.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’eǆpositioŶà desà gaŵŵaƌesà auǆà ŶTiO2 Ŷ’aà euà d’effetà suƌà auĐuŶà desà ďioŵaƌƋueuƌsà testĠs.à

IŶdĠpeŶdaŵŵeŶtàdeàl’eǆpositioŶàauàtitaŶeàetàdesàdiffĠƌeŶtsàteŵpsàdeàŵesuƌes,à lesàgaŵŵaƌesàdisposĠsà

daŶsàl’eauàpƌoǀeŶaŶtàduàsiteàd’áƌlesàoŶtàpƌĠseŶtĠ,àdaŶsàleuƌàeŶseŵďle,àdesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶàpƌotĠiŶesà

dans le broyat et dans la fraction cytosolique statistiquement plus élevées que les gammares exposés 

daŶsà l’eauà deà JoŶs,à aiŶsià Ƌueà desà aĐtiǀitĠsà deà laà GPǆà plusà faiďles.à Lesà aĐtiǀitĠsà ŵesuƌĠesà pouƌà lesà

biomarqueurs  caspase et catalase laissent suggérer de légers effets dépendants des temps et des sites 

deàpƌĠlğǀeŵeŶt.àCepeŶdaŶtàĐoŵŵeàĐesàeffetsàŶ’oŶtàpasàdeàƌappoƌtàaǀeĐàl’eǆpositioŶàauǆàŶTiO2,àilsàŶ’oŶtà

pasàfaitàl’oďjetàd’uŶeàaƌguŵeŶtatioŶ. 

Les nTiO2 Ŷ’oŶtàpasàeuàd’effetàsuƌàlesàgaŵŵaƌesàpouƌàlesàpaƌaŵğtƌesàŵesuƌĠs.àPeuàd’ĠtudesàseàsoŶtà

pour le moment intéressées aux effets des nTiO2 sur les gammares (Bundschuh et al., 2011; Seitz et al., 

2014) et à notre connaissance, aucune Ŷ’aàĠtudiĠàlesàƌĠpoŶsesàdeàďioŵaƌƋueuƌsàĐellulaiƌes.àDesàŵesuƌesà

ont cependant été effectuées chez des poissons, des bivalves et des daphnies. Pour ces dernières, une 

augŵeŶtatioŶàdeàl’aĐtiǀitĠàdeàlaàĐatalaseàaàĠtĠàoďseƌǀĠeàapƌğsàeǆpositioŶàdesàoƌgaŶisŵes 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 auĐuŶàeffetàŶ’aǀaità paƌà

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 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶǀiƌoŶŶeŵeŶtaleŵeŶtàƌĠalistes,àŶ’oŶtàpasà iŶduit, 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) aǀeĐàŶotaŵŵeŶtàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàl’aĐtiǀitĠàdeàlaàG“TàetàdeàlaàĐatalaseàdğsà

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 biomarqueuƌsàŶ’aàpuàġtƌeàŵesuƌĠ. 

Chezà lesà poissoŶs,à lesà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà d’eǆpositioŶà peƌŵettaŶtà l’oďseƌǀatioŶà d’effetsà auà Ŷiǀeauà

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 etàaàŵoŶtƌĠàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàlaà“ODàdaŶsàl’iŶtestiŶàetàleàfoieà

des poissons zèbres (D. rerioͿ,àaiŶsiàƋu’uŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàlaàĐatalaseàdaŶsàleàfoieàuŶiƋueŵeŶt.àDaŶsà
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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’oďsĐuƌitĠà(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’eǆisteŶĐeàd’effetsàplusàŵaƌƋuĠsàdesàŶTiO2 eŶàpƌĠseŶĐeàd’uŶeà luŵiŶositĠàŶatuƌelleà (Bundschuh et al., 

ϮϬϭϭ;à JoǀaŶoǀić,à ϮϬϭϱ;àMaà età al.,à ϮϬϭϮ;àMaŶsfieldà età al.,à ϮϬϭϱͿ d’autƌes,à auà ĐoŶtƌaiƌe,à oŶtà ĠgaleŵeŶtà

ŵoŶtƌĠàl’eǆisteŶĐeàd’effetsàăàl’oďsĐuƌitĠà(Gurr et al., 2005 ; Jomini et al., 2015).  

UŶeàhǇpothğseàsuggĠƌaŶtàƋueàl’aďseŶĐeàd’effetàoďseƌǀĠeàdaŶsàŶotƌeàĠtudeàsoitàdueàăàsoŶ déroulement à 

l’oďsĐuƌitĠàseŵďleƌaitàaloƌsàuŶàpeuàƌapide. 

Deà plus,à etàŵġŵeà sià lesà ǀaleuƌsà d’hĠtĠƌoagƌĠgatioŶà Ŷeà soŶtà pasà eŶĐoƌeà dispoŶiďles,à Ŷousà pouǀoŶsà

ŶousàdeŵaŶdeƌàsiàlesàƋuaŶtitĠsàdeàŵatiğƌeàoƌgaŶiƋueàpƌĠseŶtesàdaŶsàĐesàeauǆàŶatuƌellesàŶ’auƌaieŶtàpas 

fortement diminué la biodisponibilité des nTiO2 pouƌàlesàgaŵŵaƌes.àL’aďseŶĐeàd’effetàoďseƌǀĠeàeŶtƌeàlesà

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. 

UŶeàautƌeàhǇpothğseàĐoŶĐeƌŶeàlaàpƌĠseŶĐeàd’oƌgaŶisŵesàfiltƌeuƌs,àlesàdƌeissğŶes.àCoŶŶuesàpouƌàfiltƌeƌà

deà gƌaŶdesà ƋuaŶtitĠsà d’eauà paƌà heuƌe,à ellesà oŶtà puà ďioaĐĐuŵuleƌà uŶeà ƋuaŶtitĠà iŵpoƌtaŶteà deà ŶTiO2, 

rendant ces dernières moins disponibles pour les gammares. Cette hypothèse pourra être infirmée ou 

ĐoŶfiƌŵĠeàapƌğsàoďteŶtioŶàdesàdoŶŶĠesàdeàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàdaŶsàl’eau,àlesàgaŵŵaƌesàetàlesàdƌeissğŶes.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 

ŵoŵeŶt,àseulesàlesàĐoŶditioŶsàd’eǆpositioŶsàăàtƌğsàfaiďlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàpeuǀeŶtàjustifieƌàuŶeàaďseŶĐeà

d’effetà età soŶtà ĐohĠƌeŶtesà aǀeĐà laà littĠƌatuƌe.à Lesàŵesuƌesà deà ĐoŶĐeŶtƌatioŶs,à età d’hĠtĠƌoagƌĠgatioŶ,à

ŶousàappoƌteƌoŶtàplusàd’iŶfoƌŵatioŶsàsuƌàlaàďiodispoŶiďilitĠàdesàŶTiO2 daŶsàŶosàĐoŶditioŶsàd’eǆpositioŶ. 
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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 assemďlagesà deà ďaĐtĠƌiesà età d’hǇphoŵǇĐğtesà oŶtà ĠtĠà eǆposĠsà eŶseŵďleà

pendant 3 semaines à différents types de nAg, nTiO2 et NTC.  

PouƌàĐhaƋueàĠtude,àuŶeàĐoŶditioŶàtĠŵoiŶàaiŶsiàƋueàdeuǆàĐoŶditioŶsàd’eǆpositioŶàăàdesàŶaŶopaƌtiĐulesà

ont été étudiées en triplicat sur un total de 9 dispositifs (figure 55A). Ces dispositifs en verre ont été 

ƌeŵplisàdeàϳàkgàd’uŶàsĠdiŵeŶtàsǇŶthĠtiƋueàĐoŵposĠàăàϴϵ%àdeàsaďle,àϭϬ%àdeàKaoliŶiteàetàϭ%àdeàCaCO3 

aiŶsiàƋueàdeàϱϲàlitƌesàd’uŶeàeauàŵiŶĠƌaleàVolǀiĐ,àsupplĠŵeŶtĠeàaǀeĐàϳϬàŵg.L-1 de CaCl2 2H2O. Trois jours 

apƌğsàlaàŵiseàeŶàeauàdesàdispositifs,àlesàŵiĐƌooƌgaŶisŵesàoŶtàĠtĠàiŶtƌoduitsàetàuŶàfluǆàd’eauàeŶàĐoŶtiŶuàaà

ĠtĠàŵisàeŶà ƌouteàăà l’aideàdeàpoŵpesà filtƌaŶtàϳϬà litƌesàd’eauàpaƌàheuƌe.àDouzeà jouƌsàapƌğs,à laàpƌeŵiğƌeà

injection de nanoparticulesà aà ĠtĠà effeĐtuĠeà suiǀieà d’uŶà ouà deuǆà pƌĠlğǀeŵeŶtsà d’eauà peƌŵettaŶtà leà

dosageàdesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàƌĠellesàd’eǆpositioŶàdesàŵatĠƌiauǆàĐoŵposaŶtà lesàŶaŶopaƌtiĐulesàd’uŶeàpaƌtà

etàleàdosageàeŶàaƌgeŶtàdissousàpouƌàlesàŵĠsoĐosŵesàaƌgeŶtàd’autƌeàpaƌtà;ICP-MS). De plus, dans un des 

ƌĠpliĐatsà deà ĐhaƋueà ĐoŶditioŶà deà Ŷág,à tousà lesà ϳà jouƌsà aǀaŶtà l’iŶjeĐtioŶà desà Ŷág,à ϰà DGTà ;gradient de 

diffusioŶàeŶà ĐouĐheàŵiŶĐeͿàoŶtàĠtĠà iŵŵeƌgĠsàdaŶsà laà ĐoloŶŶeàd’eau,àpuisàpƌĠleǀĠsà iŶdiǀiduelleŵeŶtàăà

raison de un par jour, pendant les ϰà jouƌsà Ƌuià oŶtà suiǀi,à leà ďutà ĠtaŶtà d’effeĐtueƌà uŶeà ĐiŶĠtiƋueà

d’aĐĐuŵulatioŶà deà l’aƌgeŶtà laďile.àAu total, sur 4 semaines et pour chaque dispositif, 12 injections de 

ŶaŶopaƌtiĐulesàoŶtàĠtĠàeffeĐtuĠesà;tousàlesàϮàouàϯàjouƌsͿàetàϵàĠĐhaŶtilloŶsàduàŵilieuàd’eǆpositioŶàoŶtàĠtĠà

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 

ϲàgàdeàŵasseàsğĐhesàdeàfeuillesàd’aulŶeà;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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etàϮϭàjouƌsàd’eǆpositioŶ,àuŶeàĐageàdeàϱϬàgaŵŵaƌesàaàĠtĠàpƌĠlevée dans chaque bac. La figure 55B résume 

suƌàuŶeàĠĐhelleàdeàteŵpsàlesàpƌiŶĐipalesàĠtapesàdeàl’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ. 

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 

diƌeĐtesàd’aĐtiǀitĠàMXRàetàϯàautƌesàpouƌàdesàŵesuƌesàdiƌeĐtesàdeàloĐoŵotioŶ,àǀeŶtilatioŶàetàd’osŵolalitĠ.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 

biomarqueuƌsà Đellulaiƌesà ĐitĠsà daŶsà l’Ġtudeà pƌĠĐĠdeŶteà ;[pƌotĠiŶes]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 : AͿ SĐhĠŵa  d’uŶ dispositif eǆpĠƌiŵeŶtal et BͿ EĐhelle de teŵps ;ϭ iŶteƌǀalle = ϭ seŵaiŶeͿ et pƌiŶĐipales 

Ġtapes de l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ. 
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II.2. Effets de deux types de nAg (plate et sphérique) sur les gammares 

appaƌteŶaŶtàăàl’espğĐeàG. roeseli – Expérience 5 

 

Contexte 

Coŵŵeà Ŷousà l’aǀoŶsà dĠjăà ĠǀoƋuĠà plusieuƌsà foisà daŶsà leà Đhapitƌeà pƌĠĐĠdeŶt,à lesà ŶaŶopaƌtiĐulesà

d’aƌgeŶtàpeuǀeŶt,àtoutàauàloŶgàdeàleuƌàĐǇĐleàdeàǀie,àġtƌeàƌejetĠesàdaŶsàl’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt,àĐeàpouƌƋuoiàdeà

nombreuses études se sont déjà intéressées à leurs effets sur divers organismes peuplant les 

ĠĐosǇstğŵesàaƋuatiƋuesàd’eauàdouĐe. 

ápƌğsàaǀoiƌàĠtudiĠàdaŶsàl’eǆpĠƌieŶĐeàϯàduàChapitƌeàϯàdifférentes 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’oďjeĐtifàdeà l’ĠtudeàdĠĐƌiteà iĐiàaà ĐoŶsistĠàăàĠǀalueƌà lesàeffetsàdeàϮà foƌŵesàdeàŶágàeŶƌoďĠesàde 

PVP. Ces deux formes, plate triangulaire ou sphérique, présentaient la même surface spécifique. Ce 

paƌaŵğtƌeàestàiŵpoƌtaŶtàŶotaŵŵeŶtàpouƌàĐoŵpaƌeƌàlesàƋuaŶtitĠsàdeàƌelaƌgageàd’aƌgeŶtàdissous. 

LeàdĠploieŵeŶtàdeàl’eŶseŵďleàdesàďioŵaƌƋueuƌsàpƌĠseŶtĠsàdaŶsàlesàeǆpĠƌieŶĐesàpƌĠĐĠdeŶtesàŶ’aàpuà

ġtƌeàƌĠalisĠ.àEŶàeffet,àlesàdispositifsàutilisĠsàpouƌàl’eǆpositioŶàoŶtàliŵitĠàĐeƌtaiŶesàpossiďilitĠsàteĐhŶiƋues.à

áiŶsi,àuŶeàƌĠĐupĠƌatioŶàeǆhaustiǀeàdesàFPOMàpƌoduitesàpaƌàlesàgaŵŵaƌesàŶ’ĠtaitàpasàeŶǀisageaďleàdaŶsà

un dispositif composé de sédiment et de bivalves filtreurs et les durées des mesures de consommation 

eŶà oǆǇgğŶeà auƌaieŶtà ĠtĠà tƌopà loŶguesà età iŶadaptĠesà pouƌà Đeà tǇpeà d’Ġtude.à UŶeà appƌoĐheà

multibiomarqueur des effets biologiques cellulaires et individuels a donc été retenue. 

 

Mots clés : NaŶopaƌtiĐulesàd’aƌgeŶtà–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’aďsoƌptioŶàdesàƌaǇoŶsàXà;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 : SpeĐtƌosĐopie d’aďsoƌptioŶ des ƌaǇoŶs 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 suiteàauàdeƌŶieƌàteŵpsàd’iŶjeĐtioŶ.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 

jouƌsàd’aĐĐliŵatatioŶàdaŶsàdeàl’eauàŵiŶĠƌaleàVolǀiĐàeŶàsuiǀaŶtàleàpƌotoĐoleàdĠĐƌitàdaŶsàleàĐhapitƌeàϮ.àLeà

jouƌà deà l’iŶtƌoduĐtioŶà desà oƌgaŶisŵes,à ϯϯà poolsà deà ϱϬà gaŵŵaƌesà deà seǆeà iŶdifférencié mais de taille 

homogène ont été triés puis 27 de ces pools ont été répartis dans les 27 cages contenant des feuilles 

ĐoŶditioŶŶĠesàaǀaŶtàd’ġtƌeà iŵplaŶtĠesàdaŶsà leuƌsàŵilieuǆàd’eǆpositioŶs.à“uƌà lesàϲàpoolsà ƌestaŶts,àϯàoŶtà

servis de T0 et les 3 autresàoŶtàpeƌŵisàlaàŵesuƌeàdeàlaàŵasseàsğĐheàŵoǇeŶŶeàd’uŶàgaŵŵaƌeàsuƌàlaàďaseà

de 15 lots de 10 gammares pesés. Cette dernière a été estimée à 4,15 ± 0,42 mg.  

 

Figure 57 : PlaŶ eǆpĠƌiŵeŶtal siŵplifiĠ de l’eǆpĠƌieŶĐe ϱ ;Cf.Chapitƌe Ϯ, 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 ĐatalaseàŶ’oŶtàpasàpuàġtƌeà

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 

ĐoŶditioŶsà d’appliĐatioŶà deà l’aŶoǀaà ;ŶoƌŵalitĠà desà ƌĠsidusà deà l’aŶoǀaà età hoŵogĠŶĠitĠà desà ǀaƌiaŶĐesͿà

Ŷ’oŶtàpasàĠtĠàǀérifiées (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.Ϯ.ϭ.ϭ.àCoŶĐeŶtƌatioŶàeŶàaƌgeŶtàdaŶsàlesàŵilieuǆàd’eǆpositioŶsàetàlesàgaŵŵaƌes 

Les injections de nAg effectuées tous les 2 ou 3 jours ont permis une contamination progressive des 

ŵilieuǆàd’eǆpositioŶ. áiŶsià lesà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsàŶoŵiŶalesàeŶàaƌgeŶtàatteŶduesàauà jouƌà JϬàd’iŶtƌoduĐtioŶà

desàoƌgaŶisŵesàetàauǆàjouƌsàdeàpƌĠlğǀeŵeŶtsàJϳ,àJϭϰàetàJϮϭàs’ĠleǀaieŶtàƌespeĐtiǀeŵeŶtàăàϭϮ,ϱ ; 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’aŶoǀaàăàdeuǆà faĐteuƌsàŶ’aàpasàŵisàeŶàĠǀideŶĐeàd’iŶteƌaĐtioŶàeŶtƌeà lesà foƌŵesàdeàĐoŶtaŵiŶatioŶàetà leà

temps de prélèvement. Les dosages de contrôle réalisés dans les milieux témoins ont systématiquement 

ƌĠǀĠlĠà desà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà iŶfĠƌieuƌesà ăà laà liŵiteà deà dĠteĐtioŶà deà l’appaƌeilà ;<Ϭ,Ϯϱà 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-tǇpes, Ŷ=ϯͿ des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ aƌgeŶt total ŵesuƌĠes daŶs l’eau des dispositifs 

d’eǆpositioŶ au jouƌ JϬ de l’iŶtƌoduĐtioŶ des gaŵŵaƌes et apƌğs ϳ,ϭϰ et Ϯϭ jouƌs d’eǆpositioŶ auǆ ŶAg 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 

ƌestĠesàeŶàdessousàdesàliŵitesàdeàdĠteĐtioŶàdeàl’appaƌeilà;<Ϭ,ϮϱϬµg.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. 

ConcernaŶtà lesà gaŵŵaƌes,à l’aŶoǀaà ăà deuǆà faĐteuƌsà Ŷ’aà ŵoŶtƌĠà laà pƌĠseŶĐeà deà diffĠƌeŶĐesà

sigŶifiĐatiǀesà Ƌu’eŶtƌeà lesà ĐoŶditioŶsà deà ĐoŶtaŵiŶatioŶà età seulesà lesà ŵesuƌesà desà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà eŶà

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 59Ϳ.àPouƌàĐhaƋueàteŵpsàd’eǆpositioŶ,àauĐuŶeàdiffĠƌeŶĐeàsigŶifiĐatiǀeàŶ’aàĠtĠàoďseƌǀĠeàeŶtƌeà lesà

ĐoŶditioŶsàd’eǆpositioŶàŶág 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’eǆpositioŶ auǆ ŶAg plates et sphĠƌiƋues Ƌui ĐoƌƌespoŶdeŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt à des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ aƌgeŶt appliƋuĠes de Ϯϱ, ϯ8 

et et 50 µg.L
-1.

 Les groupes de mêmes lettrines ne sont pas statistiquement différents. 

II.2.1.2. Mortalité des organismes 

Lesà pouƌĐeŶtagesà deà suƌǀieà desà oƌgaŶisŵesà apƌğsà ϳ,à ϭϰà età Ϯϭà jouƌsà d’eǆpositioŶà auǆà diffĠƌeŶtesà

conditions de contamination sont présentés dans la figure 60. Les résultats statistiques concernant 

l’aŶoǀaà ăà Ϯà faĐteuƌsàŵoŶtƌeŶtà Ƌueà lesà eǆpositioŶsà auǆà Ŷágà Ŷ’oŶtà pasà euà d’effetà suƌà laà ŵoƌtalitĠà desà

oƌgaŶisŵes.à áà l’iŶǀeƌseà leà faĐteuƌà teŵpsà d’eǆpositioŶà aà iŶduità uŶeà augŵeŶtatioŶà deà laà ŵoƌtalitĠà ;F-

value=35,30, ddl=2 et p-ǀalue<Ϭ,ϬϬϭͿà età Đe,à iŶdĠpeŶdaŵŵeŶtà duà tǇpeà d’eǆpositioŶ.à EŶà ŵoǇeŶŶe,à laà

suƌǀieàs’estàĠleǀĠeàăàϴϲà±àϱà%ààăàJϳàĐoŶtƌeàϳϭà±àϳà%àăàJϭϰàetàϱϯà±àϭϯà%àăàJϮϭ.à 
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Figure 60 : Moyennes (+ écart-tǇpes, Ŷ=ϯͿ de la suƌǀie des gaŵŵaƌes apƌğs ϳ,ϭϰ et Ϯϭ jouƌs d’eǆpositioŶ auǆ ŶAg 

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 ƌĠsultatsàoďteŶusàpouƌà lesà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶà tƌiglǇĐĠƌidesàetà l’aĐtiǀitĠàET“àoŶtàŵoŶtƌĠàuŶà

effet interaction entre les conditions de contamination et le teŵpsàd’eǆpositioŶ.àLesà ƌĠsultatsàoďteŶusà

pour les témoins à 14 jours ont, pour ces 2 biomarqueurs, présenté des valeurs inférieures aux témoins 

Jϳ.à OŶà Ŷoteƌaà ĠgaleŵeŶtà Ƌu’ăà JϮϭ,à l’aĐtiǀitĠà ET“à desà oƌgaŶisŵesà eǆposĠsà auǆà Ŷágà sphĠƌiƋuesà Ġtaità

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 

ĐoŶtaŵiŶatioŶà ĐoŶfoŶdues,à desà effetsà pƌopoƌtioŶŶelsà auǆà teŵpsà d’eǆpositioŶà 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. 

ƌoeseli apƌğs ϳ, ϭϰ et Ϯϭ jouƌs d’eǆpositioŶ auǆ ŶAg 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. 

 

LaàŵajoƌitĠàdesàƌĠpoŶsesàďiologiƋuesàŵesuƌĠesàŶ’aàpasàƌĠǀĠlĠàd’effetsàdeàl’eǆposition des gammares 

auǆàϮàtǇpesàdeàŶág.àLesàƌĠsultatsàdeàlaàLDáàpeƌŵettaŶtàl’ĠtudeàdeàlaàďatteƌieàdeàďioŵaƌƋueuƌsàdaŶsàsoŶà

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 assoĐiĠeà ăà uŶà faiďleà tauǆà d’eƌƌeuƌà ;Ϭ,ϬϰͿ.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 ăà l’aideà

d’ellipsesà ;FiguƌeàϲϭB, C, DͿ.àápƌğsàϳà jouƌsàd’eǆpositioŶ,à lesàŵesuƌesà ƌelatiǀesàauǆàoƌgaŶisŵesà tĠŵoiŶsà

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 

dispeƌsĠesàsuƌàl’aǆeàϮ,àetàleuƌsàellipsesàseàƌeĐoupeŶtàeŶtƌeàelles.à 

ápƌğsà ϭϰà jouƌsà d’eǆpositioŶ,à lesàŵesuƌesà desà tĠŵoiŶs,à toujouƌsà hoŵogğŶes,à soŶtà ĐepeŶdaŶtà situĠesà ăà

l’eǆtƌĠŵitĠà deà Đellesà oďseƌǀĠesà ăà Jϳà suƌà l’aǆeà ϭ.à Laà totalitĠà 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’eǆpositioŶ, Ŷ=ϯͿ suƌ les ǀaleuƌs des ϭϭ ďioŵaƌƋueuƌs et disĐƌiŵiŶĠe paƌ ϲ d’eŶtƌe euǆ. B, C et DͿ RepƌĠseŶtatioŶ 

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 ăà deuǆà faĐteuƌsà ƌĠǀğleà uŶà effetà deà l’iŶteƌaĐtioŶà ĐoŶditioŶsà deà ĐoŶtaŵiŶatioŶà Xà teŵpsà

d’eǆpositioŶà suƌà lesà aĐtiǀitĠsà deà tƌaŶspoƌtà MXR dans les branchies des gammares (Figure 62, F-

value=9,09, ddl=4 et p-ǀalue<Ϭ,ϬϬϭͿ.à Pouƌà lesàoƌgaŶisŵesà tĠŵoiŶs,à lesàŵoǇeŶŶesà d’aĐtiǀitĠsà ŶĠgatiǀesà

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 

ăàJϳàetàJϭϰàaiŶsiàƋu’ăàJϳàpaƌàƌappoƌtàauǆàgaŵŵaƌesàexposés aux nAg plates. 

 

Figure 62 : Moyennes (+ écart-types) des activités de transport MXR (n=9, émissivité en unité arbitraire) mesurées 

chez les gammares après ϳ,ϭϰ et Ϯϭ jouƌs d’eǆpositioŶ auǆ ŶAg plates et sphĠƌiƋues Ƌui ĐoƌƌespoŶdeŶt 

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 physiologiƋueà:àl’osŵolalitĠàdeàl’hĠŵolǇŵphe 

L’osŵolalitĠà deà l’hĠŵolǇŵpheà desà tĠŵoiŶsà deŵeuƌeà hoŵogène entre les 3 temps (Figure 63). Les 

eǆpositioŶsàauǆàŶágàplatesàŶ’oŶtàpasà iŶduitàd’effetàsuƌà lesàŵesuƌesàăàJϳ,àJϭϰàetàJϮϭ.àEŶàĐeàƋuiàĐoŶĐeƌŶeà

l’eǆpositioŶà auǆà nAg sphériques, une baisse significative est observée à J21 par rapport au témoin 

ĐoƌƌespoŶdaŶt.à Paƌà ĐoŶtƌeà lesà ǀaleuƌsà d’osŵolalitĠà ŵesuƌĠesà Đhezà lesà gaŵŵaƌesà eǆposĠesà auǆà Ŷágà

sphériques ne sont jamais significativement différentes de celles observées chez les organismes exposés 

aux nAg plates.  
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Figure 63 : Moyennes (+ écart-tǇpesͿ des ǀaleuƌs d’osŵolalitĠ de l’hĠŵolǇŵphe ŵesuƌĠes daŶs les gammares après 

ϳ,ϭϰ et Ϯϭ jouƌs d’eǆpositioŶ auǆ ŶAg plates et sphĠƌiƋues Ƌui ĐoƌƌespoŶdeŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt à des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs 

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-ǀalue<Ϭ,ϬϱͿà età duà teŵpsà d’eǆpositioŶà ;ddl=Ϯà età p-value<0,001). La 

ventilation chez les gammares témoins est restée constante durant  les ϯàteŵpsàd’eǆpositioŶà;Figuƌeàϲϰ). 

PouƌàĐhaƋueàteŵps,àauĐuŶeàdiffĠƌeŶĐeàŶ’aàĠtĠàoďseƌǀĠeàeŶtƌeàlesàϯàfoƌŵesàdeàĐoŶtaŵiŶatioŶ.àPaƌàĐoŶtƌeà

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. 
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Figure 64 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de ventilation chez les gammares après 7,14 et 21 jours 

d’eǆpositioŶ auǆ ŶAg plates et sphĠƌiƋues Ƌui ĐoƌƌespoŶdeŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt à des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ aƌgeŶt 

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 

DesàeffetsàliĠsàauàteŵpsàd’eǆpositioŶàdesàgaŵŵaƌesàauǆàŶágàoŶtàĠtĠàoďservés 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, 

auĐuŶeàdiffĠƌeŶĐeàŶ’aàĠtĠàoďseƌǀĠeàeŶtƌeàlesàϯàĐoŶditioŶsàd’eǆpositioŶ.àPaƌàĐoŶtƌe,àăàJϮϭàlesàgaŵŵaƌesà

exposés aux nAg plates et sphériques montrent une diminution de locomotion par rapport aux témoins 

aiŶsiàƋueàpaƌà ƌappoƌtàauǆà teŵpsà Jϳàetà Jϭϰ.à Laà ƌĠduĐtioŶàdeà l’aĐtiǀitĠàdeà loĐoŵotioŶàestàd’eŶǀiƌoŶàϳϬ%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’eǆpositioŶ auǆ ŶAg plates et sphĠƌiƋues Ƌui ĐoƌƌespoŶdeŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt à des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ aƌgeŶt 

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.Ϯ.ϭ.àEffetsààdesàdispositifsàd’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ,àduàteŵpsàd’eǆpositioŶàetàdeàlaàteŵpĠƌatuƌeà

sur les gammares 

Dans la littérature, les gammares ont plusieurs fois été étudiés dans des expériences en mésocosmes. 

CeƌtaiŶesàoŶtà euàpouƌà ďutà d’Ġǀalueƌà lesà effetsà deà ĐoŶtaŵiŶaŶtsà paƌà l’utilisatioŶà deà ƌiǀiğƌesà aƌtifiĐiellesà

(Böttger et al., 2013; Heckmann and Friberg, 2005; E. . Taylor et al., 1994) aloƌsàƋueàd’autƌesà seà soŶtà

iŶtĠƌessĠesà auǆà iŶteƌaĐtioŶsà eŶtƌeà espğĐes,à Đoŵŵeà paƌà eǆeŵpleà l’Ġtudeà suƌà 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 loŶgà deà l’eǆpĠƌieŶĐe,à atteigŶaŶtà ăà JϮϭà desà tauǆà 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 

Ŷág,àŵaisàplutôtàliĠàăàl’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶàelle-ŵġŵe.àDeàplus,àuŶeàƌepƌĠseŶtatioŶàdeàl’iŶteƌaĐtioŶàeŶtƌeàleà

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’aulŶe.àIlsàaǀaieŶtàaloƌsàĠŵisàl’hǇpothğseàƋueàdaŶsàĐesà

Đages,à lesà feuillesà ƌepƌĠseŶtaieŶtà leà seulà ĠlĠŵeŶtà d’haďitatà pouƌà lesà gaŵŵaƌesà Ƌuià leuƌà peƌŵettaità

ŶotaŵŵeŶtà deà seà ĐaĐheƌà loƌsà desà ŵues.à EŶà fiŶà d’eǆpĠƌieŶĐe,à lesà feuillesà aǇaŶtà ĠtĠà laƌgeŵeŶtà

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 DaŶsà laà pƌĠseŶteà Ġtude,à l’hǇpothğseà

d’uŶeà ƋuaŶtitĠà deà ƌessouƌĐeà Ŷutƌitiǀeà iŶsuffisaŶteà Ŷ’està pasà ǀalidĠeà puisƋueà lesà ŵassesà deà feuillesà

iŶtƌoduitesà aǀaieŶtà ĠtĠà ĐalĐulĠesà pouƌà peƌŵettƌeà auǆà gaŵŵaƌesà d’ġtƌeà Ŷouƌƌisà ad libitum pendant 21 

jouƌs.à CepeŶdaŶt,à l’hǇpothğseà duà ĐaŶŶiďalisŵeà pouƌƌaità s’aǀĠƌeƌà ġtƌeà uŶà desà paƌaŵğtƌesà eǆpliĐatifs 

puisƋueà peuàdeà Đoƌpsà d’iŶdiǀidusàŵoƌtsà oŶtà ĠtĠà ƌetƌouǀĠsà daŶsà lesà Đages,à età Ƌueà Đeà ĐoŵpoƌteŵeŶtà ăà

systématiquement été observé dans chacune des études menées sur G. roeseli dans le cadre de cette 

thğse.à Paƌà eǆeŵple,à daŶsà l’eǆpĠƌieŶĐeà ϭà oƶà ϯà espğĐesà deà gammares avaient été étudiées, aucune 

ŵoƌtalitĠà sigŶifiĐatiǀeà Ŷ’aǀaità ĠtĠà oďseƌǀĠeà Đhezà lesà oƌgaŶisŵesà ;ϮϬàŵąlesà pouƌà ϰϬϬàŵLͿ,à ĐepeŶdaŶt,à

apƌğsàϳϮàhàd’eǆpositioŶàlesàpouƌĐeŶtagesàdeàsuƌǀieàĐhezàG. fossarum et G. pulex s’ĠleǀaieŶtàĐhaĐuŶàăàϵϰà±à

6%  alors que chez G. roeseli cette survie était de 90 ± 6%.  

UŶeàautƌeàhǇpothğseàpouƌƌaitàġtƌeàĐelleàdeàlaàteŵpĠƌatuƌeàdeàl’eauàdaŶsàlesàdispositifs.àEŶàeffet,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 

teŵpĠƌatuƌesàplusà faiďles.àPouƌàpallieƌàăàĐela,à lesàgaŵŵaƌesàpƌĠleǀĠsàdaŶsà l’eauàdeà laàNiedàăàϭϬàdegƌĠà

aǀaieŶtàd’aďoƌdàĠtĠàaĐĐliŵatĠsàpeŶdaŶtàϯàjouƌsàăàdeàl’eauàdeàVolǀiĐàăàϭϮà°C,àpuisàlesàďaĐsàd’aĐĐliŵatatioŶà

avaient ĠtĠàdisposĠs,àϯàjouƌsàaǀaŶtàl’iŶtƌoduĐtioŶàdesàgaŵŵaƌes,àăàĐôtĠàdesàfutuƌsàďaĐsàd’eǆpositioŶàpouƌà

peƌŵettƌeàleuƌàaĐĐliŵatatioŶàpƌogƌessiǀeàăàlaàteŵpĠƌatuƌeàdeàl’eauàdesàŵĠsoĐosŵesàƋuiàs’ĠleǀaitàdĠjăàăà

ce moment-là à plus de 21°C (Annexe n). Au jour J0 de l’iŶtƌoduĐtioŶàdesàgaŵŵaƌesàetàauǆàjouƌsàJϳ,àJϭϰà

etàJϮϭàdeàpƌĠlğǀeŵeŶt,àlesàteŵpĠƌatuƌesàs’ĠleǀaieŶtàƌespeĐtiǀeŵeŶtàăàϮϭ,àϭϴ,àϭϳàetàϭϴà°C. 

DaŶsà laà littĠƌatuƌe,à lesà pƌotoĐolesà desà Ġtudesà s’iŶtĠƌessaŶtà auǆà effetsà deà laà teŵpĠƌatuƌeà suƌà 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) 

oŶtàŵoŶtƌĠà Ƌu’eŶà ĠtĠ,à loƌsƋueà l’eauà pƌĠseŶtaità lesà teŵpĠƌatuƌesà lesà plusà ĠleǀĠesà ;deà ϭϵà ăà Ϯϯà °CͿ,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 

pƌoĐessusà deà ƌepƌoduĐtioŶà età deàŵueàŵisà eŶà plaĐeà loƌsà d’uŶà ƌĠĐhauffeŵeŶtà deà teŵpĠƌatuƌeà deà l’eauà

(Pöckl, 1992; Pöckl et al., 2003). Dans notre étude, la température moyenne de 18 ± 1 °C mesurée dans 

les dispositifs correspoŶdaitàauǆàteŵpĠƌatuƌesàŵesuƌĠesàeŶàfiŶàdeàpƌiŶteŵpsàetàdĠďutàd’ĠtĠàdaŶsàlaàNied.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 lesàgaŵŵaƌesàaǀaŶtà leàdĠďutàdeà l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶàaàŵiŵĠàleàpassageàăà l’ĠtĠàetà

doŶĐàuŶeàpĠƌiodeà faǀoƌaďleà ăà laà ƌepƌoduĐtioŶà ĐoŵposĠeàdeà ĐouƌtesàpĠƌiodesàdeàŵueàetàd’uŶeà ƌapideà

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.  

CoŶĐeƌŶaŶtàl’aĐtiǀitĠàdeàtƌaŶspoƌtàMXR,àlesàdiffĠƌeŶĐesàsigŶifiĐatiǀesàoďseƌǀĠesàĐhezàlesàtĠŵoiŶsàeŶtƌeà

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 

Ŷ’oŶtà pasà deà sigŶifiĐatioŶà ďiologiƋueà ĐohĠƌeŶteà età soŶtà leà ƌefletà d’uŶeà ĐǇtotoǆiĐitĠ.à Cetteà ĐǇtotoǆiĐitĠà

eǆistaŶtàĐhezàlesàtĠŵoiŶsàseŵďleàs’aŶŶuleƌàăàJϭϰ/JϮϭ,àpƌoďaďleŵeŶtàeŶàlieŶàaǀeĐàlaàpƌiseàdeàŵasseàdesà

gammares ayant survécu. De Đeà fait,à leuƌà tailleàaǇaŶtà augŵeŶtĠ,à l’aĐtiǀitĠàdeà tƌaŶspoƌtàMXRàaàpuàġtƌeà

ŵesuƌĠe,à ŵġŵeà sià elleà està ƌestĠeà tƌğsà faiďle.à DaŶsà laà littĠƌatuƌe,à lesà ŵesuƌesà d’osŵolalitĠà suƌà lesà

crustacés se sont plutôt intéressées aux effets de la salinité, cependant certaines y ont associé le facteur 
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teŵpĠƌatuƌeà ŵaisà Ŷ’oŶtà pasà ŵoŶtƌĠà deà teŶdaŶĐeà gĠŶĠƌaleà ƋuaŶtà ăà soŶà iŵpoƌtaŶĐeà suƌà l’osŵolalitĠà

(Dobrzycka-Krahel et al., 2014; Einarson, 1993; Sornom et al., 2010). 

LaàǀeŶtilatioŶàetàlaàloĐoŵotioŶàŶ’oŶtàpasàĠtĠàŵodifiĠesàauàĐouƌsàdeàl’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶàeŶàŵĠsoĐosŵeà

ĐoŶtƌaiƌeŵeŶtà ăà l’hǇpeƌǀeŶtilatioŶà observée par Sornom et al. (2010) à 18 °C. Dans leur étude, 

Wijnhoven et al. (2003) ont étudié la ventilation chez G. roeseli eŶàfoŶĐtioŶàd’uŶeàhausseàdeàteŵpĠƌatuƌeà

et ont montré que le nombre de battements de pléopodes par minute était augmenté de 140 à 230 

eŶtƌeà ϭϳà età Ϯϭ°Cà jusƋu’ăà atteiŶdƌeà uŶeà teŵpĠƌatuƌeà ĐƌitiƋueà deà 29-30 °C, au-delà de laquelle la 

ǀeŶtilatioŶà aǀaità ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶtà diŵiŶuĠ.àMalgƌĠà uŶàŵilieuà d’eǆpositioŶà diffĠƌeŶt,à Đesà ǀaleuƌsà soŶtà

cohérentes avec celles observées dans notre étude où les moyennes des battements de pléopodes des 

tĠŵoiŶsàăàϭϴà°Càs’Ġleǀaient à 240 ± 10. 

II.3.2.2. Effet des nAg sur les gammares 

II.3.Ϯ.Ϯ.ϭ.àCoŶĐeŶtƌatioŶàeŶàaƌgeŶtàdaŶsàlesàŵilieuǆàd’eǆpositioŶàetàlesàgaŵŵaƌes 

Lesà eǆpĠƌiŵeŶtatioŶsà eŶà ŵĠsoĐosŵesà suƌà lesà Ŷágà soŶtà peuà Ŷoŵďƌeuses.à L’Ġtudeà deà Lowry et al. 

(2012) s’està suƌtoutà intéressé ăà laà distƌiďutioŶà età ăà laà spĠĐiatioŶà deà l’aƌgeŶtà daŶs les différents 

ĐoŵpaƌtiŵeŶtsàd’uŶeàzoŶeàhuŵideàd’eauàdouĐe.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) oŶtà ĠtudiĠà lesà ƌejetsà d’aƌgeŶtà issusà deà pƌoduitsà deà

consommation composés de nAg en mimant un écosystème estuarien. Ces études très complètes et qui 

appoƌteŶtà desà iŶfoƌŵatioŶsà suƌà desà situatioŶsà pƌĠĐisesà deà ĐoŶtaŵiŶatioŶà d’uŶà ŵilieu,à ƌeposent 

ĐepeŶdaŶtàsuƌàdeàŶoŵďƌeuǆàpaƌaŵğtƌesàpƌopƌesàăàĐhaĐuŶeàd’elleàetàilàappaƌaŠtàdiffiĐileàdeàĐoŵpaƌeƌàlesà

comportements des nAg dans des systèmes si différents. 

Dans notre étude, les injections successives ont bien permis une contamination progressive des 

sǇstğŵesàdaŶsàleàteŵps,àďieŶàƋueàl’augŵeŶtatioŶàdesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàsoitàŶoŶàsigŶifiĐatiǀeàpouƌàlaàfoƌŵeà

sphĠƌiƋue.à CepeŶdaŶt,à lesà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsàŵesuƌĠesàdaŶsà laà ĐoloŶŶeà d’eauàŶeà ƌepƌĠseŶtaieŶtà pouƌà lesà

nAg plates que 60 à 28% et pour les nAg sphériques que 41 à 18% des concentrations totales appliquées 

ƌespeĐtiǀeŵeŶtà ăà JϬà età JϮϭ.à Lesà Ŷágà iŶtƌoduitesà daŶsà lesà ŵilieuǆà oŶtà paƌà eǆeŵpleà puà s’agƌĠgeƌà ăà laà

ŵatiğƌeàoƌgaŶiƋueàfoƌŵaŶtàdesàhĠtĠƌoagƌĠgatsàƋuiàoŶtàpuàsĠdiŵeŶteƌ,àŵaisàoŶtàaussiàpuàs’adsoƌďeƌàsuƌà

les organismes, les parois ainsi que tous les dispositifs présents dans les mésocosmes. Les nAg peuvent 

ĠgaleŵeŶtàƌelaƌgueƌàdeàl’aƌgeŶtàdissousàǀiaàlaàdissolutioŶàoǆǇdatiǀeà(Liu and Hurt, 2010). Cependant dans 

nos systèmes, aucune valeur de concentration en Ag située au-dessusàdeàlaàliŵiteàdeàdĠteĐtioŶàdeàl’ICP-

MS (0,250 µg.L-1Ϳà Ŷ’aà ĠtĠàŵesuƌĠeà apƌğsà ultƌafiltƌatioŶà duàŵilieu.à L’iŶseƌtioŶà deà DGTà daŶsà leàŵilieuà aà
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toutefoisàpeƌŵisàdeàŵesuƌeƌàdesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶàaƌgeŶtàlaďileàdeàl’oƌdƌeàduàŶg.L-1, ce qui représentait 

moinsàdeàϬ,Ϯ%àdeà l’aƌgeŶtà iŶtƌoduit.àCesàdeuǆà ƌĠsultatsà seŵďleŶtà iŶdiƋueƌàƋueà lesà ĐoŶditioŶsàphǇsiĐo-

ĐhiŵiƋuesàdeàŶosàŵilieuǆàŶ’oŶtàpasàfaǀoƌisĠàlaàdissolutioŶàdesàŶág. 

L’eǆpositioŶàdesàgaŵŵaƌesàauǆàdeuǆàtǇpesàdeàŶág,àaàďieŶàiŶduitàuŶeàĐoŶtaŵiŶatioŶàdesàoƌgaŶismes à 

l’aƌgeŶt,àŵaisàŵalgƌĠàuŶeàlegğƌeàteŶdaŶĐeàăàl’augŵeŶtatioŶ,àĐetteàdeƌŶiğƌeàestàƌestĠàuŶifoƌŵeàeŶtƌeàlesà

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 tissusàetàoƌgaŶesàdeàĐeƌtaiŶsàoƌgaŶisŵesàd’eauàdouĐe.àPaƌà

exemple, Georgantzopoulou et al. (2013) ont visualisé la présence de nAg de 200 nm semblant passer 

l’espaĐeà iŶteƌĐellulaiƌeà deà laà ĐouĐheà epithĠlialeà deà laà ŵeŵďƌaŶeà deà l’iŶtestiŶà deà Daphnia magna 

(NanoSims). Asharani et al. (2008) ont quant à eux observé que des nAg enrobées de BSA (albumine de 

sĠƌuŵàďoǀiŶͿàd’eŶǀiƌoŶàϮϬàŶŵàaǀaieŶtà teŶdaŶĐeàăà s’aĐĐuŵuleƌàdaŶsà lesàŶoǇauǆàdeàĐellulesàdeàpoissoŶà

zğďƌe.à Ilsà oŶtà paƌà ailleuƌsàŵoŶtƌĠà leuƌà distƌiďutioŶà daŶsà leà Đeƌǀeau,à leà Đœuƌà età leà saŶgà d’eŵďƌǇoŶsà deà

Danio rerio  ;METàetàED“Ϳ.àDaŶsàl’ĠtudeàpƌĠseŶtĠeàiĐi,àĐeàtǇpeàd’aŶalǇseàeŶàiŵageƌieàŶ’aàpasàpuàġtƌeàŵisà

eŶàplaĐeàŶeàpeƌŵettaŶtàpasàdeàsaǀoiƌàsiàl’aƌgeŶtàaàĠtĠàiŶgĠƌĠàpaƌàǀoiƌàtƌophiƋueàet/ouàďioaĐĐuŵulĠàet/ouà

adsorbé.  

II.3.2.2.2. Niveau cellulaire et physiologique 

“uƌàleàpoolàdeàďioŵaƌƋueuƌsàĐellulaiƌesàŵesuƌĠs,àŵalgƌĠàuŶàeffetàdeàl’iŶteƌaĐtioŶàteŵpsàd’eǆpositioŶàXà

ĐoŶditioŶsàdeàĐoŶtaŵiŶatioŶàsuƌàlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶàtƌiglǇĐĠƌidesàetàl’aĐtiǀitĠàET“,àseuleàl’aĐtiǀitĠàET“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) oŶtà ĠtudiĠà l’aĐtiǀitĠà ET“à suƌà desà

gammares (G. fossarumͿà età oŶtà ĠgaleŵeŶtàŵoŶtƌĠà Ƌu’uŶeà eǆpositioŶà auà sulfateà deà Đuiǀƌeà pouǀaità eŶà

engendrer une baisse significative. Concernant les mécanismes de réponses antioxydantes et 

antitoǆiƋuesàŵesuƌĠesàpaƌàlesàautƌesàďioŵaƌƋueuƌs,àauĐuŶàeffetàdeàl’aƌgeŶtàŶ’aàĠtĠàoďseƌǀĠ.àL’iŶduĐtioŶà

deàĐesàŵĠĐaŶisŵesàpaƌàl’aƌgeŶtàissuàdesàŶágàaàpouƌtaŶtàdĠjăàĠtĠàoďseƌǀĠeàĐhezàlesàoƌgaŶisŵesàŵaƌiŶsàS. 

plana et H. diversicolor (Buffet et al., 2014).  

L’aĐtiǀitĠà deà tƌaŶspoƌtà MXRà ĐoƌƌespoŶdà ăà uŶà ŵĠĐaŶisŵeà deà dĠfeŶseà Ƌui,à paƌà l’iŶteƌŵĠdiaiƌeà deà

poŵpesàŵeŵďƌaŶaiƌes,à peƌŵetà d’eǆpulseƌà lesà ǆĠŶoďiotiƋuesà hoƌsà desà Đellules. Dans cette étude, une 

forte toxicité des substrats (Calcéine-AM et inhibiteurs) sur les jeunes organismes de petite taille ne 

peƌŵetàpasàd’Ġŵettƌeàd’hǇpothğsesàfiaďlesàƋuaŶtàăàuŶàeffetàdesàŶág.àCepeŶdaŶt,àoŶàpeutàoďseƌǀeƌàuŶeà

légère tendance intéressante entre les 3 temps. La croissance des gammares entre les temps J0 et J21 a 

ƌĠduitàĐeàphĠŶoŵğŶeàdeàtoǆiĐitĠàpuisƋueàlesààtĠŵoiŶsàoŶtàƌetƌouǀĠàdesàŵoǇeŶŶesàd’aĐtiǀitĠàpositiǀesàdğsà
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J14. Les gammares exposés aux nAg plates ont présenté le même schéma de réponse que les témoins 

aloƌsà Ƌu’ilà aà falluà atteŶdƌeà leà teŵpsà JϮϭà pouƌà pouǀoiƌà l’oďseƌǀeƌà Đhezà lesà gaŵŵaƌesà eǆposĠsà auǆà Ŷágà

sphĠƌiƋues.à Ceà dĠĐalageà pouƌƌaità ƌĠsulteƌà d’uŶà effetà plusà ŵaƌƋuĠà desà Ŷágà sphĠƌiƋues,à ƌetaƌdaŶtà laà

ƌĠĐupĠƌatioŶàd’uŶeàaĐtiǀitĠàMXRàŵesuƌaďle.  

Laàŵesuƌeàdeàl’osŵolalitĠàdeàl’hĠŵolǇŵpheàƌepƌĠseŶteàuŶàďioŵaƌƋueuƌàphǇsiologiƋueàpouƌàĠǀalueƌà

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).àDaŶsàĐetteàĠtude,àl’eǆpositioŶàdesàgaŵŵaƌesàpeŶdaŶtàϮϭà

jours et à 50 µg.L-1 de nAg de forme sphérique a induit une diminution sigŶifiĐatiǀeà deà l’osŵolalitĠà

suggérant ainsi un dysfonctionnement de la régulation ionique. Cette observation est cohérente avec la 

littĠƌatuƌeà puisƋu’ilà aà plusieuƌsà foisà ĠtĠà ŵoŶtƌĠà Ƌueà lesà stƌessà ŵĠtalliƋuesà età ŶotaŵŵeŶtà l’aƌgeŶtà

engendrait une diminutioŶàd’osŵolalitĠàƌĠsultaŶtàd’uŶeàpeƌteàeŶàioŶsàNa+ 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 

oƌgaŶisŵesà oŶtà ŵisà eŶà ĠǀideŶĐeà laà pƌĠseŶĐeà d’effetsà Đhezà lesà gaŵŵaƌesà souŵisà ăà laà plusà foƌteà

concentratioŶàd’eǆpositioŶà ;ϱϬàµg.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’uŶeàeǆpositioŶàăàdeàtƌğsàfaiďlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsà(Gerhardt, 1996). Dans cette étude, la baisse 

de locomotion observée seulement chez les organismes exposés 21 jours à la plus forte concentration de 

ŶaŶopaƌtiĐulesà pouƌƌaità suggĠƌeƌà Ƌue,à suiteà ăà laà dĠteĐtioŶà deà l’aƌgeŶtà daŶsà leà ŵilieu,à età paƌĐeà Ƌu’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 

ouàăàl’aƌgeŶt. 
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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 

foƌŵeàĐuďiƋueàetàlaàfoƌŵeàplateàtƌiaŶgulaiƌe.à“iàlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàd’eǆpositioŶàde ces deux formes dans 

les milieux et les organismes sont restées homogènes, des effets différents ont tout de même parfois été 

oďseƌǀĠs.àLesàďioŵaƌƋueuƌsàĠtudiĠsàuŶàăàuŶàauàŶiǀeauàĐellulaiƌeàŶ’oŶtàpasàŵoŶtƌĠ,àhoƌŵisàl’ET“,àd’effetà

marqué de la contamination. Une analyse discriminante groupant la totalité des mesures obtenues a 

peƌŵisàdeàsǇŶthĠtiseƌàl’iŶfoƌŵatioŶàafiŶàdeàpouǀoiƌàdĠgageƌàdesàteŶdaŶĐesàgĠŶĠƌalesàŶoŶàoďseƌǀaďlesàeŶà

ĐoŶsidĠƌaŶtàĐhaƋueàďioŵaƌƋueuƌàisolĠŵeŶt.àLesàƌĠsultatsàdeàl’aŶalǇseàdisĐƌiŵiŶante 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 sphĠƌiƋuesà seŵďlaŶtà s’ĠĐaƌteƌà deà Đeuǆà oďseƌǀĠsà Đhezà lesà tĠŵoiŶsà ăà Jϳà età uŶeà

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 

tĠŵoiŶàetàŶágàplatesàpeƌŵettaŶtàl’oďseƌǀatioŶàd’uŶàeffetàdƸàăàlaàfoƌŵeàdesàŶaŶopaƌtiĐules. 

Pouƌàlesàautƌesàŵesuƌesà;ăàl’eǆĐeptioŶàdeàlaàloĐoŵotioŶͿàetàŵalgƌĠàl’aďseŶĐeàdeàdiffĠƌeŶĐeàsigŶifiĐatiǀeà

entre les deux formes, les nAg sphéƌiƋuesàsoŶtàĐellesàƋuiàseŵďleŶtàaǀoiƌàleàplusàd’effetsàsuƌàlesàgaŵŵaƌesà

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, 

ƋuelƋuesàĠtudesàseàsoŶtàĠgaleŵeŶtàiŶtĠƌessĠesàăàl’effetàdeàlaàfoƌŵe.àáiŶsi,àWiley et al. (2005) ont montré 

Ƌueà lesà diffĠƌeŶtesà foƌŵesà deà Ŷágà peuǀeŶt,à d’uŶà poiŶtà deà ǀueà ĐƌistallogƌaphiƋue,à seà Đoŵposeƌà deà

difféƌeŶtesàfaĐettesàĐoŵŵeàpaƌàeǆeŵpleàlesàfaĐettesà{ϭϬϬ},à{ϭϭϬ}àetà{ϭϭϭ}.àD’autƌesàtƌaǀauǆàs’iŶtĠƌessaŶtà

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 

ƋuiàiŶduisaieŶtàleàplusàd’effetsàĐhezàlaàďaĐtĠƌieà(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 

desàŶágà;dĠfautsàd’eŵpileŵeŶtàpaƌàeǆeŵpleͿàpeuǀeŶtàaussiàiŶduiƌeàdesàdiffĠƌeŶĐesàeŶtƌeàlesàfoƌŵesàdeà

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).  
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DaŶsàl’ĠtudeàdesàeffetsàdesàŶágàeŶàfoŶĐtioŶàdeàleuƌàfoƌŵe,àdeuǆàŶaŶopaƌtiĐulesàpƌĠseŶtaŶtàuŶeàŵġŵeà

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  

CetteàĠtudeàaàtoutàd’aďoƌdàŵoŶtƌĠàlaàgƌaŶdeàĐoŵpleǆitĠàƋueàpeutàƌepƌĠseŶteƌàuŶeàeǆpĠƌiŵeŶtatioŶàeŶà

ŵĠsoĐosŵes.à EŶà effet,à laà ŵoƌtalitĠà ĠleǀĠeà eŶà fiŶà d’eǆpĠƌieŶĐeà Đhezà lesà tĠŵoiŶsà appaƌaŠtà diffiĐileà ăà

iŶteƌpƌĠteƌà ŵaisà pouƌƌaità ġtƌeà leà ƌĠsultatà d’uŶeà ĐoŵďiŶaisoŶà deà diffĠƌeŶtsà paƌaŵğtƌesà ;haďitat,à

ĐaŶŶiďalisŵe,àteŵpĠƌatuƌeͿààƋu’ilàŶeàŶousàaàpasàĠtĠàpossiďle de contrôler dans cette étude. Les résultats 

deà l’eǆpositioŶà auǆà deuǆà foƌŵesà deà Ŷágà ŵoŶtƌeŶtà uŶà effetà deà l’aƌgeŶtà pƌiŶĐipaleŵeŶtà auà Ŷiǀeauà

physiologique et sur le comportement des organismes. Ces derniers pourraient adopter une stratégie de 

réallocation éŶeƌgĠtiƋueà afiŶà d’oďteŶiƌà l’ĠŶeƌgieà ŶĠĐessaiƌeà ăà laà ŵiseà eŶà plaĐeà deà ŵĠĐaŶisŵesà deà

dĠfeŶse.àToutefoisàlesàŵĠĐaŶisŵesàdeàdĠfeŶseàĠtudiĠs,àŶ’aǇaŶtàpasàĠtĠàŵodifiĠsàpaƌàl’eǆpositioŶ,àŶ’oŶtà

pas peƌŵisàd’appuǇeƌà ĐetteàhǇpothğse. Même si la forme sphérique semble être celle qui présente le 

plusà d’effetsà suƌà lesà gaŵŵaƌes,à uŶeà ĐaƌaĐtĠƌisatioŶà plusà pƌĠĐiseà deà laà ĐoŶfiguƌatioŶà ĐƌistalliŶeà deà saà

suƌfaĐeàseŵďleàpƌiŵoƌdialeàetàdeǀƌaitàăàl’aǀeŶiƌàfaiƌeàpaƌtieàdesàpaƌaŵğtƌesàdeàĐaƌaĐtĠƌisatioŶàdesàŶágàăà

étudier avant toute expérimentation. 
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II.3. Effets de deux types de nTiO2 (anatase bâtonnet et anatase cubique) sur 

l’espğĐe G. roeseli – Expérience 6 
 

Contexte 

áà l’iŶstaƌà desà Ŷág,à lesà ŶTiO2 sont elles aussi très largement exploitées, peuvent également être 

produites sous différentes formes et structures cristallines et peuvent être rejetées dans les écosystèmes 

d’eauàdouĐe.àL’oďjeĐtif,àideŶtiƋueàăàĐeluiàdeàl’ĠtudeàpƌĠĐĠdeŶte,àĠtaitàd’Ġǀalueƌàlesàeffetsàdeàdeuǆàfoƌŵesà

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 pƌotoĐoleàd’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶàƋueàĐeluià

établi précédemment pour les nAg a scrupuleusement été respecté. Seules les concentrations 

d’eǆpositioŶàoŶtàĐhaŶgĠ.àEŶàeffet,àlesàŶTiO2 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. 

UŶeà appƌoĐheà ŵultiďioŵaƌƋueuƌà desà effetsà ďiologiƋuesà aà doŶĐà ĠtĠà ŵiseà eŶà plaĐeà ǀiaà l’Ġtudeà 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 

peƌŵisàd’oďseƌǀeƌàleuƌsàfoƌŵesàetàdeàŵesuƌeƌàleuƌsàdiaŵğtƌesàŵoǇeŶsàpaƌàMET.àáiŶsiàlesàŶTiO2 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 66Ϳ.àDesàŵesuƌesàdesàĐiŶĠtiƋuesàd’agƌĠgatioŶà

daŶsàl’eauàVolǀiĐàoŶtàaussiàĠtĠàeffeĐtuĠesàetàsoŶtàpƌĠsentées en annexe. 

 

Figure 66 : Observation au MET des solutions stock des A : nTiO2 aŶatase ĐuďiƋue ;ABͿ d’uŶe taille de ϮϬ-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 : PlaŶ eǆpĠƌiŵeŶtal siŵplifiĠ de l’eǆpĠƌieŶĐe ϲ ;Cf.Chapitƌe Ϯ, tableau 9) 

Environ 2000 à 2500 G. roeseli ont été prélevés en Moselle dans la Nied en Février 2014 puis ont été 

souŵisàăàϲà jouƌsàd’aĐĐliŵatatioŶàdaŶsàdeà l’eauàŵiŶĠƌaleàVolǀiĐà ;supplĠŵeŶtĠeͿàeŶàsuiǀaŶtà leàpƌotoĐoleà

dĠĐƌitàdaŶsà leàĐhapitƌeàϮ.àLeà jouƌàdeà l’iŵplaŶtatioŶàdesàoƌgaŶisŵes,àϯϯàpoolsàdeàϱϬ 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 ĐoŶditioŶŶĠesà aǀaŶtà d’ġtƌeà iŵplaŶtĠsà daŶsà leuƌsàŵilieuǆà d’eǆpositioŶsà ƌespeĐtifs.à “uƌà lesà ϲà

pools restants, 3 ont servi deàTϬàetàlesàϯàautƌesàoŶtàpeƌŵisàlaàŵesuƌeàdeàlaàŵasseàsğĐheàŵoǇeŶŶeàd’uŶà

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 

paƌagƌapheàII.ϭàpƌĠĐğdeŶt.àEŶàƌaisoŶàd’uŶàŵaŶƋueàd’oƌgaŶisŵes,àlesàŵesuƌesàd’aĐtiǀitĠàMXRàauǆàϯàteŵpsà

aiŶsià Ƌueà lesà ŵesuƌesà d’osŵolalitĠà ăà JϮϭà Ŷ’oŶtà pasà ĠtĠà effeĐtuĠes.à Lesà oƌgaŶisŵesà pƌĠleǀĠsà pouƌà lesà

mesures de locomotion et de ventilation à J2ϭàoŶtàĠtĠàutilisĠsàpouƌàl’aŶalǇseàŵultiďioŵaƌƋueuƌsàplutôtà

Ƌueàpouƌàlesàŵesuƌesàd’osŵolalitĠ. 

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 

ĐoŶditioŶsà d’appliĐatioŶà deà l’aŶoǀaà ;ŶoƌŵalitĠà desà ƌĠsidusà deà l’aŶoǀaà età hoŵogĠŶĠitĠà desà ǀaƌiaŶĐesͿà

Ŷ’oŶtàpasàĠtĠàǀĠƌifiĠsà;Figuƌesà71), 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 eŶàtitaŶeàdaŶsàlesàŵilieuǆàd’eǆpositioŶsàetàlesàgaŵŵaƌes 

CoŵŵeàŶousàl’aǀoŶsàdĠjăàeǆpliƋuĠàpouƌàl’eǆpĠƌieŶĐeà« Etude des effets des nTiO2 sur les gammares 

(G. roeseliͿà eŶà foŶĐtioŶà deà leuƌà hĠtĠƌoagƌĠgatioŶà daŶsà deuǆà tǇpesà d’eauà duà RhôŶeà ŶatuƌelleŵeŶtà

chargées en matières organiques », les dosages par ICP-MS du titane demandent encore quelques mises 

auà poiŶtà Ƌuià soŶtà aĐtuelleŵeŶtà eŶà Đouƌsà d’optiŵisatioŶà auà CEREGE.à Lesà ƌĠsultatsà desà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà

ƌĠellesàeŶàtitaŶeàdaŶsàlesàŵilieuǆàd’eǆpositioŶàetàdaŶsàlesàoƌganismes ne seront donc pas présentés dans 

ce manuscrit de thèse. 

II.3.1.2. Mortalité des organismes 

LesàƌĠsultatsàoŶtàŵoŶtƌĠàuŶeàaďseŶĐeàd’effetsàsigŶifiĐatifsàdeàl’iŶteƌaĐtioŶàteŵpsàd’eǆpositioŶàXàtǇpeà

de contamination aux nTiO2. Les conditions de contaminatioŶàŶ’oŶtàpasàeuàd’effetàsuƌà laàŵoƌtalitĠàdesà

organismes (anova à deux facteurs, F=0,143, ddl=2 et p-ǀalue=Ϭ,ϴϲϴͿàaloƌsàƋueàleàteŵpsàd’eǆpositioŶàaà

entrainé des baisses significatives de la survie des gammares (Figure, 68 ; anova à deux facteurs, F=89,15, 

ddl=2 et p-ǀalue=<Ϭ,ϬϬϭͿ.àEŶàŵoǇeŶŶeàăà Jϳà leàpouƌĐeŶtageàdeàsuƌǀieàs’estàĠleǀĠàăà àϴϬà±àϱà%,àpuisàuŶeà
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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 daŶsà tousà lesà ŵilieuǆà d’eǆpositioŶ.à Cetteà suƌǀieà

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 jouƌs d’eǆpositioŶ auǆ ŶTiO2 

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. 

áuĐuŶeàiŶteƌaĐtioŶàd’effetsàdueàauǆàĐoŶditioŶsàdeàĐoŶtaŵiŶatioŶàeŶàfoŶĐtioŶàduàteŵpsàd’eǆpositioŶàŶ’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).àPouƌàlesàdeuǆàdosagesàpƌotĠiƋues,à lesàtestsàTukeǇH“DàŶ’oŶtàpasàƌĠǀĠlĠàdeàdiffĠƌeŶĐesàsigŶifiĐatiǀesà

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 

Ƌu’ăàJϳ.àLesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶàtƌiglǇĐĠƌidesàĠtaieŶtàƋuaŶtàăàellesàsigŶifiĐatiǀeŵeŶtàplusàĠleǀĠesàĐhezàlesà

gammares contaminés par la forme AC à J7 et J14 par rapport aux témoins et à la forme AB à J21 mais 

ĐesàdiffĠƌeŶĐesàeŶtƌeàdeuǆàteŵpsàŶ’appoƌteàpasàd’ĠlĠŵeŶtàĐoŶƌġt. 
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L’áŶoǀaà aà ƌĠǀĠlĠà uŶà effetàduà teŵpsà suƌà ϲà autƌesà ďioŵaƌƋueuƌs.à áiŶsi,à uŶeà diŵiŶutioŶà sigŶifiĐatiǀe, 

toutes conditions de contamination confondues, duàĐholestĠƌolàetàdeàl’aĐtiǀitĠàET“àaàĠtĠàoďseƌǀĠeàeŶtƌeà

lesàteŵpsàJϳàetàJϭϰàaiŶsiàƋu’eŶtƌeàJϳàetàJϮϭ.àPouƌàlaàLOOH,àdesàdiŵiŶutioŶsàĠtĠàŵesuƌĠesàeŶtƌeàJϳàetàJϮϭà

puisàeŶtƌeàJϭϰàetàJϮϭ.àáàl’iŶǀeƌse,àdesàaugŵeŶtatioŶsàoŶtàĠtĠàoďseƌǀĠes pouƌàlaàTáCàetàl’aĐtiǀitĠàLDHàeŶtƌeà

JϳàetàlesàteŵpsàJϭϰàetàJϮϭàaiŶsiàƋueàpouƌàl’aĐtiǀitĠàdeàlaàG“TàeŶtƌeàJϳ/JϭϰàetàJϮϭ. 
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Tableau 19 : Moyennes (± écart-types) des différentes valeurs obtenues pour les biomarqueurs cellulaires mesurées 

suƌ G. ƌoeseli apƌğs ϳ, ϭϰ et Ϯϭ jouƌs d’eǆpositioŶ auǆ ŶTiOϮ AB et AC Ƌui ĐoƌƌespoŶdeŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt 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. 

 

LesàƌĠsultatsàdeà laàLDáàpeƌŵettaŶtà l’Ġtudeàdeà laàďatteƌieàdeàďioŵaƌƋueuƌsàdaŶs son ensemble sont 

présentés dans le tableau 21. Dans cette LDA, un ensemble de 7 biomarqueurs a été utilisé pour 

disĐƌiŵiŶeƌà lesàϵàĐoŶditioŶsàd’eǆpositioŶ.à LeàŵodğleàĐoŶstƌuitàestà sigŶifiĐatifà ;LaŵďdaàWilks : p-value = 

0,02) et est associé à un taux d’eƌƌeuƌàĠgalàăàϬ,ϭϱ.àL’aĐtiǀitĠàdeàlaàG“TàestàleàseulàďioŵaƌƋueuƌàsigŶifiĐatifà

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 ƌepƌĠseŶtatioŶà gƌaphiƋueà deà laà LDáà aiŶsià Ƌueà ϯà autƌesà ƌelatiǀesà auǆà ϯà teŵpsà d’eǆpositioŶà 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’eŶtƌeĐoupeŶtà età seàà

chevauchent alors que celle représentant les organismes exposés aux nTiO2 AC est bien isolée, 
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ŶotaŵŵeŶtàleàloŶgàdeàl’aǆeàϭ.àEŶfiŶ,àăàJϮϭ,àuŶeàdispeƌsioŶàsuƌàl’aǆeàϭàestàoďseƌǀaďle,àlesàellipsesàdesàŶTiO2 

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;eŶtƌeàlesàƌepğƌesàϭàetàϰͿàs’eŶtƌeĐoupeŶtàtƌğsà

partiellement. 

 

Figure 69 : AͿ AŶalǇse disĐƌiŵiŶaŶte liŶĠaiƌe ;LDAͿ effeĐtuĠe pouƌ ϵ ĐoŶditioŶs ;ϯ ĐoŶtaŵiŶatioŶs pouƌ ϯ teŵps d’eǆpositioŶͿ suƌ 

les ǀaleuƌs des ϭϭ ďioŵaƌƋueuƌs et disĐƌiŵiŶĠe paƌ ϳ d’eŶtƌe euǆ ;Ŷ=ϯͿ. B, C et DͿ RepƌĠseŶtatioŶ elliptiƋue des conditions témoin, 

nTiO2 AB et nTiO2 AC à J7, J14 et J21. 
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II.3.1.4. Biomarqueur physiologique :àl’osŵolalitĠàdeàl’hĠŵolǇŵphe 

Seuls les organismes exposés durant 14 jours aux nTiO2 AC, montrent une diminution significative de 

l’osŵolalitĠà ;F=ϲ,ϵϮ,à ddl=2 et p-value<0,01) par rapport aux témoins. Cependant, aucune différence 

sigŶifiĐatiǀeàdeàl’osŵolalitĠàŶ’aàĠtĠàoďseƌǀĠeàeŶtƌeàlesàdeuǆàfoƌŵesàĐhezàlesàgaŵŵaƌesàeǆposĠsàdurant 14 

jours (Figure 70). 

 

Figure 70 : Moyennes (+ écart-tǇpesͿ des ǀaleuƌs d’osŵolalitĠ de l’hĠŵolǇŵphe ŵesuƌĠes daŶs les gammares après 

ϳ et ϭϰ jouƌs d’eǆpositioŶ auǆ ŶTiO2 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 

áuĐuŶeàdiffĠƌeŶĐeàsigŶifiĐatiǀeàdeàlaàǀeŶtilatioŶàŶ’aàĠtĠàoďseƌǀĠe (Figure 71). 
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Figure 71 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de ventilation chez les gammares après 7,14 et 21 jours 

d’eǆpositioŶ auǆ ŶTiO2 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’eǆpositioŶà età leà tǇpeà deà ĐoŶtaŵiŶatioŶà aà ĠtĠà oďseƌǀĠeà ;aŶoǀaà ăà deuǆà faĐteuƌs,à F=ϱ,4, ddl=4 et p-

ǀalue<Ϭ,ϬϬϭͿ.à Pouƌà ĐhaƋueà tǇpeà d’eǆpositioŶ,à Ŷousà oďseƌǀoŶsà uŶeà diŵiŶutioŶà deà laà loĐoŵotioŶà eŶà

foŶĐtioŶàduà teŵps.àChezà lesà tĠŵoiŶsà ĐetteàdiŵiŶutioŶàŶ’està sigŶifiĐatiǀeàƋu’ăà JϮϭ.àPaƌà ĐoŶtƌe,à Đhezà 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 

diffĠƌeŶĐeàpaƌàƌappoƌtàauǆàtĠŵoiŶsàŶ’estàsigŶifiĐatiǀeàƋu’ăàJϭϰ.àOŶàƌeŵaƌƋueƌaàĠgaleŵeŶtàƋu’ăàJϳàetàJϮ1, 

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 

loĐoŵotioŶàestàsigŶifiĐatiǀeŵeŶtàplusàfaiďleàƋu’eŶtƌeàJϮϭàetàJϳ. 



Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques à long terme des nAg, nTiO2 et NTC sur G. 

roeseli 

253 
 

 

Figure 72 : Moyennes (+ écart-tǇpesͿ des ŵesuƌes de loĐoŵotioŶ des gaŵŵaƌes apƌğs ϳ,ϭϰ et Ϯϭ jouƌs d’eǆpositioŶ 

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.ϯ.Ϯ.ϭ.àEffetsààdesàdispositifsàd’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶàetàduàteŵpsàd’eǆpositioŶàsuƌàlesàgaŵŵaƌes 

“ià l’oŶà ĐoŶsidğƌeà laà ŵoƌtalitĠà aŶoƌŵaleŵeŶtà ĠleǀĠeà desà oƌgaŶisŵesà ;ϲϲ% à J14 et 93% à J21), il 

appaƌaità diffiĐileà d’iŶteƌpƌĠteƌà lesà ƌĠsultatsà desà diffĠƌeŶtsà ďioŵaƌƋueuƌsà ŵesuƌĠsà Đhezà lesà suƌǀiǀaŶtsà

apƌğsàĐesàteŵpsàd’eǆpositioŶ.àLesàhǇpothğsesàdĠjăàdisĐutĠesàpƌĠĐĠdeŵŵeŶtà;teŵpĠƌatuƌeàd’eǆpositioŶà

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’aƌguŵeŶtatioŶ. 

L’aŶalǇseà disĐƌiŵiŶaŶteà ƌeposaŶtà suƌà lesà ǀaleuƌsà issuesà duà poolà deà ďioŵaƌƋueuƌsà d’aĐtiǀitĠà

aŶtioǆǇdaŶts,àaŶtitoǆiƋuesàouàdeàƌĠseƌǀesàĠŶeƌgĠtiƋuesàŵesuƌĠsàauàŶiǀeauàĐellulaiƌe,àŶ’aàŵoŶtƌĠàauĐun 

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 Ŷiǀeauà phǇsiologiƋueà età iŶdiǀiduel,à lesà effetsà iŶduitsà paƌà l’eǆpositioŶà auǆà ŶaŶopaƌtiĐulesà deà laà

forme AC semblent également plus marqués et plus précoces que la forme AB, notamment sur la 

locomotion desàoƌgaŶisŵes.àNousàpouǀoŶsàsupposeƌàƋueàl’ajoutàdeàlaàĐoŶtaŵiŶatioŶàăàuŶeàsituatioŶàdeà

stƌessà dĠjăà eǆistaŶte,à peutà dĠĐleŶĐheƌà laàŵiseà eŶà plaĐeà d’autƌesàŵĠĐaŶisŵesà deà dĠtoǆiĐatioŶ,à Đeà Ƌuià

impliquerait un coût énergétique plus important, expliquant ainsi les baisses de locomotions, plus 

importantes chez les organismes exposés que celles observées chez les témoins. 

DeàfaçoŶàtƌğsàgĠŶĠƌale,à ilàseŵďleƌaitàƋueà laàfoƌŵeàáCàiŶduiseàplusàd’effetsàsuƌà lesàgaŵŵaƌesàƋueà laà

foƌŵeàáB.àPeuàd’ĠtudesàoŶtàĠtĠàeffeĐtuĠesàaǀeĐàĐesàoƌgaŶisŵesàdaŶsàuŶàĐoŶteǆteàd’eǆpositioŶàauǆàŶTiO2 

età lesà tƌaǀauǆà ŶĠaŶŵoiŶsà puďliĠsà seà soŶtà pƌiŶĐipaleŵeŶtà iŶtĠƌessĠsà ăà l’aĐtiǀitĠà deà ĐoŶsoŵŵatioŶà 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 

Ŷŵ,à aloƌsà Ƌueà pouƌà desà ĐoŶditioŶsà d’eǆpositioŶà siŵilaiƌesà ;ŶTiO2 100 nm), Seitz et al. (2014) Ŷ’oŶtà

observé aucun effet sur la consommation des gammares. 

Au niveau comportemental, des expériences sur Daphnia magna réalisées par Noss et al. (2013) ont 

ƌappoƌtĠàuŶeàďaisseàsigŶifiĐatiǀeàdeàl’aĐtiǀitĠàdeàŶageàdesàdaphŶiesàeǆposĠesàduƌaŶtàϵϲhàăàdesàŶTiO2 de 

61 nm pour des concentrations de 5 et 20 mg.L-1. Au contraire, Lovern et al. (2007) Ŷ’oŶtàoďseƌǀĠàauĐuŶà

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’eǆpositioŶà loŶgsàassoĐiĠsàăàuŶeàplusà faiďleàĐoŶĐeŶtƌatioŶà

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 pouǀaieŶtàs’agƌĠgeƌàetàsĠdiŵeŶteƌàdaŶsàlesàŵilieuǆà

d’eǆpositioŶà (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).àCeàphĠŶoŵğŶeàd’agƌĠgatioŶàpouƌƌaitàdoŶĐàeǆpliƋueƌàl’effetàplusàŵaƌƋuĠà

chez G. roeseli après une exposition aux nTiO2 áC.à EŶà effet,à lesà ƌĠsultatsà desà ĐiŶĠtiƋuesà d’agƌĠgatioŶà

effeĐtuĠesàdaŶsàl’eauàdeàVolǀiĐàetàpƌĠseŶtĠsàeŶàaŶŶeǆe 7 dans la figure n montrent que la forme AC est la 

plusàstaďleàdaŶsàl’eauàetàs’agƌğgeàŵoiŶsàƌapideŵeŶtàƋueàlaàfoƌŵeàáBàapƌès 14 minutes de cinétique. Ces 

mesures tendent à montrer que la forme AC serait plus bioaccessible/biodisponible dans les milieux 

d’eǆpositioŶ,àeŶtƌaiŶaŶtàaiŶsiàplusàd’effetsàsuƌàlesàgaŵŵaƌes. 
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Conclusion 

Malgré une forte mortalité associée aux ĐoŶditioŶsàd’eǆpositioŶ,àlesàƌĠsultatsàoďteŶusàsuƌàlesàgaŵŵaƌesà

suƌǀiǀaŶtsàseŵďleŶtàiŶdiƋueƌàƋueàlaàfoƌŵeàaŶataseàĐuďiƋueàeŶgeŶdƌeƌaitàplusàd’effetsàsuƌàlesàgaŵŵaƌesà

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 suƌà lesà gaŵŵaƌes,à d’autƌesà eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs,à peut-être réalisées en conditions plus contrôlées 

pourraient être menées. Compte tenu des résultats déjà obtenus sur le gammare en termes de 

ĐoŶsoŵŵatioŶàdesàfeuilles,àĐesàĠtudesàdeǀƌaieŶtàĠgaleŵeŶtàs’oƌieŶteƌàǀeƌsàdesàappƌoĐhesàfoŶĐtioŶŶellesà

afiŶàd’ĠǀalueƌàsiàdesàƌelaƌgagesàdiƌeĐtsàdaŶsàlesàĐouƌsàd’eau,àŶotaŵŵeŶtàǀiaàlesàĐƌğŵesàsolaiƌes,ààseƌaieŶt 

susĐeptiďlesàd’eŶtƌaiŶeƌàdesàĐoŶsĠƋueŶĐesàplusàiŵpoƌtaŶtesàsuƌàl’ĠƋuiliďƌeàdesàĠĐosǇstğŵesàaƋuatiƋuesà

d’eauàdouĐe. 
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II.4. Effets de deux types de NTC (avec ou sans matière organique) sur les 

gaŵŵaƌesàappaƌteŶaŶtàăàl’espğĐeàG. roeseli – Expérience 7 

 

Contexte 

Tƌğsà peuà d’Ġtudesà seà soŶtà pouƌà leàŵoŵeŶtà iŶtĠƌessĠesà auǆà ŶaŶotuďesà deà ĐaƌďoŶeà ;NTCͿà Ƌuià soŶtà

moins sujettes à un ƌejetàdaŶsàlesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐeàpuisƋu’ellesàsoŶtàleàplusàsouǀeŶtàiŶĐoƌpoƌĠesà

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). 

DaŶsàl’eau,àlesàNTCàseàdispeƌseŶtàdiffiĐileŵeŶt,àŵaisàleuƌàeŶƌoďageàŶatuƌelàpaƌàlaàŵatiğƌeàoƌgaŶiƋueà

présente peut recouvrir leur surface hydrophobe et ainsi favoriser leur dispersion et leur stabilité dans la 

ĐoloŶŶeàd’eauàaǀaŶtàsĠdiŵeŶtatioŶàetàdoŶĐàpoteŶtielleŵeŶtàaugŵeŶteƌàleuƌàtoǆiĐitĠàpouƌàlesàoƌgaŶisŵesà

(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’eauàdĠioŶisĠeàd’uŶeàpaƌtàetàl’eauàdéionisée additionnée de matière organiƋueàd’autƌeàpaƌt. 

 LeàpƌotoĐoleàd’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ,àdĠfiŶiàpaƌàleàpƌogƌaŵŵeàME“ONNET,àaàĠtĠàideŶtiƋueàăàĐeuǆàĠtaďlisà

précédemment pour les expériences en mésocosmes, et une approche multibiomarqueur des effets 

ďiologiƋuesàaàĠtĠàŵiseàeŶàplaĐeàǀiaàl’Ġtudeàdeàbiomarqueurs 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 DWNTàdispeƌsĠsàdaŶsàdeàl’eauàdĠioŶisĠeàsaŶs additif (NTC), et 

desàDWNTàdispeƌsĠsàdaŶsàdeàl’eauàdĠioŶisĠeàĐetteàfois-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 ăà l’issueà duà deƌŶieƌà teŵpsà d’iŶjeĐtioŶ.à Lesà tƌoisà teŵpsà deà pƌĠlğǀeŵeŶtà 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’aĐĐliŵatatioŶà daŶsà deà l’eauà ŵiŶĠƌaleà VolǀiĐà ;supplĠŵeŶtĠeͿà eŶà suiǀaŶtà leà pƌotoĐoleà dĠĐƌità daŶsà leà

chapitre 2.àLeàjouƌàdeàl’iŵplaŶtatioŶàdesàoƌgaŶisŵes,àϯϯàpoolsàdeàϱϬàgaŵŵaƌesàdeàseǆeàiŶdiffĠƌeŶĐiĠàetà

de taille homogène ont été triés puis 27 de ces pools ont été répartis dans les 27 cages de feuilles 

ĐoŶditioŶŶĠesà aǀaŶtà d’ġtƌeà iŵplaŶtĠsà daŶsà leuƌsàŵilieuǆà d’eǆpositions. Sur les 6 pools restants, 3 ont 

seƌǀiàdeàTϬàetàlesàϯàautƌesàoŶtàpeƌŵisàlaàŵesuƌeàdeàlaàŵasseàsğĐheàŵoǇeŶŶeàd’uŶàgaŵŵaƌeàsuƌàlaàďaseàdeà

15 lots de 10 gammares pesés. Cette dernière a été estimée à 4,15 ± 0,59 mg.  

 

Figure 73 : PlaŶ eǆpĠƌiŵeŶtal siŵplifiĠ de l’eǆpĠƌieŶĐe 7 (A, Cf.Chapitre 2, tableau 9) 

Mesures : Les mesures effectuées, communes aux trois mésocosmes, ont été décrites dans le 

paƌagƌapheàII.ϭàpƌĠĐĠdeŶt.àPaƌàŵaŶƋueàd’oƌgaŶisŵes,àlesàŵesuƌesàd’aĐtiǀitĠàMXRàauǆàϯàtemps ainsi que 

lesàŵesuƌesàdesàautƌesàďioŵaƌƋueuƌsàăàJϮϭàŶ’oŶtàpasàĠtĠàeffeĐtuĠes.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.ϰ.ϭ.ϭ.àCoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶàNTCàdaŶsàlesàŵilieuǆàd’eǆpositioŶsàetàlesàgaŵŵaƌes 

Des dosages de carbone dans des organismes sont compliqués à mettre en place et nécessitent 

l’utilisatioŶàd’uŶàŵiĐƌosĐopeàhǇpeƌspeĐtƌalàpaƌàeǆeŵple.àDesàĠĐhaŶtilloŶsàd’eauàetàd’oƌgaŶisŵesàoŶtàĠtĠà

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 ĐoŶditioŶsà d’eǆpositioŶà ĐeƌtaiŶeŵeŶtà iŶadaptĠesà pouƌà lesà

gammares. 

 

Figure 74 : Moyennes (+ écart-tǇpes, Ŷ=ϯͿ de la suƌǀie des gaŵŵaƌes apƌğs ϳ, ϭϰ et Ϯϭ jouƌs d’eǆpositioŶ auǆ 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 

aǀeĐàlesàteŵpsàd’eǆpositioŶàŶ’aàĠtĠàoďseƌǀĠ.àPaƌàĐoŶtƌeàuŶàeffetàteŵpsàd’eǆpositioŶàaàĠtĠàobservé 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. ƌoeseli apƌğs ϳ, ϭϰ et Ϯϭ jouƌs d’eǆpositioŶ auǆ NTC Ƌui ĐoƌƌespoŶdeŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt 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 paƌtiƌàdesàϭϯàďioŵaƌƋueuƌsàŵesuƌĠsàŶ’aàpasàpeƌŵisà

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. 

 



Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques à long terme des nAg, nTiO2 et NTC sur G. 

roeseli 

263 
 

 

Figure 75 : A) Analyse discriminante linéaire (LDA) effectuée pour 9 conditions (3 contaminations pour 3 temps 

d’eǆpositioŶͿ suƌ les ǀaleuƌs de ϳ des ϭϯ ďioŵaƌƋeuƌs ;Ŷ=ϯͿ. B, C et DͿ RepƌĠseŶtatioŶ elliptiƋue des ĐoŶditioŶs 

témoin, NTC et NTC+MO à J7, J14 et J21. 

II.4.1.4. Biomarqueur physiologique :àl’osŵolalitĠàdeàl’hĠŵolǇŵphe 

LaàfiguƌeàŶàŵoŶtƌeàƋueàpouƌàlesàϮàteŵpsàd’eǆpositioŶ,àauĐuŶàeffetààdesàNTCàŶ’aàĠtĠàoďseƌǀĠàsuƌàlesà

ǀaleuƌsàdeàl’osŵolalitĠàŵesuƌĠesàdaŶsàl’hĠŵolǇŵpheàdesàgaŵŵaƌes. 

 

Figure 76 : Moyennes (+écart-tǇpesͿ des ǀaleuƌs d’osŵolalitĠ de l’hĠŵolǇŵphe ŵesuƌĠes Đhez les gammares après 

ϳ,ϭϰ et Ϯϭ jouƌs d’eǆpositioŶ auǆ NTC Ƌui ĐoƌƌespoŶdeŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt à des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ NTC et NTC+MO 

appliquées de 0,4, 0,7 et 1 mg.L
-1

. 
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II.4.1.5. Les biomarqueurs de comportement 

II.4.1.5.1. La ventilation 

Laàŵesuƌeàdeàl’aĐtiǀitĠàǀeŶtilatoiƌeàŶ’aàpasàƌĠǀĠlĠàdeàdifférences significatives (Figure 77). 

 

Figure 77 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de ventilation chez les gammares après 7,14 et 21 jours 

d’eǆpositioŶ auǆ NTC et NTC+MO Ƌui ĐoƌƌespoŶdeŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt à des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ NTC appliƋuĠes de 0,4, 

0,7 et 1 mg.L
-1

. 

II.4.1.5.2. La locomotion 

ápƌğsàϳàjouƌsàd’eǆpositioŶàauǆàNTCàetàauǆàNTC+MO,àlaàloĐoŵotioŶàdesàgammares a significativement 

été diminuée par rapport aux témoins qui présentaient des pourcentages de locomotion de 38 ± 13 % 

(Figure 78Ϳ.àPaƌàĐoŶtƌeàapƌğsàϭϰàjouƌsàlesàdiffĠƌeŶĐesàŶ’ĠtaieŶtàplusàsigŶifiĐatiǀes. 

 

Figure 78 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de locomotion chez les gammares après 7,14 et 21 jours 

d’eǆpositioŶ auǆ NTC et NTC+MO Ƌui ĐoƌƌespoŶdeŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt à des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ NTC appliƋuĠes 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 

Lesàteŵpsàd’eǆpositioŶ,àiŶdĠpeŶdaŵŵeŶtàdesàfaĐteuƌsàdeàĐoŶtaŵiŶatioŶ,àoŶtàeŶtƌaŠŶĠàuŶeàŵoƌtalitĠà

aŶoƌŵaleŵeŶtàĠleǀĠeàauǆàteŵpsàJϭϰàetàJϮϭàaǀeĐàdesàpouƌĐeŶtagesàdeàŵoƌtalitĠàŵoǇeŶsàs’ĠleǀaŶtàă 64 % 

ăàJϭϰàetàăàϵϳà%àăà JϮϭ.àEŶĐoƌeàuŶeà fois,à ilàappaƌaitàeǆtƌġŵeŵeŶtàdĠliĐatàd’Ġŵettƌeà touteà iŶteƌpƌĠtatioŶà

fiable. Les mêmes hypothèses que celles évoquées précédemment peuvent être discutées, comme celles 

desà teŵpĠƌatuƌesà d’eǆpositioŶà ĠleǀĠes,à deà laà peƌteàd’haďitatà età duà ĐaŶŶiďalisŵe,à à auǆƋuellesà peuǀeŶtà

s’ajouteƌàleàpƌĠlğǀeŵeŶtàd’oƌgaŶisŵesàplusàfaiďlesàeŶàĠtĠàloƌsàdeàlaàƌepƌoduĐtioŶ.à 

FiŶaleŵeŶt,à seuleà l’aĐtiǀitĠàdeà loĐoŵotioŶàăà JϳàaàĠtĠàaffeĐtĠeàĐhezà lesàoƌgaŶisŵesà souŵisàauǆàdeuǆà

types de NTC par ƌappoƌtàauàtĠŵoiŶàetàlaàƌĠduĐtioŶàoďseƌǀĠeàaàĠtĠàsuiǀieàd’uŶeàƌĠĐupĠƌatioŶàăàJϭϰ. 

UŶàŶoŵďƌeàiŵpoƌtaŶtàd’ĠtudesàƌappoƌteàlaàpƌĠseŶĐeàdeàNTCààdaŶsàleàtƌaĐtusàdigestifàdesàoƌgaŶisŵesàsaŶsà

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’hǇpothğseà Ƌueà lesà NTCà pƌoǀoƋueƌaieŶtà uŶà dĠsoƌdƌeà digestifà ĐhezàHyalella azteca ;aŵphipodeà d’eauà

douce). A notre connaissance, auĐuŶeàĠtudeàŶeàs’estàeŶĐoƌeàiŶtĠƌessĠeàauǆàďioŵaƌƋueuƌsàĐellulaiƌesàdeà

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.  

 

 

 

 

 

 

 

 



266 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques à long terme des nAg, nTiO2 et NTC sur G. 

roeseli 

267 
 

BILAN 

Au terme de ces expérimentations, plusieurs grandes conclusions peuvent être proposées : 

- L’utilisatioŶà deà sǇstğŵesà plusà Đoŵpleǆesà iŶĐluaŶt desà sĠdiŵeŶts,à uŶà ĐouƌaŶtà d’eauà età d’autƌesà

espğĐesàŶ’aàpas peƌŵisàd’ĠǀalueƌàdeàfaçoŶàfiaďleàlesàeffetsàdesànAg, nTiO2 et NTC  sur G. roeseli. 

- Lesà dispositifsà d’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶà eŶàŵĠsoĐosŵesà oŶtà foƌteŵeŶtà affeĐtĠ 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 iŶteƌpƌĠteƌà aǀeĐà pƌudeŶĐeà puisƋu’ilsà oŶtà ĠtĠà ŵesuƌĠsà suƌà 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 ƌĠduĐtioŶà deà l’aĐtiǀitĠà deà loĐoŵotioŶà desà gaŵŵaƌesà està uŶà effetà Đommun aux 3 

matériaux testés. 

- Cette réduction pourrait indiquer une stratégie de réallocation énergétique mise eŶàœuǀƌeàpaƌà

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 

deàfoƌŵeàĐuďiƋueàpouƌƌaieŶtàeŶgeŶdƌeƌàplusàd’effetsàsuƌàlesàgaŵŵaƌes. 

 

Les forts taux de mortalité ont engeŶdƌĠà ăà laà foisà uŶeà iŵpossiďilitĠà d’aĐƋuĠƌiƌà ĐeƌtaiŶesà doŶŶĠesà età

l’oďteŶtioŶàdeàƌĠpoŶsesàpeut-être biaisées chez les organismes ayant survécu. Dans ces conditions, il ne 

Ŷousà està pasà peƌŵisà d’Ġŵettƌeà desà ĐoŶĐlusioŶsà fiaďlesà ƋuaŶtà auǆà effetsà desà ŶaŶopaƌtiĐules sur les 

gaŵŵaƌes.àL’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶàeŶàŵĠsoĐosŵeàdĠǀeloppĠeàdaŶsàleàĐadƌeàdeàĐeàtƌaǀailàŶeàseŵďleàpasàġtƌeà

la mieux adaptée pour des études menées sur des gammares. Des expériences réalisées en conditions 

ŵieuǆàĐoŶtƌôlĠesàpouƌƌaieŶtàŶotaŵŵeŶtàs’oƌieŶter vers des approches plus fonctionnelles. 
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Discussion générale et perspectives 

L’oďjeĐtifà gĠŶĠƌalà deà Đeà tƌaǀailà deà thğseà aà ĐoŶsistĠà ăà Ġǀalueƌà lesà effetsà desà ŶaŶopaƌtiĐulesà suƌà desà

CƌustaĐĠsàd’eauàdouĐeàGaŵŵaƌidaeàeŶà s’iŶtĠƌessaŶtà ăàplusieuƌsàŶiǀeauǆàd’oƌgaŶisatioŶàďiologiƋue,àduà

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 » écotoǆiĐologiƋuesàǀiaàl’ĠtudeàdeàďioŵaƌƋueuƌsàĐellulaiƌesàetàdesàeffetsàplusà« 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 pƌeŵieƌà peƌŵetà ŶotaŵŵeŶtà deà disĐuteƌà deà l’iŶtĠƌġtà deà ƌĠaliseƌà desà Ġtudesà Ƌuià seà

ƌappƌoĐheŶtà deà ĐoŶditioŶsà eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtaleŵeŶtà ƌĠalistesà eŶà teƌŵesà d’eǆpositioŶà ;faiďlesà

ĐoŶĐeŶtƌatioŶs,àoƌgaŶisŵesàŶouƌƌisͿàetàăàplusieuƌsàŶiǀeauǆàd’Ġtude.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 Ƌu’ouǀƌeŶtàŶosàƌĠsultats.à 

I. Vers une approche environnementalement réaliste  

I.1. La mise en place de conditions réalistes en microcosme 

LesàĠtudesà d’ĠĐotoǆiĐologieà poƌtaŶtà suƌà lesà ŶaŶopaƌtiĐulesà soŶtà eŶà gƌaŶdeàŵajoƌitĠà ďasĠesà suƌà desà

tests de toxicité aigüeàƋuiàutiliseŶtàdesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàd’eǆpositioŶàďieŶàplusàĠleǀĠesàƋueàĐellesàpƌĠditesà

daŶsà l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtàpaƌà lesàŵodĠlisatioŶsàŵathĠŵatiƋues.à “ià Đetteà appƌoĐheàpeƌŵetàd’appoƌteƌàdesà

informations importantes notamment sur les mécanismes de toxicité, elle permet difficilement de se 

pƌojeteƌàdaŶsàuŶàĐoŶteǆteàŶatuƌel,àĐ’estàdiƌeàĠǀalueƌàlesàeffetsàdesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàaĐtuellesàouàpƌĠditesà

sur les organismes et les écosystèmes.  

Une des premières démarches de ce travail de thèse a donc été de développer des conditions 

d’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶsàlesàplusàƌĠalistesàpossiďlesàeŶàteƌŵesàd’eǆpositioŶàeŶàĐoŶditioŶsàeŶǀiƌoŶŶeŵeŶtales.à

CeàtǇpeàd’appƌoĐheàseàheuƌteàăàdeàŶoŵďƌeusesàliŵitesàteĐhŶiƋuesàƋu’ilàfautàpƌeŶdƌeàeŶàĐoŵpteàafiŶàdeà
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construire un raisonnement précis permettaŶtàd’ĠŵettƌeàdesàhǇpothğsesàĐohĠƌeŶtes.àDaŶsà l’Ġtudeàdesà

nanoparticules, ce type de démarche demeure peu développé. 

DaŶsà lesàĠtudesà ƌĠalisĠesàeŶàŵiĐƌoĐosŵesàetà ĐoŶĐeƌŶaŶtà l’eǆpositioŶàdeàGammarus sp. aux nAg, la 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶàŵiŶiŵaleàd’eǆpositioŶàaàĠtĠ fixée à 0,5 µg.L-1,àĐ’estàăàdiƌeàpƌoĐheàdeàlaàliŵiteàdeàdĠteĐtioŶà

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),àelleàfaitàpaƌtieàdesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsà lesàplusàďassesàƋuiàoŶtàĠtĠàjusƋu’ăàpƌĠseŶtàtestĠesà

pouƌàlesàŶág.àL’utilisatioŶàd’uŶeàeauàŶatuƌelleàpƌĠleǀĠeàeŶàƌiǀiğƌeàdeàƌĠfĠƌeŶĐeàetàl’ajoutàd’uŶeàlitiğƌeàdeà

feuilles conditionnées in situ par des microorganismes, sont deux paramètres qui permettent de 

s’appƌoĐheƌàuŶàpeuàplusàdeàĐoŶditioŶsàd’eǆpositioŶàƌĠalistes.àCepeŶdaŶt,àĐeàgeŶƌeàd’appƌoĐheàiŵpliƋueà

deà Ŷeà pasà pouǀoiƌà totaleŵeŶtà ŵaŠtƌiseƌà l’ĠǀolutioŶà deà laà ĐoŶtaŵiŶatioŶ.à Ceà postulatà està iŶhĠƌeŶtà ăà

l’ĠtudeàdesàŶaŶopaƌtiĐulesàpuisƋu’ellesàpeuǀeŶtà suďiƌàdeàŶoŵďƌeusesà tƌaŶsfoƌŵatioŶsàetàdĠgƌadatioŶsà

daŶsàleuƌàŵilieuàd’eǆpositioŶ,àtoutàauàloŶgàdeàleuƌàĐǇĐleàdeàǀieà(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’utilisatioŶà d’uŶeà eauà deà ƌiǀiğƌeà seà ĐoŶfƌoŶteà ăà deà nombreux verrous de 

caractérisation. En effet, classiquement, des mesures du diamètre hydrodynamique et du potentiel zeta 

desàŶaŶopaƌtiĐulesàpeƌŵetteŶtàd’ĠǀalueƌàleuƌàĐoŵpoƌteŵeŶtàetàleuƌàĠtatàd’agƌĠgatioŶàdaŶsàleàŵilieu.àLesà

techniques classiques de mesure (Nanosight, nanosizer ou DLS) ne sont pas forcément les plus 

appƌopƌiĠesàauàtǇpeàdeàŵilieuàĐoŵpleǆeàƋu’estàuŶeàeauàdeàƌiǀiğƌeàpuisƋueàdeàŶoŵďƌeusesàpaƌtiĐulesàeŶà

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’aƌgeŶtàdissousàƋuiàestàďieŶàĐoŶŶuàpouƌàġtƌeàtoǆiƋueàpouƌà lesà iŶǀeƌtĠďƌĠsàd’eauàdouĐeà (Luoma, 2008; 

Ratte, 1999). De nombreuses études ont discuté de ces phénomènes de dissolution des nAg afin de 

ĐoŵpƌeŶdƌeà sià lesà effetsà oďseƌǀĠsà suƌà lesà oƌgaŶisŵesà dĠpeŶdaieŶtà deà l’aƌgeŶtà sousà saà foƌŵeà

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 

phǇsiĐoĐhiŵiƋuesàdeàl’eauà(Behra et al., 2013). Seules des études au cas par cas peuvent alors évaluer la 

paƌtiĐipatioŶàdeàĐeàphĠŶoŵğŶeàauǆàeffetsàtoǆiƋuesàoďseƌǀĠs.àQuoiàƋu’ilàeŶàsoit,àlaàpƌĠseŶĐeàd’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 

lesàĐoŶditioŶsàphǇsiĐoĐhiŵiƋuesàdesàeauǆàutilisĠesàŶ’oŶtàpasàfaǀoƌisĠàĐeàpƌoĐessusàdeàdissolutioŶàdesàŶágà
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puisƋueà lesà plusà foƌtsà tauǆàŵesuƌĠsà oŶtà ĠtĠà deà ϭϬà%à ;ϳϮhà d’eǆpositioŶà ăà ϱà 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 suppoƌtsà deà l’adsoƌptioŶà deà l’aƌgeŶtà dissousà Ƌuià Ŷ’està aloƌsà plusà

ŵesuƌaďleàdaŶsà laàĐoloŶŶeàd’eau.à FiŶaleŵeŶt,à leà ĐhalleŶgeàeǆpĠƌiŵeŶtalàdeà tƌaǀailleƌà ăàdeà tƌğsà faiďlesà

ĐoŶĐeŶtƌatioŶsàassoĐiĠesàăàl’utilisatioŶàd’uŶeàeauàdeàƌiǀiğƌeàs’estàƌĠǀĠlĠàtƌğsàiŶtĠƌessaŶtàpuisƋu’ilàaàpeƌŵisà

d’oďseƌǀeƌàdaŶsàĐesàĐoŶditioŶs,àdesàeffetsàissusàdesàŶágàsuƌàlesàgaŵŵaƌes.àLaàĐoŶsoŵŵatioŶàeŶàoǆǇgğŶe,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 

faiďleàĐoŶĐeŶtƌatioŶàd’eǆpositioŶ. 

Toutà eŶà gaƌdaŶtà ăà l’espƌità Ƌueà leà ƌĠalisŵeàdeà Đesà eǆpĠƌiŵeŶtatioŶsà ƌesteà soŵŵeà touteà ƌelatif,à desà

interprétations et hypothèses sur les conséquences des ŶágàdaŶsàlesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐeàoŶtàtoutà

deàŵġŵeàpuàġtƌeàappoƌtĠes.àEllesàfoŶtàl’oďjetàdeàlaàseĐtioŶàI.ϰ.àdeàĐetteàdisĐussioŶ. 

I.2. La prise en compte de la variabilité inter et intraspécifique participe au réalisme environnemental 

LaàgƌaŶdeàŵajoƌitĠàdesàĠtudesàd’ĠĐotoǆiĐitĠàseàďaseàsouǀeŶtàsuƌàl’Ġtudeàd’uŶeàseuleàespğĐe.àOƌ,àpouƌà

avoir une vision plus large et générale des effets des nanoparticules sur les CƌustaĐĠsàGaŵŵaƌidaeàd’eauà

douĐe,àlaàpƌiseàeŶàĐoŵpteàd’uŶeàǀaƌiaďilitĠàiŶteƌàet intra-spécifique est un facteur important. En effet, la 

ƋualitĠàdeàl’eauàfaitàpaƌtieàdesàpaƌaŵğtƌesàƋuiàgouǀeƌŶeŶtàlesàeǆigeŶĐesàdesàespğĐesàƋuiàpƌĠseŶteŶtàdesà

sensibilités ou tolérances différentes face à une contamination. Dans le cas présent et puisqu’uŶà desà

oďjeĐtifsà deà Đetteà thğseà aà ĠtĠà d’Ġǀalueƌà lesà effetsà desà ŶaŶopaƌtiĐulesà eŶà seà positioŶŶaŶtà daŶsà 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-spĠĐifiƋueàs’aǀğƌeàĠgaleŵeŶtà

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 

eŶàplaĐeàdeà stƌatĠgiesàdeàdĠfeŶseàpƌopƌeàăà l’espğĐeà (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 

estàappaƌuàĐoŵŵeàl’espğĐeà laàplusàseŶsiďleàĐoŵpaƌĠeàăàG. fossarum et G. pulex. Ce résultat est en soi 
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assez surpenant puisque G. roeseli est pouƌtaŶtàl’espğĐeàpƌoǀeŶaŶtàduàsiteàdeàplusàŵauǀaiseàƋualitĠ.àCeà

ĐoŶstatàŶ’estàdoŶĐàpasàeŶàaĐĐoƌdàaǀeĐàlaàthĠoƌieàƋuiàsuggğƌeàƋueàlesàoƌgaŶisŵesàpƌoǀeŶaŶtàdesàsitesàlesà

plus contaminés sont plus tolérants à une contamination que ceux provenant de sites de bonne qualité 

(Naylor et al., 1990).  

L’augŵeŶtatioŶàdeàl’aĐtiǀitĠàduàŵĠĐaŶisŵeàaŶtitoǆiƋueàdeàtƌaŶspoƌtàMXRàŵesuƌĠeàuŶiƋueŵeŶtàĐhezà

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’ĠtudeàŵeŶĠeàsuƌà lesàtƌoisàpopulatioŶsàdeàG. roeseli ĠtudiĠesàŶ’aàpasàpeƌŵisàdeàƌĠǀĠleƌà l’eǆisteŶĐeà

d’uŶeà seŶsiďilitĠà plusà aiguëà d’uŶeà populatioŶà paƌà ƌappoƌtà ăà uŶeà autƌe,à età auĐuŶà effetà fƌaŶĐà dƸà ăà

l’eǆpositioŶàŶ’aàĠtĠàoďseƌǀĠ.àPouƌàuŶeàŵġŵeàpopulatioŶàdeàG. roeseli, les mesures de consommation des 

feuilles et de production de FPOM, mesurées dans les deux études de variabilité inter et intra-

spĠĐifiƋues,àoŶtàŵoŶtƌĠàdesàƌĠsultatsàdiffĠƌeŶts.àDaŶsàl’ĠtudeàdesàpopulatioŶs,àlaàpƌĠseŶĐeàdeàfeŵellesàetà

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’eǆisteŶĐeà d’uŶeà plusà foƌteà ĐapaĐité de défense oxidative naturelle des femelles par 

rapport aux mâles associée à une variabilité saisonnière.  

I.ϯ.àVeƌsàuŶeàĐoŵpleǆifiĐatioŶàdesàdispositifsàd’eǆpositioŶ : des microcosmes aux mésocosmes 

ápƌğsà l’oďseƌǀatioŶà d’effetsà desà Ŷágà suƌà lesà gaŵŵaƌesà daŶsà desà ĐoŶditioŶsà d’eǆpositioŶà eŶà

ŵiĐƌoĐosŵesà seà ƌappƌoĐhaŶtàdeà ĐoŶditioŶsàŶatuƌelles,à età apƌğsà aǀoiƌàpƌisà eŶà Đoŵpteà l’eǆisteŶĐeàd’uŶeà

variabilité inter-espèces, une complexification des dispositifs d’eǆpositioŶàaàĠtĠàŵiseàeŶàœuǀƌe.àCoŵŵeà

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’augŵeŶtatioŶà d’uŶeà ĐoŵpleǆitĠà ĠĐologiƋueà passeà ŶotaŵŵeŶtà paƌà l’ajoutà d’autƌesà espğĐesà ;testsà

pluƌispĠĐifiƋuesͿ,à ŵaisà ĠgaleŵeŶtà paƌà l’utilisatioŶà deà dispositifsà plusà gƌaŶds,à contenant de plus gros 

ǀoluŵesàd’eauàetàeŶàpƌĠseŶĐeàdeàsĠdiŵeŶtsà;ŵĠsoĐosŵesͿ. 
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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’oƌgŶaŶisatioŶ ĠtudiĠs et les liŵites oďseƌǀĠes. La ƌepƌĠseŶtatiǀitĠ des études menées sur les nanoparticules 

associée à la complexité écologique est figurés avec la flèche noire. Sources : J. Andreï. 

DaŶsà Đeà tǇpeà d’Ġtude,à leà Đhoiǆà desà espğĐesà està iŵpoƌtaŶtà età doità ġtƌeà ƌepƌĠseŶtatifà d’iŶteƌaĐtioŶsà

existant en conditions réelles.à L’espğĐeà G. roeseli a été préférée dans ces études plus complexes 

puisƋu’elleà està laà seuleà ăà aǀoiƌà ăà ƌĠpoŶduà auǆà eǆpositioŶsà auǆà ŶágàdaŶsà lesàŵiĐƌoĐosŵes.à Laà seĐoŶdeà

espèce introduite dans les dispositifs a été la moule zébrée (Dreissena polymorpha), puisque ce bivalve a 

faità l’oďjetà d’uŶà autƌeà tƌaǀailà deà thğseà ƌelatifà auà pƌogƌaŵŵeà ME“ONNET.à DaŶsà lesà ĠĐosǇstğŵesà

aƋuatiƋuesàd’eauàdouĐe,àĐesàdeuǆàespğĐesàďeŶthiƋuesàpeuǀeŶtàoĐĐupeƌàlesàŵġŵesàhaďitats,àetàplusieuƌsà

études se sont déjà intéréssées à leur iŶtĠƌaĐtioŶ.àPaƌàeǆeŵpleàilàaàĠtĠàoďseƌǀĠàƋueàl’aƌƌiǀĠeàdeàl’espğĐeà

invasive Dreissena polymorpha sur un nouveau site, pouvait se traduire par une augmentation de 

l’aďoŶdaŶĐeà desà ŵaĐƌoiŶǀeƌtĠďƌĠsà ďeŶthiƋuesà doŶtà lesà aŵphipodesà (Gergs and Rothhaupt, 2008a; 

Stewart and Haynes, 1994). En effet, les coquilles de dreissènes (vides ou pleines) peuvent, par exemple, 

seƌǀiƌàd’haďitatàpouƌàlesàgaŵŵaƌesà;KoďakàaŶdàŻǇtkoǁiĐz,àϮϬϬϳͿ. 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’iŶǀeƌse,à lesà fĠĐğsà età pseudofĠĐğsà pƌoduitesà paƌà lesà

gammares peuvent elles aussi servir de source de nourriture aux organismes filtreurs et collecteurs 

(Navel et al., 2011).àUŶàtƌaŶsfeƌtàtƌophiƋueàăàdouďleàseŶsàd’uŶeàĐoŶtaŵiŶatioŶàseŵďleàaloƌsàeŶǀisageable 

entre les gammares et les dreissènes. Ces interactions comportementales, trophiques et énergétiques 

Ŷ’oŶtà pasà pƌisà diƌeĐteŵeŶtà paƌtà auǆà oďjeĐtifsà deà Đesà tƌaǀauǆà deà thğse,à ĐepeŶdaŶtà ellesà ouǀƌeŶtà deà

ŶouǀeauǆàƋuestioŶŶeŵeŶtsàpouƌàdeàfutuƌesàĠtudesàd’ĠĐotoxicité. 

DaŶsà lesàŵĠsoĐosŵes,à l’iŶtƌoduĐtioŶàdeàĐoŵŵuŶautĠsàŵiĐƌoďieŶŶesàaàpeƌŵisàuŶeàĐoŵpleǆifiĐatioŶà

des interactions. Compte tenu des dimensions et de la configuration des dispositifs, les gammares et les 

feuillesàd’aulŶeàoŶtàĠtĠà ƌegƌoupĠsàdaŶsàdesàĐages 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 

Ŷ’oŶtàpasàpuàġtƌeàŵisàeŶàplaĐeàdaŶsàĐesàĐoŶditioŶsàpuisƋueàleuƌàŵesuƌe,àdiffiĐileŵeŶtàƌĠalisaďle,àauƌaità

ŶĠĐessitĠàdesàajusteŵeŶtsà iŵpoƌtaŶtsàduàpƌotoĐoleàd’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ.àEŶàeffet,àĐoŶĐeƌŶaŶtà laàŵesuƌeà

de la production de FPOM par les gammares, la récupération exhaustive des FPOM s’aǀğƌeàdiffiĐileàǀoiƌeà

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 pouƌà s’adapteƌà ăà Đeà

geŶƌeàd’Ġtude.àUne approche multibiomarqueur des effets biologiques nous est apparue comme étant 

uŶà Đhoiǆà judiĐieuǆà puisƋu’elleà peƌŵetà laàŵesuƌeà d’uŶà gƌaŶdàŶoŵďƌeà deà ďioŵaƌƋueuƌsà suƌà uŶà Ŷoŵďƌeà

ƌestƌeiŶtàd’iŶdiǀidus. 

Une des limites de ces études en mésocosme concerne alors le choix des paramètres à étudier. Les 

oďjeĐtifsàpƌeŵieƌsàd’uŶeàĠtudeàdoiǀeŶtàĐlaiƌeŵeŶtàġtƌeàdĠfiŶisàeŶàaŵoŶtàpouƌàs’assuƌeƌàƋueàleàdispositifà

en mésocosme soit le plus adapté au questionnement (Pascoe et al., 2000). 

UŶeàautƌeàliŵiteàiŶhĠƌeŶteàăàl’ĠtudeàeŶàĐoŶditioŶsàplusàĐoŵpleǆesàĐoŶĐeƌŶeàlaàdiffiĐultĠàd’iŶteƌpƌĠtation 

desàƌĠsultatsàeŶàƌelatioŶàaǀeĐàuŶeàŵaitƌiseàdiffiĐileàdeà laàĐoŶtaŵiŶatioŶàaiŶsiàƋu’uŶeà faiďleàƌĠpliĐaďilitĠà

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, 

allaŶtàdeàϭϬàăàplusàdeàϵϬ%àapƌğsàϮϭà jouƌs.àCetteàŵoƌtalitĠàaŶoƌŵaleàŶ’aàpasàĠtĠàuŶeàĐoŶsĠƋueŶĐeàdesà

ĐoŶtaŵiŶatioŶsàpaƌàlesàŶaŶopaƌtiĐulesàpuisƋu’elleàaàĐoŶĐeƌŶĠàuŶifoƌŵĠŵeŶtàl’eŶseŵďleàdesàĐonditions, 

témoins y compris. Plusieurs hypothèses pourraient expliquer ce phénomène comme par exemple une 
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teŵpĠƌatuƌeàdeàl’eauàtƌopàĠleǀĠe,àuŶàstƌessàĐausĠàpaƌàlaàkaolinite en suspension et issue du sédiment ou 

uŶà ĐaŶŶiďalisŵeà iŵpoƌtaŶtà eŶtƌeà gaŵŵaƌes.à D’autres facteurs de stress pourraient être le temps 

d’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ,à tƌopà loŶgà pouƌà lesà gaŵŵaƌes,à l’utilisatioŶà d’oƌgaŶisŵesà eŶĐoƌeà iŵŵatuƌesà ouà auà

contraire en fin de cycle de vie (environ 2 ans), ou encore un prélèvement dans le milieu à une période 

de l’aŶŶĠeà iŶadĠƋuateà Đoŵŵeà paƌà eǆeŵpleà eŶà pĠƌiodeà deà ƌepƌoduĐtioŶ.à L’Ġtudeà deà l’eǆpositioŶà eŶà

mésocosmes des gammares aux nTiO2 estàlaàseuleàƋuiàpƌĠseŶteàdeàtƌğsàfoƌtsàtauǆàdeàŵoƌtalitĠàd’uŶeàpaƌtà

etàdesàŵesuƌesàd’aĐtiǀitĠàdesàďioŵaƌƋueuƌsà;suďͿĐellulaiƌesàeffectuées aux trois temps de prélèvement 

d’autƌeàpaƌt.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 ƋueàlesàƌĠsultatsàd’aĐtiǀitĠ 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 ĐǇtosoliƋue ;CͿ et de l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue de la GST ;DͿ ŵesuƌĠes suƌ uŶ pool de ϱ gaŵŵaƌes aǀaŶt 

;JϬͿ et apƌğs ϳ, ϭϰ et Ϯϭ jouƌs d’eǆpositioŶ daŶs les dispositifs tĠŵoiŶs de l’Ġtude eŶ ŵĠsoĐosŵe poƌtaŶt suƌ 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 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà eŶà pƌotĠiŶesà aiŶsià Ƌu’uŶeà foƌteà teŶdaŶĐeà ăà laà ďaisseà ĠgaleŵeŶtà pouƌà lesà tƌiglǇĐĠƌidesà

(Tukey HSD entre J0 et J21 : p-ǀalue=Ϭ,ϬϱϲͿ.àLesàŵesuƌesàd’aĐtiǀité de la GST montrent, au contraire, une 

augŵeŶtatioŶà apƌğsà Ϯϭà jouƌsà deà l’aĐtiǀitĠà deà dĠfeŶseà aŶtitoǆiƋueà desà oƌgaŶisŵes.à L’eŶseŵďleà deà Đesà

ƌĠsultatsàƌĠǀğleàlaàpƌĠseŶĐeàd’uŶàstƌessàĐhezàlesàgaŵŵaƌesàƌĠsultaŶtàdeàl’eǆpositioŶàeŶàŵĠsoĐosŵeàetàlaà

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 

ĐoŵpleǆitĠàd’uŶeàĠtudeàeŶàŵĠsoĐosŵeàoƶàŵalgƌĠàleàsuiǀiàdesàpaƌaŵğtƌesàphǇsiĐo-chimiques du milieu et 

l’Ġtudeà deà Ŷoŵďƌeuǆà ďioŵaƌƋueuƌsà Đhezà lesà oƌgaŶisŵes,à touteà iŶteƌpƌĠtatioŶà fiaďleà està ƌestée 

impossible. La seule interprétation plausible consisterait à dire que les dispositifs, les conditions et les 

teŵpsàd’eǆpositioŶsàŶ’ĠtaieŶtàpasàadaptĠsàăàuŶeàĠtudeàsuƌàlesàgaŵŵaƌes. 

Des études en mésocosmes restent indéniablement plus réalistes que celles effectuées en microcosmes, 

puisƋu’ellesà peƌŵetteŶtà uŶeà appƌoĐheàplusà ƌepƌĠseŶtatiǀeà desà ĐoŶditioŶsàeŶǀiƌoŶŶeŵeŶtalesà (Bour et 

al., 2015; Lähteenmäki et al., 2015; Teuben and Verhoef, 1992).àDaŶsàl’ĠtudeàdesàŶaŶopaƌtiĐules,àĐeàtǇpeà

d’appƌoĐheàpeƌŵettaŶtàd’ĠtudieƌàuŶeàĐoŶtaŵiŶatioŶàĐhƌoŶiƋueàăàdeàfaiďlesàĐoŶĐeŶtƌations 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 douĐeà Đoŵŵeà laà dissolutioŶ,à l’hĠtĠƌoagƌĠgatioŶ,à l’hoŵoagƌĠgatioŶ,à laà sĠdiŵeŶtatioŶà aiŶsià Ƌueà

l’adsoƌptioŶàetàl’aďsoƌptioŶ.àDaŶsàleàĐasàpƌĠseŶt,àdesàŵodifiĐatioŶsàeǆpĠƌiŵeŶtalesàetàdesàaŵĠlioƌatioŶsà

desà sǇstğŵesà soŶtà ŶĠĐessaiƌesà pouƌà peƌŵettƌeà laà ƌĠalisatioŶà d’Ġtudeà suƌà lesà gaŵŵaƌes.à EŶà effet des 

dispositifsà aǀeĐà uŶeà ĐoloŶŶeà d’eauà plusà ďasseà età uŶà sĠdiŵeŶtà ăà gƌaiŶsà ŵoiŶsà fiŶsà faĐiliteƌaieŶtà leuƌà

prélèvement. Ces derniers ne seraient plus enfermés dans des cages et pourraient directement interagir 

avec les dreissènes. Cette solution permettrait ĠgaleŵeŶtàd’ĠǀiteƌàouàliŵiteƌàleàĐaŶŶiďalisŵeàpoteŶtielàouà

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 

ƌappƌoĐhĠsàeŶàdĠďutàd’ĠtudeàetàplusàĠloigŶĠsàeŶàfiŶàd’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶàpouƌƌaieŶtàpeƌŵettƌeàd’oďseƌǀeƌà

plusàfiŶeŵeŶtàl’appaƌitioŶàdesàeffetsàetàlaàŵiseàeŶàplaĐeàdesàsǇstğŵesàdeàdĠtoǆifiĐatioŶ.àEŶfiŶàplusieuƌsà

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 

ĐoŶtaŵiŶatioŶàauǆàŶaŶopaƌtiĐules.àUŶeàseŶsiďilitĠàplusàiŵpoƌtaŶteàdesàjuǀĠŶilesàappaƌteŶaŶtàăàl’espğce 
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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 

iŶtĠƌessaŶts.à Ellesà oŶtà peƌŵisà d’oďseƌǀeƌà desà effetsà pateŶtsà ăà plusieuƌsà Ŷiǀeauǆà d’oƌgaŶisatioŶ.à Desà

interprétations cohérentes et des hypothèses plus larges sur des conséquences environnementales ont 

pu être émises. 

I.ϰ.àUŶeàĠtudeàdesàeffetsàdesàŶaŶopaƌtiĐulesàăàplusieuƌsàŶiǀeauǆàd’oƌgaŶisatioŶ 

UŶà desà oďjeĐtifsà deà Đesà tƌaǀauǆà deà thğseà aà ĠtĠà deà s’iŶtĠƌesseƌà ăà plusieuƌsà Ŷiǀeauǆà d’oƌgaŶisatioŶà

biologique par laàŵiseàeŶàplaĐeàd’appƌoĐhesàiŶtĠgƌĠesàŵeŶĠesàăàdiffĠƌeŶtesàĠĐhelles,àiŶĐluaŶtàăàlaàfoisàlesà

organismes mais également les processus fonctionnels auxquels ils sont associés dans les milieux 

Ŷatuƌels.àL’iŶtĠƌġtàd’uŶeàtelleàdĠŵaƌĐheàestàd’aǀoiƌàuŶeàǀisioŶàd’eŶseŵďleàdesàƌĠpoŶsesàdesàoƌgaŶisŵesà

face à un stress. Dans le cas des nanoparticules, pour lesquelles les études sur les Crustacés sont plutôt 

ƌaƌesàăàĐeàjouƌ,àĐeàgeŶƌeàd’appƌoĐheàseŵďleàpeƌtiŶeŶtàpouƌàoďteŶiƌàuŶeàiŵageàplusàgĠŶĠƌaleàdesàeffets.à

De plus, daŶsà leà Đasà d’Ġtudesà ƌĠalisĠesà ăà deà tƌğsà faiďlesà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà d’eǆpositioŶ,à Đetteà appƌoĐheà

permet par ailleurs de déterminer les biomarqueurs les plus sensibles à la contamination. Des 

ĐoŶtƌaiŶtesà età liŵitesà iŶhĠƌeŶtesà ăà Đeà tǇpeà d’appƌoĐheà soŶtà toutefois imposées. En effet, dans le cas 

d’Ġtudeà ŵulti-Ŷiǀeau,à uŶà ƌepƌĠseŶtaŶtà d’uŶà Ŷiǀeauà està Đhoisià saŶsà Ġtudieƌà Đeà Ŷiǀeauà deà ŵaŶiğƌeà

eǆhaustiǀe.à“iàl’iŶtĠƌġtàdeàl’Ġtudeàestàd’oďseƌǀeƌàĐhaƋueàŶiǀeauàd’oƌgaŶisatioŶàiŶdĠpeŶdaŵŵeŶtàlesàuŶsà

des autres, des biomarqueurs connus pour bien répondre à une contamination semblent être les mieux 

adaptĠs.àPaƌàĐoŶtƌeàs’ilàǇàaàuŶeàǀoloŶtĠàdeàfaiƌeàuŶàlieŶàeŶtƌeàlesàdiffĠƌeŶtsàŶiǀeauǆàd’oƌgaŶisatioŶ,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 

ĐheƌĐheƌàăàĠtaďliƌàuŶàlieŶ,àlaàdĠŵaƌĐheàs’estàaffiŶĠeàauàfilàduàteŵpsàeŶàs’iŶtĠƌessaŶtàdeàplusàeŶàplusàauà

métabolisme énergétique sur plusieurs niveaux. Les différents biomarqueurs étudiés sur les gammares 

etàassoĐiĠsàauǆàdiffĠƌeŶtsàŶiǀeauǆàd’oƌgaŶisatioŶàsont présentés dans le tableau 25.  
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Tableau 25 : Bilan des réponses des biomarqueurs étudiés dans diffĠƌeŶtes ĐoŶditioŶs d’eǆpositioŶ ;des ŵiĐƌoĐosŵes auǆ ŵĠsoĐosŵesͿ Đhez les gaŵŵaƌes ;ϯ 

espğĐes et ϯ populatioŶsͿ auǆ diffĠƌeŶts Ŷiǀeauǆ d’oƌgaŶisatioŶ ;Đellulaiƌe, phǇsiologiƋue, iŶdiǀiduel et foŶĐtioŶŶelͿ, pouƌ 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’eǆpositioŶ auǆ 

ŶaŶopaƌtiĐules à au ŵoiŶs uŶe des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d’eǆpositioŶ appliƋuĠes. Des Đƌoiǆ ƌouges iŶdiƋueŶt uŶe absence de réponse aux conditions testées. 
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áuà Ŷiǀeauà Đellulaiƌe,à ϭϰà ďioŵaƌƋueuƌsà oŶtà ĠtĠà testĠsà daŶsà l’eŶseŵďleà desà eǆpĠƌiŵeŶtatioŶsà pouƌà

évaluer les réponses antioxydantes, antitoxiques, les dommages cellulaires et les réserves énergétiques. 

GloďaleŵeŶt,à suƌà laà ďaseà desà ďioŵaƌƋueuƌsà ĠtudiĠs,à l’eǆpositioŶà auǆà ϯà tǇpesà deà ŶaŶopaƌtiĐulesà ;Ŷág,à

nTiO2 età NTCͿ,à Ƌueà Đeà soità daŶsà desà ĐoŶditioŶsà eŶàŵiĐƌoĐosŵesà ouà eŶàŵĠsoĐosŵes,à Ŷ’aà pasàŵoŶtƌĠà

d’effetsàŵaƌƋuĠsàauàŶiǀeauàĐellulaiƌe.àEŶàŵiĐƌoĐosŵes,àseuleàuŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàl’aĐtiǀitĠàdeàtƌaŶspoƌtà

MXRàaàĠtĠàoďseƌǀĠeàĐhezà lesàgaŵŵaƌesàappaƌteŶaŶtàăà l’espğĐeàG. pulex exposés au nAg de 60 nm à 5 

µg.L-1.àCetteàiŶduĐtioŶàƌeflğteàlaàdĠteĐtioŶàpaƌàl’oƌgaŶisŵeàdeàl’eǆpositioŶàauǆàŶágàet/ouàaƌgeŶtàdissous, 

etàŵoŶtƌeà laàŵiseàeŶàplaĐeàăàĐesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàd’uŶàpƌoĐessusàdeàdĠtoǆiĐatioŶ.àPeuàd’ĠtudesàseàsoŶtà

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 

deuǆàĠtudesàeǆisteŶtàetàoŶt,àauàĐoŶtƌaiƌe,àŵoŶtƌĠàdesàiŶhiďitioŶsàdeàl’aĐtiǀitĠàdesàpoŵpesàŵeŵďƌaŶaiƌesà

MXRà Đhezà l’ouƌsiŶà età laà ŵoule.à Ceà ďioŵaƌƋueuƌà seŵďleà toutefoisà iŶtĠƌessaŶtà pouƌà l’étude des 

nanoparticules et mériterait des études plus approfondies.  

EŶàŵĠsoĐosŵes,à leàseulàďioŵaƌƋueuƌàăàaǀoiƌàƌĠpoŶduàăàl’eǆpositioŶàauǆàŶaŶopaƌtiĐulesàestàl’aĐtiǀitĠà

deàl’ET“àaǀeĐàeŶàl’oĐĐuƌeŶĐeàuŶeàďaisseàoďseƌǀĠeàG. 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, 

ŵaisàappoƌteàĐepeŶdaŶtàtƌopàpeuàd’iŶfoƌŵatioŶsàpouƌàfoƌŵuleƌàdesàhǇpothğsesàfiaďles.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. 

DaŶsàŶosàĠtudes,àleàŶiǀeauàphǇsiologiƋueàaàaussiàĠtĠàappƌĠheŶdĠàǀiaàl’Ġtudeàdeàl’osŵolalitĠàetàdeàlaà

ĐoŶsoŵŵatioŶà eŶà oǆǇgğŶe.à Lesà ŵesuƌesà d’osŵolalitĠà oŶtà ĠtĠà effeĐtuĠesà daŶsà laà ŵajoƌitĠà desà

expérimentations et des diminutions ont été observées uniquement chez G. roeseli après 21 jours 

d’eǆpositioŶà eŶàŵĠsoĐosŵesà auǆà Ŷágà sphĠƌiƋuesà ;ϱϬà µ.L-1) et après 14 jours aux nTiO2 cubiques (0.8 

mg.L-1).  Cet indicateur suggère des modifications de la régulation osmotique Ƌu’ilàseƌaità iŶtĠƌessaŶtàdeà

préciser par des dosages des ions Na+ et Cl- hémolymphatiques. En effet, ces derniers sont connus pour 

ĐoŶtƌiďueƌàăàϵϬ%àauǆàǀaleuƌsàd’osŵolalitĠ,àŵasƋuaŶtàaiŶsiàdesàǀaƌiatioŶsàplusàsuďtilesàdeà laàƌĠgulatioŶà

osmotique (Arce Funck et al., 2013; V. Felten et al., 2008b). 

 Dans ce manuscrit, une seule étude menée sur G. roeseli s’està iŶtĠƌessĠeà ăà laà ƌespiƌatioŶà 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 eǆposĠàauàĐuiǀƌe,àauàŵeƌĐuƌeàetàăà l’aƌgeŶt.àCepeŶdaŶtàdesàŵesuƌesàeffeĐtuĠesà suƌàdesàpoissoŶsà

(Danio rerio et Perca fluvialitis) exposés aux nAg (de 12 à 81 nm et de 63 µg.L-1 à 14 mg.L-1ͿàŶ’oŶtàpasà

ƌĠǀĠlĠààd’effetàsuƌàĐeàpaƌaŵğtƌe.àUŶeàhǇpothğseàpeƌŵettaŶtàd’eǆpliƋueƌàl’augŵeŶtatioŶàdeàlaàƌespiƌatioŶà

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 Ŷiǀeauà iŶdiǀiduel,à lesà ďioŵaƌƋueuƌsà deà ĐoŵpoƌteŵeŶtà telsà Ƌueà l’aĐtiǀitĠà loĐoŵotƌiĐeà età laà

ventilation apportent une réponse rapide, non destructrice et pour de très faibles concentrations 

d’eǆpositioŶà (V. Felten et al., 2008b; Gerhardt, 1996). Cependant dans nos études, malgré les 

Ŷoŵďƌeusesà ŵesuƌesà effeĐtuĠes,à auĐuŶà effetà suƌà laà ǀeŶtilatioŶà desà gaŵŵaƌesà Ŷ’aà ĠtĠà oďseƌǀĠ.à Paƌà

contre, en ce qui concerne laàloĐoŵotioŶ,àdesàƌĠpoŶsesàseŶsiďlesàauǆàfaiďlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàd’eǆpositioŶà

ont été observées, mais uniquement chez G. roeseli. Ainsi, des diminutions ont été mesurées dès 0,5 

µg.L-1 d’eǆpositioŶsàauǆàŶágà;ϭϬ,àϰϬàetàϲϬàŶŵͿàeŶàŵiĐƌoĐosŵesàetàeŶàŵĠsoĐosŵes 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 

lesàdeuǆàpƌoĐessusàƋuiàoŶtàĠtĠàŵesuƌĠs.àLeuƌàŵiseàeŶàplaĐeàŶ’aàĠtĠàpossiďleàƋueàdaŶs les microcosmes, et 

desàeffetsàsigŶifiĐatifsàŶ’oŶtàseuleŵeŶtàĠtĠàoďseƌǀĠsàƋueàĐhezàG. roeseli. EŶàeffetàdaŶsà l’eǆpĠƌieŶĐeàϭBà

« 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 aloƌsà Ƌu’auĐuŶeà

ǀaƌiatioŶàdeà leuƌàĐoŶsoŵŵatioŶàeŶà feuillesàŶ’aàĠtĠàŵesuƌĠe.àDesàdiŵiŶutioŶsàdeàpƌoduĐtioŶàdeàFPOMà

chez G. roeseli exposés à des nAg de 10 nm à 5 µg.L-1 oŶtàĠgaleŵeŶtàĠtĠàoďseƌǀĠesàdaŶsàl’eǆpĠƌience 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 

ƌĠsultatà d’uŶeà plusà foƌteà assiŵilatioŶà deà laà Ŷouƌƌituƌeà Đoŵŵeà l’oŶtà dĠjăà suggĠƌĠà (Zubrod et al., 2011) 

pour G. fossarum exposé à un fongicide. Une autre explication serait que ces faibles productions soient 

uŶeà ĐoŶsĠƋueŶĐeàd’uŶeàpeƌtuƌďatioŶàdesà foŶĐtioŶsàdigestiǀes.à EŶàeffet,à desàpeƌtuƌďatioŶsàdeà l’aĐtiǀitĠà
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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 

puisƋu’ellesà seƌǀeŶtà deà souƌĐeàde nourriture à de nombreuses espèces de collecteurs actifs et passifs 

peƌŵettaŶtà l’iŶĐoƌpoƌatioŶà duà ĐaƌďoŶeà daŶsà leà ƌĠseauà tƌophiƋueà (Cushing et al., 1993; Wallace and 

Webster, 1996). Une exposition des gammares à de faibles concentrations de nAg pourrait donc 

iŶdiƌeĐteŵeŶtàaǀoiƌàdesàĐoŶsĠƋueŶĐesàsuƌàleàfoŶĐtioŶŶeŵeŶtàdesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐeàeŶàŵodifiaŶtà

le cycle de la matière organique via une réduction des flux de FPOM.  

DaŶsàl’eǆpĠƌieŶĐeàϮà«EffetsàdesàŶaŶopaƌtiĐulesàd’aƌgeŶtàsuƌàϯàpopulatioŶsàdeàgaŵŵaƌesàappaƌteŶaŶtà

ăà l’espğĐeà G. roeseli», un autre pattern de résultats a été observé sur ce niveau fonctionnel. Les 

productions de FPOM de G. roeseli Ŷ’oŶtàpasàĠtĠàŵodifiĠesàpaƌàl’eǆpositioŶàauǆàŶág,àpaƌàĐoŶtƌeàl’aĐtiǀitĠà

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’aďseŶĐeàd’uŶeàaugŵeŶtatioŶàdeàFPOMàeŶàƌelatioŶàaǀeĐàl’augŵeŶtatioŶàdeàl’aĐtiǀitĠà

deà ĐoŶsoŵŵatioŶà suggğƌeà ĠgaleŵeŶtà uŶeà ƌĠfleǆioŶà autouƌà desà hǇpothğsesà d’assiŵilatioŶà ouà deà

peƌtuƌďatioŶàdigestiǀeàĐitĠesàpƌĠĐĠdeŵŵeŶt.àQuoiàƋu’ilàeŶàsoit,àĐesàƌĠsultatsàouǀƌeŶtàdeàŶouǀellesàǀoiesà

deà ƌĠfleǆioŶà età ŵĠƌiteŶtà doŶĐà d’ġtƌeà appƌofoŶdis notamment en focalisant des recherches sur la 

physiologie digestive des gammares. 

FiŶaleŵeŶt,àăà laà luŵiğƌeàdeà l’eŶseŵďleàdesàƌĠsultats,à leàŶiǀeauàĐellulaiƌeàĐlassiƋueŵeŶtàĠtudiĠàdaŶsà

les études de nano-ĠĐotoǆiĐitĠ,àŶeàseŵďleàpas,àeŶàtoutàĐasàdeàlaàfaçoŶàdoŶtàŶousàl’aǀoŶsàaďoƌdĠ,àġtƌeàleà

ŵieuǆà adaptĠà ăà l’Ġtudeà desà effetsà desà ŶaŶopaƌtiĐules 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 transpoƌtàMXRàetàaĐtiǀitĠàET“Ϳ.àL’eŶseŵďleàdeàĐesàƌĠsultatsàestàĐohĠƌeŶtàaǀeĐàlesàdeuǆàseulesà

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 

;MeheŶŶaouiàetàal,àeŶàpƌĠpaƌatioŶͿ.àáà l’iŶǀeƌse,à lesàtƌoisàautƌesàŶiǀeauǆàĠtudiĠsàseŵďleŶtàappoƌteƌàdesà

informations pertinentes et complémentaires relatives aux effets des nanoparticules sur le métabolisme 

énergétique de G. roeseli, qui s’està aǀĠƌĠeà l’espğĐeà laà plusà seŶsiďle.à Desà ƌĠduĐtioŶsà deà l’aĐtiǀitĠà deà

locomotion liées aux expositions aux nanoparticules correspondent à des réponses rapidement mises en 

plaĐeàdğsà laàdĠteĐtioŶàdeà laàĐoŶtaŵiŶatioŶ.àEllesàpouƌƌaieŶtàsuggĠƌeƌàuŶeàďaisseàd’activité coûteuse en 

énergie pour permettre son stockage ou sa réallocation pour la mise en place de mécanismes de 

dĠtoǆiĐatioŶ.à áuà Ŷiǀeauà ;suďͿĐellulaiƌe,à l’iŶduĐtioŶà d’aĐtiǀitĠà desà ŵĠĐaŶisŵesà deà dĠtoǆiĐatioŶà Ŷ’aà
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toutefoisàpasàĠtĠàoďseƌǀĠeàeŶàƌĠpoŶseàăàl’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 

stoĐkageà d’ĠŶeƌgieà seƌaità aloƌsà pƌĠǀisioŶŶelà età s’effeĐtueƌaità dğsà lesà plusà faiďlesà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà

d’eǆpositioŶàpeƌçuesàpaƌàl’oƌgaŶisŵe.àL’hǇpothğseàd’uŶàstoĐkageàd’ĠŶeƌgieàseŵďleàĠgaleŵeŶtàplausiďleà

sià l’oŶà ĐoŶsidğƌeà lesà ƌĠsultatsà oďteŶusà auà Ŷiǀeauà phǇsiologiƋueà telleà Ƌueà l’augŵeŶtatioŶà 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 

oďteŶusà auǆà tƌoisà Ŷiǀeauǆà d’iŶtĠgƌatioŶà ĠtudiĠsà età ŵĠƌiteƌaità d’ġtƌeà ĠtudiĠeà plusà eŶà pƌofoŶdeuƌà afiŶà

notamment de relier ces trois observations. 

I.ϱ.àIŶtĠƌġtàd’uŶeàdouďleàappƌoĐheàĠĐotoǆiĐologiƋueàetàĠĐologiƋue 

Une double approche écotoxicologique et écologique associée à une étude en conditions 

eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtaleŵeŶtàƌĠalistesàs’estàaǀĠƌĠeà iŶtĠƌessaŶteàetàpeƌtiŶeŶteàpouƌàenvisager la réponse à la 

ƋuestioŶà desà effetsà desà ŶaŶopaƌtiĐulesà suƌà lesà oƌgaŶisŵesà aƋuatiƋuesà età suƌà lesà ĠĐosǇstğŵesà d’eauà

douce. En effet, il est intéressant, avec une telle approche, de pouvoir simultanément observer les 

ƌĠsultatsàd’uŶeàĐoŶtaŵiŶatioŶàau niveau individuel et les conséquences qui pourraient en découler sur 

lesàĠĐosǇstğŵesàd’autƌeàpaƌtà;ŶiǀeauàfoŶĐtioŶŶelͿ.àCeàtǇpeàd’appƌoĐheàƋuiàdeŵeuƌeàassezàpeuàĐoŵŵuŶeà

daŶsà lesà Ġtudesà ƌelatiǀesà auǆà effetsà deà ĐoŶtaŵiŶaŶts,à l’està eŶĐoƌeà ŵoiŶsà daŶsà leà doŵaine des 

nanoparticules. Il en ressort que pour le gammare, les mesures se rapportant aux aspects 

tƌaditioŶŶelleŵeŶtàassoĐiĠsàăàl’ĠĐologieàsoŶtàplutôtàfaĐilesàăàŵettƌeàeŶàplaĐeàpuisƋu’ellesàŶeàŶĠĐessiteŶtà

guère que des filtrations et des mesures de masses. Elles sont donc également moins coûteuses, non 

destƌuĐtƌiĐes,àetàappoƌteŶtàuŶeàidĠeàĐoŶĐƌğteàdesàeffetsàdeàl’eǆpositioŶàdesàŶágàsuƌàlesàoƌgaŶisŵes,àaiŶsià

ƋueàsuƌàleuƌsàĐoŶsĠƋueŶĐesàpoteŶtiellesàsuƌàlesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐe.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 

Đoŵpleǆe.à L’eŶseŵďleà desà pƌoĐessusà deà tƌaŶsfoƌŵation et de dégradation chimique (dissolution, 

sulfuration, photodégradation) et physique (homo et hétéroagrégation) participe à leur bioaccessibilité 

etàďiodispoŶiďilitĠàpouƌàlesàoƌgaŶisŵes,àetàleuƌàĠtudeàseàƌĠǀğleàdoŶĐàġtƌeàd’uŶeàgƌaŶdeàiŵpoƌtaŶĐeàdaŶsà

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 

eŶseŵďleà auà deǀeŶiƌà età ăà laà toǆiĐitĠà desà ŶaŶopaƌtiĐules.à C’està pouƌà Đelaà Ƌueà laà ĐaƌaĐtĠƌisatioŶà 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 

teĐhŶiƋues.àC’està leà ĐasàpaƌàeǆeŵpleàdaŶsàŶosà tƌaǀauǆàdeà thğseàoƶàuŶeàǀoloŶtĠàdeà tƌaǀailleƌàdaŶsàdesà

ĐoŶditioŶsàeŶǀiƌoŶŶeŵeŶtaleŵeŶtà ƌĠalistesàaàƋuelƋueàpeuà fƌeiŶĠà leàdĠploieŵeŶtàd’uŶeàĐaƌaĐtĠƌisatioŶà

poussée. Les mesures au Nanosight (Nanoparticle Tracking Analysis) des diamètres hydrodynamiques et 

desàpoteŶtielsàzetaàdesàŶágàdaŶsàuŶeàeauàdeàƌiǀiğƌe,àƋuiàplusàestàăàdeàfaiďlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàd’eǆpositioŶà

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 

ŵesuƌesàoŶtàŶotaŵŵeŶtàpeƌŵisàdeàǀĠƌifieƌàƋueàl’eǆpositioŶàdesàgaŵŵaƌesàaǀaitàďieŶàĠtĠàƌĠalisĠeàăàpaƌtiƌà

deàdiffĠƌeŶtesàtaillesàetàfoƌŵesàdeàŶaŶopaƌtiĐules,àafiŶàd’Ġǀalueƌàl’eǆisteŶĐeàd’effetsàdĠpeŶdaŶtsàdeàĐesà

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 marquĠsàetàiŶduitsàpaƌàdeàplusàfaiďlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶàŶág.àCetteàteŶdaŶĐeàŶ’aàtoutefoisàpasàĠtĠà

oďseƌǀĠeà pouƌà tousà lesà ďioŵaƌƋueuƌsà Ƌuià oŶtà ƌĠpoŶduà ăà l’eǆpositioŶà auǆà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà deà Ŷág.à Paƌà

exemple, chez G. roeseli,à lesà ďaissesà deà loĐoŵotioŶà Ŷ’oŶtà pasà ƌĠpoŶduà ăà Đetteà teŶdaŶĐeà d’effetsà

dĠpeŶdaŶtsàdeàlaàtailleàdesàŶág.àDeàplus,àl’augŵeŶtatioŶàdeàlaàĐoŶsoŵŵatioŶàeŶàfeuillesàdesàgaŵŵaƌesà

de la population de Marly exposée au nAg de 60 nm (5 µg.L-1ͿàŶ’aàpasàĠtĠàoďseƌǀĠeàăàlaàplusàpetiteàtailleà

testée de 10 nm.  

Dans leur étude, Auffan et al. (2009) expliqueŶtàl’eǆisteŶĐeàdeàpƌopƌiĠtĠsàdeàsuƌfaĐeàetàdeàƌĠaĐtiǀitĠsàà

dĠpeŶdaŶtesàdeàlaàtailleàdesàŶaŶopaƌtiĐulesààƋuiàfaǀoƌiseŶtàl’adsoƌptioŶàdeàĐellesàdeàŵoiŶsàdeàϯϬàŶŵ.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-dessousàƌepƌeŶdàlesàƌĠsultatsàdeàl’aŶalǇseàdisĐƌiŵiŶaŶteà;pƌĠseŶtĠeà

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 

ĠǀideŶĐeàăàl’aideàd’ellipsesàĐoloƌĠes.à“uƌàĐetteàfiguƌeàetàseloŶàl’aǆeàϭ,àuŶeàhoŵogĠŶĠitĠàdesàtĠŵoiŶsàestà

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

 ; tauǆ d’eƌƌeuƌ=Ϭ,ϱϲͿ. 

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’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶsàŵeŶĠesàsuƌà lesàŶágàeŶàŵiĐƌoĐosŵesàd’uŶeàpaƌtàetàeŶàŵĠsoĐoŵesàd’autƌeàpaƌt.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 chaĐuŶàdesàdispositifsàsuggĠƌaŶtàuŶàpƌotoĐoleàeǆpĠƌiŵeŶtalàiŶadaptĠàăàl’Ġtudeà

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.  

CoŶĐeƌŶaŶtàlesàeffetsàƌelatifsàăàlaàfoƌŵeàdesàŶaŶopaƌtiĐules,àetàďieŶàƋu’ilsàaieŶtàĠtĠàĠtudiĠsàdaŶsàlesà

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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EŶfiŶ,àlesàeffetsàƋuiàseŵďleŶtàliĠsàăàlaàtailleàoƶàăàlaàfoƌŵeàdesàŶágàpeuǀeŶtàpaƌfoisàġtƌeàleàƌĠsultatàd’uŶà

phénomène de dissolution associé (Hoheisel et al., 2012). Il est à noter que pour la grande majorité des 

ƌĠsultatsàoďseƌǀĠs,àauĐuŶàphĠŶoŵğŶeàdeàdissolutioŶàŶ’aàĠtĠàĐlaiƌeŵeŶtàoďseƌǀĠàdaŶsàŶosàŵilieuǆ,àăàŶosà

concentrations et pour les méthodes de mesures utilisées. Les paramètres physicochimiques et/ou les 

temps d’eǆpositioŶàŶ’oŶtàsaŶsàdouteàpasàfaǀoƌisĠàĐeàpƌoĐessus.àCepeŶdaŶt,àĐesàƌĠsultatsàsoŶtàăàpƌeŶdƌeà

aǀeĐà pƌĠĐautioŶà Đaƌà uŶeà adsoƌptioŶà deà l’aƌgeŶtà dissousà suƌà laà ŵatiğƌeà oƌgaŶiƋueà pƌĠseŶteà daŶsà lesà

milieux pourrait empêcher sa détection et son dosage précis comme cela avait été observé dans les 

Ġtudesà d’optiŵisatioŶà deà laà ĐoŶtaŵiŶatioŶà pƌĠseŶtĠà daŶsà leà Đhapitƌeà Ϯà ;“eĐtioŶà III.ϭ.ϰ.à Testà ăà 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 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶàŵassiƋueàduàŵatĠƌielàƋuiàlesàĐoŵpose.àOƌ,àĐoŵŵeàleàsuggğƌeŶtàlesàƌĠsultatsàdeàl’aŶalǇseà

discriminante présentés précédemment, pour une même concentration massique, les effets peuvent 

ǀaƌieƌàeŶàfoŶĐtioŶàdeàlaàtailleàdesàŶaŶopaƌtiĐules,àĐ’est-à-dire leur surface spécifique. Ce constat soulève 

l’iŶtĠƌġtàd’Ġtudieƌà lesàeffetsàdesàŶaŶopaƌtiĐulesàăàpaƌtiƌàd’uŶeàgaŵŵeàdeàsuƌfaĐesà ƌĠaĐtiǀesàplutôtàƋueà

d’une gamme de concentrations massiques. Rappelons que le caractère innovant des nanoparticules et 

leuƌà foƌteà ƌĠaĐtiǀitĠà soŶtà iŵputaďlesà ăà Đetteà aiƌeà deà suƌfaĐeà spĠĐifiƋue.à Deà plusà eŶà plusà d’Ġtudes,à

ŶotaŵŵeŶtà Đellesà s’iŶtĠƌessaŶtà auǆà effetsà dĠpeŶdaŶtsà 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 eŶà foŶĐtioŶà deà Đesà suƌfaĐesà ĐalĐulĠesà ăà paƌtiƌà d’iŵagesà deà ŵiĐƌosĐopieà ĠleĐtƌoŶiƋueà ăà

transmission (Bar-Ilan et al., 2009). 

EŶà paƌtaŶtà duà postulatà Ƌueà l’effetà oďseƌǀĠà Ŷ’està pasà uŶiƋueŵeŶtà dƸà ăà laà ĐoŵpositioŶà desà

ŶaŶopaƌtiĐulesà ;l’aƌgeŶtà paƌà eǆeŵpleͿà ŵaisà plutôtà ăà l’iŶtƌusioŶà ouà l’adsoƌptioŶà deà stƌuĐtuƌesà

ŶaŶopaƌtiĐulaiƌesàeŵpġĐhaŶtàleàďoŶàfoŶĐtioŶŶeŵeŶtàd’uŶàŵĠcanisme 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. 

FiŶaleŵeŶt,àăàl’heuƌeàaĐtuelleàl’Ġtude 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 

ăàlaàpƌiseàeŶàĐoŵpteàdeàlaàsuƌfaĐeàƌĠaĐtiǀeàdeǀƌaieŶtàăàl’aǀeŶiƌàġtƌeàŵieuǆàpƌisesàeŶàcompte. 
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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 nanoparticulesàdaŶsàdesàĐoŶditioŶsàd’eǆpositioŶàseààƌappƌoĐhaŶtà

d’uŶàĐeƌtaiŶàƌĠalisŵeàeŶǀiƌoŶŶeŵeŶtal.à 

UŶà desà pƌeŵiğƌesà liŵitesà ĐoŶĐeƌŶeà laà ŵaŠtƌiseà desà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà d’eǆpositioŶà età laà ŵesuƌeà deà

l’aƌgeŶtàdissousàissuàd’uŶeàdissolutioŶàoǆǇdatiǀeàdesàŶág.àCesàliŵites sont en lien avec les techniques de 

préparation, de détection et de dosage des métaux dans des milieux hétérogènes composés notamment 

deàŵatiğƌeàoƌgaŶiƋue.àDaŶsàl’ĠtudeàdesàŶaŶopaƌtiĐulesàpouƌàlesƋuellesàlesàPECàsoŶtàeŶĐoƌeàtƌğsàďasses,à

les limites de détection des instruments de dosages classiques par spectrométrie de masse (ICP-MS) ou 

paƌà speĐtƌoŵĠtƌieà d’aďsoƌptioŶà atoŵiƋueà ;áá“Ϳà soŶtà tƌopà ĠleǀĠesà pouƌà peƌŵettƌeà desà Ġtudesà ăà desà

concentrations réalistes (ng.L-1)  

Une nouvelle technique très prometteuse daŶsà l’Ġtudeà desà ŶaŶopaƌtiĐulesà està ĐepeŶdaŶtà eŶà pleiŶà

essor ;à ilà s’agità deà laà sp-ICP-MS (single particle ICP-M“Ϳ.à Cetteà teĐhŶiƋueà està Đapaďleà d’Ġtudieƌà lesà

ŶaŶopaƌtiĐulesàdaŶsàdesàĠĐhaŶtilloŶsàĐoŵpleǆesàetàăàdeàtƌğsàfaiďlesàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàdeà l’oƌdƌeàduàŶg.L-1 

permettant de travailler dans des gammes environnementalement réalistes (Mitrano et al., 2014). Une 

possiďilitĠàiŶŶoǀaŶteàdeàĐetteàteĐhŶiƋueàƌĠsideàĠgaleŵeŶtàdaŶsàl’ĠǀaluatioŶàƋuaŶtitatiǀeàdesàĐiŶĠtiƋuesà

de dissolution des nAg (Mitrano et al., 2014). 

LaàŵiĐƌosĐopieàhǇpeƌspeĐtƌaleàestàuŶeàautƌeàteĐhŶiƋueàiŶtĠƌessaŶteàdaŶsàl’ĠtudeàdesàŶaŶopaƌtiĐulesà

puisƋu’elleà peƌŵetà uŶeà oďseƌǀatioŶà optiƋueà assoĐiĠeà ăà uŶeà aŶalǇseà speĐtƌale. Si des nanoparticules 

seŵďleŶtà ġtƌeà oďseƌǀĠesà daŶsà uŶà ĠĐhaŶtilloŶ,à l’aŶalǇseà speĐtƌaleà peutà leà ĐoŶfiƌŵeƌ.à Cetteà ĐapaĐitĠà

d’iŵageƌieàhǇpeƌspeĐtƌaleàestàŶotaŵŵeŶtàtƌğsàiŶtĠƌessaŶteàpouƌàl’ĠtudeàdeàŶTiO2 et NTC pour lesquelles 

les techniques de dosages classiques ne sont pas encore adaptées. 

III.2. Manques et poursuites envisageables 

UŶà desà aspeĐtsà liŵitaŶtà laà pƌĠĐisioŶà deà l’Ġtudeà deà laà ĐoŶtaŵiŶatioŶà desà gaŵŵaƌesà daŶsà lesà testsà

d’ĠĐotoǆiĐitĠàĐoŶĐeƌŶeàleàdosageàduàĐoŶtaŵiŶaŶtàƋuiàŶeàpeutàġtƌeàƌĠalisĠàdeàŵaŶiğƌeàfiaďleàƋu’ăàl’ĠĐhelleà

d’uŶà oƌgaŶisŵeà eŶtieƌ.à Laà ĐutiĐuleà desà gaŵŵaƌesà ƌepƌĠseŶteà uŶeà gƌaŶdeà suƌfaĐeà d’adsoƌptioŶà età uŶeà

dissection des organismes pour prélever des tissus ne fournirait pas assez de matière. Afin de localiser la 

ĐoŶtaŵiŶatioŶàetàdeàsaǀoiƌàsiàlesàŶaŶopaƌtiĐulesàsoŶtàadsoƌďĠesàet/ouàaďsoƌďĠes,àl’iŵageƌieàestàuŶàoutil 
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peƌtiŶeŶtà Ƌuià peƌŵettƌaità deàŵieuǆà iŶteƌpƌĠtĠsà lesà ƌĠsultatsàoďteŶus.à EŶà effet,à deà l’iŵageƌieà eŶàŵiĐƌoà

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’oďseƌǀeƌàsiàellesàsoŶtàliďƌesàdaŶsàleàďolàaliŵeŶtaiƌe,àadsoƌďĠesàauǆàpaƌoisàduàtuďeàdigestif,àpassĠesàdaŶsà

les espaces intercellulaires ou internalisées dans les cellules. Un outil récent et puissant en termes 

d’iŵageƌieàdesàŶaŶopaƌtiĐules,à leàNaŶo“IM“à;spectrométrie de masse à ionisation secondaire) pourrait 

ĠgaleŵeŶtàġtƌeàutilisĠàdaŶsàĐeàtǇpeàd’Ġtude.àEŶàeffet,àaǀeĐ 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 

ŵesuƌesà Ŷ’oŶtà pasàeŶĐoƌeà ĠtĠà effeĐtuĠesà daŶsà lesà Ġtudesà pƌĠseŶtĠesà daŶsà ĐeàŵaŶusĐƌità ĐoŶĐeƌŶeà 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 

desàiŶfoƌŵatioŶsàiŶtĠƌessaŶtesàŶotaŵŵeŶtàsuƌàl’aďsoƌptioŶàdeàŶágàouàd’aƌgeŶtàdissousàdaŶsàlesàĐellules. 

EŶfiŶ,à pouƌà affiŶeƌà Ŷotƌeà Ġtudeà suƌà lesà effetsà desà Ŷágà suƌà leà Ŷiǀeauà foŶĐtioŶŶel,à l’aĐtiǀitĠà deà

production de FPOM du compartiment microbien serait à prendre en compte. Plusieurs tests ont 

d’ailleuƌsàĠtĠàĠlaďoƌĠsàeŶàĐeàseŶsàdaŶsàleàĐouƌaŶtàdeàĐetteàthğse,àŵaisàleàpƌotoĐoleàeǆpĠƌiŵeŶtalàŶ’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’oƌgaŶisatioŶàďiologiƋue.àáiŶsi,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 

ĠŶeƌgĠtiƋuesà Ŷ’oŶtà pasà seŵďlĠà affeĐtĠsà deà ŵaŶiğƌeà sigŶifiĐatiǀe.à Lesà ƌĠpoŶsesà oďseƌǀĠesà seŵďleŶtà

pourtant reflĠteƌà laà ŵiseà eŶà plaĐeà d’uŶeà stƌatĠgieà d’ĠĐoŶoŵieà et/ouà deà stoĐkageà d’ĠŶeƌgie,à Ƌuià

iŶteƌǀieŶdƌaità deà ŵaŶiğƌeà pƌĠĐoĐeà età s’effeĐtueƌaità dğsà lesà plusà faiďlesà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà d’eǆpositioŶà

peƌçuesàpaƌàl’oƌgaŶisŵe.àMġŵeàsi,àdaŶsàĐesàĐoŶditioŶs,àlesàfaiďlesàĐoŶcentrations 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 doŶĐà suƌà l’ĠƋuiliďƌeà duà foŶĐtioŶŶeŵeŶtà desà ĠĐosǇstğŵesà 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. CepeŶdaŶt,à touteà laà diffiĐultĠà d’uŶeà 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 

ƋueàĐhezàlesàeǆposĠs,àilàestàappaƌuàdĠliĐatàd’iŶteƌpƌĠteƌàlesàƌĠsultatsàoďteŶusàetàuŶeàƌĠfleǆioŶàautouƌàdes 

possiďilitĠsàd’aŵĠlioƌatioŶàdesàdispositifsàeǆpĠƌiŵeŶtauǆàestàeŶgagĠe.à 

FiŶaleŵeŶtàeŶàĐoŶsidĠƌaŶtàl’eŶseŵďleàdesàƌĠsultatsàoďteŶusàdaŶsàĐeàtƌaǀailàdoĐtoƌal,àilàpeutàġtƌeà

ĐoŶĐluà Ƌu’uŶà ƌejetà deà ŶaŶopaƌtiĐulesà d’aƌgeŶtà està susĐeptiďleà deà gĠŶĠƌeƌà desà effetsà indirects sur le 

fonctionnement des écosystèmes en affectant la physiologie des gammares. Toutefois, et même si les 

ĐoŶditioŶsàd’eǆpositioŶàpouƌàlesƋuellesàĐesàĐoŶĐlusioŶsàoŶtàĠtĠàĠŵisesàseàsoŶtàeffoƌĐĠesàd’ġtƌeàlesàplusà

réalistes possibles, ces conditions Ŷ’oŶtà pasà pƌisà eŶà Đoŵpteà laà totalitĠà desà paƌaŵğtƌesà ƌeflĠtaŶtà laà

ĐoŵpleǆitĠàdesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐe.à“eulesà lesàeǆpĠƌiŵeŶtatioŶsàeŶàŵĠsoĐosŵesàpeƌŵetteŶtàdeà

s’eŶàappƌoĐheƌàauàplusàpƌğsàetàpeƌŵettƌaieŶtàdeàĐoŶfiƌŵeƌàĐesàoďseƌǀatioŶs.àIlàseƌaitàaloƌsàjudicieux de 

ŵettƌeàauàpoiŶtàuŶàpƌotoĐoleàeǆpĠƌiŵeŶtalàadaptĠàăàl’ĠtudeàdesàgaŵŵaƌesàŵaisàĠgaleŵeŶtàăàl’Ġtudeàdeà

leur activité fonctionnelle. 
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FaĐeàauǆàĐƌaiŶtesàsoĐiĠtalesàsouleǀĠesàaĐtuelleŵeŶtàpaƌàl’utilisatioŶàĐƌoissaŶteàdesàŶaŶopaƌtiĐules,àetà

suite aux conclusions dégagées par ce travail doctoral, il semble que le rejet de nanoparticules dans les 

ĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐeàŶeàĐoŶduiseàpasàăàuŶàsĐĠŶaƌioàĐatastƌophiƋue,àŵaisàseŵďleàplutôtàaleƌteƌàsuƌà

laà pƌiseà eŶà ĐoŶsidĠƌatioŶà d’uŶeà foƌŵeà ĠŵeƌgeŶteà deà ĐoŶtaŵiŶation 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’ĠǀaluatioŶà età d’iŶteƌpƌĠtation des résultats doivent être améliorées et adaptées à ce contaminant 

ĠŵeƌgeŶtàƋuiàiŵposeàd’adopteƌàuŶeàŶouǀelleàdĠŵaƌĐheàdeàƌĠfleǆioŶ,àdiffĠƌeŶteàdeàĐelleàĐlassiƋueŵeŶtà

eŵploǇĠeà eŶà ĠĐotoǆiĐologie.à L’iŶstƌuŵeŶtatioŶà assoĐiĠeà ăà laà ĐaƌaĐtĠƌisatioŶà età ăà la quantification des 

nanoparticules en milieu complexe se développe actuellement et de nouvelles techniques très 

pƌoŵetteusesàpeƌŵettƌoŶtàĐeƌtaiŶeŵeŶtàdeàdĠďloƋueƌàlesàǀeƌƌousàaĐtuelsàetàd’eŶǀisageƌàuŶeàĠtudeàplusà

précise des effets de ces nanoparticules daŶsàl’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. 
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ANNEXES 

 

Annexe 1 : DoŶŶĠesà phǇsiĐoĐhiŵiƋuesà desà Đouƌsà d’eauà ĠtudiĠs : qualité générale et données 

élémentaires de conductivité et de ŵatiğƌeàeŶàsuspeŶsioŶàdeàϮϬϬϱàăàϮϬϭϯ.àDoŶŶĠesàaĐƋuisesàǀiaàl’ageŶĐeà

deà l’eauàRhiŶ-MeuseàetàdispoŶiďlesà suƌà laàplatefoƌŵeà“.I.E.R.M.à ;“Ǉstğŵeàd’iŶfoƌŵatioŶàsuƌà l’EauàRhiŶ-

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 : Rappoƌtsà d’aŶalǇseà desà distƌiďutioŶsà deà tailleà ;NaŶosightͿ des nanoparticules dans les 

solutioŶsàstoĐkàdiluĠesàϮϬϬàfoisàdaŶsàdeàl’eauàdĠŵiŶĠƌalisĠeà;NaŶoĐoŵposiǆͿ 

- A - 10 nm 

- B - 20 nm 

- C - 40 nm 

- D - 60 nm 

- E - 100 nm 
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A :àŶágàdeàϭϬàŶaŶoŵğtƌeàdeàdiaŵğtƌeàdiluĠesàϮϬϬàfoisàdaŶsàdeàl’eauàdéminéralisée 
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B :àŶágàdeàϮϬàŶaŶoŵğtƌeàdeàdiaŵğtƌeàdiluĠesàϮϬϬàfoisàdaŶsàdeàl’eauàdĠŵiŶĠƌalisĠe 
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C :àŶágàdeàϰϬàŶaŶoŵğtƌeàdeàdiaŵğtƌeàdiluĠesàϮϬϬàfoisàdaŶsàdeàl’eauàdĠŵiŶĠƌalisĠe 
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D :àŶágàdeàϲϬàŶaŶoŵğtƌeàdeàdiaŵğtƌeàdiluĠesàϮϬϬàfoisàdaŶsàdeàl’eauàdéminéralisée 
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E :àŶágàdeàϭϬϬàŶaŶoŵğtƌeàdeàdiaŵğtƌeàdiluĠesàϮϬϬàfoisàdaŶsàdeàl’eauàdĠŵiŶĠƌalisĠe 
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Annexe 3 : Protocole établi sur la dreissène par Garaud et al. (2015) et décrits en détails dans son 

ŵaŶusĐƌit.àPƌotoĐoleàtiƌĠàd’uŶeàpuďliĐatioŶàdeàGaƌaud 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 Ϯ,Ϯ′-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 

aĐtiǀitǇàǁasàeǆpƌessedàiŶàµŵolpNá/gàpƌoteiŶs/hà;µŵolpNa/gpƌot/h,àεpNá=ϭϬϱϬϬàM-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). 

Arab, K., Steghens, J.-P., 2004. Plasma lipid hydroperoxides measurement by an automated xylenol 
orange method. Anal. Biochem. 325, 158–163. doi:10.1016/j.ab.2003.10.022 

Beer, R.F., Sizer, I.W., 1952. A spectrophotometric method for measuring the breakdown of hydrogen 
peroxide by catalase. J. Biol. Chem. 195, 133–140. 

Erel, O., 2004. A novel automated direct measurement method for total antioxidant capacity using a new 
generation, more stable ABTS radical cation. Clin. Biochem. 37, 277–285. 
doi:10.1016/j.clinbiochem.2003.11.015 

De Coen, W.M.D., Janssen, C.R., 1997. The use of biomarkers in Daphnia magna toxicity testing. IV. 
Cellular Energy Allocation: a new methodology to assess the energy budget of toxicant-stressed 
Daphnia populations. J. Aquat. Ecosyst. Stress Recovery 6, 43–55. doi:10.1023/A:1008228517955 

Owens, T.G., King, F.D., 1975. The measurement of respiratory electron-transport-system activity in 
marine zooplankton. Mar. Biol. 30, 27–36. doi:10.1007/BF00393750 

Paglia, D.E., Valentine, W.N., 1967. Studies on the quantitative and qualitative characterization of 
erythrocyte glutathione peroxidase. J Lab Clin Med 158–169. 
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Annexe 4 : Images en micro-toŵogƌaphie de G. ƌoeseli apƌğs ϰ jouƌs d’eǆpositioŶ à ϭ ŵg.L-1
 de nTiO2. A : 

Iŵage eŶ ϯD de l’oƌgaŶisŵes eŶtieƌ 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 

apƌğs ϰ jouƌs d’eǆpositioŶ à ϭ ŵg.L-1
 de nTiO2.Imagerie effectuée par L. Giambérini et P. Chaurand au 

CEREGE (Aix-en-Provence). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANNEXES 

337 
 

Annexe 6 : CiŶĠtiƋue de la teŵpĠƌatuƌe ŵoǇeŶŶe ŵesuƌĠe daŶs la ĐoloŶŶe d’eau des ϵ ŵĠsoĐosŵes tout 

au loŶg de l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ ƌelatiǀe auǆ ŶAg. Les teŵps JϬ d’iŶtƌoduĐtioŶ des gaŵŵaƌes et les teŵps Jϳ, 

J14 et J21 de prélèvement sont représentés par une flèche. 

 

Annexe 7 : CiŶĠtiƋue d’agƌĠgatioŶ daŶs de l’eau VolǀiĐ de ϯ tǇpes de ŶTiO2, anatase cubique (AB), rutile 

standard (RS) et anatase bâtonnet (AB) pendant 14 minutes. Données acquises par C. Pagnout. 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Effets ;suďͿiŶdividuels et foŶĐtioŶŶels des ŶaŶopaƌtiĐules suƌ les CƌustaĐĠs Gaŵŵaƌidae d’eau douĐe. 

Qu’ilàs’agisseàdeàĐƌğŵesàsolaiƌes,àd’additifsàăàĐaƌďuƌaŶtàouàd’eŵďallagesàaliŵeŶtaiƌes,àĐesàpƌoduitsàd’utilisatioŶàĐouƌaŶteà
ĐoŶtieŶŶeŶtàdesàŶaŶopaƌtiĐules,àetàl’eŶseŵďleàdesàpƌoĐessusàdeàleuƌàpƌoduĐtioŶ,àutilisatioŶàetàǀieillisseŵeŶtàĐoŶduitàăàuŶà
relargage diƌeĐtàouàŶoŶàdaŶsàlesàŵilieuǆàaƋuatiƋues.àLeàƌejetàaĐĐƌuàdeàŶaŶopaƌtiĐulesàdaŶsàlesàĠĐosǇstğŵesàd’eauàdouĐeà
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 – ϮϬϭϱͿà s’estàattaĐhĠàăàdĠĐƌiƌeà leà deǀeŶiƌàdesàŶaŶopaƌtiĐulesà
;tƌaŶsfeƌtàetà tƌaŶsfoƌŵatioŶàdaŶsà lesàŵilieuǆàetàdaŶsà lesàoƌgaŶisŵesàǀiǀaŶtsͿà aiŶsiàƋu’ăàdĠteƌŵiŶeƌà leuƌàĠĐotoǆiĐitĠ.à Leà
travail présenté dans ce manuscrit a pris part à cetteà ĠǀaluatioŶàeŶàĠtudiaŶtà lesàeffetsàdeàŶaŶopaƌtiĐulesàd’aƌgeŶt,àdeà
titane et de carbone (nanotubes) sur des Crustacés Amphipodes appartenant au genre Gammarus.à L’appƌoĐheà
eǆpĠƌiŵeŶtaleà ŵiseà eŶà œuǀƌeà aà ĐheƌĐhĠà ăà Ġǀalueƌ,à eŶà laďoƌatoiƌe,à l’effetà suƌà lesà gaŵŵaƌesà deà l’eǆpositioŶà auǆà
nanoparticules en focalisant sur des biomarqueurs mesurés au niveau (sub)individuel (cellulaire, physiologique, 
ĐoŵpoƌteŵeŶtalͿà età suƌà desà paƌaŵğtƌesà aǇaŶtà tƌaità ăà leuƌà ƌôleà foŶĐtioŶŶelà daŶsà lesà ĠĐosǇstğŵes.à Laà dĠŵaƌĐheà 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. 
DaŶsà Đeà ĐoŶteǆte,à l’Ġtudeà desà effetsà desà Ŷágà suƌà tƌoisà espğĐesà deà gaŵŵaƌesà aà ƌĠǀĠlĠà uŶeà plusà foƌteà seŶsiďilitĠà deà G. 

roeseli, ĐhezàleƋuelàl’eǆpositioŶàaàeŶgeŶdƌĠàuŶeàƌĠduĐtioŶàdeàl’aĐtiǀitĠàloĐoŵotƌiĐeàetàdeàlaàpƌoduĐtioŶàdeàfiŶesàparticules 
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 ĐoŶsoŵŵatioŶàeŶàoǆǇgğŶeàs’estàaǀĠƌĠeàĐoƌƌĠlĠeàauǆàĐoŶĐeŶtƌatioŶsàeŶàaƌgeŶtàŵesuƌĠesàdaŶsàlesà
oƌgaŶisŵes,àaiŶsiàƋu’ăàlaàtailleàdesàŶaŶopaƌtiĐulesàtestĠes.àL’iŶflueŶĐeàdeàlaàfoƌŵeàdesàŶaŶopaƌtiĐulesà;Ŷág : 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’eŶseŵďleà deà Đesà tƌaǀauǆà souligŶeà l’iŶtĠƌġtà d’uŶeà douďleà appƌoĐhe,à
écologique et écotoxicologique, permettant de mieux appréhender les effets des nanoparticules sur les écosystèmes 
d’eauàdouĐe. 
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 
ƌespoŶse,à daŵage…Ϳà aŶdà iŶdiǀidualà oŶesà ;osŵoƌegulatioŶ,à ǀeŶtilatioŶà aŶdà loĐoŵotioŶͿ.à Theà oďtaiŶedà ƌesultsà 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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