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Introduction

Grace aux avancées technologiques de ces derniéres décennies, l'industrie des nanotechnologies fait
désormais partie des plus florissantes et génere d’importants intéréts économiques. Une taille
nanométrique associée a une augmentation de surface spécifique confére aux nanoparticules des
propriétés inédites et étonnantes. Ces dernieres sont tres 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 synthese et les produits incorporant des nanoparticules sont

maintenant omniprésents dans notre quotidien.

Face a la production et a l'utilisation croissantes des nanoparticules, les questions relatives d’une part
a I'évaluation des rejets de nanoparticules dans I'environnement et d’autre part a leurs effets potentiels
sur les organismes et les écosystémes sont désormais devenues des questions majeures qui animent la

communauté des écologues et écotoxicologues.

Cependant le caractere « émergent » de ces contaminants particuliers impliqgue pour l'instant un
manque de moyens techniques pour quantifier en routine les émissions et les concentrations en
nanoparticules. Quelques études ont toutefois révélées I'existence de rejets de nanoparticules dans
I'environnement et plusieurs modélisations mathématiques ont établi des concentrations
environnementales prédictibles (PEC) notamment dans les écosystemes d’eau douce, soulevant de fait la
possibilité d’une contamination des organismes aquatiques. Les premiéres expériences d’écotoxicité des
nanoparticules sur ces organismes ont été élaborées a de trés fortes concentrations bien au-dessus de
ces PEC et ont montré I'existence d’effets pouvant étre dus au matériel composant les nanoparticules.
Cependant ces effets peuvent étre modulés par des paramétres caractérisant les nanoparticules : leur
taille, leur forme, leur enrobage ou encore leur charge électrique. De plus, les caractéristiques
physicochimiques d’un milieu peuvent grandement transformer et dégrader les nanoparticules influant
ainsi sur leur bioaccessibilité et biodisponibilité. De facon plutot surprenante, les études d’écotoxicité
représentent une part minime de I'ensemble des publications traitant des nanoparticules, et les

expérimentations en conditions environnementalement réalistes demeurent trés rares.

C'est dans ce contexte scientifique que le programme ANR P2N — MESONNET (2011-2015) s’est

attaché a décrire et comprendre le devenir des nanoparticules en termes de transfert et de



transformation dans les milieux et dans les organismes vivants ainsi qu’a étudier leur écotoxicité. Au lieu
d’étudier au cas par cas les effets d’'un type de nanoparticule sur une espece donnée, I'objectif de ce
programme était de dégager et de mettre en évidence des scénarios généraux d’effets de ces composés
afin de permettre une évaluation du risque mieux adaptée a leur comportement et leur dispersion dans

I’environnement.

Ce programme s’est basé sur un travail de collaboration interdisciplinaire en associant des
compétences en physicochimie, biogéochimie, écologie, écotoxicologie, microbiologie et biologie
permettant de développer 5 grands domaines d’expertise (1/ Synthése 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/ Evaluation du risque par la
modélisation et le cycle de vie). Pour cela le programme s’est construit au travers d’un réseau de 14
laboratoires partenaires francais regroupant par exemple le CEREGE porteur du projet (Centre de
Recherche et d’Enseignement des Géoscience de I'Environnement, Aix-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

8 universités américaines conduites par I'université de recherche privée de Duke.

Certaines nanoparticules métalliques étant construites a partir de métaux stratégiques, la
problématique développée dans ce doctorat s’est également inscrite dans le programme Ressources 21
qui est un Laboratoire d’Excellence porté par I'Université de Lorraine. Ce Labex a pour principaux
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
maitriser et exploiter les gisements et d’appréhender I'impact environnemental de ces métaux une fois

disséminés dans |'écosysteme.

Le travail présenté dans ce manuscrit porté sur I'étude des effets des nanoparticules les plus
largement produites, les nanoparticules d’argent (nAg), de titane (nTiO,) et de carbone (nanotubes, NTC)
sur des Crustacés Amphipodes appartenant au genre Gammarus. Les gammares constituent un maillon
important dans le fonctionnement des écosystemes aquatiques puisqu’ils y jouent un réle essentiel dans
la dégradation de la matiére organique détritique et donc, dans son incorporation dans les réseaux

trophiques.



Les effets des nanoparticules sur les gammares ont été étudiés a différents niveaux d’organisation
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 a de faibles concentrations en nanoparticules permet-elle
d’observer des effets des nanoparticules d’argent sur le genre Gammarus sp ? Si oui, quel
niveau d’organisation semble le plus impacté dans les conditions expérimentales fixées et quel(s)
marqueur(s) semble(nt) étre 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 espéces et populations ?

- Une approche a plus long terme utilisant des systéemes plus complexes (mésocosmes) incluant
des sédiments, un courant d’eau et d’autres espéces permet-elle d’évaluer de fagon plus fiable
les effets des nAg, nTiO, 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 matiére organique ?

Pour répondre a 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
(Fine particule de matiére organique). Ensemble, ils ont permis d’observer, et d’essayer de comprendre
les effets des nanoparticules sur les gammares afin d’évaluer leurs conséquences sur les écosystemes

d’eau douce.

Dans un premier temps, une synthése bibliographique s’est intéressée au contexte scientifique dans
lequel s’est déroulé cette these. Les méthodologies mises en place ainsi que les optimisations des
protocoles de contamination développés pour mener I'ensemble des expérimentations sont ensuite
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

1.1.1. U'explosion des nanotechnologies

L'industrie des nanotechnologies a connu un essor tellement impressionnant qu’elle fait désormais
partie des industries les plus florissantes de notre siécle et trés certainement du siécle a venir. On peut
alors se poser une simple question : sommes-nous a I'eére d’'une nouvelle révolution nano-industrielle ?
En effet, les produits issus des nanotechnologies sont omniprésents dans notre société de
consommation. Selon le dernier inventaire effectué en Octobre 2013 parle 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 a la derniére mise a jour effectuée entre 2005 et 2010
(Figure 1A ; Lovell, 2013). Cet inventaire s’intégre dans un projet collaboratif lancé en 2005 et dénommé
« The Project on Emerging Nanotechnologies (PEN)». Il a pour but de valoriser et d’évaluer
objectivement le développement des nanotechnologies en identifiant les lacunes présentes par exemple
dans les processus de réglementation afin de s’assurer que 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
monde puisqu’il se référe a 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 Europe et 274 en Asie de I'Est (Figure 1B; The Project on Emerging
Nanotechnologies).

Cette surabondance de produits présents sur le marché a bien évidemment des retombées
économiques tres importantes. D’apres le programme américain de recherche et de développement
« National Nanotechnology Initiative » (NNI), les revenus mondiaux générés par les nanoproduits ont été
estimés a 339 milliards de dollars en 2010 et a plus de 1 trillion de dollars en 2013 (National Science
Foundation, 2014). Les cabinets d’étude de marché et de conseils stratégiques Global Industry Analysts,
Inc (GIA) et Lux Research ont estimé que ces revenus allaient atteindre 2 a 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 géographique entre 2005 et 2013 selon I'inventaire du PEN mis a jour

en Octobre 2013 (D’apreés The Project on Emerging Nanotechnologies).

Les retombées économiques de ce nouvel eldorado que représentent les nanotechnologies sont
tellement importantes qu’une réelle compétition mondiale pour étre le leader dans ce domaine s’est
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 a 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 ministere des finances et des
comptes publics, le CEDEF (centre de documentation économie-finance) nous apprend que la France
n’est pas a la traine puisqu’elle se place au deuxieme rang européen derriere I'Allemagne en termes
d’effort financier dans le domaine des nanotechnologies. En effet, plus d’'un milliard d’euros 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 pour I'Europe de concurrencer les puissances américaines et
japonaises ol les investissements publics se doublent de soutiens privés trés importants.

Ces levées de fonds d’investissement ont permis une augmentation exponentielle de dépdts de
brevets d’invention ainsi que de publications 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
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Reuters). Les mots « nanomaterial or nanoparticle », ont généré environ 17 000 publications le 28
septembre 2009. En utilisant ce méme moteur de recherche, le 10 juin 2015 nous atteignons le nombre
spectaculaire de 182 664 pour ces mémes mots clés soit une augmentation par un facteur 10. Ces
publications regroupent évidemment de nombreux domaines scientifiques et une partie minime
seulement traite de celui de I’écotoxicologie (Bernhardt et al., 2010).

Ce constat est illustré par la figure 2 qui permet de visualiser les différents domaines scientifiques
plus ou moins éloignés impliqués dans le domaine de I'étude des nanomatériaux dis EHS (Environmental,
Health and Safety), c’est-a-dire ceux issus de la santé, la sécurité et I'environnement (Klaine et al., 2012).
L'explosion des nanotechnologies a aussi permis de développer et renforcer I'effort de collaboration

interdisciplinaire (Bhushan, 2015).
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Figure 2 : Carte de superposition des domaines scientifiques impliqués dans la recherche sur les Nano EHS. Les
disciplines possédant des caractéristiques similaires sont positionnées a proximité. Les dimensions des sphéres sont
proportionnelles au pourcentage de publications scientifiques dans le domaine (Klaine et al., 2012 d’aprés la

méthode de Rafols et al., 2010).

Ces derniéres années, les nanotechnologies ont donc littéralement inondé le marché tel un véritable
raz de marée économique et auraient permis de créer de 2 a 3 millions d’emplois a travers le monde

(Gaffet, 2008).

1.1.2. Définitions

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

souvent de rajouter le préfixe « nano » a des appellations déja existantes. Cependant méme si au



premier abord ces définitions semblent étre intuitives, il est important de les définir clairement afin
d’employer une nomenclature normalisée pour faciliter la communication entre les chercheurs,
organismes et industries. C’'est dans cet objectif qu'ont été établies des normes internationales ISO
(Organisation Internationale de Normalisation) consultables sur la plateforme en ligne de I'ISO.
Concernant les nano-objets, c’est actuellement la norme I1SO/TS 80004-2 :2015 qui est en vigueur. Le
terme « échelle nanométrique » désigne des dimensions allant de 1 a 100nm (ISO/TS 80004-1:2010, 2.1).
En plus de ce parametre dimensionnel, une autre propriété inhérente a cette notion du « nano » est
notamment l'apport de propriétés émergentes de part cette/ces dimensions particuliéres. 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 » c’est a dire « des atomes a 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 concretement, la nanotechnologie correspond a un domaine de développement et de recherche
technologique comprenant principalement des manipulations de la matiére a I'échelle atomique et
moléculaire de 'ordre du nanomeétre (10°m) (EPA, 2007). Ces manipulations de matiére permettent de
produire des objets de tailles nanométriques ou nano-objets, qui possedent alors de nouvelles
propriétés et fonctions qui sont uniquement dues a leurs petites tailles. Les nano-objets peuvent étre de
différentes formes (Figure 3). Les trois principales sont les nanoparticules, les nanofibres et les
nanoplaques qui possédent respectivement 3, 2 et 1 dimensions externes a I'échelle nanométrique (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 étre 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 tres
certainement par habitude, il est assez rare d’entendre parler de nano-objets, nanofibres et
nanoplaques, I'ensemble étant plutot désigné comme des nanoparticules (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 IS0, 2015).

[.1.3. Origine naturelle

Il est important de considérer que la vie a de tout temps évolué en présence de nanoparticules, ces
dernieéres étant présentes sur Terre depuis des millions d’années. En effet depuis toujours, des
nanoparticules se sont formées naturellement dans notre environnement de par I'activité volcanique, la
combustion, I'érosion et méme lors des réactions de photosynthése (Bernhardt et al., 2010; Nowack and
Bucheli, 2007). Elles sont retrouvées plus abondamment dans I'air et elles proviennent principalement
des éruptions volcaniques (nanoparticules de verre de silicate, nanofribres de cristobalite), des feux de
foréts (nanotubes de carbone, fullereénes) ou encore des embruns marins (sulfates) (Barnard and Guo,
2012; Bernhardt et al., 2010; Hochella et al., 2008; Nowack and Bucheli, 2007; O’'Dowd et al., 1997).
Méme s’ils ne sont pas tous de I'ordre du nanometre, il convient de souligner que les aérosols (petites
particules suspendues dans I'air) produits par les activités humaines ne représenteraient que 10% de la
totalité des poussiéres aériennes présentes dans I'atmosphére qui sont alors trés majoritairement
d’origine naturelle (Taylor, 2002). En termes de géologie, le sol terrestre et les fonds océaniques
représentent eux-aussi des puits a nanoparticules inorganiques naturelles (Barnard and Guo, 2012). Ces
nanoparticules minérales ou nanominéraux se comportent eux-aussi différemment que leur homologues
macroscopiques et peuvent étre présents en quantité plus limitée dans le manteau terrestre (Hochella et
al., 2008). Une autre origine naturelle, somme toute plus originale est I'origine extraterrestre. Des

impacts d’astéroides et de météorites sur la Terre auraient par exemple délivré et produit des

11



nanoparticules de carbone nommés fullerenes (Cg et C;o) (Becker et al., 2001, 1994). Enfin, certaines
météorites pourraient méme contenir des nanoparticules de diamant allant de 1 a 3 nm de diametre (Hill
et al., 1997; Hochella et al., 2008).

Depuis quelques années un débat s’est instauré au sein de la communauté scientifique. Ainsi, dans
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 inventées et créées par I'homme, d’autres restent convaincus que nous reproduisons

simplement des structures déja existantes dans la nature.

[.1.4. Origine anthropique

Malgré une origine naturelle, la grande majorité des nanomatériaux qui nous entourent et auxquels
nous sommes constamment confrontés sont de toute évidence d’origine anthropique, que leur structure
soit inspirée de la nature ou non. Il existe désormais un impressionnant panel de nano-objets qui
different de par leur composition chimique, leur taille, leur forme, leur enrobage, leur fonctionnalisation,
leur charge ou encore leur méthode de synthése. La plupart de ces termes restent spécifiguement
dédiés aux domaines des nanotechnologies. En peu de temps, ce domaine a littéralement réussi a
s'intégrer dans la communauté scientifique et a instaurer son propre champ lexical qu’il convient de

définir.

1.1.4.1. 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’argent, d’or ou de
fer (Huber, 2005; Lapresta-Fernandez et al., 2012). Mais un nano-objet de méme composition chimique
peut étre configuré différemment, comme les nano-objets d’oxyde de titane qui peuvent étre sous
forme de nanoparticules, nanotiges, nanofils ou encore nanotubes (Reyes-Coronado et al., 2008). Les
structures cylindriques sont également trés largement représentées sur le marché des nanotechnologies
notamment grace aux nanotubes de carbone (Baughman et al., 2002). Enfin, il est désormais possible de
créer n'importe quel type de nanoparticules en fonction de la méthode de synthése 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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1.1.4.2. Synthése

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

La voie bottom-up propose une approche moléculaire ou 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
elle permet de créer n‘importe quel type de nanomatériel par différentes techniques (Biswas et al.,
2012). En effet, tout peut étre adapté aux demandes des industriels : la taille, la forme, I'enrobage ou
encore la fonctionnalisation. Ces nano-objets sont composés d’atomes parfaitement organisés en
structures cristallines et peuvent aussi étre nommés nanocristaux (Sobolev and Gutiérrez, 2005).

La voie top-down propose comme son nom l'indique une approche opposée a celle du bottom-up. Ici,
un matériel va étre fragmenté, coupé ou réduit afin d’obtenir des particules de ce méme matériel mais
de tailles nanométriques. L'attaque chimique a 'aide de I'utilisation d’acide fait partie des méthodes de
synthése top-down (Biswas et al., 2012).

Le top-down peut étre considéré comme la méthode la plus traditionnelle et elle se base parfois sur
de simples procédures de broyage a billes (Christian et al., 2008). Cependant, la méthode la plus
prometteuse en termes d’innovation est bien évidemment le bottom-up qui s’est largement inspirée de
la nature qui a de tout temps construit des matériaux complexes comme les cristaux, coquillages, perles
via cette technique de bottom-up. Ainsi Leonard de Vinci, grand visionnaire qu’il était, 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 a une révolution verte dans la synthése 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 trés simples. En
partant d’une voie de synthése top-down, les produits chimiques, parfois toxiques utilisés dans les trois
étapes principales de préparation ont simplement été remplacés par des produits naturels non toxiques.
Par exemple, I'eau peut étre utilisée comme solvant, le glucose comme agent réducteur et I'amidon
comme matériel d’enrobage (Raveendran et al., 2003). La méthode est alors trés simple et peut
s'apparenter a une banale recette de cuisine. Il est, par exemple, possible de synthétiser des
nanoparticules d’argent a partir de batons de cannelle achetés en grande surface (Sathishkumar et al.,

2009). Les parameétres 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'intérét d’'un tel processus environnementalement responsable est bien évidemment d’éviter
d’utiliser des produits toxiques susceptibles d’étre rejetés dans I'environnement, mais également de
limiter la production de déchets lors des syntheses chimiques. Il est quand méme intéressant d’observer
cet engouement pour un mode de production respectable de I'environnement pour synthétiser des
nanoparticules métalliques qui pourraient a terme étre ou devenir toxiques pour ce méme

environnement.
1.1.4.3. Composition chimique du noyau

On peut nommer «noyau» le centre de la nanoparticule. C'est généralement la composition de ce
noyau qui lui donne sa dénomination et qui informe sur ses propriétés émergentes (Christian et al.,
2008). De facon trés simple, les nano-objets et nanoparticules peuvent étre classés en deux catégories :
les organiques et les inorganiques (Nowack and Bucheli, 2007). Les fullerénes 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). Certains métaux peuvent présenter plusieurs états d’oxydation c’est
pourquoi les nanoparticules métalliques peuvent aussi se présenter sous des formes oxydées comme les

nanoparticules d’oxyde de titane, d’oxyde de zinc ou encore d’oxyde de fer.
1.1.4.4. Surface spécifique

La définition des nano-objets évoque la présence de propriétés émergentes qui sont liées a leur taille
nanométrique (I1SO, 2015). Il faut noter que ce phénomeéne n’est pas observable lorsqu’un matériel est
réduit a I'ordre du micrométre et c’est bien I’échelle nanométrique qui apporte ces propriétés (Klaine et
al, 2012). En effet, a cette échelle le rapport surface/volume d’une structure augmente
considérablement. Auffan et al. (2009) ont estimé que la taille critique des nanoparticules sphériques
pour développer des propriétés innovantes était méme inférieure a 30 nm de diametre. lls expliquent
gu’a cette taille, des changements dans la structure cristalline permettent d’augmenter la réactivité de
surface. Comme I'explique la figure 4, pour une méme masse de matériel (ici 1ug d’or), un milliard de

particules présenteront une aire surface spécifique 10° fois plus importante qu’une seule particule de 1
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ug d’or. C'est cette augmentation de I'aire de surface spécifique qui permet d’augmenter de potentielles
interactions et qui octroie aux nano-objets de nouvelles propriétés parfois étonnantes. En clair, la forme
physique d’'un matériel peut largement influencer ses propriétés. La surface des nano-objets apparait
donc comme un élément important de classification, et la chimie de surface peut étre différente de celle

du noyau grace a I'enrobage ou a la fonctionnalisation (Christian et al., 2008).
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Figure 4 : Aire de surface en fonction du nombre et de la taille des nanoparticules pour une masse d’or équivalente

(adapté de Klaine et al., 2012).

1.1.4.5. Enrobage

Dans de nombreux cas, les noyaux des nano-objets sont enrobés d’un composant différent (Figure 5).
L'enrobage est parfois associé a la méthode de synthése. D’aprés la méthode Turkevich, des
nanoparticules d’or sphériques peuvent par exemple étre produites suite a la réduction de sels d’or par
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 polymeres comme la polyvinylpyrrolidone PVP (Huang et
al.,, 2010), des acides humiques (Croteau et al., 2011) ou encore de l'acide éthyléne diamine tétra-
acétique (EDTA) (Kennedy et al., 2010). Ces agents d’enrobage sont souvent utilisés pour modifier la
surface des nanoparticules et notamment pour éviter leur agrégation dans un milieu liquide (Figure 5).
C’est principalement le cas des enrobages citrate qui, possédant une charge négative, entrainent des
répulsions électrostatiques (Loi de Coulomb) entre nanoparticules de méme charge limitant ainsi leur
agrégation. Le potentiel zeta est intimement relié a cette charge de surface et est facilement mesurable

pour évaluer ce phénomeéne d’agrégation (Landsiedel et al., 2010).

1.1.4.6. Fonctionnalisation

En plus de I’enrobage, les nanoparticules et nano-objets peuvent étre fonctionnalisés (Figure 5). Dans
ce cas-la, 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 puissent s’agréger entre elles il faudrait
alors que le solvant se désagrege entre les deux nano-objets, mais également entre les macromolécules
fonctionnalisées (Christian et al., 2008). Ce processus est largement élaboré dans le domaine médical
avec I'avenement de la nanobiotechnologie qui permet notamment la fonctionnalisation de molécules

thérapeutiques ou d’anticorps (CF. section 1.1.5.1).

Répulsion électrostatique
> Enrobage et/ou Fonctionnalisation et/ou

Encombrement stérique
Noyau

Figure 5 : Exemple de structure de nanoparticules sphériques évitant leur agrégation dans un milieu. L’enrobage
et/ou la fonctionnalisation peuvent permettre une répulsion électrostatique s’ils présentent des charges et/ou un

encombrement stérique si la molécule est de taille relativement importante.

I.1.5. Intérét et innovation

Les nanotechnologies ont entrainé une sorte d’euphorie collective grace a I'avenement de propriétés
émergentes parfois méme considérées comme révolutionnaires. Nous pouvons clairement distinguer
deux types de nanotechnologies. D’une part, les nanoparticules développées en biotechnologies qui
promettent de réels progres thérapeutiques, des applications cliniques et un espoir de guérison pour de
nombreuses maladies encore jugées incurables. Pour une question d’éthique, il apparait délicat de
pointer du doigt I'utilisation de ces nanomatériaux potentiellement toxiques pour I'environnement alors
gu’ils pourraient offrir la possibilité de guérir des personnes atteintes de maladies graves. Une autre
catégorie de nanomatériaux ont quant a eux, des objectifs différents, moins vitaux et ils permettent

entre autre d’améliorer considérablement notre confort de vie.

1.1.5.1. Nanoparticule et médecine (I'exemple de I'or)

La nanobiotechnologie a permis la synthése des nanoparticules pouvant étre utilisées dans de
nombreuses applications comme par exemple I'imagerie médicale (Corot et al., 2006; Gao et al., 2009;
Whitesides, 2003). Les nanoconjugués d’or sont largement étudiés car ils offrent des promesses de

progres thérapeutiques qui pourraient s’avérer révolutionnaires. Ce sont des nanoparticules d’or qui ont
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leur surface fonctionnalisée par différentes structures et qui leur confere le potentiel d’agent
thérapeutique (Giljohann et al., 2010). En effet, des anticorps fonctionnalisés peuvent par exemple
détecter spécifiqguement des cellules cancéreuses grace a une haute affinité avec des récepteurs de
surface exprimés par les cellules malignes (Giljohann et al., 2010). Une fois irradiés, ces nanoconjugués
d’or développent des propriétés d’échauffement importantes qui permettent la destruction de la cellule
cancéreuse (Giljohann et al., 2010; Loo et al., 2005). lls pourraient donc constituer des traitements
thérapeutiques non invasifs et plus supportables pour les patients, qui pourraient entrainer une
réduction considérable du volume des tumeurs. Les nanoparticules d’or sont également en cours de
recherches pour le traitement d’'une autre maladie malheureusement tres répandue, le VIH (Virus de

I'Immunodéficience Humaine) (Bowman et al., 2008).

1.1.5.2. Nanoparticule et confort de vie

Les propriétés émergentes des nanomatériaux sont utilisées dans de nombreux secteurs. Pour la
grande majorité ils permettent d’améliorer notre quotidien grace a divers matériaux exploités dans de
nombreux produits de consommation. Il serait difficile d’en faire un inventaire exhaustif, cependant
qguelques exemples sont présentés ci-dessous. Dans les cosmétiques, les nanoparticules de dioxyde de
titane et d’oxyde de zinc sont utilisées dans les cremes solaires comme écran UV (Nohynek et al., 2008).
Pour un aspect esthétique et grace a un fort pouvoir blanchissant on retrouve également du titane dans
le dentifrice ou les cremes de beauté mais aussi dans les peintures. Avec leur couleur rouge vif a I'échelle
nanométrique, les nanoparticules d’or 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).
Dans l'industrie sanitaire, les nanoparticules d’argent sont par exemple, grdace a leur pouvoir
antimicrobien, exploitées dans les pansements (Marambio-Jones and Hoek, 2010; Pourzahedi and
Eckelman, 2015). Les nanoparticules de silice en tant qu’agent anti agglomérant sont incorporées dans
des produits comestibles tels que les soupes et sauces pour augmenter leur onctuosité (Grombe et al.,
2014). Llindustrie automobile 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 nommeées
super paramagnétisme, les nanoparticules de fer sont utilisées dans l'industrie électronique. Les
applications militaires ont été largement étudiées et les nanotechnologies ont notamment permis la

miniaturisation des ordinateurs et de I|’électronique en allant jusqu’a la puce et aux systeémes
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d’intelligence artificielle. Les revétements de protection blindée peuvent étre plus légers tout en
conférant une protection plus efficace (Altmann, 2004).
Apres I'euphorie associée a ces progrés technologiques, un constat a été établi et les questions

d’ordre sanitaire et d’éthique 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 méme si encore une
majorité de la population ne sait pas réellement ce qu’est une nanoparticule, les nanotechnologies
commencent a apparaitre dans les sujets d’actualité et de discussion (Grunwald, 2005; Schummer,
2006). Récemment sur un plateau de télévision, un altermondialiste a pointé du doigt devant I'opinion
publique I'existence de nanoparticules de titane dans des bonbons et chewing-gums en estimant qu’elles
étaient mauvaises pour la santé. Une théorie plus radicale a également vu le jour, elle se nomme « Grey
goo » ou « gelée grise » et émet I'hypothese d’une fin du monde qui impliquerait les nanotechnologies
avec des autoréplications de robots qui deviendraient incontrélables et consommeraient les ressources
terrestres (Giles, 2004; Nohynek et al., 2007; Schmoll, 2007). Un thriller écrit par Michael Crichton en
2002 nommé «La proie» fait état de cette théorie puisque l'intrigue se base sur des nano-objets qui se
sont évadés d’une entreprise et s’associent en essaim pour attaquer et controler les hommes. Méme si
chacun a son propre jugement d’esprit, cette théorie pointe du doigt un sentiment de peur face a un
développement technologique pouvant, pour certains, étre percu comme incontroélable.

D’autres, au contraire plus utopistes, voient |'avenement des nanotechnologies comme un
« nanodream » qui offrirait un pont vers le futurisme, la prospérité sans précédent, le développement
d’industries sans pollution ou encore méme I'espoir d’une vie éternelle (Mnyusiwalla et al., 2003; Stix,
2001).

En ce qui concerne I'écotoxicologie, nous pourrions nous demander quel poids aurait un petit groupe
de chercheurs face a une entreprise qui génére des millions de dollars si leurs recherches venaient a
démontrer que les nano-objets mis sur le marché peuvent avoir des dommages irrémédiables sur
I’environnement. Méme si cela a été un peu oublié ces derniéres années et commence enfin a émerger
dans les états d’esprits, il convient de garder a I'esprit une balance bénéfices/risques quant a la

surexploitation des ces nanotechnologies.
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I.1.7. Contexte législatif

Il aura fallu attendre le ler janvier 2013, alors que les nanoparticules sont déja en plein apogée,
pour voir apparaitre en France |'entrée en vigueur d’'une déclaration obligatoire d’utilisation. Dans
I'article L523-1 du code de I'environnement il est dit que «dans un objectif de tracabilité et d’information
du public, I'identité, les quantités et les usages de ces substances doivent étre périodiquement déclarés».
De plus I'article L523-2 souligne que «Les personnes qui fabriquent, importent ou utilisent des substances
mentionnées a larticle L. 523-1 transmettent, a la demande de I'autorité administrative, toutes les
informations disponibles relatives aux dangers de ces substances et aux expositions auxquelles elles sont
susceptibles de conduire, ou utiles a I’évaluation des risques sur la santé et I'environnement» (Direction
générale de la prévention des risques, 2014; Legifrance, 2010). Cette déclaration doit étre effectuée en
ligne via I'application de gestion R-Nano deés que la production, I'importation ou la distribution dépasse
100 grammes de substance a I’état nanoparticulaire. 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 francaises et
pour 319 catégories de substances nanoparticulaires. En 2014, La France a vu sa production grimper a
274 000 tonnes et au contraire son importation diminuer, passant de 212 000 tonnes en 2013 a 122 000
tonnes en 2014 (Direction générale de la prévention des risques, 2014). Avec cette législation, la France
montre I'exemple puisqu’elle est devenue le premier pays de I'union européenne a mettre en place une
déclaration obligatoire. Avec son arrété royal du 27 Mai 2014, la Belgique a aussi instauré la mise en
place d’'un tel registre qui sera actif en janvier 2016. Au Danemark il faudra désormais également
déclarer les productions et importations. Il apparait évident que ces législations vont progressivement se

mettre en place un peu partout dans le monde.

[.2. Les nanoparticules d’argent (nAg)

1.2.1. Marché

Selon la derniére mise a 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
marché incorporant des nanoparticules), les nanoparticules d’argent (nAg) se placent en premiere
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 colt de production raisonnable et des propriétés permettant leur
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incorporation dans de nombreux produits, les nanoproduits d’argent ont vu leur utilisation et production
multipliée par 15 entre 2006 et 2013 (Capek, 2004; Fabrega et al., 2011; Fauss, 2008). Pourtant, méme 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 derriére les nanoparticules de dioxyde de titane (nTiO,), d’oxyde de
zinc (Zn0O) ou encore les nanotubes de carbone (NTC) qui affichaient quant a eux, des estimations record
de plus 80 000, 30 000 et 3 000 tonnes respectivement (Keller et al., 2013). En effet, les applications qui
génerent ces production élevées sont les peintures, les enrobages ou encore les pigments alors que les

nAg sont principalement utilisées dans les domaines de la santé, de I’hygiéne et du bien-étre.

Major Materials
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Figure 6 : Nombres de produits incorporant des nanoparticules composées de différents matériaux selon I'inventaire

du PEN mis a jour en Octobre 2013 (D’apres The Project on Emerging Nanotechnologies).
1.2.2. Propriétés et utilisations des nAg

C'est principalement pour leurs propriétés antimicrobiennes que les nAg sont le plus largement
exploitées. Ces propriétés ne sont pas une découverte puisqu’il y a plus de 5000 ans, I'argent était déja
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 déja reconnues. Elles sont donc
actuellement couramment utilisées comme biocide contre les bactéries, les champignons ou encore les
virus (Marambio-Jones and Hoek, 2010). Dans l'industrie textile, elles ont d’abord été incorporées dans
les vétements hospitaliers afin de prévenir les infections bactériennes pathogenes telles que I'infection
causée par Staphylococcus aureus (Durdn et al.,, 2007). Elles sont maintenant incorporées dans les

vétements de tous les jours comme les chaussettes et permettent d’éliminer les microorganismes qui
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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 méme I'existence sur le marché d’une machine a laver
le linge qui serait capable de produire des nAg par électrophorése via un systéme nommé « Silver Nano
Health system ». En 2003, la compagnie multinationale Samsung a déposé une appellation de marque
« Silver Nano » pour désigner I'ensemble de leurs innovations en termes de machines a laver,
réfrigérateurs et autres purificateurs d’air qui synthétisent ou incorporent des nAg. Que ce soit dans les
produits ménagers, les vétements, les cosmétiques ou encore les produits de soins personnels, les nAg

ont envahi le quotidien (Figure 7).
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Figure 7 : A : Distribution des catégories de produits incluant des nAg ; B : Distribution spécifique de la catégorie

santé et remise en forme (D’apres Fauss, 2008).

Fait plus surprenant, les nAg sont également utilisées dans les emballages alimentaires afin de
retarder au maximum la dégradation des aliments. Si certaines études ont montré que I'argent présent
dans ces emballages ne migrait pas sous forme nanoparticulaire dans les produits (Addo Ntim et al.,
2015) d’autres au contraire I'ont démontré (Echegoyen and Nerin, 2013; Grombe et al., 2015).

Elles sont parfois également utilisées pour des propriétés optiques et peuvent étre intégrées dans des
peintures, encres voire méme 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 a démontrer, et les pansements qui en

incorporent sont largement utilisés notamment pour le traitement de grands brilés (Fong and Wood,
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2006; Pourzahedi and Eckelman, 2015). A l'instar des nanoparticules d’or, elles présentent aussi un
potentiel intéressant pour les applications d’imageries médicales ainsi que pour les traitements de
maladies qui requiérent I'envoi de médicaments sur des cellules ou organes spécifiques (Ahamed et al.,

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

[.2.3. Synthése, forme

Il existe de nombreux protocoles de synthése et de production des nAg expliqués dans divers
rapports et études (Behra et al., 2013; Fabrega et al., 2011; Pandacek et al., 2006; Sharma et al., 2009; Sun
and Xia, 2002). Dans leur synthese bibliographique, Evanoff and Chumanov, (2005) rapportent que I'on
peut arbitrairement différencier deux méthodes de synthése: des méthodes traditionnelles qui
comportent les synthéeses via des réductions de sels d’argent, et des techniques non traditionnelles de
synthése par réduction dans des matrices poreuses ou encore par irradiation laser (Abid et al., 2002;
Plyuto et al., 1999). Dans ce manuscrit de thése, nous nous focaliserons seulement sur la méthodologie
la plus couramment employée : une synthese par bottom-up ol les nanoparticules sont produites suite a
la réduction de sels d’argent, le plus souvent des nitrates d’argent (Behra et al.,, 2013; Fabrega et al.,
2011; Sharma et al., 2009). Ces sels peuvent étre réduits en solution aqueuse par différents ions
réducteurs comme le borohydrure (BH,), le citrate (C5H5073') ou l'ascorbate (CgH;O¢) (Behra et al., 2013;
Marambio-Jones and Hoek, 2010; Sharma et al., 2009; Tolaymat et al., 2010). Cette réduction forme des
atomes d’argent (Ag®) qui s’agglomérent en groupes puis en nanoparticules. 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 syntheése 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 synthése, ces
anions servent aussi d’agent stabilisateur ou agent d’enrobage favorisant la monodispersion des
nanoparticules. La réduction et la stabilisation des nAg peut également s’effectuer via des polymeres
comme le polyvinylpyrrolidone (PVP) et le polyethylene glycol (PEG) qui servent alors d’agents
réducteurs, de dispersants ou encore d’agents d’enrobage en fonction des méthodes (Jiang et al., 2004;
Luo et al., 2005; Marambio-Jones and Hoek, 2010; Wang et al., 2005).

Les différentes techniques de synthese existantes permettent de produire des nAg de formes
variables comme des sphéres, des batonnets, 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
triangulaire tronquée (Figure 8D). lls émettent I'hypothése que différentes formes de nAg possédant une
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 en microscopie électronique a transmission (TEM) de nanoparticules d’argent de différentes
formes synthétisées par différents protocoles. A : nAg de différentes forme ; B : nAg sphériques ; C : nAg

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

1.2.4. Cycle de vie des nAg : de la production en usine aux rejets dans les cours d’eau

L'utilisation accrue des nAg dans la vie quotidienne pose clairement la question de leur conséquence
environnementale. Au préalable, il convient de s’intéresser en premier lieu a leur cycle de vie global. En
effet, le cycle de vie et de production d’'un nanoproduit détermine les possibilités de rejets de
nanoparticules dans I’environnement comme l'illustre la figure 9 (d'apres Sun et al., 2014).

Dans leur revue bibliographique, Gottschalk and Nowack (2011) ont compilé les différentes étapes
impliquées dans un possible relargage dans I’environnement. Lors du processus de production, ils
affirment que 0 a 2% des nanoparticules produites pourraient étre rejetées dans I'air, les sols ou les eaux
de surface sans aucun passage au préalable par une station d’épuration. Puis, l'incorporation de ces

nanoparticules dans des produits intermédiaires ou finaux pourrait également étre une étape générant
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un relargage dans I'’environnement. C'est bien évidemment lors de I'utilisation, le recyclage ou encore la
destruction des nanoproduits que le risque est le plus grand et bien souvent incontrélable. Ce risque est
effectivement bien difficile a évaluer car les rejets de nanoparticules, et, dans le cas présent de nAg, sont
fortement dépendants de la facon dont elles sont intégrées dans le produit final. Il apparait évident que
les nAg incorporées dans des fluides, cremes ou encore sprays sont plus susceptibles d’étre rapidement
rejetées dans I'environnement. Au contraire, celles intégrées dans une matrice solide seront plutét
graduellement rejetées en fonction de I'état d’usure du produit (Gottschalk and Nowack, 2011). Dans
leur étude, Kaegi et al. (2010) ont par exemple rapporté un lessivage de 30% des nAg incorporées dans
une peinture de facade apres seulement une année d’exposition aux intempéries. Enfin, en ce qui
concerne les nanoparticules rejetées dans le réseau d’eau public ou dans les déchets communs, c’est lors
de leur passage via les stations d’épuration, les incinérateurs ou lors de leur mise en décharge/recyclage

que le risque d’un potentiel rejet dans Iair, le sol, I'eau et les sédiments doit étre pris en compte.
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Figure 9 : Structure générale du modéle de rejet des nanoparticules (ENM : engineered nanomaterial,
nanomatériaux manufacturés) a différentes étapes de production, d’incorporation dans des produits et

d’utilisation/application. Rejets directs dans la technosphére (stations d’épuration, usines d’incinération des
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déchets, décharges et processus de recyclage) et dans I’écosphere (air, sol, eau, sédiment). Rejet indirects de la

technosphére vers I'écosphere. Schéma tiré de Sun et al. (2014).

Tout au long de leur cycle de vie, les nanoparticules, telles que les nAg, peuvent subir différentes
transformations ou dégradations soulignant ainsi le challenge important que représente I'étude de leur
exposition et concentration finales dans les cours d’eau (Gottschalk and Nowack, 2011; Nowack et al.,
2012). A I'heure actuelle, il n’existe semble-t-il pas de méthode spécifique permettant leur quantification
directe et en routine dans I’environnement. Seules les modélisations mathématiques permettent
d’évaluer des concentrations environnementales prédictibles (PEC) (Gottschalk et al., 2009; Sun and Xia,

2002).

1.2.4.1. Exemples de rejets des nAg via I'utilisation de nanoproduits

Comme nous l'avons expliqué précédemment, les nAg sont largement incorporées dans les
vétements et notamment les chaussettes pour éviter le développement des mauvaises odeurs. L'étude
effectuée par Benn and Westerhoff (2008) sur le relargage de nAg incorporées dans 6 types de
chaussettes achetées dans le commerce reste 'une des plus citées. Des photos par microscopie a
balayage ont démontré I'existence de nAg de 100 a 500 nm de diametre intégrées dans les chaussettes
et des photos par microscopie électronique a transmission ont prouvé la présence de formes irréguliéeres
de nAg de 1 nm a quelques centaines de nanomeétres dans leurs eaux de lavage. En plus d’un relargage
d’argent sous forme dissoute, les auteurs ont montré que les rejets étaient en relation avec les processus
de fabrication et d’incorporation.

De nombreuses études se sont intéressées aux tissus composés de nAg encore appelés nanotextiles.
Si certaines ont étudié les processus et techniques d’incorporation des nAg dans les fibres de coton
(Perera et al.,, 2013), d’autres ont étudié les différentes techniques de surveillance possibles pour
controler les risques directs ou indirects pour 'homme et I'environnement (Rezic, 2011). Les colts
énergétiques et les impacts environnementaux d’une telle technologie ont aussi été analysés (Walser et
al., 2011) ainsi que le comportement de tissus provenant de différentes usines (Geranio et al., 2009).
Une étude a méme démontré le relargage d’argent dans de la sueur artificielle en contact avec le tissu,
soulevant alors un risque potentiel pour I’homme (Kulthong et al., 2010). Toutes ces études ont par
ailleurs montré un relargage d’argent 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
soulignent alors I'existence d’un risque de relargage qui doit étre pris en compte lors du traitement des

eaux usées.
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Si 'on s’intéresse aux autres biens de consommation impliquant des nAg, des études ont mesuré des
rejets d’argent sous formes dissoutes et/ou nanoparticulaires via les pansements (Holbrook et al., 2014;
Pourzahedi and Eckelman, 2015), les sprays type déodorants (Losert et al., 2015), les revétements
transparents pour facade extérieures en bois (Kiinniger et al., 2014), les peintures extérieures (Kaegi et
al.,, 2010) ou encore les emballages alimentaires (Addo Ntim et al., 2015; Echegoyen and Nerin, 2013;
Grombe et al., 2015). Si pour certains produits, il existe un risque d'un relargage direct dans
I’environnement (Holbrook et al., 2014, 2014; Kaegi et al., 2010; Kiinniger et al., 2014; Losert et al.,
2015), pour d’autres et notamment les nanotextiles, ces rejets doivent étre gérés et traités (Benn and
Westerhoff, 2008).

Bien que certains assurent que les quantités de nAg et d’argent dissous rejetées dans les eaux usées
sont trop faibles pour parler de risques environnementaux (Perera et al., 2013) la plupart des études
déja citées estiment la nécessité d’un processus de traitement des eaux usées fonctionnel et adapté

pour prendre en charge ce type de rejet.
1.2.4.2. Comportement des nAg dans les stations d’épuration

Les nAg rejetées dans le réseau d’eau passent dans les systéemes d’assainissement comme les stations
d’épurations (STEP). Les procédés de traitements des eaux usées et la prise en charge des
nanoparticules, dont les nAg, sont devenus des objectifs de recherche indispensables pour I'étude de
I’évaluation du risque environnemental (Brunetti et al., 2015). Kim et al. (2010) ont identifié dans les
boues de STEP des nanocristaux de sulfure d’argent (Ag,S) de forme ellipsoidale, d’une taille de 5 a 20
nm associés en petits agrégats. D’autres études ont montré que les nAg sont partiellement voire
totalement converties en sulfure d’argent Ag,S pendant la phase de digestion anaérobique du traitement
(Brunetti et al., 2015; Kaegi et al., 2011; Kent et al., 2014; Lombi et al., 2013). Si la plupart de I'argent
retrouvé dans les boues ou les effluents de STEP semble étre présent sous forme de sulfure et donc
beaucoup moins soluble et toxique que d’autres formes d’argent, le devenir des nAg est étroitement lié
a 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 étre rejetées
dans les écosystémes aquatiques sous leur forme originelle (Kaegi et al., 2011). Les enrobages pourraient
avoir un réle important sur le devenir et I'impact des nanoparticules dans I'environnement, et pour
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 tres

certainement déja 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).

Le risque d’un relargage de nAg dans les eaux de surface semble avéré, que ce soit via les effluents
apres leur passage en STEP, via les relargages directs dans I’environnement ou encore via la gestion des

boues de STEP comme par exemple leur épandage en agriculture.
1.2.4.3. Concentration dans les cours d’eau : limites techniques et modélisations

Méme si des rejets de nanoparticules semblent étre inévitables, a I’heure actuelle 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 écosystémes (Hassellov et al., 2008). A I’heure actuelle, les techniques disponibles ne permettent pas
des détections et quantifications fiables qui pourraient étre applicables en routine pour des
concentrations environnementales faibles (Gottschalk and Nowack, 2011). Comparées aux analyses
chimiques traditionnelles, les mesures pour les nanoparticules concernent d’une part I'aspect chimique
et d’autre part I'aspect physique (forme, taille) qui sont étroitement liés (von der Kammer et al., 2012).
Leurs propriétés physicochimiques sont aussi reliées au milieu environnant et le traitement nécessaire a
leur analyse peut modifier ces propriétés et entrainer I'apparition d’artefact de mesure (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. lls ont pointé du doigt les aspects a développer avant d’élaborer de nouvelles techniques de
mesure spécifiques aux nanoparticules comme par exemple la préparation des échantillons et leur
condition de stockage.

A I'heure actuelle, les modélisations mathématiques restent finalement I'outil le mieux adapté pour
évaluer les concentrations environnementales prédictibles (PEC) (Gottschalk et al., 2013; Gottschalk and
Nowack, 2011; Mueller and Nowack, 2008). L'une des plus récentes études de modélisation a été
réalisée par Sun et al. (2014) et concerne I'Europe en 2012. C'est a partir de données sur les volumes de
production et sur les cycles de vie des nAg que les flux de distribution et de transfert entre
compartiments ont pu étre calculés (Figure 10A). Les concentrations prédictibles en nAg évaluées dans
divers compartiments sont présentées dans la figure 10B. Pour les eaux de surface la PEC est de I'ordre

du ng.L™" avec une valeur fréquente de 0,66 ng.L™ qui pourrait s’élever jusqu’a 0,94 ng.L™.
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Figure 10 : A : Flux de transport et distribution des nAg en Europe pour I'année 2012 a partir d’une production de
32,4 tonnes ; B : Concentrations prédictibles des nAg dans différents compartiments techniques et
environnementaux. La valeur « Mode » correspond a la valeur la plus fréquente alors que les valeurs QO0.15 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 a
eux calculé une PEC de 0,76 qui pouvait aller jusqu’a 2,16 ng.L". A I'aide de ces valeurs les auteurs
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
guotient était de 1,1 pour les eaux de surface et de 61,1 pour les effluents de STEP. L'ensemble de ces
valeurs montre que les rejets des nAg dans les écosystemes d’eau douce doivent étre pris en compte et
nécessitent le développement de recherche visant a appréhender leur devenir dans I’'environnement
tout autant que leurs effets. Si pour le moment, les faibles concentrations et le quotient de risque
semblent étre raisonnables, il convient de pas oublier que la production et I'utilisation des nAg est en
constante augmentation ce qui nécessairement induira une augmentation des concentrations et le

risque associé.
1.2.4.4. Transformation et dégradation des nanoparticules

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

transformations ou des dégradations (Lowry et al., 2012b; Nowack et al., 2012). Leur rejet dans les cours

28



Chapitre 1 : Contexte scientifique

d’eau ne se fait sans doute pas sous leurs formes originelles mais bien sous des formes altérées. Pour
étre le plus réaliste possible, il faudrait vieillir les nanoparticules avant d’effectuer des tests
d’écotoxicologie. Cependant, il est actuellement difficile d’évaluer quelles sont ces transformations dans
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 étre complétement différents et donc des transformations
qui sont propres a leur histoire, que seule une étude au cas par cas semble réellement cohérente.
Toutefois pour maitriser et comprendre au mieux les risques d’un rejet de nanoparticules dans les
écosystémes aquatiques, ces transformations sont a prendre en compte. La dissolution oxydative est le
processus qui contréle le plus le devenir et le comportement des nAg dans les systémes aquatiques
(Lowry et al., 2012b; Nowack et al., 2012; Peretyazhko et al., 2014).

En effet, au contact d’oxygéne et de protons, les nAg peuvent libérer de I'argent 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 :

4Ags + O, = 2Ag,0 (1)
Ag,0 + 2H" = 2Ag" +H,0 (2)

lIs expliguent que dans un premier temps, la surface de la nAg est oxydée par du dioxygene dissous
(0,), ce qui forme une fine couche d’argent oxydé (Ag,O,), équation 1). C'est cette couche, qui, via les
protons (H*) va rejeter de I'argent dissous sous forme d’ions (Ag’, équation 2). Une fois la couche
d’Ag,0() complétement dissoute, d’autres oxydations vont se produire sur la surface de la nanoparticule
et sa dissolution continuera progressivement. Le taux de dissolution dépendra des paramétres propres a
la nanoparticule comme la taille, la forme, I'enrobage ou encore la fonctionnalisation, mais il dépendra
également du milieu environnant, comme par exemple la chimie de I'eau pour les écosystémes
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 controlées par un seul de ces
parameétres mais dans la plupart des situations, c’est une combinaison de facteurs qui entre en jeu, et il
devient alors compliqué d’évaluer la contribution respective de chaque facteur dans ces réactions. En
faisant varier un ou deux de ces facteurs, Liu and Hurt, (2010) ont montré que dans leurs conditions
d’expérimentation (principalement de I'eau déminéralisée), la dissolution des nAg (enrobage de citrate ;
de 2 a 8 nm de diameétre) était accentuée par de fortes températures (20, 37°C) et de fortes
concentrations (plus forte dissolution a 2 > 0,2 > 0,05 mg.L’1 de nAg). Au contraire, elle était diminuée

avec I'augmentation du pH (5 fois plus de dissolution a pH4 qu’a pH7) ou encore par la présence d’acides
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fulviques et humiques. Ils ont également montré qu’en absence d’oxygéne dans le milieu ce processus
était quasiment nul voire inexistant. Peretyazhko et al. (2014), ont quant a eux montré I'importance de la
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
complete disparition (Liu and Hurt, 2010), d’autres au contraire estiment que la dissolution est
incomplete et atteint méme un état de stabilité apres 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 a eux,
noté une absence quasi-totale de dissolution. Ces cinétiques de dissolution ont majoritairement été
évaluées sur des milieux expérimentaux simples et il serait donc un peu hatif d’établir des généralités en
terme de dynamique de dissolution alors que les moyens techniques ne sont pas encore optimaux pour
des études en situation complexe, telle qu’une eau de riviere.

Le second processus de transformation chimique pouvant modifier le comportement et la surface des
nAg est la sulfuration qui peut étre en étroite relation avec le phénomene 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 lumiére 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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Chemical Transformations

Photodegradation of coatings
can lead to aggregation

] Light

Ag°
Oxidation leads to dissolution
O, and release of toxic Ag* (aq)

Reaction with various ligands
can promote or inhibit
oxidation and dissolution

Figure 11 : Représentation des transformations chimiques potentielles sur les nAg affectant leur comportement
dans le milieu. L’épaisseur des fleches correspond a la probabilité de la réalisation du processus. La couleur grise
correspond a /’Ago, le violet a I’Ag,0 et le noir a I’Ag,S.

D’apreés (Lowry et al., 2012b).

L’agrégation des nanoparticules fait également partie des transformations dites physiques auxquelles
elles sont largement confrontées notamment dans les milieux complexes (Figure 12). L'homoagrégation
correspond a l'agrégation entre plusieurs nanoparticules identiques alors que I’hétéroagrégation fait
état de l'agrégation de nanoparticules avec d’autres structures. D’'importantes concentrations de
particules organiques dans un milieu naturel comme I'eau de riviere favorise I’'hétéroagrégation (Lowry

et al., 2012b).
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Figure 12 : Représentation d’une transformation physique potentielle des nAg : I'agrégation pouvant affecter leur
comportement dans le milieu. L’épaisseur des fleches correspond a la probabilité de la réalisation du processus.

D’aprés (Lowry et al., 2012b).

Ce phénomene d’agrégation est, comme pour la dissolution, fortement dépendant des propriétés
intrinseques 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
I’enrobage de citrate, permet d’éviter ce phénomene d’agrégation dans le milieu. Toutefois, toutes les
nAg n’en sont pas pourvues et cet enrobage peut de surcroit lui aussi étre transformé voire dégradé dans
les milieux aquatiques. Alors que de petites nanoparticules monodispersées sont facilement
transportables dans les cours d’eau au gré des courants, les hétéroagrégats sont eux moins mobiles et
ont plutot tendance a sédimenter devenant moins disponibles pour les organismes présents dans la
colonne d’eau (Behra et al., 2013). Les rapports surface/volume des agrégats sont diminués, et les nAg
peuvent perdre leur caractére « nano » et donc leur réactivité de surface si particuliere (Lowry et al.,,
2012b). Dans les eaux naturelles, la matiere organique comme par exemple les substances humiques
(acides humiques et acides fulviques) font partie des composants les plus susceptibles de s’agglomérer
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 empéchant leur dissolution

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

L'ensemble des processus décrits précédemment, ne représente pas un inventaire exhaustif des

transformations et dégradations possibles des nAg, mais il s’agit de processus qui semblent le plus
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participer aux modifications de comportement et au devenir des nanoparticules dans les écosystémes
d’eau douce. lIs peuvent surtout influencer la biodisponibilité des nAg pour les organismes aquatiques et
leur étude est donc d’une grande importance dans les expérimentations en écotoxicologie aquatique et

en analyse du risque.

1.2.4.5. Effets sur les organismes du milieu aquatique

Les rejets de nAg dans les écosystéemes aquatiques semblent étre 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 pour les organismes aquatiques. L’argent étant considéré comme I'un des métaux
les plus toxiques dans les milieux aquatiques notamment pour les invertébrés (Bianchini et al., 2002;
Luoma, 2008; Ratte, 1999; Wood et al., 1999), une hypothése serait que des rejets d’argent sous forme
nanoparticulaire pourraient affecter les organismes a différents niveaux d’organisation biologiques et
avoir des conséquences sur le fonctionnement des écosystémes. 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 dus au phénomeéne de dissolution et donc au relargage d’argent dissous
(Kennedy et al., 2010), d’autres ont prouvé |'existence d’'impacts ou de voies d’action uniquement dus
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 entrainant 50% de mortalité aprés
48h (CL504g) ont été mesurées chez les daphnies entre 2 et 100 pg.L™" (Das et al., 2012; Griffitt et al.,
2012; Hoheisel et al., 2012; Kennedy et al., 2010). Chez les poissons zebres, ces CL50 ont été mesurées a
des concentrations plus élevées allant de 7 mg.L™" aprés 48h d’exposition (Griffitt et al., 2008) et & 250
mg.L™ aprés 24h (Choi et al., 2010). Des tests effectués sur des embryons de poissons zébres ont
également mesuré des concentrations |étales de I'ordre du mg.L™ avec des CL50 de 25 a 50 mg.L"

(Asharani et al., 2008).
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Ces toxicités font suite aux interactions des nAg et/ou de I'argent dissous avec les organismes
induisant des phénomeénes d’adsorption et/ou d’absorption. Des études ont montré une accumulation
de I'argent sous forme nanoparticulaire ou dissous au sein des organismes et parfois méme dans certains
tissus ou organes. En effet, apres 21 jours d’exposition a des nAg de 35 nm aux concentrations de 0,01 et
0,1 mg.L", des carpes (Cyprinus carpio) ont été disséquées et les tissus prélevés ont été dosés par ICP-
OES (techniques analytiques a plasma induit détectée avec un spectromeétre a 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
I'argent (Gaiser et al., 2012). Chez les invertébrés, des concentrations en argent ont également été
mesurée en spectrométrie d’absorption atomique (AAS) dans les branchies et glandes digestives de
moules marines exposées 15 jours a 10 pg.L' de nAg d’une taille inférieure @ 100 nm (Gomes et al.,
2014), ainsi que par ICP-MS dans les tissus mous d’escargots d’eau douce exposés par voie trophique ou
directe pendant 2h a 24h a des diatomées ou a des milieux exposées de 0,4 a 250 nmol de nAg (Croteau
et al., 2011). Cependant, afin de préciser et de localiser les nAg dans les tissus des organismes, les
techniques d’imagerie sont a I’heure actuelle les mieux adaptées. Dans leur études Farkas et al. (2011a)
ont par exemple utilisé la microscopie optique et la microscopie électronique a transmission et ont
observé la présence de nAg dans des cellules branchiales de truite arc-en-ciel exposées durant 24 a 48 h
a des concentration de nAg enrobées de citrate et PVP de 10 a 20 mg.L™. Dans une autre étude, des nAg
ont méme été observées par TEM a l'intérieur des cellules et plus spécifiquement au niveau des noyaux
de cellules d’embryon de poissons zeébres exposés durant 48 h a des nAg enrobées de BSA et pour des
concentrations de 25 pg.mL™(Asharani et al., 2008). Chez les daphnies, un nouveau type d’imagerie par
NanoSIMS (spectrométrie de masse a ions secondaires) a permis d’observer la présence de nAg de 20, 23
et 200 nm dans la lumiere de l'intestin ainsi que le passage des nAg de 200 nm dans l'espace
intercellulaire de la couche épithéliale de la membrane de I'intestin (Georgantzopoulou et al., 2013).
Cette accumulation peut alors s’effectuer par voie directe ou trophique (Croteau et al., 2011; Gaiser et
al.,, 2012) et entrainer des effets sur les organismes ainsi que le transfert d’argent le long du réseau
trophique.

Suite a une contamination aux nAg plusieurs effets ont déja été observés sur les organismes comme
I'induction de dommages oxydatifs via la génération d’espéces réactives de I'oxygene (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
organismes, de dommages cellulaires, de réponses antitoxiques ou antioxydantes via notamment I'étude
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 a nos résultats
tout au long du manuscrit.

Pour affiner I’évaluation du risque, les études devraient a |'avenir coupler plusieurs niveaux
d’organisation en s’intéressant par exemple a des biomarqueurs comportementaux ou fonctionnels. De
plus, pour que I'évaluation du risque soit la plus réaliste, et malgré un effort observé ces derniéres
années dans le domaine des nAg, il serait bon de réduire au maximum les concentrations d’exposition

afin de se rapprocher au mieux des concentrations environnementales prédites.

35



Tableau 1: Etudes rapportant des données d’écotoxicité des nAg sur les orgnanismes aquatiques.

Organismes Espéces Contaminations TaillesdesnAg  Concentrations Conditions expérimentales Effets des nAg observés Références
initiales en argent
(nAg)
Bactéries * Bactéries autotrophes  nAg *14+6nm ede0a1mgl? « bouillon nutritif * Inhibition de croissance d'E. coli Choi etal., 2008
et hétérotrophes ¢ sphérique * 20 h d'exposition ¢ Inhibition de la respiration des bactéries autotrophes
(Escherichia coli) * enrobage : alcool polyvinylique (PVA)
Ag (AgNO;) et AgCl
* Bactéries nitrifiantes nAg ede5a70nm ede0a1mgl?  Bouillon nutritif e elnteraction : contamination /inhibition de croissance (  Choi et Hu, 2008
(aliquot) e sphérique 30 min d'exposition nAg<5nm)
* enrobage : alcool polyvinylique (PVA) e Interaction : taille des nAg/toxicité sur les bactéries
Ag (AgNO;) et AgCl e Interaction : inhibition de croissance/stress oxydant
e Communauté nAg ©21+17nm ede0a75mg.L"? e eau deriviere  Baisse de la respiration due aux nAg < baisse due a Colmanetal.,
bactérienne d'une eau e sphérique * 8jours d'exposition I'AgNO, ¢ 2012
d'une riviére ¢ enrobage : polyvinylpyrrolidone Effet en partie d( a la dissolution des nAg
(PVP)
AgNO;
e Communauté nAg ede1al0nm «0310 mg.[l * eau de 9rivieres  Baisse de la production bactérienne en fonction du Das et al., 2012
bactérienne prélevées en ¢ enrobage : polyacrylate e de 1a48h d'exposition temps, de la concentration et du milieu
riviere « fonctionnalisation : carboxy o LOECde 8366 pg.L?
AgNO; o Trés faible dissolution (<10%)
 Escherichia coli nAg (3 formes) ede 13100 ug d'Ag * Bouillon nutritif  Baisse de la croissance et du nombre de E. coli Pal et al., 2007
e sphérique *39nm dans 100 mLde * 26 h d'exposition o Effets des nAg dépendants de leur forme
¢ en batonnet *36et 100 nm bouillon nutritif  Toxicité plus importante pour les nanoplaques
¢ nanoplaque triangulaire tronquée *40nm triangulaires tronquées
Bactéries, algues e Vibrio fischeri nAg e de 0,0033300mg.L™" ¢ V.fisheri :solution o Effets toxiques des nAg sur les 3 espéces Georgantzopoul
etinvertébrés * Desmodesmus ¢ sphérique selon les tests isotonique ; 30 min o Effets dépendants de la taille, de lavoie de synthése et ouetal., 2013
d'eau douce subspicatus e 2 tailles issus par synthése chimique 20et 200 nm * D. subspicatus : milieude de lachimie de surface des nAg (nAg 27 nm plus toxique)
* Daphnia magna * 2 types issues d'une synthése culture;72h * D. magna : nAg 20, 23 et 200 nm observées dans la
biologique par des végétaux ®23et27nm * D. magna :eau Volvic; 48 lumiére intestinale (aggrégat)

h d'exposition

¢ Entrée des nAg 200 nm dans |'espace intercellulaire de la
couche épithéliale vialamembrane de I'intestin des D.
magna (NanoSIMS)

 Dissolution des nAg n'expliquant pas la totalité des
effets
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Invertébrés d'eau ¢ Daphnia magna nAg *de5325nm  «de0,00130,32mg.Ll  *Milieu M4, test OCDE * Toxicité dépendante de la dose et des types de nAg Asghari etal.,
douce e sphérique 1 * 48 h d'exposition * Ingestion et accumulation des nAg sous la carapace, sur 2012
¢ 3types selon les fournisseurs I'extérieur du corps et les appendices
AgNO; * Comportement de nage anormal
® Daphnia magna nAg ede1al10nm ede0,5a5ug.L" * Test OCDE méthode 202, «NOEC=0,75 pg.L? Das etal., 2013
(juvéniles) ¢ enrobage : polyacrylate milieu, eau déminéralisée «LOEC=13pgL?
¢ fonctionnalisation : carboxy *24h et 48 h d'exposition

* CL50,g,= 2,75 ug.L™"

Invertébrés et ® Daphnia magna nAg *35nm ede0310mg.L” * Eau du protocole standard e p. magna : CL50,g, =0,1 mg.L™" Gaiseretal.,
poisson d'eau o Cyprinus carpio micro-Ag *0,6a1,6um U.S. EPA (test Daphnie) « Cyprinus carpio : concentration en argent mesurées dans 2010
douce * Eau du robinet déchlorée

I'intestin, le foie, la vésicule biliaire et les branchies
o Toxicité et distribution tissulaire nAg > micro-Ag
¢ Dissolution des nAg n'expliquant pas la totalité des

*96het2ljours

effets
. szphnia magna nAg ét Ag colloidal (StYpes) ede10a80nm ¢ Gamme qe * Eau moyennfeljnent dure  D.magna : CL50,g, = de 2 4 97 pg.L™* (8 types nAg) « Kennedyetal.,
* Pimephales promelas . 4;a|lles d;e nAg'spherlques concentrations dle 0a e#48hd'exposition P.promelas : CLSOq; = de 93 126 ug.L™ (8 types nAg) 2010
¢ nAg enrobage citrate plus de 100 pg.L"
* nAg enrobage polyvinylpyrrolidone * CLS0s51 AgNO; << nAg (8 types) *
(PVP) . Toxicité plus forte pour I'argent colloidal et plus faible
nAg enrobage éthyléne diamine tétra- pour les nAg-PVP * Grande
Acétique (EDTA) importance de la dissolution des nAg sur les effets
Boisson commerciale Ag colloidale observés
AgNO;
* Daphnia magna nAg de102200nm ¢ D.magna :de0,1a e Eau(lac) * «D.magna: CL50,4, = de 4,312 30,36 ug.L™ ( toxicité plus  Hoheisel etal.,
* Pimephales promelas ¢ sphérique 100 pg.L™* De 48 a 96 h d'exposition importante pour les plus petites tailles) 2012
* sans enrobage * P. promelas : de 0,01 o P. promelas : CL50q, = 89,4 pg.L™* (nAg de 10 nm)
AgNO. 3 1
8Ns 41000 pg.L « CL50 AgNO, << CL50 nAg
Bivalve marin * Mytilus galloprovincialis nAg <100 nm 10 pg.L* * Eau de mer ¢ Concentrations en Ag mesurées dans les branchies et les Gomesetal.,
¢ sphérique e de 3a15jours d'exposition glandes digestives e Augmentation des 2014
AgNO; enzymes antioxydantes : SOD, CAT, Gpx
e Induction des MT (branchies >glandes digestives)
* Augmentation de la péroxydation lipidique (branchies >
glandes digestives)
Gastéropode ® Lymnaea stagnalis nAg e de 0,42 250 nmol * Eau moyennement dure ¢ Contamination a I'Ag dissous > nAg pour les 2 voies Croteau etal.,
d'eau douce ¢ sphérique selon les formes * Exposition par voie directe d'exposition (Influx nAg-PVP>nAg-cit) 2011
® enrobage : citrate ©17+5nm d'argentetlestests  outrophique (Nitzschia ¢ Assimilation de I'Ag issu des nAg
* enrobage : acide humique *13+3nm palea = ressource nutritive) e Voie trophique : effets des nAg sur la consommation, la
Ag (AgNO,) et AgCl e de 2324 hd'exposition digestion et |a croissance des organismes

¢ Concentration en argent plus élevées pour les
organismes exposés par la voie trophique que par lavoie
directe
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Bivalve et e Scrobicularia plana nAg e ©40-45nm e 10pg.Lt * Eau de mer et sédiment e S. plana : augmentation des activités des GST, CAT, CSP, Buffetetal.,
Polychete  Hediste diversicolor enrobage : maltose * 7,14 et 21 jours Laccase-type PO, Lysozyme et diminution des SOD, TBARS. 2014
(estuaire) AgNO; d'exposition e Pasd'effet surles dosages et activités des MT, LDH, AChE,
Simulation des marées phosphatase acide, sur I'enfouissement, la
* Mésocosmes consommation. Dommage sur I'ADN (glandes digestives)
e H. diversicolor : augmentation GST, CAT, CSP, ACP,
Laccase-type PO, lysosyme. Pas d'effet sur LDH, SOD,
AChe, TBARS, I'enfouissement et la consommation
o Effets parfois dus spécifiquement a la forme nAg
Poissons d'eau Oryzias latipes nAg e o taille moyenne ede let25pg.l-1 * Eau douce o CL50g, = 34,6 pug.L™* Chae etal., 2009
douce plusieurs formes dans un méme lot de 50 nm *De 1a10jours d'exposition 4 |nduction des génes CYP1A, HSP70 et p53 et induction

(sphérique, octaédrique et

ponctuelle des MT .

décaédrique) AgNO; Dommages cellulaires et a I'ADN, stress oxydatif, mise en
place et régulation de mécanismes de détoxication
* Empreinte toxique différentes entre les nAg et AgNO;
Danio rerio nAg sans ions Ag* (désionisé) ede5a20nm ©30,60et120mg.L* ¢ 24hd'exposition ¢ induction MT, augmentation MDA, GSH et Choi etal., 2009
AgNO3 augmentation de I'expression des génes bax1, nova et p21
 Baisse de CAT et Gpx
* Pas de modification de SOD et des expressions des
genes pS53 et blp
¢ nAg induisent une hépatotoxicité : stress oxydatif,
dommage a I'ADN et apoptose
Oncorhynchus mykiss nAg e ¢12nm ede0a20mg.L-1 * Milieu de culture cellulaire ¢ nAgretrouvées dans les cellules et nAg transportées au  Farkas et al.,
(cellules branchiales) enrobage : citrate *7nm L15 travers de multiples couches de cellules épithéliales 2011
¢ enrobage : polyvinylpyrrolidone ® 24 - 48 h d'exposition (différences entre les 2 enrobages et nAg< a AgNO3)
(PVP) AgNO3 o Effet sur la viabilité cellulaire .
Augmentation de la GST
Danio rerio nAg ©26,6+88nm 1000 ug.L™* * Eau moyennement dure  [Ag] dans branchies n'induisant pas de modificationde  Griffitetal.,
AgNO3 * 48h morphologie . 2009

Réponse génétique suggérant des réponses biologiques
suite a la contamination
o Effets pas uniquement dus a la dissolution des nAg
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Cyprinodon variegatus nAg *35nm ¢ 10pg.L-1 * Eau de mer * [Ag] organismes induisant un épaississement du tissu  Griffitetal.,
(juvéniles et adultes) AgNO3 e1lpg.l-1 *28a35jours épithéliale des branchies 2012
Organismes nourris o Effets non attribuables a la dissolution des nAg
Oncorhynchus mykiss nAg *10nm;35hm e 10et 100 pg.L? * Eau déchlorée ¢ [Ag] dans les différents tissus en fonction des Scown etal.,
AgNO3 *600a 1600 nm ¢ 10jours concentrations et type de nAg (nAg 10 les plus 2010

concentrées dans les branchies)

¢ Pas d'effet des nAg sur la péroxydation lipidique

¢ Induction d'expression génique dans les branchies suite
al'exposition des nAg 10nm
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1.2.4.6. Entre représentation hygiéniste et crainte : le cas particulier de I'argent colloidal

L’argent a de tout temps était considéré comme un bon antibactérien. Présent naturellement sur Terre,
son utilisation en médecine a longtemps été légitime. Avant le développement des antibiotiques,
I'argent colloidal était notamment prescrit dans les pathologies du systeme nerveux, comme par
exemple I'épilepsie (Fung and Bowen, 1996; Wadhera and Fung, 2005). L’argent colloidal correspond a
une solution aqueuse qui peut contenir des ions et/ou des nAg (Berge, 2013). Ces derniéres années, un
réel engouement s’est installé autour des produits naturels et biologiques. L'argent étant largement
considéré comme un produit naturel, par extension, I'argent colloidal a été lui aussi vanté comme sain et
bon pour la santé. Méme si pour les producteurs et revendeurs il est légalement interdit en France et
aux Etats-Unis (Food and Drug Administration, 1999) de vanter les mérites thérapeutiques d’une telle
substance, I'utilisation d’internet, de forums et divers sites et blogs vantant les bénéfices de ce remede
universel qui est décrit comme guérrissant toutes sortes de pathologies, ont rassemblé de nombreux
adeptes. Sur un site francais de vente en ligne (http://consomacteurs.com/argent-colloidal/) I'achat de
flacons d’argent colloidal d’une concentration de 15 mg.L™" 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 Colloidal France commercialise son argent colloidal comme
produit cosmétique bien que sa composition n’ait pas changé depuis cette mesure... ». 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 déja recu des avertissements par la FDA (Food and Drud
Administration), a directement mis en vente un complément alimentaire visant a optimiser la santé et a
« booster » le systeme immunitaire : Le Mesosilver. Sur leur site
(https://www.purestcolloids.com/mesosilver.php) il est dit que cette eau serait composée de nAg
uniquement (sans présence d’ion), d’'un diamétre moyen de 0,65 nm & une concentration de 20 mg.L™
dans de I'’eau déminéralisée. Sur le flacon, il est conseillé par exemple d’en ingérer une cuillere a soupe
par jour dans un estomac vide, cette posologie pouvant étre multipliée par 4 si nécessaire (1 cuilléere a
soupe = 15 mL équivalent a 300 ug d’argent).

Certains de ces utilisateurs, pensant étre détenteurs de la panacée accusent les firmes pharmaceutiques,
les politiciens et méme les associations écologistes d’étre au service des compagnies pharmaceutiques et
de leurs intéréts économiques quand ces derniers préviennent et mettent en garde des risques et des

dangers des nAg et de I'argent colloidal (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
consommation d’argent en exces (Fung and Bowen, 1996). Outre I'aspect esthétique, cette maladie n’est
pas anodine puisqu’elle s"accompagne généralement d’autres troubles tels que des ulceres (Wadhera

and Fung, 2005).

Au contraire d’autres voix composées d’institutions et d’associations s’élevent contre le développement
et I'usage des nAg et de I'argent colloidal en suggérant de les classer dans la catégorie des pesticides.
Elles demandent et recommandent de ne plus utiliser de produits alimentaires et d’usages quotidiens qui
en contiennent avant d’avoir obtenu une évaluation des risques sur la santé humaine et

environnementale.

I.3. Les nanoparticules de dioxyde de titane (nTiO,)

1.3.1. Marché

Avec une estimation globale de production de plus de 80 000 tonnes en 2010, les nanoparticules de
dioxyde de titane (nTiO,) 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
(section 1.2.1.) montre qu’en 2013, avec 179 produits, les nTiO, se placaient a la 2™ place des
nanoparticules incorporées dans des produits derriere 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 cremes solaires.

1.3.2. Propriétés et utilisations

Les nTiO, possedent de nombreuses propriétés qui conditionnent leur utilisation dans de nombreux
produits de la vie courante. L'une des plus connues et étudiées est leur propriété d’absorption et de
dispersion d’une large gamme de rayonnements UV (Shi et al.,, 2012). C’est pour cette raison mais
également pour des propriétés optiques, que les nTiO, sont incorporées dans de nombreuses crémes
solaires (Johnson et al., 2011; Labille et al., 2010; Weir et al., 2012). En effet, c’est pour le pouvoir de
coloration notamment en blanc et d’épaississement qu’elles sont largement incorporées dans divers
produits de cosmétiques comme des crémes, 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
I’étiquette, des nanoparticules ont quand méme été observées. La figure 13 présente les concentrations

en titane mesurées dans divers produits alimentaires.
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Figure 13 : Concentrations en titane mesurées dans divers produits fréquemment consommeés. Les barres d’erreur

représentent les écart-types pour les échantillons traités en triplicats. Figure tirée de Weir et al. (2012).

Les nTiO, peuvent aussi étre utilisées pour leur propriétés photocatalytiques, énergétiques ou encore

photovoltaiques (Chen and Mao, 2007; Ni et al., 2007).

1.3.3. Synthése, forme

De par leur large gamme de propriétés innovantes et leur utilisation dans de nombreux domaines, les
différentes voies de synthése et de production des nTiO, ont connu un réel engouement ces derniéres
années. Dans leur trés compléte revue bibliographique, Chen and Mao (2007) avaient déja répertorié
une quinzaine de méthodes de synthese en proposant méme des modifications pour améliorer ces
nanoparticules. La synthese de différentes formes, structures cristallines et tailles de nTiO, dépend

entierement de la méthode de préparation. Le TiO, est polymorphe, c’est-a-dire qu’il peut exister sous
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plusieurs phases correspondant a des structures cristallines différentes : I’anatase, le rutile et la brookite
sont les 3 plus courantes (Muscat et al., 2002; Reyes-Coronado et al., 2008). En fonction de la
température, ces structures peuvent passer d’une phase a I'autre (Chen and Mao, 2007). La synthése des
nTiO, favorise souvent la phase anatase qui est alors la plus fréquemment retrouvée, alors que la phase
brookite est plutot rare (Muscat et al., 2002; Zhang and Banfield, 2000). Lorsqu’une nTiO, est nommée, la
forme et la structure cristalline sont précisées comme par exemple les nTiO, nanotiges anatases ou les
nTiO, nanotiges rutiles. Il existe donc aussi une grande variété de formes de nTiO, comme par exemple:
les tiges, les tubes, les fils, les cubes, les batonnets, les sphéres ou encore les ellipses (Liao and Liao,
2007). Ces nTiO, 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 nTiO, ont une grande influence sur leur propriété et sur leur réactivité de

surface et donc également sur leurs possibles risques pour I’environnement.

I.3.4. Cycle de vie des nTiO, : de la production en usine aux rejets dans les cours d’eau

1.3.4.1. Exemple des rejets des nTiO, via Iutilisation de nanoproduits

Largement utilisées dans les crémes solaires, les cosmétiques et les peintures, les nTiO, peuvent étre
directement rejetées dans les écosystémes aquatiques et terrestres via la baignade ou le lessivage.
Certaines études ont d’ailleurs évalué la dispersion et la dégradation dans I'eau de nTiO, qui sont
couramment intégrées dans la composition des crémes solaires (Auffan et al., 2010; Labille et al., 2010).
D’autres travaux ont étudié le relargage par le lessivage des peintures (Kaegi et al., 2008; Som et al.,
2011). Kaegi et al. (2008) ont par exemple étudié une vieille fagade d'immeuble peinte en 2006 avec une
peinture contenant des nTiO, et en utilisant le méme produit, ils ont construit une fagade expérimentale
gu’ils ont peinte. Les eaux de ruissellement de ces 2 surfaces ont été plusieurs fois récupérées et
analysées. En parallele de ces prélevements, les eaux de ruissellement d’'une grande zone urbaine ont
également été recueillies a proximité des facades expérimentales. Des mesures en microscopie
électronique ont montré que sous l'influence des conditions météorologiques naturelles, des particules
de titane de quelques dizaines a quelques centaines de nanomeétres pouvaient se détacher des facades
(agées et neuves), entrer dans les eaux de ruissellement de la ville et étre potentiellement rejetées dans
les écosystemes aquatiques. Ces quelques exemples montrent le risque de relargage direct des nTiO,
dans I’environnement, mais leur large gamme d’applications notamment dans l'alimentation, le
dentifrice, le shampooing et toute sorte de cremes 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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1.3.4.2. Comportement des nTiO, dans les stations d’épuration

Les nTiO, vont donc, pour une grande majorité, rejoindre les STEP pour étre traitées, mais une partie
d’entre elles vont par la suite étre rejetées dans les effluents puis se retrouver dans les eaux de surfaces.
Dans leur étude, Johnson et al. (2011) ont montré une baisse de 90% des fractions de titane inférieures a
0,45 um entre I'influent (30 ug.L™") et I'effluent (3,2 pg.L™"). Au long du processus de traitement des eaux,
les nTiO,, comme beaucoup de nanoparticules métalliques oxydées sont en tres grande majorité
adsorbées dans les boues et ne sont donc plus en suspension dans I'eau (Johnson et al., 2011; Kiser et
al., 2009; Limbach et al., 2008). En revanche, méme si les nTiO, sont adsorbées par les boues de STEP,
certains composés présents dans les eaux peuvent faire varier leur propriété d’adsorption (Christian et
al., 2008a; Kiser et al., 2009). Ainsi, des nTiO, peuvent rester en suspension dans I'eau et étre rejetées
dans les écosystémes aquatiques. Par ailleurs, la grande quantité de nanoparticules présentes dans les
boues de STEP représente aussi une menace pour les écosystemes terrestres et aquatiques puisque dans
de nombreux pays, ces boues sont répandues sur les terrains agricoles comme agent fertilisant. Le risque
d’un lessivage des sols et d’'un rejet dans les cours d’eau est donc bien présent (Johnson et al., 2011,

Kiser et al., 2009).

1.3.4.3. Concentration dans les cours d’eau : limites techniques et modélisation

Méme si une étude a pu identifier la présence en microscopie électronique de particules de titane
dans les eaux de ruissellement d’une ville (Kaegi et al., 2008), comme pour les nAg, la technique est
encore trop limitée pour effectuer des mesures de concentrations fiables dans les systemes complexes
gue 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 pg.L™ de titane (Johnson et
al., 2011; Kiser et al., 2009), ce qui est cohérent avec les résultats des études de modélisation effectuée
pour I'Europe qui ont évalué ces concentrations entre 2,5 et 110 pg.L™ avec des valeurs mode de
concentrations (valeur la plus fréquemment retrouvée) entre 3,47 et 16 pg.L™" (Figure 14, Gottschalk et
al., 2009; Sun et al.,, 2014). La Figure (14) montre les provenances des différents rejets de nTiO, qui
peuvent entrer dans les eaux de surface. Sur une production estimée a 10 200 tonnes en Europe en
2012, un total de 1 944 tonnes de nTiO, auraient atteint les eaux de surface, 1 940 aurait sédimenté
laissant quand méme 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 nTiO, en Europe pour I'année 2012 a partir d’une production de
10 200 tonnes ; B : Concentrations prédictibles des n TiO, dans différents compartiments techniques et
environnementaux. La valeur « Mode » correspond a 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 nTiO,

Contrairement au nAg, les nTiO, sont peu solubles dans I'eau et n’entrainent donc pas de réaction de
dissolution du titane (Auffan et al., 2010; Shi et al., 2013; Som et al., 2011). Les nTiO, qui sont
classiquement intégrées dans les cremes solaires comme par exemple les nanoparticules T-Lite SF
produites par la société BASF peuvent posséder un enrobage d’hydroxyde d’aluminium (Al(OH);) évitant
leur photo-oxydation, et elles sont souvent fonctionnalisées avec un polymeére (polydiméthylsiloxan,
PDMS (C,H¢0Si),) 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 étre altérée,
alors que I'enrobage et le noyau de titane restait stable dans leurs conditions d’expérimentation. Les
auteurs ont également montré que ces nTiO, devenaient alors hydrophiles et pouvaient former des
agrégats (Auffan et al., 2010). Ainsi altérées, elles sont considérées comme inertes grace a la stabilité de
leur enrobage et peuvent, soit rester stables et bien dispersées dans la colonne d’eau, soit s’agréger et
sédimenter (Labille et al., 2010). Plus généralement, des analyses en SEM et spectres EDX ont montré la
présence de nTiO, 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 matiére organique, mais aussi en
fonction des concentrations en nanoparticules, les nTiO, présenteront des taux et vitesses d’agrégation
et de sédimentation variables. Les nTiO, 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
possedent une charge négative importante qui réduit leur efficacité d’attachement. A l'inverse, dans les
eaux de mer ou de riviere, d'importantes forces ioniques et de faibles quantités de carbone organique

total entrainent une rapide agrégation et sédimentation des nTiO, (Keller et al., 2010).

1.3.5. Effets sur les organismes du milieu aquatique

Les nTiO, sont potentiellement biodisponibles pour les organismes. Avec des PEC évaluées de |'ordre
du pg.L"! dans les eaux de surface, de nombreux tests de toxicité (CL50) effectués sur les Daphnies ont
mesuré des concentrations létales bien plus élevées allant de 4 jusqu’a 500 mg.L"' en fonction des
conditions d’expérimentation (Das et al., 2013; Garcia et al., 2011; Kim et al., 2014; Ma et al., 2012). Les
nTiO, sont photoactives, soumises a la lumiere, elles peuvent produire des espéces réactives de
I'oxygene (ROS) (Jovanovié, 2015). Ces ROS peuvent causer des dommages oxydatifs, des lésions
cellulaires conduisant a 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 nTiO, associées aux
rayonnements UV peuvent aussi causer des effets |étaux et sub-létaux sur les gammares notamment sur
leur activité d’alimentation dés 0,2 mg nTiO,.L™ (Bundschuh et al., 2011). Il existe un large panel
d’études montrant des effets des nTiO, que ce soit sur les microorganismes (Adams et al., 2006; Jomini
et al., 2015; Jovanovi¢, 2015; Pagnout et al., 2012), les invertébrés d’eau douce (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) ou encore sur ’homme via par exemple leur absorption
par la peau (Crosera et al.,, 2009). En fonction des nTiO, étudiées, des conditions d’exposition et des
organismes, divers effets ont pu étre observés que ce soit au niveau cellulaire comme I'augmentation et
la stimulation d’enzymes antioxydantes, une possible activation du systeme immunitaire (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
grande majorité de ces études sont menées pour des concentrations de I'ordre du mg.L™ et concernent

trés rarement des concentrations de l'ordre du pg.L™ rendant les conditions expérimentales peu
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environnementalement réalistes. Malgré les limites techniques auxquelles les scientifiques sont
confrontés, les études devraient s’efforcer de s’intéresser a plusieurs niveaux d’intégration biologique et
pour des concentrations plus réalistes afin de préciser les risques potentiels engendrés par les nTiO, dans
les écosystemes d’eau douce. Les résultats plus détaillés et propres chaque étude seront décrits et

confrontés a nos résultats tout au long du manuscrit.

l.4. Les nanotubes de carbone (NTC)

1.4.1. Marché

Depuis leur découverte en 1991 par lijima, les nanotubes de carbone (NTC) ont vu leur intérét et leur
développement grandir et évoluer trés rapidement (lijima, 1991). En 2010, leur production a été estimée
a plus de 3 000 tonnes dans le monde dont 377 tonnes pour I'Europe en 2012 (Keller et al., 2013; Sun et
al., 2014). lls occupent un marché important dans les secteurs de I'électronique, I'optique, les matériaux

composites et I'énergétique (Keller et al., 2013).

1.4.2. Propriétés et utilisations

Les NTC possedent de trés nombreuses propriétés qui sont largement exploitées dans beaucoup
d’applications regroupant divers secteurs d’activité. Les NTC possedent des propriétés mécaniques
impressionnantes alliées a une faible masse faisant de ces nanoparticules des composites de choix pour
renforcer la résistance de structures (Coleman et al., 2006) ou encore pour la conduction d’électricité
(Baughman et al., 2002). Des propriétés électrochimiques, chimiques et thermiques peuvent aussi
permettent leur utilisation dans des électrodes, capteurs, biocapteurs, nanocapteurs, sondes mais aussi
dans le stockage d’énergie et d’hydrogéne (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 vétements techniques (Baughman et al., 2002; Mouchet et al., 2011).

1.4.3. Synthése, forme

Il existe différents protocoles de synthése des NTC permettant de produire des nanotubes de
différentes formes, diametres, longueurs et de différentes structures, qui sont autant de parametres
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). Les NTC sont, comme leur nom l'indique, des
nanotubes, d’'une forme cylindrique, d’un diameétre nanométrique (de 1 a 30 nm) et d’une longueur qui
se mesure en micrometres (lijima, 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; lijima, 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 a la maniere des cernes des troncs d’arbres (Baughman et al.,,
2002; lijima, 1991). Les nanotubes peuvent exister sous plusieurs structures atomiques, deux d’entre

elles : la structure en fauteuil (armchair) et la structure en zig-zag sont schématisées dans la figure 15B.
oy o I =

Structure armchair Structure en zig-zag I =\ | || ||
(en fauteuil) @

Figure 15 : A : lllustration des structures en fauteuil (armchair) et en zig-zag des NTC monoparoi (d’apres

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

5, 2 et 7 feuillets pour les photo a, b et c respectivement (d’apres lijima, 1991).

1.4.4. Cycle de vie des NTC : de la production en usine aux rejets dans les cours d’eau

Les NTC sont généralement incorporés dans des produits comme composite de soutien et de
structure dont l'utilisation entraine potentiellement peu de rejets directs dans I’'environnement. La

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). De tres faibles quantités de NTC sont donc susceptibles de rejoindre les stations d’épuration
contrairement aux autres nanoparticules (Keller et al.,, 2013). En effet, les NTC incorporés dans les
produits sont plutot majoritairement entreposés dans des décharges. De par leurs rejets directs et
passages restreints dans les STEP, des modélisations ont quand méme suggéré des PEC pour les eaux de
surface inférieures au ng.L' pour I'année 2012 en Europe (Figure 16B). Les NTC se dispersent
difficilement dans I'eau, mais leur fonctionnalisation potentielle ou leur enrobage naturel par la matiere
organique présente dans I'eau peut favoriser cette dispersion (Jackson et al., 2013). Comme pour les
autres types de nanoparticules, leur comportement dans le milieu dépend essentiellement de leur

forme, longueur, diamétre mais aussi des conditions environnementales.
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Figure 16 : A : Flux de transport et distribution des NTC en Europe pour I'année 2012 a partir d’une production de
377 tonnes ; B : Concentrations prédictibles des NTC dans différents compartiments techniques et
environnementaux. La valeur « Mode » correspond a 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).

1.4.5. Effets sur les organismes du milieu aquatique

Malgré une utilisation accrue des NTC et des rejets dans les écosystémes aquatiques qui pourraient
s’accentuer dans les années a venir, les études sur les effets potentiels dans les cours d’eau sont encore

peu nombreuses. Elles se sont dans un premier temps surtout focalisées sur la santé humaine, laissant
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I’écotoxicologie en second plan (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 déja 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 trées 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 écosystemes 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 a plusieurs études, Mouchet et al. (2010) ont émis I’hypothése que les double parois
pourraient entrainer des obstructions branchiales et intestinales alors que les multiparois, non observées
dans les branchies des larves d’amphibien X. laevis pourraient seulement avoir des effets sur le tractus
digestif les rendant moins toxiques. L'ingestion et la présence de NTC dans le tractus digestif des
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 étre
plus sensibles que les vertébrés méme si le passage des NTC le long des barrieres biologiques n’a pas
encore été observé. Les NTC pourraient également présenter une plus forte toxicité quand leur surface
hydrophobe est enrobée, favorisant ainsi leur stabilité dans la colonne d’eau. En effet Mouchet et al.
(2011) ont observé la présence d’effets génotoxiques dans les érythrocytes des larves de xénope
exposées 3 1 mg.L™ de DWNT seulement lorsque ces derniéres étaient en présence de gomme arabique.
Enfin, les NTC pourraient servir de vecteur et permettre le transport d’autre contaminant, comme par
exemple le cuivre, entrainant une toxicité supérieure chez les daphnies (Kim et al., 2010). La plupart de
ces conclusions sont en accord avec les synthéses bibliographiques de Petersen et al. (2011) et Mouchet
et al. (2008) et les auteurs concluent sur de potentiels effets et risques a des concentrations de I'ordre

du mg.L™, une concentration qui est bien au-dessus des concentrations prédictibles.
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Il. Organisme modele : le gammare

[1.1. Généralités

[1.1.1. Systématique

Les gammares sont de petits Crustacés appartenant a I'ordre des Amphipodes. Sur les 6000 a 9000
espéces d’Amphipodes, 80% sont classées comme appartenant au Sous-Ordre des Gammaridea qui sont
largement répandus dans les écosystémes marins, d’eau douce ou terrestres (Gledhill et al., 1993; Kunz
et al., 2010; Vainola et al., 2008). Sur les 304 espéces qui composent la famille des Gammaridae (Vainola
et al.,, 2008), plus de 100 espéces épigées d’eau douce distribuées dans tout I’hémisphéere Nord
appartiennent au genre Gammarus (Karaman and Pinkster, 1977a; Kunz et al., 2010). On compte parmi
elles notamment les 3 especes : Gammarus fossarum (Koch, 1835), Gammarus pulex (Linnaeus, 1758) et

Gammarus roeseli (Gervais, 1835).
[1.1.2. Morphologie

Morphologiquement, les gammares ressemblent a de petites crevettes (Figure 17) ne dépassant pas,
sous les latitudes tempérées, les 20 mm (Tachet et al., 2000). lls ne peuvent cependant pas étre
considérés comme tels puisqu’ils ne possedent pas de carapace céphalo-thoracique, mais sont plutét
recouverts par un exosquelette calcifié composé de chitine couramment dénommé : cuticule. C'est cette
derniere, qui, contenant des dépots de caroténoides, donne cette couleur orangée aux gammares
(Czeczuga, 1975; Gledhill et al., 1993).

La présence d’un corps comprimé latéralement, d’yeux sessiles, d’antennes de tailles homogéne ou
encore de gnathopodes ovalaires, permet de classer ces gammares dans I'ordre des Amphipodes (Grassé
et al,, 1961). Un autre caractére distinctif est notamment la présence chez la femelle de dépendances
fixées sur les appendices thoraciques et nommées oostégites. lls forment une chambre incubatrice
permettant d’abriter les ceufs. Ces femelles sont de plus, beaucoup plus petites que les males (Felten,
2003; Tachet et al., 2000).

Le corps des gammares est métamérisé et s’organise en 4 parties (Figure 17) :

Le prosome est la région céphalique composée d’une seule piece issue d’'une fusion de métameres
(Felten, 2003). La téte porte un rostre de taille variable, 2 yeux sessiles ainsi que 2 paires d’antennes,

supérieures et inférieures servant d’organes sensoriels. Des piéces buccales (4 paires d’appendices :
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levres, mandibules, maxilles et maxillipedes) permettent la prise de nourriture et la mastication

(Chevreux and Fage, 1925; Felten, 2003).
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Figure 17 : Vue latérale d’'un Gammarus. Les numérotationsde 1 a 7 ;1alll et a a b correspondent respectivement
aux métaméres 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 métameéres portant chacun une paire de lames : les plaques coxales
ainsi qu’une paire d’appendices articulés uniramés: les péréiopodes (Chevreux and Fage, 1925). Les
péréiopodes correspondant aux segments 1 et 2 du mésosome sont spécifiques car ils sont destinés a la
préhension et se nomment les gnathopodes (Chevreux and Fage, 1925). Ces derniers, tous comme les
péréiopodes 3 a 4, sont orientés vers |'avant de I'organisme et permettent aussi I'activité de locomotion.
C'est également le role des péréiopodes 5 a 7 qui sont quant a eux dirigés vers l'arriere du gammare
(Felten, 2003; Grassé et al., 1961).

Le métasome posséde 3 métameéres généralement bien développés, portant chacun une paire
d’appendices : les pléopodes. Outre leur role dans la locomotion, ces pléopodes ont surtout une fonction
importante de ventilation. En effet, en perpétuels mouvements synchrones, ils favorisent la circulation et
le renouvellement constant de I'eau autour des branchies fixées aux plaques coxales sous les

péréiopodes (Chevreux and Fage, 1925; Grassé et al., 1961).
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L'urosome posséde quant a lui 3 segments portant chacun une paire d’uropodes biramés. Cet
urosome constitue un battant natatoire qui permet au gammare de se déplacer en mouvements

saccadés (Grassé et al., 1961). L'urosome se termine par un petit appendice : le telson.

[1.1.3. 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
ainsi que des systémes lotiques ou lentiques. Largement présents dans les écosystéemes d’eau douce, ils
peuvent s’adapter a des conditions variées et rapidement 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 étre géographiquement contraints par des facteurs abiotiques tels que la
température, la luminosité, la dureté, I'oxygéne, le pH, les concentrations en calcium, le courant ou
encore la pollution du milieu (Duran, 2007; Peeters and Gardeniers, 1998). Colonisant tous les types
d’habitats, ils préferent néanmoins les zones ombragées composées de substrats grossiers comme les
galets et les graviers, ainsi que les zones possédant des substrats organiques comme des végétaux qui
leur servent de nourriture et d’abri contre les prédateurs. Leurs préférences écologiques varient

sensiblement en fonction des espéces (Peeters and Gardeniers, 1998).

11.1.4. Plasticité alimentaire

Traditionnellement considérés comme des herbivores ou des détritivores déchiqueteurs (Dangles and
Guérold, 2001; Kelly et al., 2002b), les gammares sont en fait pourvus d’une grande plasticité alimentaire
qui a notamment permis leur succés dans la colonisation de divers habitats (MacNeil et al., 1997).
Certaines espéces de gammares ont une préférence pour les litieres de feuilles qui, colonisées par des
micro-organismes, deviennent plus appétentes (Gessner and Chauvet, 1994). C'est le cas par exemple
des feuilles d’aulne ou d’érable colonisées par des champignons hyphomyceétes aquatiques (Danger et
al., 2013; Maltby, 1994). D’autres espéces peuvent présenter un comportement de prédation voire de
cannibalisme (Dick, 1995; Kelly et al., 2002b; MacNeil et al., 1997). Kelly et al. (2002a) ont par exemple
étudié I'activité de prédation des gammares sur des nymphes d’éphémeéres (B. rhodani). Finalement, les
gammares peuvent étre considérés comme herbivores et carnivores mais également comme prédateurs

et proies (MacNeil et al., 1999, 1997).

[1.1.5. Reproduction

53



Chez les gammares, la reproduction est sexuée, externe, ovovivipare et suit un cycle complexe. Alors
que les femelles ne peuvent se reproduire qu’aprés une période de mue, les males quant a eux, peuvent
le faire a n’importe quel moment de I'année. L’activité de reproduction est cependant réduite d’octobre
a décembre, et connait un pic important dépendant de la température durant le printemps et en début
d’été (Gledhill et al., 1993; Pockl et al., 2003). Quand les femelles sont sexuellement matures, elles
liberent des phéromones qui sont détectées par les chémorécepteurs des males situés au niveau de
leurs antennes (Sutcliffe, 2010). Ces derniers choisissent alors des femelles qui apparaissent comme
étant les plus aptes a produire une grande quantité d’ceufs (Kunz et al., 2010). Les males vont de ce fait
s’accrocher aux femelles a I'aide de leur premiere paire de gnathopodes et vont former une figure
nommée amplexus copulatoire (Figure 18A; Borowsky, 1984; Chevreux and Fage, 1925; Conlan, 1991).
Les gnathopodes sont, pour cela, plus développés chez les males, ce qui constitue un bon critere de
différentiation sexuelle (Figure 18B). Les gammares sont dits en précopulat et peuvent y rester pendant
plusieurs semaines. Le male se situe donc au-dessus, il est en moyenne de 1,3 a 1,5 fois plus grand que
sa femelle et il assure tous les mouvements pour deux (Gledhill et al., 1993). La fertilisation est externe

et elle s’effectue juste aprés la mue de la femelle.

Gammare méle B
Gnathopode

hypertrophié \
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.‘,// /

s
Gammare femelle

Figure 18 : A : Vue latérale d’'un gammare mdle et d’un gammare femelle appartenant a 'espece G. roeseli en
précopulat. Source : J. Andrei ; B : Dessin du Propode et du Dactyle hypertrophié d’'un gammare mdle d’apres

Chevreux and Fage, (1925).
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Le male abandonne ensuite sa femelle et les ceufs se développeront et écloront en 3 semaines
environ dans une poche incubatrice, le marsupium (Figure 19A, B). Les juvéniles y resteront jusqu’a la

prochaine mue de la femelle, moment a partir duquel ils nageront alors a I'extérieur (Figure 19C).

(Eufs a différents stade de Juvéniles dans et

maturation hors du marsupium

Figure 19 : Vues latérales de gammares femelles appartenant a I'espéce G. pulex portant des ceufs a différents

stades de maturation (A, B) puis au stade ultime ol les juvéniles nagent hors du marsupium (C). Source : J. Andrei.

I1.1.6. Croissance, cycle de vie

A leur sortie du marsupium, les juvéniles se nourrissent dans un premier temps des féces des
gammares adultes (Kunz et al., 2010; McCahon and Pascoe, 1988). C'est au bout de 3 a 4 maois, soit apres
9 a 10 mues, que les gammares atteignent leur maturité sexuelle (Péckl, 1992). La croissance est en effet
discontinue et s’effectue par des périodes de mues et d’intermues qui se succédent pendant toute la vie
du gammare, soit environ 2 ans. Ce cycle de vie est sensiblement le méme pour les différentes espéces
appartenant au genre Gammarus, mais il peut parfois connaitre des variations en fonction des facteurs
abiotiques comme par exemple, la température de I'eau. Pockl (1992) a ainsi observé que pour une
température inférieure a 12°C, la croissance et la maturation étaient plus rapides chez G. pulex et G.

fossarum que chez G. roeseli.
I1.1.7. Physiologie, respiration

Le gammare a une respiration branchiale et posséde 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
flot turbulent d’eau sur la surface des branchies. Cette activité de ventilation réduit alors I'épaisseur
d’eau au contact des branchies et améliore la diffusion de I'oxygene (Sutcliffe, 1984). En effet, cette

diffusion d’oxygéne présent dans I'eau au travers des branchies répond a 3 grandes régles (Figure 20) : 1)
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le taux de diffusion est proportionnel a l'aire de surface de la branchie ; 2) le taux de diffusion est
proportionnel a I'épaisseur de la branchie mais surtout a I'épaisseur de la couche d’eau au contact de
cette branchie ; 3) le taux de diffusion est avant tout largement dépendant d’une différence de pressions
partielles en oxygene entre I'eau et le gammare (Sutcliffe, 1984).

Apres avoir traversé les branchies, I'oxygéne est fixé par un pigment respiratoire, I'hémocyanine, qui
facilite le transport d’oxygene dans I’hémolymphe et vers les organes. En effet, chez les gammares
I"appareil circulatoire est ouvert, les tissus et organes baignent dans le liquide extracellulaire

hémolymphatique.

(a) (b) (c) (d)
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Figure 20 : Diagrammes montrant I'importance de I’épaisseur de la couche d’eau (R1) au contact de la branchie (R2)
ainsi que I'importance du gradient de pression partielle en oxygene (PO, gradient) sur le taux de diffusion d’oxygéene

de I'eau vers le gammare. Adapté de Sutcliffe, (1984).

L’'hémolymphe est notamment composée d’ions chlorure et sodium qui contribuent majoritairement
a la pression osmotique. Chez les gammares, I'osmolarité de I’"hémolymphe se situe généralement 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).

[I.2. Especes

Parmi les nombreuses espéces appartenant au genre Gammarus, 3 sont largement présentes en

Lorraine : G. fossarum, G. pulex et G. roeseli. Cette derniére, originaire des Balkans (Karaman and

56



Chapitre 1 : Contexte scientifique

Pinkster, 1977b), a longtemps été qualifiée d’espece invasive mais est désormais considérée comme une
espece native naturalisée (Gismondi, 2012; Grabowski et al., 2007). Dans leur étude, Grabowski et al.
(2007) ont couplé les réponses de 8 parametres, 6 se rapportant a des traits d’histoire de vie, et 2 a des
traits écologiques. En se basant sur des données bibliographiques, les auteurs ont classé les différentes

especes les unes par rapport aux autres dans un diagramme représenté en figure 21.

D fm{’muh(rphus

P robustoides

D. villosus

invasives

- C. ischnus

(). crassiis

G. tigrinus

G. balcanicus

i

G. pulex

G. leopoliensis

. :U_ fe u.mrmnl
natives <

G. roeselii

\— G. varsoviensis

G. lacustris

Figure 21 : Diagramme regroupant les distances entre 13 especes de gammares en se basant sur 8 paramétres : 1)
taille moyenne des femelles reproductrices ; 2) nombre d’ceufs dans le marsupium ; 3) indice de fécondité (nombre
d’ceufs/taille de la femelle) ; 4) durée de la période de reproduction ; 5) Gge de maturité ; 6) nombre de générations

par an; 7) tolérance a la salinité ; 8) tolérance a I'impact de ’homme. D’aprés (Grabowski et al., 2007).

11.2.1. Identification
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Si parmi les 3 especes, I'identification de Gammarus roeseli est assez aisée de par la présence de caréenes
dorsales rapidement identifiables, les especes G. fossarum et G. pulex ne peuvent pas étre différenciées
par un rapide coup d’ceil (Figure 22). La clé de détermination adaptée par Felten (2003) permet
I'identification de ces 2 especes. Cette identification se base sur la rame interne du troisieme uropode.
Pour 'espéce G. pulex, |a taille de cette rame interne correspond au 2/3 de la taille de la rame externe

alors que pour G. fossarum elle correspond seulement a 1/3 de la rame externe.

I1.2 .2. Exigences environnementales

Bien que plusieurs espéces de gammares puissent coexister dans un méme type d’habitat, leurs
diverses exigences environnementales gouvernent leur distribution dans les habitats d’eau douce (Pockl
et al., 2003; Toman and Dall, 1998). Par exemple, I'espéce G. fossarum qui préfére les eaux fraiches, bien
oxygénées et qui supporte peu les milieux pollués, sera distribuée dans de petites riviéres de tétes de
bassins versants souvent situées en zone montagneuse et possédant un fort courant (Grabowski et al.,
2007; Karaman and Pinkster, 1977a; Pockl et al., 2003; Toman and Dall, 1998). Au contraire, I'espéce G.
roeseli, plus tolérante aux pollutions, aux températures élevées et aux baisses d’oxygéne dans le milieu,
sera plutot présente dans les larges rivieres a faible courant (Grabowski et al., 2007; Pockl et al., 2003;
Toman and Dall, 1998). La troisieme espece, G. pulex présente des exigences environnementales

intermédiaires aux deux précédentes.

[1.2.3. Les espeéces invasives

Certaines especes de gammares sont qualifiées d’invasives. Elles possedent généralement une bonne
tolérance a une large gamme de conditions environnementales qui leur permet de survivre dans de
nouvelles conditions suite par exemple a un transport par bateau via des eaux de ballast (Ricciardi and
Rasmussen, 1998). La discrimination entre une espéce 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 especes dans un
nouveau type d’habitat, les traits biologiques comme par exemple la reproduction favorisent par la suite
leur large propagation (Devin and Beisel, 2006). Les espéces G. pulex et G. roeseli ont un temps été
considérées comme d’anciennes especes invasives de par leur origine (Devin and Beisel, 2006). Etablies
en France depuis plusieurs dizaines d’années, elles sont maintenant considérées comme natives

naturalisées (Felten et al., 2008; Grabowski et al., 2007; Wijnhoven et al., 2003).
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Figure 22 : Détermination de G. fossarum, G. pulex et G. roeseli adaptée d’apres (Felten, 2003; Mayer et al., 2012).
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I.3. Place, réle dans les écosystemes d’eau douce

[1.3.1. Place dans le réseau trophique

Les gammares sont omniprésents dans les écosystémes d’eau douce tout au long de I'année. Les 3
especes 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
especes d’invertébrés et de vertébrés prédateurs. lls peuvent représenter par ailleurs la partie
dominante des macroinvertébrés benthiques des rivieres en terme de densité d’organismes et de
biomasse (MacNeil et al., 1997). Véritable réserve de nourriture pour de nombreuses espéces de
poissons, ils sont également largement consommeés par des amphibiens tels que les grenouilles ou
salamandres mais également par d’autres macroinvertébrés comme les coléopteres (Baudin and
Garnier-Laplace, 1994; MacNeil et al., 1999). Fait plus étonnant, ils servent également de ressource
alimentaire a certaines espéces d’oiseaux. En effet, les gammares parasités peuvent présenter des
comportements modifiés quand les parasites développent une stratégie de prise de contréle de leurs
hotes primaires. Les gammares sont alors attirés par la lumiére, nagent plus en surface et sont ainsi plus
consommés par des oiseaux, hotes définitifs des trématodes (Beisel and Médoc, 2010; MacNeil et al.,
1999).

Les gammares sont également eux-mémes des prédateurs actifs des cours d’eau. Dans leur étude, Kelly
et al. (2002a) ont mis en évidence l'activité de prédation de G. pulex sur des nymphes de I'espéce
d’éphémere Baetis rhodani. Mais, c’est par leur activité de fragmentation des litieres de feuilles et de la
matiére organique détritique, que les gammares occupent une place clé dans le réseau trophique et dans
le fonctionnement des écosystémes d’eau douce (Dangles and Guérold, 2001; Kelly et al., 2002b;

MacNeil et al., 1999, 1997; Wallace and Webster, 1996).
11.3.2. Role fonctionnel

De par leurs habitudes alimentaires de déchiqueteurs, les gammares jouent un role clé dans la
fragmentation et la transformation de la matiére organique allochtone dans les écosystemes de téte de
bassin versant. Ainsi, les apports de litieres provenant de la ripisylve servent de ressources nutritives aux
macroinvertébrés déchiqueteurs tels que les gammares et représentent alors une source importante
d’entrée d’énergie dans le milieu (Anderson and Sedell, 1979; Wallace and Webster, 1996). L’activité de
déchiquetage par ces macroinvertebrés permet la conversion des particules organiques grossiéres en

fines particules d’une taille intermédiaire entre 0,45 pm et 1 mm : 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 féces et aux
pseudo-feces. Transportées le long du cours d’eau ou déposées sur les substrats, elles servent alors de
source de nourriture a de nombreuses espéces de collecteurs actifs et passifs, permettant ainsi
I'incorporation du carbone (allochtone) dans le réseau trophique (Cushing et al., 1993; Wallace and

Webster, 1996).

[1.3.3. Importance des FPOM dans le cycle de la matiére organique

Les approches fonctionnelles et notamment les relations entre les organismes benthiques et la
dynamique de la matiére organique dans les rivieres, ont fait I'objet d’'une abondante littérature
(Dangles and Guérold, 2001; Navel et al., 2011; Van Dokkum et al., 2002; Wallace and Webster, 1996). ||
a été montré que les FPOM produites notamment par les gammares pouvaient étre transportées sur
plusieurs kilométres de distance dans les cours d’eau en alternant des phases de dépoét/rétention dans le
sédiment et des phases de remise en suspension dans la colonne d’eau (Cushing et al., 1993). Ce
déplacement de matiere organique le long d’un cours d’eau a flux unidirectionnel a une influence directe
sur 'activité de consommation d’autres organismes : les organismes collecteurs. Dans leur étude, Navel
et al. (2011) ont par exemple montré l'influence de G. roeseli sur le taux d’assimilation du collecteur
Niphargus rhenorhodanensis qui se nourrit principalement des FPOM produites par le gammare
déchiqueteur. lls concluent alors sur l'existence d’une interaction positive entre les organismes
déchiqueteurs et collecteurs. D’autres études ont mis en évidence qu’une diminution en grand nombre
de la communauté des déchiqueteurs benthiques présents dans les cours d’eau engendrerait des baisses
significatives de la production et de I'export des FPOM (Wallace et al., 1982; Wallace and Webster,
1996). Méme si des FPOM peuvent aussi étre produites par abrasion physique ou par I'activité des
micro-organismes (Anderson and Sedell, 1979), une dimution drastique de leur production par 'activité
de déchiquetage par les macroinvertébrés benthiques aurait d’'importantes conséquences sur les
organismes qui en dépendent.

Les macroinvertébrés déchiqueteurs et donc les gammares, ont une influence importante et
essentielle sur le cycle des nutriments et de la matiére organique dans les écosystemes d’eau douce. lls
occupent une place clé dans son fonctionnement et participent a son bon équilibre. Une importante
perte de biomase et/ou d’activité de ces organismes pourrait avoir de graves conséquences sur le

fonctionnement de I'écosystéme.
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Il.4. Le gammare en écotoxicologie

Les crustacés et plus particulierement les gammares font partie des organismes couramment étudiés
en écotoxicologie aquatique. lls peuvent par exemple, aisément étre 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 apres un relargage dans le milieu d’exposition. 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; Gliven et al., 1999; Lebrun et al., 2012; Vellinger et al., 2012). De nombreuses études ont aussi
montré la sensibilité des gammares a différents types de polluants organiques ou inorganiques selon
différents scénarios d’exposition : in situ, ex situ, exposition par pulse dans I'eau ou via le sédiment (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 Ill.2. de ce chapitre (Borlakoglu and Kickuth, 1990;
Garaud et al., 2015; Horion et al., 2015; Sroda and Cossu-Leguille, 2011).

Dans sa revue bibliographique trés compléte sur I’étude des gammares dans les tests d’écotoxicologie
aquatique, Kunz et al. (2010) affirment qu’avec la quantité d’études d’écotoxicologie publiées, et le recul
gue la communauté scientifique posséde sur ces organismes, les gammares sont de bons candidats pour
des études plus intégratives couplant plusieurs niveaux d’intégrations. lls proposent alors que les futures
recherches adoptent une approche plus complete 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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lll. Outils pour I’évaluation des risques : vers une approche

plus environnementalement réaliste

L’évaluation des risques pour I'environnement impligue notamment la compréhension de I'exposition
et des effets des contaminants, leur interaction avec les organismes, et également leur conséquences sur
les populations et les écosystémes. Les études en écotoxicologie disposent de plusieurs outils qui

permettent d’adopter des approches plus environnementalement réalistes.

[1l.1. Complexification des systemes expérimentaux

111.1.1. Définition des microcosmes et des mésocosmes

Les tests d’écotoxicité peuvent s’effectuer a différents niveaux de complexité : du test « simple » de
toxicité en laboratoire aux tests plus complexes en extérieur voire en milieux naturels. La distinction
entre des systemes expérimentaux qualifiés de microcosmes et mésocosmes se base classiquement sur
une notion de taille et de complexité physico-chimique et/ou biologique (Ldhteenmiki et al., 2015;
Teuben and Verhoef, 1992). Généralement, en écotoxicologie, de nombreuses expériences réalisées en
laboratoire concernent une espéce placée dans des conditions controlées. Ces études relevent
typiquement d’une approche en microcosme. Une réplicabilité importante des dispositifs expérimentaux
est associée a ce type de test.

Pour les études en mésocosmes, en termes de complexité, elles se situent entre les expérimentations
en laboratoire et I'écosysteme naturel (Bour et al.,, 2015). Souvent plus lourdes a élaborer, elles
demandent un travail préparatoire plus important. Les dispositifs expérimentaux doivent étre assez
grands pour fonctionner sur une longue durée pouvant aller de quelques semaines a plusieurs mois. Il
n’existe pas de taille « réglementaire » définissant un dispositif comme étant un mésocosme, puisque la
taille idéale est entierement dépendante de I'étude ainsi que des objectifs considérés. Des mésocosmes
peuvent par exemple, recréer des conditions de sol (Colman et al., 2013; Gohil et al., 2014; Teuben and
Verhoef, 1992), de rivieres (Bottger et al., 2013; Kulacki et al., 2012; Roussel et al., 2008), d’estuaires
(Cleveland et al., 2012) ou encore d’écosystéemes marins (Buffet et al., 2014, 2013).

Classiquement, les microcosmes et mésocosmes peuvent étre classés en 3 catégories : 1) fermés, sans
contact avec l'extérieur, 2) semi-ouverts, soumis a certains paramétres naturels ou 3) ouverts et

directement disposés a I'extérieur (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’humidité naturelles (Buffet et al., 2014; Colman et al., 2013; Ldhteenmaki et al., 2015; Lowry et al.,
2012a; Roussel et al., 2008). Cependant, d’autres études également 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
nomenclature qui catégoriserait les différents types de systemes expérimentaux, et en gardant a |'esprit
gu’il apparait difficile de définir une limite franche entre un systeme simple et un systeme complexe, ils
suggerent alors qu’une distinction pourrait se baser sur la localisation des dispositifs. Ceux disposés en
extérieur et donc soumis aux conditions climatiques sont plus représentatifs de la complexité d’un
écosystéme et s’apparenteraient mieux au terme de mésocosme, plutot que les dispositifs en laboratoire
qui correspondraient plutét a des microcosmes.

Dans ce manuscrit de these, la totalité des expériences a été effectuées en laboratoire. Comme deux
niveaux de complexités en termes d’études, de tailles des dispositifs (de 400 mL a 50 litres, Figure 23) et
de durées d’expérimentation (de 3 a 21 jours) ont été élaborés, nous nous baserons donc sur la notion

classique de complexité pour distinguer les mésocosmes, des microcosmes.

A B

Figure 23 : Dispositifs expérimentaux de A) 400 ml a B) 50 litres. Photos : J. Andref

[11.1.2. Avantages et limites d’une démarche de complexification

Chaque type d’étude présente évidemment des avantages et apporte des informations spécifiques.

Les études en microcosme, peuvent étre plus facilement contrélées et peuvent alors présenter un
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caractére exploratoire. Elle permettent d’apporter par exemple, une base de données fiables, reposant
sur de nombreux réplicats en termes de dispositifs ou d’expériences avant de pouvoir se positionner
dans des situations plus complexes, plus chronophages et plus onéreuses qui sont développées en
mésocosmes (Gohil et al.,, 2014). Pour cette raison la plupart des études d’écotoxicité conduites
notamment sur les nanoparticules ont été effectuées en laboratoire, sous conditions controlées et via
I’étude d’une seule espece (Buffet et al., 2014). Essentielles, ces études ont permis de révéler et
d’évaluer de potentielles toxicités sur les espéces étudiées ainsi que les mécanismes d’action (Bour et al.,
2015). Depuis quelques années seulement, des expérimentations visant a 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, colteuses, complexes a mettre en place et
disposant de peu de réplicats, elles peuvent garder ce caractere artificiel de par la présence de parois
non naturelles, mais elles sont surtout difficilement contrélables (Bour et al., 2015). De fortes variabilités
entre des réplicats appartenant a une méme condition peuvent par exemple devenir difficiles a
interpréter. C'est pour cela, que les objectifs d’une étude doivent étre clairement définis pour s’assurer
qgue le dispositif en mésocosme soit bien le plus adapté au questionnement (Pascoe et al., 2000). Ces
limites et difficultés d’interprétation, notamment en ce qui concerne les nanoparticules, peuvent aussi
majoritairement étre dues aux limites techniques. Le développement d’études en mésocosmes nécessite
un savoir-faire technique ainsi que la possession et maitrise d’outils permettant une bonne
caractérisation des milieux et un suivi de la pression de contamination.

C'est par exemple ce que I'on peut observer dans I'étude de (Lowry et al., 2012a) qui ont rapporté
pour la premiére fois le devenir de nAg commerciales dans des mésocosmes simulant une zone humide
d’eau douce composée d’une partie terrestre et d’une partie aquatique. lls ont pu évaluer la distribution
et la spéciation de I'argent dans les différents compartiments pendant 18 mois et ont également montré
une biodisponibilité de I'argent pour les moustiques, poissons et chironomes suite a une sulfuration
incomplete. Cette étude complexe sur le devenir des nAg dans une situation environnementalement
réaliste, n’a cependant pas cherché a évaluer la toxicité des nAg sur les organismes. Plusieurs
expériences ont par la suite couplé une étude de caractérisation des nanoparticules a 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

pour le moment encore difficile d’établir des tendances générales de toxicité des nanoparticules en
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conditions complexes (Bour et al., 2015). Les artefacts d’expériences, les difficultés d’interprétation et les
faiblesses techniques compliquent ces études qui s’averent pourtant nécessaires pour permettre une
évaluation certainement plus pertinente des effets des nanoparticules en conditions

environnementalement réalistes.

[1l.2. Prise en compte des différentes échelles biologiques : des indicateurs

cellulaires aux indicateurs fonctionnels

Pour la définition de biomarqueur nous nous référons a celle proposée par Lagadic et al. (1997). Ainsi,
« tout changement observable au niveau de l'individu et mesurable au niveau moléculaire, biochimique,
cellulaire, physiologique ou comportemental, révélant une exposition présente ou passée a un ou a des
contaminants, peut étre 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 méme sur les deux
conjointement (Garaud et al.,, 2015). Pour étre écologiquement le plus pertinent possible, et pour
pouvoir comprendre les mécanismes liant les effets au stress, une batterie de biomarqueurs devrait
étudier des biomarqueurs reliés a différentes fonction de I'organisme et concernant plusieurs niveaux
d’organisation, comme par exemple des biomarqueurs moléculaires, physiologiques et
comportementaux (Garaud et al., 2015; Moore et al., 2004; Sroda, 2010).

L'étude des biomarqueurs n’étant pas le sujet de ce manuscrit de thése mais plutot un outil pour
répondre a notre problématique, les biomarqueurs étudiés seront brievement décrits et listés.
Cependant, dans la littérature, de nombreuses études, s’y sont largement intéressées et les ont
clairement défini un a un. Dans son manuscrit de these, Sroda, (2010) a par exemple développé I'étude
d’une batterie de biomarqueurs sur les gammares pour évaluer la qualité des milieux aquatiques. Plus
récemment, une batterie de biomarqueurs (incluant la majorité de ceux cités dans ce manuscrit) a fait
I'objet d’'une étude approfondie sur les moules zébrées Dreissena polymorpha suite a des

contaminations aux nanoparticules (Garaud, 2015).
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[11.2.1. Les biomarqueurs cellulaires (défense antitoxique, défense antioxydante, dommage et réserve

énergétique)

La présence d’ions ou de nanoparticules métalliques dans la cellule peut entrainer différents modes

d’action présentés en grande 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
défense peut se résumer en un complexe de protéines qui ont en charge d’expulser les xénobiotiques
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 espéces 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 synthése bibliographique de Pain
and Parant (2003) ont mesuré une induction de ces MXR chez les bivalves suite a la présence d’'une
contamination. Achard et al. (2004) et Canesi et al. (2014) ont respectivement montré des inductions des
activités MXR suite a des contaminations métalliques telles que le cadmium sur les bivalves Corbicula
fluminea et les nTiO, sur les branchies des Mytilus galloprovincialis.

Dans la cellule et en ce qui concerne les métaux, ils peuvent directement étre 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 a une
contamination métallique (Amiard et al., 2006; Correia et al., 2002; Galloway et al., 2004). Certaines
études comme celle de Buffet et al. (2014) ont au contraire montré que |’exposition du bivalve marin
Scrobicularia plana a I'argent soluble et au nAg n’avait pas eu d’effet sur les quantités de MT dosées.
Dans la cellule, le contaminant peut aussi interagir avec I'oxygéne et entrainer la production d’espeéces
réactives de I'oxygéne (ROS, Reactive Oxygen Species). Si les ROS ne sont pas prises en charge et
neutralisées par le systeme de défense antioxydant, elles peuvent conduire a de nombreux dommages
cellulaires. Plusieurs enzymes comme la glutathion péroxydase totale (GPxtot), la catalase (CAT), ou
encore la superoxyde dismutase (SOD) appartiennent a ce systeme de défense et participent a la
capacité totale antioxydante (TAC), qui regroupe des systéemes de protections enzymatiques et non-
enzymatiques. Suite a une contamination et a une production anormale de ROS, ces enzymes
apparaissent comme étant de bons biomarqueurs. Leur induction peut étre considérée comme une
réponse et/ou une adaptation des organismes a leur environnement contaminé alors qu’une déficience

de leur activité peut mettre en évidence un état précaire de I'organisme, suggérant des effets toxiques
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dans une situation de stress oxydatif (Cossu et al., 2000). D’autres enzymes occupent un réle 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 a une production anormale de ROS. Dans la littérature, les études
qui se sont intéressées a ces activités antioxydantes chez les crustacés suite a des contaminations
métalliques n’ont pas permis un généralisation des effets observés (Sroda, 2010). Barata et al. (2005) ont
par exemple étudié ces activités sur des daphnies exposées 3 5 ug.L™ de cadmium et 20 pg.L™ de cuivre.
Si ces métaux ont augmenté les activités des GPx et GST, les CAT et SOD ont vu leur activité différer en
fonction de la nature du métal. Le cadmium a diminué I'activité de la CAT et augmenté 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 a des contaminations aux nAg. Chez le bivalve marin
Scrobicularia plana, de trés faibles concentrations d’exposition de 10 pg.L™* (nAg de 150 & 500 nm dans
I'eau de mer artificielle) ont pu entrainer chez les organismes contaminés des concentrations plus
importantes en GST, CAT et SOD (Buffet et al., 2014). Chez les G. fossarum exposés a des nAg d’une
vingtaine de nanometres pour des concentrations de 3 pg.L™, aucune modification de ces activités n’a
été observée (Mehennaoui et al., en préparation).

Quand ces mécanismes de défense sont dépassés, les métaux, nanoparticules ou ROS peuvent
engendrer des effets toxiques sur I'organisme en passant dans un premier temps par des dommages

cellulaires.

Les principales atteintes cellulaires suite a un stress oxydatif sont des dommages aux niveaux des
lipides membranaires. L'oxydation des lipides par les ROS ou encore la peroxydation lipidique ou la
lipoperoxydation (LPO) peut engendrer de nombreux dégats sur la cellule et notamment sur sa
perméabilité membranaire. Ces dommages peuvent étre quantifiés par le dosage des structures
lipidiques intermédiaires comme les hydroperoxydes lipidiques (LOOH) mais aussi via le dosage du
malondialdéhyde (MDA), le produit ultime de cette LPO. D’autres dommages cellulaires peuvent
concerner la modification et la perte de fonction entrainant la lyse de protéines, mais aussi des
dommages au niveau du cytosquelette et de I’ADN et enfin une mort cellulaire par nécrose ou apoptose
(Rocha et al., 2015). La mort cellulaire par apoptose peut par exemple étre évaluée via le dosage de
I'’enzyme caspase 3 (CAS). Ces dommages cellulaires et notamment une augmentation de la
peroxydation lipidique a déja plusieurs fois été observée sur différentes especes 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).

68



Chapitre 1 : Contexte scientifique

Phagocytosis
Endocytosis

LMSdamage

Intracellular
release of ions

LPO

/\ \ O\
\\\ gdfmo%// ; | function

= 4 s;.t'ﬁ. Proteolysis LPO

damage

Mitochondrial

MT-ENM  ? et

complex €— &

?

Eliminatén 4

Figure 24 : Schémas général illustrant les principales voies de défenses antioxydantes et antitoxiques ainsi que les
voies de dommages cellulaires suite a I'entrée de nanoparticules métalliques ou d’ions métalliques dans une cellule.
CAS = casapse, CAT = catalase, Cb = carbonylation, ENP = nanoparticules métalliques manufacturées, GPx =
glutathion péroxydase, LMS = stabilité de la membrane lysosomale, LPO = lipoperoxydation, MDA =
malondialdéhyde, MIT = metallothionéine, Ox = oxydation, ROS = espeéces réactives de I'oxygéne, SOD = superoxyde
dismutase, Ub = ubiquitination. Schémas initialement effectué pour les mollusques bivalves, adapté de Rocha et al.

(2015).

L'induction de protéines, d’enzymes et la mise en place des mécanismes de détoxication, décris
précédemment, pour faire face a une contamination entraine un accroissement de la dépense d’énergie
et donc lI'induction des voies du métabolisme énergétique (Lagadic et al., 1997). Le glycogéne est la
principale forme d’énergie facilement mobilisable et directement utilisable par les cellules. Il peut donc
étre 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-mémes apporter des informations intéressantes sur les réserves énergétiques et a ce titre
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étre considérées comme des biomarqueurs (Garaud et al., 2015; Sroda and Cossu-Leguille, 2011;
Mehennaoui et al., en préparation). Le systeme de transport d’électron (ETS) localisé dans la membrane
mitochondriale interne est un systéme enzymatique permettant la respiration et la production d’énergie
par la génération d’ATP (Cammen et al., 1990). La mesure de son activité peut renseigner sur I'activité
métabolique de I'organisme au niveau cellulaire. Plusieurs études ont étudié ce biomarqueurs chez des
gammares (Schmidlin et al., 2015a; Simcic and Brancelj, 2006) et certaines d’entre elles ont révélé des
baisses significatives des activités de I'ETS suite a une contamination des gammares au cuivre (Schmidlin

etal., 2015b, 2015c).

[11.2.2. Les biomarqueurs individuels (physiologie et comportement)

Ainsi que nous l'avons expliqué dans le chapitre 1, chez les crustacés, la capacité osmorégulatrice
concerne le maintien de la différence de pression osmotique entre ’hémolymphe et le milieu externe a
une salinité donnée (Lignot et al., 2000). L'osmolalité est un biomarqueur écophysiologique qui permet
la mesure de la pression osmotique de I’hémolymphe et qui renseigne donc sur I'état de santé des
organismes (Felten et al., 2008). Plusieurs études ont montré I'intérét de ces biomarqueurs lors de
contaminations métalliques et pour de tres faibles concentrations (Arce Funck et al., 2013; V. Felten et
al., 2008b; Issartel et al., 2010).

L'activité de consommation en oxygéne des organismes peut également s’avérer étre un bon
biomarqueur physiologique dans I’évaluation des effets d’'un contaminant sur 'activité métabolique des
organismes. Ainsi, les études de Simcic et al., (2005) et de Simcic and Brancelj, (2006) ont considéré la
respiration chez des gammares mais a notre connaissance, concernant les nAg, les rares études se sont

plutot focalisées sur les poissons (Bilberg et al., 2010; Cowart et al., 2011).

Les biomarqueurs écophysiologiques et comportementaux telles que la ventilation ou la locomotion
des gammares permettent |'évaluation rapide d’effets sub-létaux (Gerhardt, 1996). Leur utilisation
permet d’effectuer une évaluation sensible, simple et surtout non invasive de I'état des organismes au
niveau de l'individu et des populations (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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111.2.3. Les indicateurs fonctionnels

Ces marqueurs fonctionnels dépendant de I'espece considérée ont déja bien été décrits, en ce qui
concerne les gammares, dans le chapitre 1-ll. En effet, de par le résultat de leur activité de
consommation et de fragmentation de la matiere organique, ces organismes jouent un role clé dans les
écosystémes d’eau douce. La production de FPOM qui en découle est alors trés importante dans le cycle
de la matiére organique des cours d’eau. Ces deux activités fonctionnelles hautement reliées que sont la
consommation et la production de FPOM des gammares peuvent étre impactées par une pollution
environnementale. Des baisses d’activité de consommation ont déja été observées chez des gammares
exposé a 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 a un fongicide (Zubrod et al.,

2014, 2011, 2010).
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Chapitre 2 : Optimisation de la contamination — Matériel et Méthodes

I. Techniques de prélevement, stockage et préparation de
I’eau, des gammares et des feuilles avant leur utilisation

expérimentale

I.1. Choix des sites d’étude : prélevements d’eau, d’organismes et incubation

des litieres

Afin de nous rapprocher au mieux des conditions en milieu naturel, les expérimentations réalisées
dans le cadre de ce travail de thése ont nécessité des prélévements in situ d’organismes (Gammaridae)
et d’eau pour les milieux d’exposition en laboratoire. Par ailleurs, dans certaines expérimentations pour
lesquelles nous avons fait le choix de nourrir les organismes durant I'exposition, des disques de feuilles

ont au préalable subi un conditionnement microbien in situ.
I.1.1. L'eau des milieux d’exposition

Plutot que d’utiliser de I'eau minérale ou de I'eau de source pour réaliser les milieux d’exposition,
nous avons opté pour de I'eau provenant d’une riviere dite de « référence » et qui héberge une
population abondante de Gammarus pulex. La bonne qualité a été déterminée a I'aide des données de
I’agence de I'eau Rhin-Meuse via le site web S.I.LE.R.M (Systéme d’information sur I’'Eau Rhin-Meuse ;
Annexe 1) mais également grace aux des données acquises par C. Vellinger au cours de sa these
(Vellinger, 2012). Dans ce travail, différentes rivieres de la région avaient été prospectées et la Méholle
avait finalement été choisie comme eau de référence. C'est donc tout naturellement que nous avons
considéré ce cours d’eau comme milieu de référence ainsi que comme eau naturelle d’exposition.

La Méholle est un petit ruisseau qui coule sur la commune de Void-Vacon située dans le sud de la
Meuse (Latitude 48°0’53.9598 ; Longitude 6°23'36.7764, Figure 25). Les suivis de mesures de qualité
SEQ-Eau (Agence de I'Eau Rhin-Meuse) la classe dans la catégorie des ruisseaux de tres bonne qualité sur

ses parametres généraux ainsi que de premiére catégorie piscicole (Annexe 1, A).
I.1.2. Les Gammaridae comme organismes modeles

Les gammaridae sont depuis quelques années couramment utilisés pour réaliser des tests en

écotoxicologie. Leur large distribution, la facilité de prélevement, de détermination des espeéces et des
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sexes ainsi que leur sensibilité a certains polluants en font des organismes de choix. Dans nos études
nous avons souhaité travailler sur différentes espéces ainsi que sur plusieurs populations d’'une méme
espéce afin de pouvoir comparer leurs réponses. Sur la base d’études réalisées antérieurement au
laboratoire, notre choix S’est porté sur 3 especes : Gammarus pulex (Vellinger, 2012), G. fossarum (Arce
Funck, 2014; Felten, 2003; Sroda, 2010) et G. roeseli (Gismondi, 2012; Sroda, 2010). Ces trois especes ont
été échantillonnées dans trois cours d’eau différents en termes de localisation géographique,
morphologie, berges et qualité de I'eau.

La Maix (Latitude 48°29°02.1"”, Longitude 007°04'008.5’) est un ruisseau d’ordre 2 drainant un bassin
versant dans les Vosges gréseuses (Figure 25). Avec une faible hauteur d’eau, ce ruisseau n’est soumis a
aucune pression anthropique directe exception faite de I'exploitation forestiere. G. fossarum y est
abondant et représente la principale espéece de déchiqueteur de cet écosysteme.

La Méholle (Latitude 48°0°53.9598, Longitude 6°23'36.7764) est également un cours d’eau d’ordre 2
(Figure 25). Il présente cependant un gabarit sensiblement plus important que le ruisseau de La Maix
avec notamment une profondeur d’eau plus importante selon les facies d’écoulement. Il draine un
bassin calcaire composé majoritairement de foréts et de prairies. La Méholle héberge une importante
population de G. pulex associés a quelques G. roeseli.

La Nied Francaise sur le site de Rémilly en Moselle (Latitude 49°0’15.0333, Longitude 6°39’35.5971)
est un cours d’eau d’ordre 3 qui draine un bassin versant principalement agricole (cultures intensives et
prairies) et forestier. Les facies d’écoulement sont fortement différents des deux autres cours d’eau et
les macrophytes occupent la majeure partie du lit mineur (Figure 25 et 26). Selon le S.I.LE.R.M, la qualité
générale de ce cours d’eau est considérée comme passable (Annexe 1B). Les gammaridae semblent n’y
étre représentés que par G. roeseli.

Quelle que soit I'espéce étudiée et le site de préléevement, la présence de parasites acanthocéphales a

été observée. De fait, les organismes parasités ont soigneusement été retirés des prélévements.
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Point de prélevement de gammares: Gammarus roeseli

S o
Point de prélévement de I'eau d’exposition 3 25 Point de prélévement de
Point de prélévement de gammares: Gammarus pulex ~ ;/ d gammares: Gammarus fossarum

Figure 25 : Localisation géographique et photographies des 3 sites de préléevements des espéces de gammares et de
I'eau utilisée lors des expositions en laboratoire. Sources : Google map (La Nied) ; A. Gossiaux (La Maix) et J. Andrei

(La Méholle).

Pour I'étude des populations, un travail de prospection dans la région a été réalisé par Simon Devin et
Van Xuan Nguyen. Deux autres populations de |'espece Gammarus roeseli, qui est facilement
indentifiable in situ ont été localisées.

Ainsi, une deuxiéme population a été prélevée dans La Nied sur le site d’'Oron en amont du premier
site Rémilly (Latitude : 48.905652, Longitude : 6.479068). Ces deux points de prélevement dans la Nied
sont géographiquement tres éloignés (Figure 26) et possédent des caractéristiques différentes mais ont
tous deux une qualité d’eau considérée comme passable (Tableau 2, Annexe 1, B : site de Rémilly, point
de mesure a Lemud et C : site d’Oron, point de mesure a Baudrecourt).

La troisieme 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 riviére, qui se jette dans la

Moselle, possede également une qualité d’eau passable (Tableau 2, Annexe 1, D).

77



Point de prélévement de gammares Gammarus
roeseli; Population 1
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Figure 26 : Localisation géographique et photographies des 3 sites de prélevements des populations de gammares

appartenant a I'espece G. roeseli. Sources :Google map.

Les qualités des eaux ainsi que les valeurs de pH, conductivité, oxygéne dissous et de quantité de

matiere en suspension de chacun de ces sites de prélevement sont résumées dans le tableau 2. Les

moyennes correspondent aux valeurs mesurées entre les années 2005 et 2013. Malheureusement, ces

valeurs n’étaient pas disponibles pour le cours d’eau de la Maix.

Tableau 2 : Paramétres physicochimiques (pH, Conductivité, Oxygene dissous, Matieres en suspension) mesurés

entre 2005 et 2013 et qualité générale en 2013 établie par ’Agence de I’eau Rhin-Meuse et consultables sur le site

du S.I.LE.R.M (Annexe 1).
Cours d'eau La Méholle La Nied La Nied La Seille
Point de mesure S.1.E.R.M Void-Vacon Lemud Baudrecourt Metz
Point de prélévement pour expérience Void-Vacon Rémilly Oron Marly
pH 8,01£0,05 7,98+ 0,05 7,881 0,03 8,14+ 0,09

Conductivité (uS.cm™)

Oxygene dissous (mg0,.L™")

498,77+ 18,06 1488,13+ 165,97 1384,67+ 158,79 1980,00+£315,04

8,98+0,41 9,78+0,55

15,56+11,01 36,27+18,27

10,70+ 0,38 8,70+ 0,46
Matiéres en suspension (mg.L") 5,11+2,28 21,22+8,22
Qualité générale _ Passable

Passable Passable
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1.1.3. Les feuilles

Au laboratoire, les gammares ont été nourris avec des feuilles d’aulne collectées au moment de
I"abscission. Il s’agit Ia d’'une espece qui méme en absence de conditionnement microbien est appétente
pour les organismes benthiques. Son appétence est cependant augmentée apres la colonisation par des
hyphomycetes aquatiques qui constituent les principaux acteurs microbiens de la décomposition de la

matiere organique allochtone dans les cours d’eau.

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

préparation avant expérimentation

1.2.1. Filtration de I'eau

Comme indiqué dans le paragraphe précédent, I'eau a été prélevée dans la riviere la Méholle. Lors de
chaque prélévement, la température, le pH, la conductivité et le pourcentage en oxygéne de la riviére
ont été mesurés a I'aide d’'une sonde multiparamétrique (Multi 3430 SET G, WTW) pour s’assurer de
prélever une eau comportant des caractéristiques homogenes entre les différentes semaines, mois ou
années. Des bidons de 20 L en polyéthylene préalablement lavés ont été utilisés. Aprés trois ringages des
bidons avec I'eau de la riviere, 'eau a été prélevée au centre du lit de la Méholle. Au retour au
laboratoire, les bidons ont été immédiatement stockés en chambre froide a 4°C et a I'obscurité.

Avant utilisation I'eau a été filtrée sous vide a l'aide de filtres en microfibres de verre de 90 mm de
diametre ayant une porosité de 1,2 um (Cat No 1822 090, Whatman®). Cette filtration permettait de
retirer du milieu les matieres en suspension susceptibles d’interagir avec les nanoparticules. Apres cette
étape, I'eau était placée a l'obscurité a 12°C pendant 48h avant son utilisation pour permettre une
augmentation progressive de sa température avant d’y introduire les organismes. Si pour certaines
études, les lancements étaient décalés dans le temps, les volumes d’eau nécessaires étaient eux-aussi
acheminés en décalé. Avant chaque début d’utilisation de cette eau, son pH, sa température, son
pourcentage d’oxygene dissous et sa conductivité étaient contrélés a I'aide d’'une sonde

multiparamétrique.
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1.2.2. Acclimatation des gammares

Sur le terrain les organismes ont été collectés de différentes facons en fonction des saisons et des
niveaux d’eau. Ainsi nous avons eu recours a des « substrats pieges » constitués de brosses de balais en
fibre de coco ou encore des cages grillagées remplies de galets, disposés dans les cours d’eau plusieurs
semaines avant les prélevements. Enfin, lorsque les conditions le permettaient, des collectes effectuées
directement dans le cours d’eau a l'aide de filets ont été effectuées. Les organismes ont ensuite été
rapportés au laboratoire dans des glacieres remplies de I'eau du site et contenant des litieres comme
source d’alimentation et d’abris. Possédant un comportement grégaire lorsqu’ils sont confinés en forte
densité, des bandelettes de mailles (500 um) étaient étalées dans le fond des glacieres pour permettre
aux gammares de s’accrocher afin d’éviter qu’ils ne s’attaquent entre eux. Les glacieres étaient ensuite
disposées a 12°C dans une chambre thermostatée et I'eau oxygénée a l'aide de bulleurs. Une lumiére
diffuse et indirecte était appliquée en suivant une photopériode de 16h de luminosité et 8h de nuit. Les
organismes ont a chaque fois été prélevés seulement quelques jours avant le début des processus
d’acclimatation et d’expérimentation.

Comme les especes et populations étudiées provenaient de milieux différents, et qu’il était primordial
d’effectuer la totalité des études dans une méme eau de référence, il a fallu progressivement acclimater
les organismes. Nous avons donc cherché a vérifier que les changements de milieux n’affectaient pas les
organismes au moment du démarrage des expositions.

Pour cela, un protocole d’acclimatation a été mis en place puis testé avant de commencer les
premieres expériences. Environ 200 males issus de précopulats et appartenant a I'espece G. fossarum
qui est considérée comme étant la moins tolérante aux changements de milieu ont été prélevés dans la
Maix. La moitié d’entre eux ont été acclimatés a I'eau de la Méholle alors que pour I'autre moitié, les
gammares ont été maintenus dans leur eau d’origine, celle de la Maix. Ainsi articulée, I'étude nous a
permis d’observer si la nouvelle eau d’acclimatation pouvait impacter les organismes par rapport a leur
eau d’origine. Pour cela, pendant 3 jours, I'eau initiale a progressivement été remplacée par la nouvelle
puis les organismes ont été laissés pendant 7 jours dans cette nouvelle eau avant d’étre utilisés. En effet,
le premier jour, 1/3 du volume de la Maix a été retiré au profit de la Méholle ou de la Maix. Le second
jour, les 2/3 de ce premier mélange ont été remplacés et le troisieme jour la totalité de I'eau a été
remplacée au profit de I'eau finale désirée (Maix ou Méholle). Dés le lendemain ainsi que 7 jours apres,
30 organismes ont été prélevés dans chaque bac afin d’y mesurer leur osmolalité, leur ventilation et leur
locomotion. L'activité des protéines MXR a été mesurée seulement 7 jours apres (n=36). Les protocoles

de mesures concernés sont détaillés dans le paragraphe VI. Durant la période d’acclimatation, les
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gammares étaient nourris ad libitum avec des feuilles récupérées sur le terrain puis renouvelées
périodiquement par des feuilles d’aulne entiéres. L'eau était également constamment oxygénée par
bullage et soumise a une lumiére 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 apres la fin de
leur acclimatation (Test student : p-value < 0,05). En les transférant dans une eau plus minéralisée qu’est
la Méholle (525 uS.cm™) par rapport a la Maix (50 pS.cm™), les organismes doivent adapter leur
régulation ionique au nouveau milieu qui est plus concentré que le milieu d’origine. C'est donc
logiquement que la ventilation ait dans un premier temps été réduite puisque les gammares ont moins
besoin d’investir d’énergie dans la récupération d’ions. Aprées 7 jours dans la nouvelle eau les gammares
sont bien adaptés, et aucune différence significative n’est observée entre les différentes valeurs des

parameétres mesurés.

Tableau 3 : Paramétres étudiés (MXR : n=9 ; Osmolalité : n=10 ; Ventilation : n=10 et Locomotion : n=10) et
résultats mesurés chez G. fossarum madles, 1 et 7 jour apres la fin de leur acclimatation dans la méme eau que celle
de la riviéere dans laquelle ils ont été prélevés : La Maix, ou dans une autre eau : La Méholle. L’astérisque correspond

a une différence significative entre les deux types d’acclimatation

Temps apreés acclimatation Jour 1 apres renouvellement Jour 7 apres renouvellement
Type d'acclimatation Maix -> Maix  Maix-> Méholle Maix ->Maix Maix-> Méholle
MXR . p
Non mesure Non mesure 0,18+0,03 0,13+£0,04

(Emissivite UA/[protéines])

Osmolalité 282,61:12,39 310,43:30,16 279,76+19,96 276,13+ 17,43
{mOsmol/kg)
Ventilation *

(nombre de battements de 201,60+ 2,50 179,18+7,8 197,60+ 3,22 197,00+ 3,05

pléopodes/minute) Test Student : p.value < 0,05

Locomotion

(% du nombre d'individus en 51+2,08 55+2,33 47 + 2,26 52+1,41
mouvement)

1.2.3. Conditionnement in situ des feuilles

Les feuilles ont été collectées au moment de I'abscission. Pour cela, pendant I'automne des filets
avait été disposés a un metre 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 apres la pose des

filets et en fonction des conditions météorologiques, les feuilles étaient collectés et rapportés au
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laboratoire ou elles étaient étalées sur des paillasses sous serre, afin de les sécher pendant plusieurs
semaines avant d’étre stockées a I'obscurité dans des cartons jusqu’a leur utilisation.

La figure 27 explique le protocole de conditionnement des feuilles d’aulne par les micro-organismes
présents dans la Méholle. Ce conditionnement permet de rendre les feuilles plus appétentes pour les
gammares. Les feuilles d’aulne séchées a I'air libre ont été ré-humidifiées puis des disques de 16 mm de
diameétre ont été découpés en évitant les nervures principales a I'aide d’'un emporte-piéce (Figure 27 A et
B). Les disques de feuilles ont ensuite été disposés un a un entre 2 portions d’un tissu nylon d’une maille
de 500 um, puis les contours de chaque disques ont été cousus a la machine (Figure 27 C). Ainsi disposés,
les disques de feuilles ont ensuite été immergés dans La Méholle (Figure 27 D) ou ils ont été accrochés
par lots de 4 a des chaines fixées au fond de la riviere. Ce type de disposition permettait de s’assurer que
les sachets de feuilles resteraient en place quelques soient les conditions hydrologiques. Apres 10 a 12
jours de conditionnement in situ, les disques ont été récupérés (Figure 27 E) puis ramenés au laboratoire
dans des glacieres remplies d’eau de la riviere. Une fois acheminés au laboratoire, les dispositifs de nylon
maintenant les disques ont été soigneusement découpés et les disques ont été rincés dans I'eau de la
riviere. 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 a -

80°C) soit a I'étuve (24 a 48h a 105°C) puis pesés.

Photo : Jussieu.fr
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Figure 27 : Protocole et étapes (de A & F) du conditionnement des feuilles sur le terrain. Sources : Jussieu.fr (feuille) ;

J. Andrei
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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
contextes différents (présence de sédiment et d’autres organismes ; contexte collaboratif avec protocole

commun entre plusieurs laboratoires), les protocoles utilisés different de ceux exposés précédemment.
I.3.1. Expérience en condition plurispécifique (G. roeseli et D. polymorpha)

Dans cette étude, deux types d’eau ont été étudiés : I'eau du Rhone a Arles et celle du Rhdéne a Jons
(Tableau 4). La méthodologie sera plus détaillée dans le chapitre 4. Les protocoles de préléevement et

d’acclimatation des gammares étaient les mémes que ceux détaillés précédemment.

Tableau 4 : Paramétres physicochimiques (Température, pH, Conductivité, Oxygéne dissous, Matiéres en suspension
et Carbone organique) mesurés entre 2012 et 2013. D’apres des mesures établies par I’Agence de I'’eau Rhéne-

Meéditerranée et consultables sur le site du S.I.E.R.M (http.//www.rhone-mediterranee.eaufrance.fr/donnees-

documents/).

Parameétres Rhone a Arles  Rhdne a Jons
Température (°C) 15,87 +5,92 13,68+5,56
pH 8,31+0,14 8,03+0,19
Conductivité (uS.cm?) 426,43+ 25,04 349,06+31,13
Oxygeéne dissous (mg0,.L%) 10,09+ 1,62 10,14+ 1,19
Matiére en suspension (mg.L?) 29,31+34,48 85,94+230,16
Carbone organique (mg.L1) 1,67+0,27 1,48+ 0,34

1.3.2. Expériences en mésocosmes

L'eau utilisée dans les expositions en mésocosmes était de I'eau de Volvic complémentée avec 6,8
mg.L" de Chlorure de Calcium dihydraté (CaCl, 2H,0, Sigma-Aldrich). Les gammares (G. roeseli) avaient
donc été acclimatés dans cette méme eau selon le protocole détaillé plus haut. Concernant les feuilles
d’aulne, une fois leurs pétioles retirés elles avaient été pesées entieres puis autoclavées 20 minutes a
120°C. Apres 3 ringages successifs a I'eau MilliQ, elles avaient ensuite été mises a conditionner dans I'eau
des mésocosmes 2 jours avant I'ajout des gammares dans le milieu. Les gammares avaient quant a eux

été prélevés selon le protocole décrit plus haut.
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Il. Caractérisation des nanoparticules (Nanosight, Zetasizer,

MET)

Plusieurs types de nanoparticules ont été étudiés (Tableau 5) : des nanoparticules commerciales et
d’autres synthétisées spécialement par les partenaires du programme MESONNET (CEREGE, Aix en
Provence, France ; LCMCP, Paris, France).

Les nanoparticules d’argent étudiées dans les expériences en microcosmes ont d’abord été
commandées chez Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, France). La société Sigma-Aldrich a changé en
cours de these son listing de produits mais nous a confirmé qu’elle se fournissait chez Nanocomposix
(Prague, République Tchéque) pour les nanoparticules d’argent. Par la suite nous avons donc préféré
commander les nanoparticules directement a cette société qui disposait de surcroit d’un plus grand
choix de tailles.

A leur réception, les nanoparticules d’argent de forme sphérique se présentaient sous forme d’une
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" + 5% et un potentiel zeta entre -
35 et -49 mV. Des réception elles ont été stockées a 4°C et a I'obscurité avant leur utilisation. Comme
spécifié par le fournisseur, les flacons ont été vigoureusement agités avant chaque prélevement.

Afin de vérifier les tailles des diamétres mesurés au microscope électronique a transmission (MET)
par Sigma-Aldrich et au zetasizer Nano ZS (Malvern) par Nanocomposix, des volumes de 1 mL ont été
prélevés dés I'ouverture des flacons et stockés dans des tubes éppendorf a 4°C et a I'obscurité. Ces
échantillons ont rapidement été analysés au LIST (Belvaux, Luxembourg) avec un Nanosight (NanoSight
500, Malvern Instrument Ltd, UK). Apres une dilution au 200%™ des solutions stocks dans de I'eau
déminéralisée, les distributions de taille ont été mesurées grace a 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 lumiére due a
la présence des nanoparticules est détectée grace a 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
pic de distribution est le plus élevé. C’'est cette valeur qui nous informe sur le diametre hydrodynamique
moyen de la plupart des nanoparticules présentes dans les solutions meres. Les rapports d’analyse

obtenus dans I'eau déminéralisée sont présentés dans I'annexe 2.
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Pour aller sensiblement plus loin dans la caractérisation, des mesures de distribution des
nanoparticules dans I'’eau des milieux d’exposition ont aussi été effectuées. Des échantillons d’eau de la
Méholle filtrée (1,2 um) contenant uniquement I'eau du milieu ont été passés au nanosight. Avec une
moyenne des diameétres de 182 + 11 nm sur la totalité de la distribution et un mode s’élevant a 86 + 4.1
nm, les mesures au nanosight ont montré I'existence de particules organiques a I’échelle nanométrique

dans I'eau. Lorsque les mesures seront faites dans cette eau, ces particules représenteront donc des

artéfacts de mesure.

Tableau 5 : Caractéristiques des solutions stocks des nanoparticules d’argent étudiées lors des expositions en

microcosmes. La derniére ligne représente les « modes » du diameétre hydrodynamique mesuré dans de I'eau milliQ

a I'aide du Nanosight. NR : Non renseigné.

nAg 10 nm 10 nm 20 nm 40 nm 60 nm 60 nm 100 nm
Nanocomposix Nanocomposix | Nanocomposix | Nanocomposix Nanocomposix
Société NanoXact™ Sigma-Aldrich NanoXact™ NanoXact™ NanoXact™ Sigma-Aldrich NanoXact™
silver silver silver silver silver
Diamétre MET
'am(';;e) 03+1,8 10+4 19.9+2.9 39.0452 60.84 6.6 60+4 103.0+11.0
ETSEE 14,6 NR 27.2 418 62.5 NR 106.5
hydrodynamique (nm)
Potentiel zeta 359 NR 405 403 499 NR 426
(mv)
[Ag] (mg.mL?) 0,021 0.02 0.021 0.022 0.021 0.02 0.022
Concentration en
particules 4.70E+12 NR 4.8E+11 6.70E+10 1.70E+10 NR 3.60E+09
(particules.mL™)
Aired rf MET
re de surtace 57.2 NR 276 14.2 9.2 NR 6.5
(m®.g7)
. Citrate de Citrate de Citrate de Citrate de Citrate de Citrate de Citrate de
Surface de la particule . . . . . . .
sodium sodium sodium sodium sodium sodium sodium
Solution Solution Solution Solution Solution Solution Solution
Solvant aqueuse de aqueuse de aqueuse de aqueuse de aqueuse de aqueuse de aqueuse de
citrate 2mM citrate 2mM citrate 2mM citrate 2mM citrate 2mM citrate 2mM citrate 2mM
pureté de I'argent (%) 99.99 NR 99.99 99.99 99.99 NR 99.99
Diamétre Nanosight
+ + + + +
(MODE, eau milliq) 14+1.3 NR 24%1.2 46+0.3 58+ 1.0 NR 92+2.6
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lll. Comportement des nanoparticules, optimisation de la

contamination

Compte tenu du type d’exposition souhaitée (eau prélevée in situ, exposition a des concentrations
faibles, nature des contaminants), nous avons réalisé un panel d’expérimentations visant a mieux
comprendre et maitriser la pression de contamination dans les milieux expérimentaux. Cette approche
expérimentale préliminaire indispensable a constitué une grande part de cette premiére partie de these.

Les nanoparticules peuvent s’agréger, sédimenter, se dissoudre ou encore s’adsorber (Nowack et al.,
2012). Les premiers travaux ont donc consisté a maitriser le comportement des nanoparticules dans les
dispositifs expérimentaux (en polystyréne standard ou polypropyléne, de 250 a 500mL) dans le but de
s’assurer que la pression de contamination pouvait étre maintenue constante lors des expérimentations
envisagées. Des expériences déja réalisées au laboratoire sur I'argent dissous, ont montré I'importance
d’une pré-saturation des dispositifs avant I’exposition pour limiter les phénoménes d’adsorption (Arce
Funck et al., 2013). Les nanoparticules d’argent n’ayant pas forcément le méme potentiel d’adsorption
que l'argent lui-méme, différents tests de saturation, d’adsorption et désorption de I'argent dissous sous
forme de nitrate d’argent (AgNO;) et de nanoparticules (60 nm) ont été réalisés. Chacun de ces tests a
été conduit a 12°C avec une photopériode de 16h de luminosité et 8h de nuit dans de I'eau de la Méholle
filtrée comme expliqué dans le paragraphe 1.3.1. Plusieurs parametres 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.

Pour chaque contamination aux nanoparticules d’argent, les solutions tests ont été préparées en
diluant la solution stock de nanoparticule (0.02 mg.mL™) dans I'eau d’exposition (La Méholle). Le
mélange des nanoparticules dans I'eau d’exposition était garanti par I'ajout d’'un volume d’eau tres
important sur un volume tres faible de contaminant. Le volume total était préparé dans un grand bécher
en verre de 800 mL a 2 L puis les volumes d’exposition voulus étaient déversés un a un dans les
dispositifs de contamination. Concernant le nitrate d’argent, 25 mg de cristaux étaient minutieusement
pesés puis dilués dans de 'eau déminéralisée afin d’obtenir une solution & 250 mg.L™". Cette solution
était par la suite diluée par 10 pour obtenir une solution & 25 mg.L™ soit 0.025 mg.mL™. A I'instar des

nanoparticules, les solutions tests ont été préparées a partir de cette solution mere.
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[1l.1. Tests d’adsorption et désorption sur les dispositifs

[11.1.1. Choix des dispositifs de contamination

Le premier test a eu pour objectif de définir le type de matériaux a utiliser comme dispositif
expérimental. Ce premier test a donc comparé l'utilisation de petites barquettes en polystyrene standard
(PS) ou en polypropyléne (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 contréles sans
argent et des conditions contaminées a 0,5 pg.L™ d’argent sous forme AgNO; ou sous forme nAg 60nm
de diametre. Apres ce temps de saturation, les milieux ont été renouvelés par 100 mL de milieux de
contamination puis, apres 24h, un préléevement de 10 mL a été effectué puis acidifié a 1% d’acide

nitrique (HNOs) avant d’étre dosé en spectrométrie d’absorption atomique (AAS, Figure 28).

0.50
Concentration initiale voulue : 0,50 ug.L™* ops m PP

0.45 -

0.35 Concentration moyenne des solutions méres mesurées : 0,37 + 0,05 pg.L*

0.30 -

0.25 -

[Ag] (ug.L-1)

0.20 -
0.15 -
0.10 -

0.05 -

0.00 L

Control Ag (AgNO3) nAg 60nm

Figure 28 : Concentrations moyennes (+ écart types) en argent mesurées dans les solutions meres et dans les milieux
aprés 24h de contamination a 0,5 ug.L'l de nitrate d’argent et de nanoparticules d’argent de 60 nm de diamétre

contenus dans des dispositifs composés de Polystyrene Standard (PS) ou de Polypropylene (PP).

Les résultats montrent que I'argent disposé dans le milieu n’est pas entierement retrouvé apres 24h,
et ce, malgré une saturation a I'argent en amont de tous les dispositifs. L'écart entre les concentrations
initiales voulues et les concentrations dosées dans les solutions meres n’est pas négligeable et pourrait

étre d a des processus d’adsorption. Pour I'argent dissous sous forme d’AgNQOs, sa disparition dans la
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colonne d’eau aprées 24h est trés importante et laisse supposer qu’un processus ici non étudié entre en
jeu. Pour les contaminations aux nanoparticules d’argent, c’est [l'utilisation de barquette en
polypropyléne qui a permis de rester dans des gammes de concentrations proches de celles dosées dans
les solutions meres. Toutefois un écart reste perceptible et c’est pour cela que le second test a concerné

le protocole de saturation des dispositifs.

[11.1.2. Mise en place du protocole de saturation

Une perte d’argent dans la colonne d’eau comme celle observée précédemment pourrait étre due a
une adsorption importante sur les parois des dispositifs (barquettes en polypropyléne). Ce constat
réalisé, nous avons effectués des tests d’adsorption du nitrate d’argent et des nAg de 60 nm en
comparant différents protocoles de saturation (Figure 29). Il est a noter qu’une verrerie spécifique a
chaque condition de contamination a été employée et qu’elle n’a pas été lavée entre les opérations ce

qui a permis de la saturer également.

Le test A (Figure 29) consistait a saturer pendant 24h les dispositifs a la concentration voulue : 0,5
ug.Lt. Aprés 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 apres saturation et la
solution a été changée toutes les 48h.

Le méme protocole a été suivi pour le troisieme test C et le quatrieme 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 a doser ont toujours été prélevés 24h apres

chaque renouvellement (protocole résumé en Figure 29).
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Test A TestB Test C
I TestD
() i) ()
n |
120h : : loréive 1sem—os 192h
Prélvt Préhvtsa— ) I
2ah 24h ‘ 72h I
v Renouvellement aprés
Renouvellement Renouvellement 7 168h
96h 1 Fjours
Préivt 3— A préivt 13— I
T 24h |
|
Renouvellement 48h Renouvellement 1 )
72h Prait2 —, Préivt s2—= 3 1
T 2ah 2 1
7 jours
Renouvellement Renouvellement | g
48h Prefvt I—>, n |
24h 72hdesatu |
1
24h Renouvellement a8h de satu
. I
24h de satu 1
1
Agl || Az2 || Az3 || Asa || Ass | Ase Ag1 | Ag2 || Ag3 | Aga | Ags || Ags agl | Ag2 || as3 || Az || Ass || Aze Agl || Ag2 | As3
np1 || np2 || np3 || npa || nps | wes npl | Mp2 | np3 | npa | Nps | mps npt | np2 || p3 || nps || nes || mes Npl || Wp2 | mp3
Volume: 100 mL; Concentration enargent: 0,5 pg.L* ; de 3 a 6 réplicats

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 - 56 : 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 protocoles appliqués afin d’observer lequel semble étre le mieux

adapté pour maintenir la concentration en argent.
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0.50
Concentration initiale voulue : 0,50 ug.L* OAg (AgNO3)
0.45 - EnAg 60nm
0.40 Concentration moyenne des solutions méres mesurées : 0,41 + 0,04 ug.L*
0.35 -
— 030
5
op
= 0.25 -
g 0.20 -
0.15
0.10 -
0.05 -
0.00
test A (2) |test B (S2)| test A(3) |testC(J3)| test A (4) [test B (S4)| test A (6) |test B (S6) test C(I6) test A(7) | testD
(7jours)
72h ‘ 96h ‘ 120h ‘ 168h ‘ 192h

Figure 30 : Concentrations moyennes (+ écart types) en argent mesurées dans les solutions méres et dans les milieux aprés 24h
de contamination a 0,5 ug.L'J de nitrate d’argent et de nanoparticules d’argent de 60 nm de diamétre aprés différents tests de

protocoles de saturation détaillés en Figure 29.

Pour une méme concentration de solution mére appliquée (0,41 + 0,04 pg.L™), la perte de I'argent
sous forme AgNO; 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’obtenir une pression moyenne de contamination en argent de 0,31 + 0,03 pg.L™. Le test B est donc
celui qui a permis de se rapprocher le plus de la concentration voulue de 0,50 pg.L™. Malgré tout, un
phénomeéne de dissolution ou d’adsorption sur la verrerie et les plastiques semble encore avoir lieu. Pour
I'argent dissous sous forme AgNOs, sa disparition quasi compléte dans la colonne d’eau laisse encore a
supposer qu’un processus ici non identifié entre en jeu.

Etant donné que pour le milieu de contamination, I'eau qui a été utilisée (eau de la Méholle) possede
une forte conductivité (545 uS.cm™) et donc une quantité importante d’ions ; La question de la formation
de chlorure d’argent par I'argent dissous peut se poser. En effet, en présence de lumiere, les ions Cl" et
Ag’ pourraient entrainer une réaction d’oxydo-réduction et former un précipité : le chlorure d’argent.
Pour tenter de répondre a cette question, nous avons réalisé une troisieme expérience d’adsorption

basée sur I'effet potentiel de la luminosité (Figure 31).
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111.1.3. Luminosité

Pour cette expérimentation et en tenant compte des résultats précédents (choix du matériau et du
protocole de saturation), seul le paramétre luminosité a été modifié afin de voir s’il avait une influence
sur le comportement de I’AgNO; et des nAg de 60 nm. La totalité des expériences précédentes s’est
déroulée en lumiere directe sous une luminosité de 416.18 + 47.37 Lux. Ici, la luminosité a été occultée
d’un facteur 10 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).

0.50

Concentration initiale voulue : 0,50 ug.L!

0.45 - M Lumiére non directe
0.40 . O Lumiére directe
0.35
0.30 -

0.25 -

[Ag] (ng.LY)

0.20 -
0.15 -
0.10 -
0.05 - r
0.00

24h 48h ‘ 72h ‘ 24h 72h ‘

Ag (AgNO3) ‘ nAg (60nm) ‘
Figure 31 : Concentrations moyennes (+ écart types) en argent mesurées dans les solutions meres et dans les milieux
apres 24, 48 et 72h de contamination a 0,5 ug.L'l de nitrate d’argent et de nanoparticules d’argent de 60 nm de

diametre soumis a une lumiére indirecte ou directe.

Les résultats n’ont pas montré de différence entre les conditions en pleine lumiére et celles occultées.
Les concentrations en argent dissous et nanoparticulaire (60nm) sont donc similaires a celles présentées
plus haut. La luminosité appliquée ne semble donc pas responsable de la perte importante d’argent en
fonction du temps de contamination. Toutefois, il semblerait qu’une lumiere indirecte limiterait les

risques de transformation photochimiques et donc les risques d’'une photoréaction des nanoparticules

92



Chapitre 2 : Optimisation de la contamination — Matériel et Méthodes

(Nowack et al., 2012). Le protocole utilisant une lumiére indirecte a été conservé puisque c’est celui le

plus adaptée aux gammares qui ont un comportement lucifuge.

111.1.4. Test a 'eau déminéralisée

Une autre hypothése quant a la disparition de I'argent dans les milieux était que des phénomeénes
physicochimiques pourraient impacter la qualité des dosages en spectrométrie d’absorption atomique
(SAA, dosages effectués par P. Rousselle). En effet tous les tests précédents ont été réalisés avec de I'eau
issue de la riviere la Méholle. Cette eau, au préalable filtrée, pourrait de par sa composition propre,
induire un biais dans les dosages d’argent. Pour cela, une expérience regroupant I'ensemble des
parameétres établis plus haut a été menée dans de I'eau déminéralisée et des prélevements ont été
effectués apreés 24 et 72h d’une contamination a 0,5 ug.L"! de nitrate d’argent et de nanoparticule de

60nm (Figure 32).

0.90 - 024h
0.80 - m72h
0.70 -
. 0.60 -
E"! ——
/ Concentration moyenne des
< solutions méres mesurées :
0.30 0,45+ 0,11 ug.L*
0.20 -
0.10 -
0.00 . .
Control Ag (AgNO3) nAg (60nm)

Figure 32 : Concentrations moyennes (+ écart types) en argent mesurées dans les solutions méres et dans les milieux aprés 24h et
72h de contamination d’une eau déminéralisée a 0,5 /,tg.L'l de nitrate d’argent et de nanoparticules d’argent de 60 nm de

diamétre.

Cette fois-ci, nous observons une moyenne des concentrations des solutions méres tres proche de
celles voulues de 0,5 pg.L™. Concernant les concentrations retrouvées dans le milieu aprés 24h et 72h,
elles restent de I'ordre de cette concentration appliquée que ce soit pour le nitrate d’argent ou les nAg.
Cependant, nous notons un pic d’argent aprés 24h d’une contamination au AgNO; qui pourrait étre da a

un phénomene d’évaporation de milieu qui de ce fait entrainerait une surconcentration dans le volume
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de milieu restant. Dans tous les cas, si dans les expériences menées avec de I'eau de la Méholle, nous
observions des diminutions de 20 a 80% de I'argent dans nos milieux, ce phénomeéne est bien dd a
l'usage d’une eau naturelle prélevée en riviere puisqu’il n’est plus observable lorsque ces mémes tests
sont reproduits avec de I'eau déminéralisée. L’hypothése serait alors qu’une adsorption de l'argent
dissous sur la matiere organique présente dans les milieux (malgré leur acidification avant dosage),
empécherait sa bonne détection et donc son dosage précis en SAA. Un test de sonication des milieux

composés d’eau de la Méholle n’a toutefois pas permis de s’affranchir de ce biais de dosage.
[11.1.5. Dissolution des nanoparticules

Comme expliqué dans le chapitre 1, paragraphe 1.2.4.4., les nanoparticules peuvent relarguer de
I'argent ionique par dissolution oxydative (Liu and Hurt, 2010). Cet argent dissous pourrait alors
participer a I’écart de concentration mesuré entre les solutions meéres et les milieux comme expliqué ci-
dessus. Cette expérience a eu pour objectif de déterminer pour chacune des conditions comportant des
nanoparticules, les concentrations en argent total et en argent dissous apres 24h et 72h d’exposition 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 5ug.L™ dans de I'eau
de la Méholle filtrée. Les échantillons d’argent dissous ont été obtenus en utilisant des tubes de
centrifugation Amicon®(Dutscher, France) possédant une membrane de 3KDa capable de séparer la
fraction dissoute d’une solution de nanoparticule d’argent aprés une centrifugation de 5000g pendant
1h (selon les conseils du fournisseur). L’argent dissous présent dans le filtrat a ensuite été acidifié a 1%
(HNOs) et dosé en spectrométrie d’absorption atomique SAA.

Les résultats de I’expérience visant a évaluer le pourcentage d’argent dissous issu d’une
contamination en nanoparticules d’argent d’un milieu ne contenant ni feuilles, ni gammares, sont
exposés dans le tableau 6. Une dissolution des nanoparticules a été détectée uniquement pour la plus
forte concentration d’exposition (5 pg L) et la plus faible taille de nanoparticule (10 nm de diamétre).
Une baisse significative (test-T, p-value =0.003) a été observée entre les deux temps de prélevement.
Pour les autres conditions, les quantités en argent dissous mesurées étaient inférieures aux limites de

détection du SAA (0.1 pg LY.
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Tableau 6 : Moyennes des concentrations (+ écart-types) mesurées en argent total et dissous (n=3) dans I'eau (sans
organisme ni feuille) aprés 24h et 72h d’une exposition aux nAg (10 nm et 60 nm de diametre). LD : limite de

détection de I'instrument (0.1 ug.L'l).

Taille des nanoparticules Témoin nAg 60nm nAg 10nm
[Ag] appliquée Opgl-1 0,5pugl-1  5pgll 0,5pgl-1  5pgll
total (ug L-1) <LD 0,25+0,01 2,4 £0,2 0,2 £0,02 3 0,06
[Ag] aprés 24h dissous (ug L-1) <LD <LD <LD <LD 0,5 £0,07
dissolution (%) <LD 0 0 0 15,8
total (ug L-1) <LD 0,13 +0,01 2 +0,06 0,11 £0,01 1,1 +0,1
[Ag] aprés 72h dissous (ug L-1) <LD <LD <LD <LD 0,1 £0,07
dissolution (%) <LD 0 0 0 10

Les plus petites tailles de nAg leur conférent des relations surface/volume plus importantes
permettant un relargage plus rapide d’ions Ag' (Hoheisel et al., 2012). C’est le cas dans cette étude oU
seule la plus petite taille de nanoparticule entraine un relargage d’argent dissous. Méme si différents
parametres (température, pH et matiére organique) peuvent influer sur la vitesse de dissolution, ce
processus reste toutefois assez lent, et la forme nanoparticulaire de I'argent peut 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 a une
concentration de 5ug.L*en nAg de 10nm de diametre pourraient étre dus a cette dissolution (Cf. tableau
4 :10 % de dissolution pour 5 pg.L*de nAg 10nm) uniquement s’ils sont statistiquement similaires a ceux

observés pour 0.5 pg.L-1d’AgNO:s.

[11.2. Bilan d’optimisation de la contamination en microcosme

Le tableau 7 représente le bilan des différents parametres fixés et testés pour maftriser au mieux le
comportement des nanoparticules dans les dispositifs expérimentaux. lls ont permis d’assurer une

pression de contamination reproductible entre les différentes études en microcosmes.
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Tableau 7: Bilan des paramétres fixés et testés dans les diverses études d’optimisation de la contamination en

contamination.
Parametres Protocole standard appliqué dans les microcosmes
Température d'exposition de 123 16°C
Parameétres Volume de milieu de 100 mL a 400 mL
fixés Temps d’exposition de 24h a 72h sans renouvellement
Photopériode 16h de jour/ 8h de nuit
Dispositifs de contamination Barquettes en polypropyléne
Protocole de saturation 48h de saturation des dispositifs et de la verrerie
Parametres L L
testéds Luminosité Lumiere indirecte (39,1 2,6 Lux)
Type d'eau Eau naturelle pouvant biaiser les mesures SAA, sonication inutile
Dissolution des nanoparticules A vérifier a chaque étude
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IV. Expositions des organismes

Différentes expérimentations impliquant I'exposition de gammares ont été effectuées pour répondre
a nos objectifs. Les expositions se sont déroulées dans des piéces thermostatées (de 12 a 16°C), sous une
luminosité controlée et a une photopériode. Les milieux de contamination ont été préparés par dilution
des solutions stocks de nanoparticules en suspension (achetées chez des distributeurs ou synthétisées
par des laboratoires partenaires). Les milieux de contamination étaient soit de I'eau issue de la riviere La
Méholle, soit de I'eau de Volvic (mésocosmes) et leurs concentrations en nanoparticules préalablement
définies se sont échelonnées entre 0,5 pg.L™" et entre 1 mg.L™.

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 apres les phases
d’acclimatation et de conditionnement décrits dans le chapitre 1.3., les gammares et les feuilles ont été
exposés de 72 h a 3 semaines. Pour la grande majorité des études, les pressions de contamination du
milieu d’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 parametres mesurés, les gammares
et les feuilles étaient directement utilisés pour les analyses ou congelés au -80°C. L'ensemble des
parametres 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 parametre a été mesuré alors

que X signifie que le marqueur n’a pas été étudié.

Types de contamination Contaminations en microcosmes (Chapitre 3)

Numéro d'expérience

Expérience 1(A)

Expérience 1 (B)

Expérience 2

Expérience 3

Titre de I'étude

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 a I'espéce G. roeseli

Assessing the effects of silver
nanoparticles on the
ecophysiology of Gammarus
roeseli

Sites de prélevement

Eau

riviere : La Méholle

riviere : La Méholle

riviere : La Méholle

riviere : La Méholle

Gammares (espéce)

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)

Préparation avant
expérimentations

Filtration 1,2 um

Filtration 1,2 um

Filtration 1,2 um

Filtration 1,2 um

Eau
(filtre en microfibre de verre) (filtre en microfibre de verre) (filtre en microfibre de verre) (filtre en microfibre de verre)
Gammares Acclimatation (10 jours) Acclimatation (10 jours) Acclimatation (7 jours) Acclimatation (9 jours)
Feuilles Conditionnement dans la Conditionnement dans la Conditionnement dans la Conditionnement dans la

Méholle (10jours)

Méholle (10jours)

Méholle (9jours)

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

10et 60 nm

10et 60 nm

10et 60 nm

10, 20, 40, 60 et 100 nm

Controle positif

AgNO;

AgNO,

AgNO;

Non

Concentration d'exposition

0;05et5 ug.L'1

0;0,5et5 ug.L’1

0;0,5et5 ug.L’l

0;0,5;2,5et5 |.J.g.L'1

Temps d'exposition

72h

72h

72h

72h

Volume d'exposition

400 mL

400 mL

400 mL

300mL

Quantité de feuilles

8disques de 16 mm

8 disques de 16 mm

8 disques de 16 mm

4 disques de 16 mm
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Quantité de gammares 20 males 20 males 16 indifférenciés 10 males
Nombre de réplicats 3 3 3 4
Caractérisation des Distribution de taille
nanoparticules v v v v
Mesure de dissolution test en amont test en amont \Y Vv
Control de la pression de Mesures des concentrations des S.méres 3
contamination ) v v V (non dosé) v
Mesures des concentrations en cours/ en )
fin d'expérience v v V (non dosé) v
Concentration dans/sur les feuilles \V \Y V (non dosé) Vv
Concentration dans/sur les gammares Vv \Y V (non dosé) Vv
Marqueurs mesurés dans | Décomposition de la litiere par les micro-
les feuilles organismes v v v X
Production de FPOM v V] \Vj X
Marqueurs mesurés dans Mortalité
les gammares v v v v
Batterie de biomarqueurs X X \"} V (energétique)
MXR \") \" X X
Osmolalité Vv Vv X X
Consommation d'oxygéne X X X Vv
Ventilation \V Vv X Vv
Locomotion \Y \Y X Vv
Consommation de feuilles \V Vv \V Vv
Production de FPOM \Y \Y \Y Vv
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Tableau 9 : Bilan des expériences effectuées et des marqueurs mesurés en contamination simples en microcosmes, V signifie que le parametre a été mesuré alors

que X signifie que le marqueur n’a pas été étudié.

Types de contamination

Contaminations en test plurispécifique et en mésocosmes (Chapitre 4)

Numéro d'expérience

Expérience 4

Expérience 5

Expérience 6

Expérience 7

Titre de I'étude

Etude des effets des nTiO2 sur les
gammares (G. roeseli) en
fonction de leur hétéroagrégation
dans deux types d’eau du Rhone

Effets de deux types de nAg
(plate et sphérique) surles
gammares appartenant a I’espéce

Effets de deux types de nTiO,
(anatase batonnet et anatase
cubique) sur I’espéce G. roeseli

Effets de deux types de NTC (avec
ou sans matiére organique) sur
les gammares appartenant a

mésocosmes (2 jours)

mésocosmes (2jours)

naturellement chargées en G. roeseli I’espéce G. roeseli
matiéres organiques
Sites de prélevement
P Eau rivieres Rhéne, sites Jons et Arles Volvic Volvic Volvic
Gammares (espéce) G. roeseli G. roeseli G. roeseli G. roeseli
Feuilles (essence) - Alnus glutinosa (Vosges) Alnus glutinosa (Vosges) Alnus glutinosa (Toulouse)
Préparation avant Eau Filtration Supplémentée (6.8 mg.L™" of Supplémentée (6.8 mg.L™" of Supplémentée (6.8 mg.L™" of
expérimentations CaCl2 2H20) CaCl2 2H20) CaCl2 2H20)
Gammares Acclimatation (1 jours) Acclimatation (6 jours) Acclimatation (6 jours) Acclimatation (6 jours)
Feuilles Conditionnement dans les Conditionnement dans les Conditionnement dans les

mésocosmes (2jours)

Design expérimental Types de nanoparticules

nTiO, anatase

nAg sphérique et plate

nTiO, cubique et en batonnet

NTC

Tailles

5-30nm

20-26nm

20a25nm - 10 et 200nm

Controle positif

Concentration d'exposition

0;0,1et1mg.L™

50 pg.L™ en fin d'expérience

1mg.L en fin d'expérience

1 mg,L'len fin d'expérience

Temps d'exposition

24et9%h

7,14 et 21 jours

7,14 et 21 jours

7,14 et 21 jours

Volume d'exposition

15L

56L

57L

58L

Quantité de feuilles

6 g de feuilles entieres sans
pétioles

6 g de feuilles entieres sans
pétioles

6 g de feuilles entieres sans
pétioles
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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
Caractérisation des
. Distribution de taille dans Labille et al., 2015 Vv - -
nanoparticules
Mesure de dissolution X \Y \Y Vv
Control de la pression de Mesures des concentrations des S.méres
contamination ) X X X X
Mesures des concentrations en cours/ en
fin d'expérience v v v v
Concentration dans/sur les feuilles X \Y V (non dosé) V (non dosé)
Concentrationdans/sur les gammares V (non dosé) \Y V (non dosé) V (non dosé)
Marqueurs mesurés dans | Décomposition de la litiere par les micro-
les feuilles organismes X X X X
Production de FPOM X X X X
Marqueurs mesurés dans Mortalité
les gammares v v v v
Batterie de biomarqueurs \Y \Y Vv Vv
MXR X v v v
Osmolalité X Vv Vv Vv
Consommation d'oxygéne X X X X
Ventilation X Vv \V Vv
Locomotion X Vv \Y \V
Consommation de feuilles X \Y \V Vv
Production de FPOM X X X X
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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 a 5 gammares et de 1 a 5 disques
de feuilles ont été prélevés puis rapidement séchés sur du papier absorbant avant d’étre congelés a -
80°C. Avant chaque mesure de concentration, les échantillons ont été séchés au froid par lyophilisation
ou par passage a I'étuve a 105°C pendant 48h afin de peser leurs masses seches. Certains échantillons
ont été minéralisés entiers ou apres un broyage de 2 x 30 secondes dans un broyeur a bille. Dans un
premier temps, de 'acide nitrique (HNO;, LGC Standards) et du peroxyde d’hydrogéne (H,0,, Fisher
scientific) ont été ajoutés aux échantillons pour permettre leur digestion. Puis la minéralisation a été
effectuée avec un systéeme 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 ug.g™. Dans certains cas, les teneurs ont été calculées

en multipliant ces concentrations par les masses seches 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
comptés seulement au moment de l'arrét de manipulation ou lors des différentes dates de
prélevements. Les pourcentages de mortalité ont pu ainsi étre évalués ainsi que les biomasses de
gammares présentes dans les milieux. En effet pour chaque expérimentation, |'établissement d’une
relation masse fraiche - masse seche sur la base des valeurs obtenues pour 100 a 200 individus a été

effectué. Pour cela, les masses fraiches puis seches de pools de 100 a 200 organismes avaient été pesées.

VI.2. Biomarqueurs (sub)cellulaires

Les mesures des biomarqueurs ont été effectuées selon différentes méthodes et protocoles. Une
grande majorité des résultats obtenus a été acquis grace a des méthodes d’analyses colorimétriques
effectuées a l'aide d’'un automate Konelab 20-XTi (Thermo Scientific). Cet automate permet une

approche multimarqueurs sur un méme échantillon, en I'occurrence dans nos études, la mesure de 13
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biomarqueurs sur un méme pool de 3 a 5 gammares. Des protocoles pour les gammares ont été adaptés
selon ceux déja pré-établis par Garaud et al., 2015. Pour cela la préparation d’'un homogénat s’avérait

nécessaire.

VI.2.1. Préparation des homogénats

Des pools de 3 a 5 gammares entiers ont été lentement décongelés dans de la glace et séchés sur du
papier absorbant. Leur masse fraiche a ensuite été pesée. Avant d’effectuer les analyses avec le Konelab,
les gammares ont préalablement été broyés dans un tampon d’homogénéisation comme décrit dans les
études de Garaud et al (2015) et Sroda and Cossu-Leguille (2010). Ce tampon d’homogénéisation était
composé de 98% de tampon phosphate 50 mM a pH 7,6 supplémenté par 1% de Phenylmethylsulfonyl
fluoride a 1mM (PMSF) et d’1% d’un mélange L-sérine borate a 1mM pour permettre d’inhiber les
protéases (Garaud et al., 2015). Pour chaque échantillon, les volumes de ce tampon d’homogénéisation
ont été adaptés aux masses fraiches des pools de gammares mesurées, soit 2 mL de tampon ajouté pour
500 mg d’organisme. Les organismes ont donc été broyés dans leur volume spécifique de tampon
d’homogénéisation selon deux méthodes : manuelle ou par broyeur a bille. Pour la grande majorité des
expérimentations, c’est la méthode manuelle qui a été employée. Pour cela, les organismes et le tampon
ont été disposés dans un broyeur en verre. A I'aide du Potter en verre adapté, les organismes ont été
broyés par pression entre les deux structures en verre et la totalité de 'homogénat récupéré a I'aide
pipette Pasteur et placé dans un tube eppendorf.

Pour I'expérimentation n° 3, nous avons employé la méthode avec broyeur a bille. Les volumes de
tampon d’homogénéisation associés a chaque échantillon ont été disposés directement dans les tubes
eppendorf contenant les gammares. Deux billes préalablement nettoyées a I'éthanol y ont été rajoutées.
Ces tubes ont été disposés a I'horizontal dans un broyeur a bille (Beadbeater, Retsch MM301). Cette
machine permet le déplacement rapide des tubes de la gauche vers la droite, ce qui permet un broyage
tres rapide des échantillons par friction entre les deux billes d’acier. Un protocole de broyage testé en
amont nous avait assuré que ce type de broyage était comparable a 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 a une centrifugation de 5 minutes a 500xg et a 4°C pour
permettre une sédimentation de la cuticule difficilement broyable, puis 120 pyL du surnageant de ce
broyat ont été récupérés pour effectuer des mesures. Le broyat restant a été ensuite centrifugé durant

20 minutes a 4°C et 1000xg et le surnageant récupéré puis immédiatement re-centrifugé a 20 000xg
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pendant 50 minutes a 4°C. Le surnageant finalement prélevé correspond a 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) et I’évaluation de la Capacité Totale Antioxydante (TAC) ont été
effectuées sur les fractions cytosoliques alors que I'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 I'activité de transport MXR des branchies des gammares a été effectuée a I'aide d’une
méthode d’accumulation. L’accumulation d’un substrat, la Calcéine-AM hydrolysée en Calcéine
fluorescente une fois internalisée dans la cellule a été mesurée en présence et en absence d’inhibiteurs
des protéines MXR. Ces inhibiteurs empéchent le bon fonctionnement des transporteurs MXR et dans le
cas présent, le rejet de la Calcéine hydrolysée et donc fluorescente a I'extérieur de la cellule. Par
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 5uM (contenant
0.3% de Dimethyl Sulfoxide, DMSO) tandis que 4 autres ont été immergés dans la méme solution mais
contenant un mélange de deux inhibiteurs : la Reversin 205 a 5 UM (C4;HsgN,O4,, Sigma-Aldrich) et des
sels de sodium hydratés MK-571 a 15 uM (C,6H,6CIN,NaO5S,:, Sigma-Aldrich). Pour chaque condition, 4
gammares ont été plongés dans un milieu contréle contenant 0.3% de DMSO. Apres 2h d’incubation a
I'obscurité et a température ambiante, les organismes (4/réplicat/milieu d’incubation) ont été disséqués
sous une loupe binoculaire (Leica, Figure 33), afin de prélever les 5 paires de branchies antérieures (la
6°™ paire postérieure n’est pas prélevée en raison de sa trop petite taille). Les 10 branchies prélevées
sur les 4 individus du réplicat ont été poolés et congelées a -80°C dans 200 ul d’eau Cristalline. L'étape
suivante a consisté a décongeler et broyer les branchies pendant 1 minute a I'aide d’un broyeur pour
tube Eppendorf. Aprés une minute de sonication et 5 minutes de centrifugation a 5000g a 4°C, 100ul de
surnageant ont été prélevés et disposés sur une plaque 96 puits a fond noir afin d’en mesurer la
fluorescence (Excitation 495nm, Emission 515nm ; Spectrophotofluorimétre SAFAS Monaco Xenius). Ces
mesures ont été rapportées aux concentrations en protéines mesurées dans ces mémes surnageants (20
ul) au spectrophotometre en utilisant la méthode Bradford (1976 ; Kit Biorad). Enfin, I'activité de

transport MXR a été calculée pour chaque traitement comme la moyenne de toutes les différences des
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résultats obtenus pour I'accumulation de calceine en présence et en absence des inhibiteurs. Ainsi pour

3 réplicats, 9 valeurs était générées puis moyennées.

SR

Figure 33 : Dissection des branchies de gammares (A : loupe binoculaire ; B : branchies). Sources : J. Andrei.

Les métallothionéines (MT) sont des protéines qui ont un réle de séquestration des métaux (Hamer,
1986). Elles sont par ailleurs synthétisées en surnombre lors d’une contamination métallique et c’est
pour cela qu’elles sont couramment étudiées comme biomarqueurs en écotoxicologie (Amiard et al.,
2006). Pour la plupart des expérimentations menées impliquant des gammares, des pools de 3
organismes ont été prélevés puis immédiatement congelés a -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
I'automate Konelab sur le broyat de gammares d’aprées la méthode de Garaud et al. (2015) adaptée de
celle de Arab and Steghens (2004). L’activité de I'’enzyme caspase (CSP-3) a été mesurée quant a 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 grace a des réactifs élaborés spécifiquement par Thermo Scientific pour des analyses au
Konelab (Garaud et al., 2015). Les mesures d’activité de la lactate déshydrogénase (LDH) ont également
été effectuées a partir de réactifs fournis par Thermo scientific sur la fraction cytosolique. L’activité
mitochondriale du systéeme de transport d’électrons (ETS) a quant a elle été mesurée sur les broyats,
selon le protocole de Garaud et al. (2015) adapté a partir de ceux de De Coen and Janssen, 1997; Owens

and King, 1975) et sont disponible en annexe 3.

VI.3. Biomarqueurs physiologiques

VI.3.1. Mesure de I'osmolalité

Selon la méthode décrite par Felten et al. (2008), une goutte de quelques nanolitres d’hémolymphe
(20 nl) est récupérée a I'aide d’un microcapillaire de 5 pul modifié (étendu a chaud) apres avoir percé, a
I'aide d’une aiguille, la cuticule du gammare au niveau du peiriomere en face dorsale. Cette goutte
d’hémolymphe est rapidement transférée dans un des 6 puits du nano-osmometre (Otago Osmometers
Ltd, Dunedin, New Zeala) qui contient de I’huile minérale a haute viscosité permettant d’éviter
I’évaporation de I’'hémolymphe. Une fois les 6 puits remplis, dont un avec de I'eau ultrapure (0 mOsm.Kg’
') et un autre avec un standard a 290 mOsm.Kg™ permettant I'étalonnage de I'appareil, 'osmolalité de
I’hémolymphe de I'organisme testé est évaluée. L’'osmolalité représente schématiquement la quantité
de substances osmotiquement actives (Na*, CI', AA, ...), donc qui ont la capacité de retenir/attirer I'eau.
La mesure s’effectue aprés avoir congelé la goutte d’hémolymphe via un systeme a effet pelletier. La
température de décongélation de I’hémolymphe, identifié visuellement sous loupe binoculaire,

permettra via |’étalonnage préalable d’en déduire I'osmolalité.

VI.3.2. Mesures de la consommation d’oxygene (dosages effectués par J. Bouquerel)

Des mesures de consommation d’oxygene par les organismes ont été effectuées pour la seule
expérimentation n° 3. Pour cela, nous avons utilisé le Microrespiration System d’Unisens (Unisense A/S,
Aarhus, Denmark) qui permet une mesure précise de 'O, dans des microvolumes. A l'issue de
I’'exposition, les gammares ont été doucement prélevés a I'aide d’un carré de tissu fine maille (500 um)
puis délicatement disposés dans une enceinte respirométrique spécifique de 2mL (Figure 34) remplie

d’eau de la Méholle non contaminée et préalablement saturée en oxygéne. La mesure de consommation
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d’0, a été effectuée simultanément durant 20 minutes sur deux microcuves équipées chacune d’'une
microélectrode et contenant chacune 1 organisme. L'enregistrement en continu des données s’effectue
via une interface informatique qui permet également de visualiser en direct les courbes de
consommation (Figure 34). Les taux de consommation d’O, sont ensuite calculés a partir de régressions

linéaires effectuées sur des portions de courbe réguliére.
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Figure 34 : Photos des mesures de consommation d’oxygene montrant le graphique en direct de perte d’oxygéne du
milieu (A) ; le systeme général du respirometre (B) enceinte dans laquelle la mesure d’oxygéne s’effectue (C).

Sources : J. Andrei

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’aprés la méthode de 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

de 2ml d’une microplaque de 24 puits (Figure 35). Aprés 30 secondes d’acclimatation, les battements des
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pléopodes ont été comptés visuellement pendant 10 secondes quand I'organisme restait statique. Pour
chaque organisme, la mesure a été répétée trois fois. Au sein de chaque expérience, les mesures ont été
effectuées exactement au méme endroit et dans les mémes conditions de luminosité. La ventilation a
été mesurée selon le méme protocole mais les données ont été acquises de deux facons différentes. Ce
comptage a soit été effectué directement lors de I'arrét de manipulation, soit effectué a posteriori via

des vidéos enregistrées a la fin de I'expérience.
V1.4.2. Locomotion

Aprés exposition, 8 a 10 gammares ont été prélevés a I'aide d’'un morceau de tissu fine maille (500
pum) dans les différents réplicats d’'une méme condition. lls ont été disposés dans un bécher contenant
un carré de fine maille ainsi que 250 mL du milieu d’exposition contaminé ou non. L'activité de
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
aprés 5 minutes d’acclimatation. Au sein de chaque expérience, les mesures se sont déroulées
exactement au méme endroit et dans les mémes conditions de luminosité. L’activité de locomotion a elle
aussi été mesurée a chaque fois selon le méme protocole mais les données ont été acquises de deux
facons différentes. Ce comptage a été effectué directement lors de I'arrét de manip ou a posteriori via

des vidéos enregistrées a la fin de I'expérience

Figure 35 : Photos des dispositifs de mesure de locomotion (A) et de ventilation des gammares (B). Sources : J.

Andrei
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VI.5. Mesures des marqueurs fonctionnels chez le gammare
VI.5.1. Mesure de la consommation des gammares

Aprés chaque exposition, les disques de feuilles (microcosmes) ou les feuilles entieres (mésocosmes)
ont été récupérés, partiellement séchés par un contact rapide sur du papier absorbant puis congelés a -
80°C. Par la suite, ils ont été séchés soit au froid par lyophilisation soit a I'étuve (105°C, 48h). Leurs
masses séches ont ensuite immédiatement été pesées. La quantité de feuille consommée par les
gammares, exprimée en pg de masse séche de feuille consommée/mg de masse seéche de gammare/jour,

a ensuite été calculée via I'’équation 1.

Equation 1 :

I\/Isfeuille, initiale © Ivlsfeuille, final = (%MP X |\/Isfeuille, initiale)
Msgammares xt

Consommation des gammares =

MSteuilie, initiale COrrespondant a la masse seche des feuilles pesée avant le début de I'expérimentation ;
MSteuite, final COrrespondant a la masse seche des feuilles pesée apres plusieurs jours d’exposition aux
gammares ; %MP correspondant au pourcentage de masse seche perdue par lessivage dans I'eau et due
a I'activité des micro-organismes ; MSgammares COrrespondant a la masse séche des gammares moyennée
sur toute la durée de I'expérimentation en tenant compte des taux de mortalité et t correspondant au

temps d’exposition.
VI.5.2. Production de FPOM par les gammares

A l'issue de I'expérimentation I'eau des milieux d’exposition, vides d’organismes et de feuilles a été
filtrée sous vide soit au travers d’un filtre en nitrate de cellulose (47 mm de diamétre , 0.45 um de
porosité, Sartorious, Labomoderne) soit au travers d’un filtre en fibre de verre lorsque des mesures de
carbone organique dissous étaient prévues (47 mm de diametre, 0.7 um de porosité, Labomoderne ou
Whatman™). Avant chaque filtration, les différents types de filtres ont été rincés a I’eau ultrapure puis
séchés 24h a 85°C et pesés. Apres filtration les filtres chargés ont été remis a sécher durant 24h a 85°C.
La production de FPOM par les gammares a ensuite été calculée selon I'équation 2 et exprimée en ug de

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

Ivlsﬁltre,ﬁnal - DMﬁItre,initiaIe - (%FPOMmicro»organismes X Msfeuille,initiale)

Msgammares X t

Production de FPOM par les gammares =

MSsitre, final  COrrespondant a la masse séche des filtres chargés pesés apres filtration ; MSgie, initiale
correspondant a la masse seche des filtres rincés pesés avant la filtration ; %FPOM micro-organismes
correspondant au pourcentage de FPOM induit par le lessivage ou produit par I'activité des micro-
organismes; MSeuite, intiale COrrespondant a la masse seche des feuilles pesée avant le début de
I’'expérimentation ; MSgammares COrrespondant a la masse seche des gammares moyennée sur toute la
durée de l'expérimentation en tenant compte des taux de mortalité et t correspondant au temps

d’exposition.
V1.5.3. Différence entre consommation des gammares et production de FPOM

Les différences entre les masses séches de feuilles consommées et les masses séches de FPOM
produites par les organismes ont été calculées pour chaque réplicat et exprimé en pg de masse séche/

mg de masse séche de gammare/ jour.
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VII. Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel R 3.1.0 (R Development Core Team,
2014). Pour chaque expérimentation les tests statistiques ont brievement été cités dans un encart du
rappel du plan expérimental, puis ces derniers ont été rappelé lors de I'étude de chaque graphique.
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 a mettre en évidence des
effets sur les gammares d'une exposition a différentes nanoparticules. Le design expérimental combinait
ainsi une composante relative aux conditions d'exposition (des conditions témoins et contaminées). Les
parametres biologiques ont été mesurés sur plusieurs tailles de nAg (microcosme) ou a trois pas de
temps (mésocosmes : 7, 14 et 21 jours). Pour les études en mésocosmes, cet effet temps se superpose a
un effet dose, puisque les nanoparticules ont été injectées régulierement tout au long de
I'expérimentation. Il s'agissait donc dans un premier temps d'évaluer la contribution de ['effet
"nanoparticules” et de I'effet "temps et/taille" sur les réponses biologiques.

Dans toutes les études, ces réponses biologiques étaient elles-mémes d'une grande diversité, avec la
plupart du temps plus d'une dizaine de parametres mesurés. Les changements biologiques conséquents
a I'exposition aux nanoparticules sont ténus, et un parameétre considéré isolément ne peut que rarement
étre suffisant pour comprendre et évaluer le risque écotoxicologique. C'est pourquoi les batteries de
biomarqueurs doivent étre considérées comme un tout, une réponse biologique multivariée dont il faut
intégrer toute la diversité et toute la complexité a |'étape de l'analyse de données. Chaque parametre
biologique peut alors étre considéré comme une ligne d'évidence de I'écotoxicité des nanoparticules, la
combinaison de ces lignes d'évidence permettant d'établir un diagnostic.

Le probleme 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.

- ldentification 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 I'analyse discriminante linéaire (LDA pour Linear Discriminant

Analysis). Cette méthode est une extension du modeéle linéaire. La contrainte imposée au modéle est
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I'appartenance a priori des échantillons a I'une des conditions, et la LDA construit des fonctions linéaires
a l'aide des réponses biologiques permettant le meilleur classement des individus.

Le premier modele construit inclus toutes les variables mesurées, et abouti en général a un trés faible
taux d'erreur de classement. Toutefois, I'objectif est ici de définir la batterie minimale de parametre a
mesurer pour parvenir a identifier une exposition aux nanoparticules. Une deuxiéme étape consiste donc
en I'élimination pas a pas de variables, cette élimination obéissant a deux regles : (i) le taux d'erreur doit
rester proche du taux d'erreur du modele initial et (ii) le nombre final de variables doit étre inférieur ou
égal au nombre d'individus par groupe.

Une fois le modele 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
modele (c'est-a-dire la capacité des biomarqueurs a opérer une discrimination efficace des conditions
d'exposition) est évaluée a l'aide d'un test MANOVA (Multivariate Analyse of Variance). Une fois
I'ensemble de ces conditions validées, le modéle peut étre analysé, en s'intéressant notamment aux
coefficients standardisés des variables biologiques, qui permettent de hiérarchiser leur poids dans le
pouvoir discriminant du modele (plus la valeur absolue du coefficient standardisé est élevé, plus la
variable a un poids important), et donc de mieux comprendre les modifications biologiques induites par
|'exposition aux nanoparticules. Enfin, les différences entre les groupes considérés 2 a 2 peuvent étre
étudiées a l'aide du test T? de Hotelling (extension du test t pour une réponse multivariée). Cela peut
étre particulierement intéressant dans le cas ou les LDA n'aboutissent pas a des modeéles 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 modele final produit par la LDA, de tester ces deux effets et leur interaction.
Concretement, 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 a l'effet de
I'exposition aux nanoparticules, sachant qu'il existe un effet temps. La part « b » est '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 I'une ou l'autre variable
explicative. L'enjeu ici, a la suite de la LDA qui se focalise sur |'effet "exposition" est de vérifier que la
variable "temps" n'intervient pas de maniere significative dans la variance de la matrice de réponses

biologiques. Les variances a, b, a+c et b+c sont testées a l'aide d'une ANOVA.

S'il s'avére que le facteur temps ne peut étre négligé, la LDA doit étre reconstruite, en y incorporant de
maniére 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 I'effet

des nanoparticules.
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Chapitre 3 : Effets des nAg sur le genre Gammarus (Amphipoda) du niveau cellulaire au niveau
fonctionnel
Tout au long de leur cycle de vie, les nanoparticules peuvent étre rejetées dans I'environnement et se
retrouver dans les écosystéemes d’eau douce (chapitre 1). Les études décrites dans ce chapitre ont donc
été élaborées avec l|'objectif de se rapprocher au mieux de conditions réalistes sur le plan
environnemental. Pour cela et comme décrit dans le chapitre 2, I'eau a directement été prélevée dans la
riviere La Méholle, dans laquelle des feuilles d’aulne ont également été placées afin de permettre leur
conditionnement, c'est-a-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 a des

températures de 12°C sous une luminosité indirecte soumise a une photopériode.

Lors de la mise en place de ces premieres expérimentations, la littérature était inexistante concernant
les effets des nanoparticules sur les gammares. Des expériences portant sur les effets de I'argent sur les
gammares de I'espéce G. fossarum avaient déja été menées au sein de notre laboratoire (Arce Funck,
2014), c’est pourquoi il nous a semblé intéressant de commencer par une étude ciblée sur les nAg.
Toujours dans le souci de s’approcher de conditions réalistes, de trés faibles concentrations d’exposition
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 pug.L™.

Les études se sont intéressées a des variabilités inter et intraspécifiques et ont d’étudié ces effets a
différents niveaux : cellulaires, individuels et fonctionnels afin d’observer un pattern plus complet de
réponses. Ce genre d’étude reste rare chez les gammares qui possedent pourtant un réle fonctionnel

important dans les écosystemes d’eau douce.
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Chapitre 3 : Effets des nAg sur le genre Gammarus (Amphipoda) du niveau cellulaire au niveau
fonctionnel

I. Effets des nanoparticules d’argent sur 3 espéces de
gammares : G. fossarum, G. pulex, G. roeseli des niveaux
cellulaire a fonctionnel — Expérience 1(A)

Contexte

Concernant les nAg, les estimations de PEC les plus récentes établissent des concentrations prédictibles
dans les eaux de surface de l'ordre du ng.L' (Sun et al., 2014), mais il n’est pas exclu que ces
concentrations soient revues a la hausse dans les années a venir étant donnée I'utilisation croissante des
nanomatériaux a base de nAg. L’étude de I’évaluation des effets des nAg sur les gammares semble alors
primordiale puisqu’ils occupent une place clé dans le fonctionnement et I'équilibre des écosystémes
d’eau douce. De plus, comme pour beaucoup d’invertébrés aquatiques, le métal argent est trés toxique
pour les gammares. Il peut notamment affecter leur physiologie et leur comportement, méme a de tres

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

L'objectif de cette expérience a été d’étudier indépendamment différents biomarqueurs situés a
plusieurs niveaux d’organisation (cellulaire, physiologique, individuel) afin d’obtenir une premiére image
des effets potentiels des nAg. Le niveau fonctionnel, a aussi été appréhendé afin d’adopter une approche
plus écologique qui permet d’avoir une vision plus globale des risques que peuvent induire les nAg sur

les écosystemes d’eau douce.

Comme plusieurs especes appartenant au genre Gammarus sp. peuplent les riviéres et sont plus ou
moins sensibles aux contaminants, un second objectif était également d’étudier et d’évaluer une
variabilité interspécifiques face a une contamination au nAg qui pourrait suggérer des risques plus ou

moins préoccupant pour I'écosystéme en fonctions de I'espéce contaminée.

Mots clé : nanoparticules d’argent - Gammarus sp. - biomarqueurs - réle fonctionnel - variabilité

interspécifique
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Rappels du plan expérimental

Dispositif expérimental : Trois espéces de gammares acclimatés a I'eau de la Méholle ont été
exposées pendant 72h & deux concentrations (0,5 et 5 ug.L™) de deux formes d’argent (argent dissous
issu du AgNO; et nAg sphériques de 60 nm enrobées au citrate). Des conditions témoins non
contaminées (0 pg.L™") ont été étudiées pour chacune des espéces (Figure 37). Chaque microcosme était
composé de 20 gammares males et de 8 disques de feuilles d’aulne conditionnées immergés dans 400
mL d’eau de la Méholle. En parallele et pour les mémes conditions de contamination et
d’expérimentation, des dispositifs contenant uniquement des feuilles ont servi de témoins pour les

mesures de performance fonctionnelle.

Lumiére non directe, 16h de jour/8h de nuit, 12°C 72h
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Figure 37 : Plan expérimental simplifié de I'expérience 2 (Cf. Chapitre 2, tableau 8)

Mesures : Aprées avoir vérifié le diametre des nAg (Cf. Chapitre 2, II.) ainsi qu’une absence de dissolution
détectable des nAg dans I'eau de la Méholle dans les conditions d’expérimentation (Cf. Chapitre 2,
[11.1.5.), les concentrations en argent total ont été mesurées dans les solutions meres puis dans le milieu
apres 24h et 72h (SAA) ainsi que dans les feuilles et les gammares en fin d’expérience (ICP-MS). Des
biomarqueurs ont été étudiés a plusieurs niveaux d’organisation : le niveau cellulaire avec I'activité de
transport des protéines MXR dans les branchies, la physiologie des organismes via les mesures
d’osmolalité de ’hémolymphe, le niveau individuel par I'étude de la ventilation et de la locomotion des
organismes et enfin, le niveau fonctionnel avec leur activité de consommation et de production de
FPOM.

Traitements statistiques : Pour les figures (39,40, 43, 44) étudiant les effets de I'exposition sur les 3
especes de gammares, une anova a deux facteurs a été effectuée et suivie de tests post-hoc TukeyHSD
(lettres en majuscule). Puis, pour les 3 conditions témoins, une anova a un facteur et un test TukeyHSD
ont permis de comparer les niveaux de bases entre les 3 espéces. Enfin, pour pouvoir étudier plus en
détail les effets des 5 conditions d’exposition dans chaque espéce, 3 anovas a un facteur (une par

espéce) ont été effectuées suivi de tests post-hoc TukeyHSD afin de comparer deux a deux chacune des
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conditions (lettrines en minuscule). Ce traitement statistique permettait aussi une meilleur lisibilité dg,s'

*
a®
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=figures. Lorsque cela s’est avéré nécessaire (Figures 41,42), une anova non paramétrique Kruskall-Wallis

=a été effectuée suivie de tests post-hoc de comparaisons multiples selon le méme protocole.

[.1. Résultats

I1.1.1. Concentrations en argent dans I'eau, les feuilles et les gammares

Le tableau 10 présente les concentrations en argent total mesurées dans les solutions d’exposition
avant le lancement du test (S.mere) et aprés 24h et 72h. L’eau de la Méholle n’est pas naturellement

chargée en argent puisque les témoins se situent en dessous des limites de détection de I'appareil.

Tableau 10 : Moyennes (+ écart-types) des concentrations en argent total mesurées dans les solutions méres avant
le lancement des tests et apres 24h et 72h d’une exposition au AgNO; et aux nAg 60 nm pour 3 concentrations : 0 ;

05;5 ug.L'l. (<LD : sous la limite de détection de I'instrument : O.lug.L'l).

[Ag] pg.L”

Concentrations Conditions S.mere 24h 72h

Opg.L™” Témoin <LD <LD <LD
. Ag (AgNO;) 0,17+0,11 0,12 +0,06 0,14+ 0,07

0,5 pg.L
ve nAg 60nm 0,21+£0,07 0,19+0,11 0,20+ 0,06
. Ag (AgNO;) 4,86+0,20 1,32+0,59 2,01+0,61
Spg.l

nAg 60nm 4,77+0,20 4,55+0,31 4,06 +0,37

Les concentrations en argent total mesurées dans les feuilles d’aulne en présence ou absence de
gammares aprés 72h d’exposition sont présentées dans la figure 38. Les résultats de I'anova a deux
facteurs n’ont pas mis en évidence d’interaction entre la présence 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 a 5
pg.L™* d’AgNO; en présence et en absence de gammares ainsi que celles exposées & 5 pg.L™" de nAg 60 nm
sans gammare. A cette méme concentration d’exposition de 5 pg.L™, les feuilles en présence et absence
de gammares exposées a I’AgNO; étaient significativement plus contaminées que leurs homologues

exposées aux nAg 60 nm.
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Figure 38 : Moyennes (+ écart-types) des concentrations en argent total mesurées dans les feuilles d’aulne apres
72h d’une exposition a ’'AgNO; et aux nAg de 60 nm pour 3 concentrations : 0;0,5; 5 ug.L'l, en présence ou en
absence de gammares. Les groupes avec les mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents (test post-hoc

TukeyHSD, n=3).

Tableau 11 : Résultats des Analyses de variance (Anova) a 2 facteurs effectuées pour les différentes mesures. Ddl

signifie degré de liberté, les valeurs en gras sont significatives (p<0,05).

Mesures Anova a 2 facteurs Ddl F-value P-value
A . Contamination 43,85 <0,001 ***
Concentration en ,
. Présence de gammares 0,85 0,367
argent des feuilles
Contaminationx Présence de gammares 2,47 0,077

Contamination 234,87 <0,001 ***

B -
Concentration en 105,05 <0,001 ***

Espece
argent des gammares P

Contamination x Espéce 4,5 0,001 **

C Contamination 1,43 0,246
Mortalité Espece 3,12 0,058
Contamination x Espéce 0,46 0,873

D Contamination 1,12 0,347
Activité MXR Espece 22,11 <0,001 ***
Contamination x Espéce 1,63 0,121

96,78  <0,001 ***
242,16  <0,001 ***
14,66  <0,001 ***

E Contamination
Locomotion Espece

Contamination x Espéce

N B0 N BN PBI0N RN BRI N DI N RS R

E Contamination 0,2 0,934
Consommation Espece 26,89 <0,001 ***
Contamination x Espéce 0,36 0,932

G Contamination 1,07 0,389
Production de FPOM Espece 49.8 <0,001 ***
Contamination x Espéce 0,99 0,46

H Différence : Contamination 4,05 0,010*
Consommation - Espece 11,93 <0,001 ***
Production de FPFOM  contamination x Espéce 2,1 0,07
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L'anova a deux facteurs effectuée sur I'ensemble des valeurs a révélé la présence d’une interaction
significative entre les especes exposées et les contaminations appliquées (Tableau 11B). Pour les
concentrations en argent total des gammares mesurées aprés 72h d’exposition (Figure 39), les résultats
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 espéces, les 5 conditions
d’exposition ont entrainé des contaminations statistiquement différentes (témoin, Ag (AgNOs) a 0,5 pg.L’
! nAg60nma 0,5 pg.L™, Ag (AgNOs) a5 pg.L™ et nAg 60nm a 5 pg.L™).

Chez G. fossarum, les organismes exposés a 5 pg.L™! étaient significativement plus contaminés par la
forme AgNO; que nAg et les deux possédaient des concentrations en argent statistiquement plus élevées
qgue 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 méme pattern de contamination
a été observé, avec des concentrations multipliées par 8 pour I’AgNO; et par 2 pour les nAg chez les
organismes exposés a 5 pg.L™". Chez G. roeseli, I’ exposition a 0,5 pg.L”* d’AgNO;, a 5pg.L™" d’AgNO; et &
5ug.L™ de nAg a entrainé une contamination significativement plus forte que chez les témoins, avec un

effet plus important de ’AgNO; a 5 pg.L™ par rapport a 0,5 pg.L™" ainsi que par rapport a la forme nAg a 5

pg.L™t
77 OTémoin
: ¢ DOAg(AgNO3) 0,5ug.L-1
6 B nAg 60nm 0,5ug.L-1
1 B Ag (AgNO3) Spg.L-1
- 5 T HnAg 60nm Spg.L-1
bo 1
&b
=
e 4
:
g 3
2
1
0

G. fossarum G. pulex G. roeseli

Figure 39 : Moyennes (+ écart-types, n=3) des concentrations en argent total mesurées dans les 3 espéces de gammares aprés
72h d’une exposition au AgNO; et aux nAg de 60 nm pour 3 concentrations : 0; 0,5 ; 5ug.L'1. Au sein de chaque espece, les

groupes de mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.
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I.1.2. Réponse biologique des organismes
1.1.2.1. Mortalité

Apres 72 h d’exposition, les pourcentages de mortalité se sont échelonnés de 2 a 15% en moyenne, et
I’exposition a I'argent n’a pas engendré de mortalité statistiquement différente de celle enregistrée dans

les conditions témoins (Tableau 11).
[.1.2.2. Niveau cellulaire : I'activité de transport MXR

Pour I'activité MXR (Figure 40), comme le montre le tableau 11, 'anova a deux facteurs n’a pas
montré d’interaction entre les deux variables mais a fait ressortir des différences significatives entre les
especes indépendamment de la contamination en argent. Les mesures d’activité observées entre les 3
espéces ainsi que leurs niveaux de base mesurés chez les témoins, cohérents avec ceux obtenus chez les
organismes au temps TO, 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 a 1 facteurs effectuées entre les 5 conditions de
contamination n’ont pas montré de différences significatives contrairement a G. pulex (Anova a un
facteur, ddi= 2, F-value=25,1 et p-value<0,001). En effet, les G. pulex exposés a 0,5 pg.L™ d’AgNO; et 3 5

ug.L"1 de nAg présentaient des activités MXR statistiquement supérieures aux organismes des autres

conditions.
04
] C
0.35 T a
T
% O Témoin
']
:E O Ag (AgNO3) 0,5pg.L-1
£ B nAg 60nm 0,5ug.L-1
S
g B Ag (AgNO3) Spg.L-1
£ W nAg 60nm Spg.L-1
w

G. fossarum G. pulex G. roeseli

Figure 40 : Moyennes (+ écart-types) des activités de transport MXR (n=9, émissivité en unité arbitraire) mesurées

dans les 3 espéeces de gammares aprés 72h d’une exposition au AgNO; et aux nAg de 60 nm pour 3 concentrations :
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0;05;5 ug.L'l. Les lettrines en majuscule informent des différences statistiques entre les 3 espéces, toutes
conditions de contamination confondues et celles en minuscules informent des différences entre les conditions de

contamination au sein d’une espéce. Les groupes de mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.
1.1.2.3. Niveau physiologique : I'osmolalité

Pour les mesures de I'osmolalité (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 espéces 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 a 5 pg.L™ d’AgNO; a significativement diminué les valeurs

d’osmolalité de I’'hémolymphe.

350 +
1 AB
i a
300 L ab a a
] b
- ] O Témoin
’E 20 7 0O Ag (AgN03) 0,5ug.L-1
é 200 | B nAg 60nm 0,5pg.L-1
£ 1 @ Ag (AgNO3) 5pg.L-1
3 1
s 1507 W nAg 60nm Spg.L-1
s
100 -
50 |
o
G. fossarum G. pulex G. roeseli

Figure 41 : Moyennes (+ écart-types) des valeurs d’osmolalité de I’'hémolymphe mesurées dans les 3 espéces de
gammares aprés 72h d’une exposition au AgNO; et aux nAg de 60 nm pour 3 concentrations : 0;0,5; 5 ug.L'l. Les
lettrines en majuscule informent des différences statistiques entre les 3 espéces, toutes conditions de contamination
confondues et celles en minuscules informent des différences entre les conditions de contamination au sein d’une

espece. Les groupes de mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.
1.1.2.4. Les biomarqueurs de comportement

1.1.2.4.1. La ventilation

127



Les résultats des mesures de ventilation sont présentés dans la figure 42. Aucune différence
statistique n’a été observée entre les 3 espéces (anova de Kruskall-wallis, ddl=2, p-value=0,955). En
revanche, I’exposition a engendré des modifications de ventilation chez deux des trois espéces étudiées
(anova de Kruskall-wallis, ddl=4, p-value<0,001). En effet, chez G. fossarum et G. roeseli I'exposition a 5
ug.L-1 d’AgNO; a induit une baisse significative des battements de pléopodes des gammares alors

gu’aucune modification n’a été détectée chez G. pulex.

250 —

U T a
= —1
2 ]
E 200 1 O Témoin
E 3 ] 0 Ag (AgN03) 0,5pg.L-1
L 3
g E 150 —+ B nAg 60nm 0,5pg.L-1
% g B Ag (AgNO3) Spg.L-1

g ]
EE 100 W nAg 60nm Spg.L-1
§% |
= 50 -+
= ]
g ]
= ]

0

G. fossarum G. pulex G. roeseli

Figure 42 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de ventilation chez les 3 especes de gammares aprés 72h d’une
exposition au AgNO; et aux nAg de 60 nm pour 3 concentrations : 0;0,5; 5 ug.L'l. Les lettrines en majuscule
informent des différences statistiques entre les 3 espéces, toutes conditions de contamination confondues et celles
en minuscules informent des différences entre les conditions de contamination au sein d’une espéce. Les groupes de

mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.
1.1.2.4.2. La locomotion

Une anova a 2 facteurs effectuée sur les valeurs de locomotion (Figure 43) a montré une interaction
significative entre les variables de contamination et d’espéce (Tableau 11E) et une anova a un facteur a
montré une homogénéité entre les 3 conditions témoins (Anova, ddI=2, F-value=1,45, p-value=0,238). Au
sein des espéces G. fossarum et G. pulex, seule la plus forte concentration de 5 pg.L™ d’AgNO; a entrainé
une baisse significative de la locomotion des gammares d’environ 20% par rapport aux témoins et aux
autres conditions. Au contraire, pour I'espece G. roeseli toutes les conditions de contamination en argent
ont induit des baisses de locomotion. A 0,5 ug.L™, les deux formes d’argent (AgNO; et nAg) n’induisent
pas de différence sur les valeurs de locomotion. Au contraire, ces locomotions deviennent différentes

entre elles 3 5 pg.L'™.
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Figure 43 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de locomotion chez les 3 espéces de gammares aprés 72h d’une
exposition au AgNO; et aux nAg de 60 nm pour 3 concentrations : 0; 0,5 ; 5/.tg.L'1. Au sein de chaque espéce, les

groupes de mémes 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
I'activité de consommation des feuilles est sensiblement la méme chez G. pulex et G. roeseli, alors qu’elle
est presque deux fois plus élevée chez G. fossarum (Tableau 11). En revanche, quelle que soit I'espéce,
cette activité de consommation des feuilles n'a pas été modifiée de maniere significative suite a
I’exposition aux deux formes d’argent.

Comme attendu, la production de FPOM est plus élevée chez G. fossarum que chez G. pulex et G. roeseli
(Figure 44B). Alors que I'exposition a I'argent n’a engendré aucune modification significative chez G.
fossarum et G. pulex, la production de FPOM chez G. roeseli a été significativement réduite a 5 pg.L™ 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 uniqguement 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 espéces (Anova a 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, l'exposition n’engendre aucune modification significative de cette différence
Consommation-Production de FPOM. Le constat est le méme chez G. fossarum, méme si on peut noter
une variabilité plus importante des résultats. Enfin, chez G. roeseli, on retrouve I'effet déja constaté a 5
ug.L' de nAg pour la production de FPOM, qui se traduit ici par une différence Consommation-

Production de FPOM plus élevée.
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Figure 44 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de A : Consommation des feuilles d’aulne, B : Production de FPOM
et C : Différence entre consommation de feuilles et production de FPOM par les 3 espéces de gammares aprés 72h

d’une exposition au AgNO; et aux nAg de 60 nm pour 3 concentrations : 0;0,5; 5 ,ug.L'l. Les lettrines en majuscule
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informent des différences statistiques entre les 3 espéces, toutes conditions de contamination confondues et celles
en minuscules informent des différences entre les conditions de contamination au sein d’une espéce. Les groupes de

mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.

[.2. Discussion
[.2.1. Concentrations en argent dans I'eau, les feuilles et les gammares

Les concentrations en argent total mesurées dans I'eau tout au long de I'expérience ont montré un

maintien de I'argent dans la colonne d’eau. Un test effectué en amont de cette expérience et dont les
résultats sont présentés dans la section « Chapitre 2.11l.1.5. Dissolution des nanoparticules » avait
montré une absence de dissolution des nAg de 60 nm aprés 72h dans les mémes conditions
d’expérimentation. En effet, une température assez basse de 12°C, un pH de 8 ou encore la présence de
matiere organique dans I'eau d’expérimentation non oxygénée pendant le test, sont des conditions qui
ont tendance a limiter la dissolution des nAg (Liu and Hurt, 2010). Si les autres phénomeénes de
transformation et dégradation des nAg n’ont pu étre identifiés dans cette étude, les concentrations en
argent total mesurées dans la colonne d’eau peuvent toutefois suggérer un taux de sédimentation assez
faible.
L’exposition aux nAg a 5 pg.L”, engendre une augmentation des concentrations dans les feuilles et les
gammares par rapport aux témoins respectifs. La concentration de départ dans I'eau est sensiblement la
méme pour I'’AgNO; et les nAg, aux deux doses testées. Par contre la chute d’argent dans I'eau est
beaucoup plus importante pour I’AgNO; que pour les nAg, ce qui est cohérent avec une contamination
plus importante des feuilles et des gammares puisque I'’AgNO; a systématiquement induit des
concentrations plus élevées dans ces 2 composantes biologiques. Les phénomeénes d’adsorption et/ou
d’absorption des nAg semblent donc étre différents de ceux de leur contréle positif a I’AgNOs;.

L'étude comparative de la contamination des feuilles par I'argent sous forme nitrate ou
nanoparticulaire, en présence ou non de gammares, montre une tendance a I'augmentation de la
contamination des feuilles en absence de gammares pour la concentration d’exposition la plus forte.
Méme si elle n"est pas significative, cette tendance suggére que la présence de gammares puisse réduire
la contamination des feuilles soit en offrant une surface d’adsorption/absorption supplémentaire, soit en
limitant la contamination des feuilles par broutage du biofilm colonisant leur surface. Méme si a I'heure
actuelle les interactions fines liant le milieu d’exposition et les deux compartiments biologiques ne sont

pas entierement comprises, ces travaux ont permis de s’assurer que la contamination argentique
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apportée sous forme nanoparticulaire restait accessible dans la colonne d’eau et se transférait sur les
feuilles, rendant possible I'étude d’une contamination par voie directe, ainsi que par voie trophique.
Dans la littérature, méme si certaines études se sont déja intéressées a la contamination et a
I'accumulation de d’argent dans différentes espéces de gammares telles que G. fossarum (Arce Funck et
al.,, 2013) et G. pulex (Baudin and Garnier-Laplace, 1994), aucun travaux n’a encore été publié sur les
gammares et les nAg. D’autres especes ont toutefois déja été étudiées et il a été montré par exemple
que l'argent issu des nAg pouvait étre accumulé dans les branchies, le foie et 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
basées sur I'imagerie ont visualisé la présence de nAg a l'intérieur de cellules branchiales de poisson
(Farkas et al., 2011a) ainsi que la présence de nAg dans la lumiére intestinale des daphnies qui
sembleraient passer a travers la barriére épithéliale (Georgantzopoulou et al., 2013). Le présent travail
n’a pas cherché a déterminer la localisation de I'argent (bioaccumulé ou adsorbé) ni la forme sous
laquelle il est en interaction avec les gammares (ionique ou nanoparticulaire). Les travaux cités
précédemment laissent toutefois imaginer qu’une réelle contamination sous forme nanoparticulaire

puisse étre envisagée.

1.2.2. Réponses biologiques
[.2.2.1. Mortalité

Pour de faibles concentrations pouvant étre jugées comme étant environnementalement réalistes,
I’AgNO; et les nAg de 60nm de diametre n’ont pas induit de mortalité des gammares au sein des 3
especes. Pourtant, pour les mémes gammes de concentrations en AgNO;, Arce Funck et al. (2013)
avaient raporté des CL505,, de 2,2 pg.L™ chez G. fossarum. Il est maintenant largement admis que la
toxicité de I'argent est hautement dépendante de la forme de I'argent et de la chimie de I'eau (Bury et
al.,, 2002; Ratte, 1999). La forme ionique de I'argent (Ag®) est trés toxique pour les organismes d’eau
douce mais sa complexation avec de la matiére organique, des ions sulfures (S*) ou des ions chlorures
(CI') peut réduire cette toxicité (Bury et al., 2002; Hogstrand and Wood, 1998). Dans cette étude, une
concentration non négligeable de I'agent complexant CI" dans I'eau de la Méholle pourrait expliquer la
survie des organismes soumis a 5 pg.L™" d’AgNO; ainsi que la différence de viabilité observée entre les
gammares G. fossarum de notre étude et ceux de I'étude de Arce Funck et al. (2013) dans laquelle I'eau

présentait des [Cl7] cing fois plus basses.
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1.2.2.2. Niveau cellulaire : I'activité des transporteurs MXR

Les transporteurs MXR sont des pompes membranaires qui ont en charge I'expulsion des
xénobiotiques a I'extérieur des cellules et appartiennent a la premiére ligne de défense contre les
contaminants (Bard, 2000; Epel, 1998).

Les niveaux d’activité constitutive des transporteurs MXR peuvent varier selon les especes et les
populations qui sont, en fonction de la qualité des milieux dans lesquels elles vivent, soumises a plus ou
moins de stress (Pain and Parant, 2003). Les organismes provenant de sites plus contaminés présentent
alors un niveau basal d’activité MXR plus élevé que ceux provenant de sites dits plus propres (Smital et
al., 2000). Ce postulat a pu étre observé dans cette étude. En effet, méme si les gammares des 3 especes
ont été acclimatés dans une méme eau, une empreinte de leur condition de vie antérieure a pu étre
observable. Chez les organismes prélevés avant le test (résultats TO non présenté) et chez les témoins,
les niveaux de base de ces MXR étaient significativement différents entre les 3 espéces. Les especes G.
fossarum et G. pulex prélevés respectivement dans une riviere de téte de bassin de bonne qualité et une
riviere de référence ont présenté des niveaux d’activité constitutifs, certes différents, mais entre 1,5 a
2,8 fois plus faibles que les activités mesurées pour les G. roeseli, prélevés quant a eux dans la Nied qui
présente une eau d’une qualité passable. G. pulex, qui posséde les niveaux d’activités les plus bas, est la
seule espéce a répondre a la contamination métallique par une augmentation de son activité de défense
antitoxique suite a I'exposition a ’AgNO5 & 0,5 pg.L™ ainsi qu’a 5 pg.L™" de nAg. Linduction de Iactivité de
transport MXR montre la détection par I'organisme de I’exposition a un xénobiotique et souligne la mise
en place d’un processus de détoxication. Une induction de l'activité MXR a déja plusieurs fois été
rapportée dans la littérature suite a une contamination métallique chez des bivalves (Achard et al., 2004;
Legeay et al., 2005). Concernant le contréle positif AgNO3, la réponse antitoxique présente seulement a
la plus faible concentration est cohérente avec I'étude de Achard et al. (2004) qui ont rapporté
I’existence de relation inverse entre dose d’exposition métallique (cadmium) et I'induction de protéines
MXR chez Corbicula fluminea en expliquant une baisse d’activité du métabolisme de synthése protéique
aux plus fortes concentrations. L’utilisation de I'activité MXR, déja considérée comme un biomarqueur
efficace de pollution métallique chez les bivalves, pourrait également permettre I'étude de I’exposition
aux nanoparticules métalliques. En revanche, des travaux complémentaires seront a mener afin de
déterminer leur interaction possible avec le systéme de transport MXR. En effet, les seuls travaux ayant
abordé ce point ont été réalisés chez des larves d’oursins (Anselmo et al., 2012) et chez le bivalve marin

Muytilus 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.
1.2.2.3. Niveau physiologique : I'osmolalité

L'osmolalité de I'hémolymphe est un biomarqueur physiologique permettant de révéler un état de
stress chez les organismes, et notamment chez les crustacés, suite a 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 déja montré des valeurs homogeénes (autour de 300 mOsmol)
entre les différentes espéces 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). L’exposition aux nAg n’a pas impacté
I’osmolalité de I’'hémolymphe alors que le control positif AGNO; a 5 pg.L™ a engendré une réduction
significative chez G. roeseli et G. fossarum. Ces résultats sont cohérents avec les travaux de Arce Funck et
al. (2013) et Mehennaoui et al. (en préparation) qui ont tous les deux évalué des baisses d’osmolalité
chez G. fossarum exposés au AgNO; pour de trés faibles concentrations de 0,5 pg.L™" aprés 96h et 1 ug.L™
aprées 72h d’expositions respectivement. De plus, Mehennaoui et al. (en préparation) a aussi mesuré une
baisse suite & une contamination aux nAg de 23 nm a 3 ug.L™". Toutefois ces conditions d’exposition
avaient également entrainé une dissolution des nanoparticules d’environ 30% pouvant laisser supposer
que cet effet pourrait étre di a I'argent dissous plutot qu’aux nAg. L'osmolalité est un indicateur
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 CI" hémolymphatiques, qui sont connus pour réguler 3 90% les valeurs d’osmolalité,
masquant ainsi des variations plus subtiles de la régulation osmotique (Arce Funck et al., 2013; V. Felten

et al., 2008b).
1.2.2.4. Les biomarqueurs de comportement
1.2.2.4.1. La ventilation

L'activité de ventilation des organismes appartenant aux 3 especes n’a pas été perturbée par
I’exposition aux nAg a des concentrations environnementalement réalistes. Pourtant, et comme le
montrent les niveaux d’activité de G. fossarum et G. roeseli a 5 pg.L-1, des baisses d’activité de
ventilation suite a une contamination au AgNO; existent et ont d’ailleurs déja été rapporté dans la
littérature (Arce Funck et al.,, 2013). Certaines études ont déja montré des effets des nAg entrainant

I’épaississement des branchies de poissons ainsi qu’une réduction du transport de I'oxygéne et donc un
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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 oxygene des gammares pourraient

par exemple apporter plus d’'informations.
1.2.2.4.2. La locomotion

Au niveau comportemental, il est largement admis que les métaux et notamment I'argent entrainent
des perturbations sur I'activité de locomotion des gammares (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 espéces ont
vu leur activité locomotrice réduite par une forte concentration en argent dissous, mais seule G. roeseli
s’est avérée sensible aux nanoparticules, et ce dés 0,5 pg.L™. La baisse d’activité mesurée chez G. roeseli
suite a I'exposition aux nAg est cohérente avec I'étude de Asghari et al. (2012) qui a montré des
comportements de nage anormaux chez Daphnia magna suite & une exposition a 2 pg.L" de nAg de 5a
25 nm de diametre. La réduction de I'activité locomotrice est un phénomeéne pouvant présenter des
conséquences non négligeables, via I'augmentation de la dérive des organismes au gré des courants, qui
les rend plus vulnérables a la prédation (Hughes, 1970; MacNeil et al., 1999; E. J. Taylor et al., 1994).

Au niveau comportemental, I'étude des biomarqueurs comme les activités de ventilation et de
locomotion apporte une réponse rapide, non destructive et pour de trés faibles niveaux de

contamination (V. Felten et al., 2008b; Gerhardt, 1996).
1.2.3. Réponses fonctionnelles

L'activité de consommation des gammares et notamment l'activité de déchiquetage et de
fragmentation de la matiere organique entrainant une production de FPOM est un processus fonctionnel
majeur dans les écosystemes d’eau douce puisqu’il participe a I'incorporation de la matiére organique
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
variables en fonction de I'espéce considérée. En revanche, aucun effet de I'exposition n’a été détecté en
ce qui concerne la consommation, alors qu’une réduction de la production de FPOM a été enregistrée a
5 pg.L"! de nAg uniquement chez G. roeseli. En conséquence, la différence Consommation-Production de
FPOM calculée s’est vue augmenter significativement par rapport au témoin. Un résultat du méme ordre
a déja été observé par Zubrod et al. (2011) qui ont établi qu’une diminution de production de féces sans
baisse de consommation en amont pourrait étre le résultat d’'une plus forte assimilation par G. fossarum

contaminé par un fongicide. Une perturbation des fonctions digestives entrainant cette baisse de
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production de FPOM pourrait étre une seconde explication puisque des études ont déja fait état d’une
altération de Il'activité des enzymes digestives des gammares suite a une contamination métallique
(Dedourge-Geffard et al., 2013, 2009). Quelle gu’en soit la raison, les mesures au niveau fonctionnel
réalisées permettent d’entrevoir des effets dus a de faibles concentrations de nAg sur les performances
fonctionnelles de G. roeseli. Ces organismes ont un réle clé dans le bon fonctionnement des écosystemes
d’eau douce et une contamination aux nAg pourrait entrainer des effets indirects sur I'équilibre de

|’écosysteme.
I.2.4. Variabilité interspécifiques face a la contamination

Un objectif de cette étude était d’évaluer si les trois espéces de gammares répondaient de fagon
similaire a la contamination afin d’appréhender les effets engendrés par le relargage de nAg sur un
écosystéme aquatique en fonction de I'espéce présente dans la riviére.

D’un point de vue génétique, I'espéce G. pulex est plus proche de G. fossarum que de G. roeseli
(Meyran et al., 1997). De plus, ces 3 espéces 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). Pour I'activité MXR cela a déja été démontré chez les invertébrés marins par
Smital et al. (2000). C’'est aussi ce qui a été observé dans cette étude ou des représentants de |'espéce G.
roeseli prélevés dans la riviere possédant la plus mauvaise qualité ont présenté les plus fortes activités
MXR constitutives.

D’autres travaux se sont déja intéressés a cette variabilité interspécifique pour le genre Gammarus sp
en termes de sensibilité suite a une contamination. Adam et al. (2010) ont par exemple montré que des
organismes adultes de 'espéce G. fossarum étaient environ deux fois plus sensibles a un insecticide (la
deltaméthrine) que G. pulex. Boets et al. (2012) ont quant a eux montré que pour des contaminations au
cadmium, les CL50,, respectives des G. fossarum, G. pulex et G. roeseli étaient de 51,7 pg.L™, 50,2 ug.L™"
et 29,0 pg.L™". Ils expliquent que ce sont les espéces de gammares possédant les individus les plus grands
qui sont les plus sensibles au cadmium. Dans notre étude, et en prenant en compte I'ensemble des
marqueurs étudiés, aucune différence de réponse n’a été mise en évidence suite a la contamination a
I'argent sous forme nitrate. En revanche, suite a I’exposition a I’'argent sous forme nanoparticulaire, seuls
les représentants de l'espéce G. roeseli ont été affectés sur le plan de I'activité locomotrice et des

performances fonctionnelles étudiées. Comme I'avaient déja souligné Boets et al. (2012), nos résultats
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confirment que les individus les plus grands ont montré une sensibilité plus importante (masses seéches

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 espéces par voie directe et/ou trophique, seulement pour la plus forte concentration testée de
5 pg.L™. Pour les biomarqueurs étudiés au niveau cellulaire (activité de transport MXR), physiologique
(osmolalité de I’'hémolymphe) et pour le biomarqueur comportemental de ventilation, les nAg n’ont pas
engendré d’effet probant sur les 3 espéces de gammares malgré des niveaux d’activité de base parfois
différents (activité de transport MXR). Au contraire la locomotion ainsi que la production de FPOM a
montré l'existence d’effets dus a la contamination de I'argent sous forme nanoparticulaire et a
également montré que ces effets n’étaient observables que pour I'espéce G. roeseli qui apparait alors
comme étant la plus sensible face aux nAg. La perturbation de leurs performances fonctionnelles
pourrait entrainer des modifications du fonctionnement du cycle de la matiére organique dans les
écosystéemes d’eau douce. Des études plus poussées sur cette espece ont donc été envisagées pour

pouvoir appréhender plus précisément les effets des nAg.
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Il. 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 a été sélectionnée et a fait I'objet de la

rédaction d’un article scientifique, accepté dans le journal Environmental Pollution.

Lors des travaux visant a comparer les réponses chez les trois espéces de gammares, des expositions
complémentaires a des nanoparticules d’argent de 10 nm ont été mises en place, uniqguement dans le
cas de G. roeseli. Ces résultats, associés a ceux obtenus pour la méme espece et présentés dans la partie

I, sont décrits dans I'article. Le protocole et les mesures sont donc identiques a ceux déja présentés.

Mots clé : Gammarus roeseli — nanoparticules d’argent - role 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 pg L™) 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 pg 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 TiO, and
Zn0O 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 (Duran
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 ug
L™ 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™. 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 LC504¢, of 2.2 ug L of AgNO; in the
freshwater Crustacea Gammarus fossarum. Nevertheless they also demonstrated toxicity even for

environmentally realistic concentrations (0.5 pg L™). 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 um < 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
information on the exposure’s potential effect on ecologically important behaviors such as feeding and
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 pg L™, 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" + 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 is consistent with the manufacturer’s information. Silver nitrate from Sigma-Aldrich (AgNOs;
>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 pg L™. In
addition, the 2 sizes were also characterised at a higher optimal concentration of 100 pg L™.

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 pg L™ of nAg 10 and 60 nm.
Negative (0 pg L") 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 pg L) analysis after 1%
HNO; 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 um, Whatman®) to remove suspended particles and

stored at 12°Cin 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 um) 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™) or the
AgNO; 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 pg L™ 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, AgNO; at 0.5 and 5 pg L', nAg 10 nm at 0.5 and 5 pg L' and nAg 60 nm at 0.5 and 5
ng L"), a 48 h silver saturation of polypropylene microcosms was applied with the relevant exposure
concentrations (3 replicates/condition). Then, the preconditioning solution was replaced by 400 mL of
exposure solutions per microcosm (each containing 8 alder discs). Twenty gammarids per replicate
sample were then exposed for 72 h. Concurrent control microcosms with leaves, but without gammarids
were also prepared with the same method for all the conditions (7 treatments and 3 replicates). They

permitted the evaluation of the microbial activity associated with conditioned leaves. In each microcosm
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(n= 42), water samples of 10 mL were removed after 72 h to determine the final [Ag]iow 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 (HNO;, LGC
Standards) and hydrogen peroxide (H,0,, 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 pg g 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 (ug/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 (pg/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 uM (Cy6H46N,0,3, 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 uM (C41HsgN4O4,, Sigma-Aldrich) and
MK-571 15 pM sodium salt hydrate (C,sH,6CIN,NaO;S,:, 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 pL) 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 pL 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 start™ 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 pg of leaf consumed/mg of gammarid/day (dry mass).

DMIeaf,iniﬁal' DMIeaf,ﬁnal' (%LM X DMIeaf,iniﬁal)
DMgammarids X d

(1)

Gammarid consumption =
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Where DM ezt initial: l€af dried mass before exposure, DM eat, finai: l€af dried mass after exposure, LM: lost
mass induced by leaching and microbial activity, DMgammaries: 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 um 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 pug FPOM
produced/mg of gammarid/day (dry mass).

DMﬁlter,ﬁnaI' DMﬁlter,inin’al' (%FPOMmicwbial X DMIeaf,inin’aI)
DMgammarids X d

Gammarid FPOM production = (2)

Where DMgier, finai - filter dried mass after filtration, DMsiter, initiar - filter dried mass before filtration,
%FPOMicrobiali: dried mass percentage induced by leaching and microbial activity, DM et initiar® 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 pg 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 pg L™ 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 pg 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 ug L™ (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 pg L™": <DL, 0,26 and 4,84 for AgNO,; <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 pg L™) were below the detection limit. In the 0.5 and 5 pg
L™ conditions, silver concentrations were 0.16  0.05 and 2.19 + 0.67 ug L™ for AgNO3; 0.21 + 0.02 and
3.4+ 0.72 pg L™ for nAg 10 nm, and were 0.24 + 0.04 and 3.97 + 0.42 pg L™ 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 pg L™ of nAg 60 nm, the accumulation
was 4 times higher compared to the control. Organisms exposed to nAg 10 nm and AgNOs at 5 pg L™

showed a concentration of silver 20 times higher compared to the control and 10 times higher compared

to exposure at 0.5 ug L™
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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 5ug L™
of AgNO; and nAg 10nm. Moreover, concentrations of silver in leaves exposed with or without

gammarids at 5ug L™ of AgNO; 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 AgNO; 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-square test, B?=1518, df=34, p<0.001). Depending on the Ag exposure
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 AgNO;, nAg 60 nm and nAg 10 nm.

3.3. Survival

With survival percentages ranging from 83% and 97%, exposure concentrations of nAg and AgNOs 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., AgNO; 0,5 pg L™ versus nAg 10 nm 5 pg L™).The results showed that exposure to silver

did not induce significant modifications in MXR transport activities compared to the control.
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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 AgNO; and to nAg, showed significantly reduced locomotor activity compared
to the control. At 0.5 ug L?, 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 pg L™, locomotion remained the same as that at 0.5 pg L™ for
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both nanoparticle sizes, but was significantly reduced by 21% with AgNO; (Tukey’s HSD test performed
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).
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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 ug L™ of nAg 10 nm and 5 ug L™ of nAg 10 nm and nAg 60 nm
produced significantly less FPOM than control organisms as well as organisms exposed to AgNO; (Fig.

6B). At 5 pg L™, 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 pug
L™ retained significantly more organic matter than the control or AgNO; 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 (10° particles mL™). 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 pg L™, 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
ug L1). 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 pg L™ of AgNO; 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 pg L™ with gammarids
were less contaminated than in the absence of gammarids for the AgNO; 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 AgNO; did not induce gammarid mortality during
the 72 h exposure period. Nevertheless, for the same range of AgNO; concentrations, Arce Funck et al.,
(2013) reported a G. fossarum LC505,, of 2.2 pg L, 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 pug L™. 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 AgNO; or nAg. The decrease observed in
gammarids exposed to AgNOs 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 ug L™ 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 AgNO; 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 AgNO; 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 ug L™ of nAg1l0nm and to 5 pg L™ of both types of nanoparticles was observed, whereas exposure
to AgNO; 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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lll. Effets des nanoparticules d’argent sur 3 populations de
gammares appartenant a l’espece G. roeseli — Expérience 2

Contexte

Parmi les trois especes de gammares étudiées, G.roseli s’est montrée plus sensible a I'exposition aux
nanoparticules d’argent testées. Les travaux présentés ici ont visé a étudier une éventuelle variabilité au
niveau intraspécifique. En effet, plusieurs populations d’une méme espéce peuvent présenter des
niveaux de sensibilité/tolérance différents, résultant de I'influence combinée de leur héritage génétique

et de I'environnement local (historique de contamination notamment ;Pain-Devin et al., 2014).

Toujours dans le souci d’adopter une approche la plus réaliste possible d’une point de vue
environnemental, des pools de gammares de sexes indifférenciés ont été testés. Classiquement, et déja
effectué dans I'étude précédente, seuls les gammares males sont étudiés pour éviter toute variation de
sensibilité qui serait une conséquence plutdét due au sexe de l'organisme qu’a la contamination
appliquée.

Comme les études précedemment effectuées sur les gammares males ont principalement montré des
effets des nAg sur les performances fonctionnelles, dans cette étude, ce niveau d’organisation a une fois
de plus été évalué. Comme les MXR testées dans les expérimentations précédentes n’avaient pas montré
d’effets significatifs des nAg au niveau cellulaire, une approche plus large d’étude multibiomarqueurs
couplant 14 biomarqueurs a été adoptée afin d’évaluer la mise en place des mécanismes de

détoxication, I'existence de dommages cellulaire ou encore des modification des réserves énergétiques.

Mots clé : nanoparticules d’argent — Gammarus roeseli. — biomarqueurs - performance fonctionnelle -

variabilité intraspécifique
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Rappel du plan expérimental

Lumiére non directe, 16h de jour/8h de nuit, 12°C, 72h

servi de témoins pour les mesures de performance fonctionnelle.

BN NN SN NN NN EEEE NN NN SN NN NN NSNS ESE NN NN NSNS NN NSNS NN NS EEE SN NN NN NSNS EEEEESE NS ENENEENEENENEENEESENEENENEENEEEEEEEEEEEEEEEEEE,,

production de FPOM ont été évaluées.
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Figure 45 : Plan expérimental simplifié de I’expérience3, Cf.Chapitre 2, tableau 8)

= facteur (une par population) ont été effectuées et associées a des tests post-hoc TukeyHSD.
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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) acclimatés a I'eau de la
Méholle ont été exposés pendant 72h a deux concentrations (0,5 et 5 pug.L'1) d’AgNOs;, de nAg de 10 nm
et de nAg de 60 nm. Des conditions témoins non contaminées (0 pg.L™") ont été étudiées pour chacune
des populations (Figure 45).Chaque microcosme comportait 16 gammares des deux sexes et 8 disques de
feuilles d’aulne conditionnés immergés dans 400 mL d’eau de la Méholle. En parallele et pour les mémes

conditions de contamination et d’expérimentation, des dispositifs contenant uniquement des feuilles ont

Mesures : En amont de I'expérimentation, les diamétres des deux nanoparticules étudiées ont été
vérifiés par des techniques d’imagerie permettant le suivi des mouvements des nanoparticules
(Nanosight) (Cf. Chapitre 2,l11.). La dissolution des nAg 10 nm et 60 nm a été étudiée et les résultats ont
montré des taux respectifs aprés 72 h de 10% et 0% uniquement pour la concentration de 5 pg.L™ (Cf.
Chapitre 2, I1.1.5.). Des volumes de 10 ml de milieu dans les solutions meres et dans les microcosmes
apres 72h ainsi que des pools de gammares et de feuilles ont été prélevés dans le but de doser leurs
concentrations en argent total ainsi que Il'argent dissous des milieux. Au niveau cellulaire, 14
biomarqueurs combinant des biomarqueurs antioxydants, antitoxiques et de réserve énergétique ont

été étudiés sur un méme pool de gammares. Au niveau fonctionnel, les activités de consommation et de

Traitement statistiques : Pour 'ensemble des résultats, des anovas a deux facteurs (contamination et
population) ont été testées. Puis, pour étudier plus en détail les effets des 7 conditions d’exposition sur

les gammares, au sein de chaque population et indépendamment les unes des autres, des anovas a un

.
*
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Chapitre 3 : Effets des nAg sur le genre Gammarus (Amphipoda) du niveau cellulaire au niveau
fonctionnel

[11.1. Résultats

[11.1.1. Concentrations en argent dans I’eau, les feuilles et les gammares

Les résultats concernant les concentrations en argent total dans I'eau, les feuilles et les gammares

ainsi que les concentrations en argent dissous ne sont pas encore disponibles.

111.1.2. Mortalité

Les concentrations d’exposition en argent n’ont pas induit de mortalités significatives des organismes

témoins ainsi qu’entre les 3 populations étudiées (Tableau 13).

[11.1.3. Niveau cellulaire : 'approche multibiomarqueurs

Sur les 14 biomarqueurs étudiés, seuls les dosages des métallothionéines n’ont pas encore pu étre
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
cholestérol, en triglycéride, I'activité du systeme de transport d’électrons (ETS), les concentrations des
hydropéroxydes lipidiques (LOOH), l'activité de la phosphatase alcaline (ACP), la capacité totale
antioxydante (TAC), I'activité de la lactate déshydrogénase (LDH), I'activité de la glutathion péroxydase
totale (Gpx), de la glutathion-s-transférase (GST), de la caspase (CSP) et de la catalase sont présentées
dans le tableau 12 et les résultats des tests statistiques d’analyses de variance (anova) a deux facteurs
sont réunis dans le tableau 13.

Les analyses statistiques ont montré une absence d’interaction entre les deux variables, ainsi qu’une
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 a 0, 0,5 et 5 ug.L‘l d’argent sous forme de AgNOs et aux nAg de 10

et 60 nm de diameétre.

Population Site Rémilly

Population Site Oron

Population Site Marly

opgl’ 05ugl’ Supglt Opg " 0,5ug,L” Sug,L” Opg L™ 0,5ug,L” Spg,l”

» témoin 25,8+10,5 25,2+6,5 27,1+7,4
Protéine 4 (AgNOS) 24552  258+6,9 253+56  24,1%53 25369  269:32
(mb;;\tm nAg 10 nm 243+4,5 24,8+9,7 24,9+82 25,152 22,3+4,6  23,9£3,6
nAg 60 nm 21,9+7,1 22,9:10,2 24,4+7,7 26,184 269+3,4  244:10,4

. témoin 24,8+6,8 23,937 20,4+7,6
Protéine 4 (ANOs) 23,6+1,3 243%3,1 23,4+35  234:11 231+2,9  248:31

fraction cytosolique

(mg/gMp)  MAB10AM 23,1+1,5 24,434 24,2+31  23,6:0,8 207+1,1  20,2+4,3
nAg 60 nm 22,1+1,9 21,168 24%51  23,6%32 248+2,0 18290

témoin 0,4+0,1 0,5+0,2 0,5+0,1
Cholestérol  Ag (AgNO3) 04+0,1  05#0,1 0,5+0,1 0,4+0,0 0,5+0,1 0,4+0,0
(mg/gMF)  nAg10nm 04+0,0 04%0,1 0,4+0,2 0,4+0,0 0,4+0,1 0,5+0,1
nAg 60 nm 04+0,0 050,11 0,5+0,1 0,5+0,1 0,4+0,1 0,4+0,1

témoin 57+1,3 4,5+1,2 50+2,1
Triglycéride  Ag (AgNO3) 3,8+1,1  53+08 4,9+1,8 3,5:0,7 45%0,6 47+1,4
(mg/gMF)  nAg10nm 4+0,5 4515 4,1+1,3 53:1,4 4,722 5022
nAg 60 nm 42+1,1 41,8 4,4+1,7 56+12 3,9+1,0 4915

£rs témoin 26,1£0,9 29,8+0,4 27,8+3,5
02.6MF- Ag (AgNO3) 271+1,7 28713 29,1+3,0  26,5:0,9 27,019 283+21
[“mihii) nAg 10 nm 27,7£2,4  285%2,5 258+24  267:16 27,2£2,9  27,1%35
nAg 60 nm 27,3£2,0  295%3,3 29,6+4,7 29+1,5 281+1,2  29,0+4,1

témoin 457 £ 97 451+ 52 47190
LOOH Ag (AgNO3) 439+ 71 474+ 73 458+ 21 431+ 24 441+ 57 41169
(nmol/gprot) nAg10nm 477+60 499149 429+ 63 451+ 53 433+ 93 475 £70
nAg 60 nm 466+90  494+142 463+ 67 447 £ 25 409 + 42 482 +96

témoin 17,1+6,9 17£6,5 15,324,3
ACP Ag (AgNOs) 16,8+2,2 14,329 153+1,0  151+1,0 159+0,5  14,5%22
(umol/gprot/h) nAg10nm 156+2,4  13,2%52 16,7+2,1 16,1+4,1 18,6+3,9 16,7+2,8
nAg 60 nm 151456  152%3,7 14,649  151+22 153+0,3  167+1,9

TAC témoin 34,2£12,5 281+3,1 31,6+7,4
Ag (AgNOs) 29,1£13,3 31,3281 297+7,3  31,5:38 357+6,4  333:4,1

(umolTeq/gprot/

min) nAg 10 nm 31,3+1,7 31,4:10,1 258+39  31,5:2,8 387+12,0 39,3+119
nAg 60 nm 30,8+2,5 39,4:96 358+10,9  33,5:64 29,5+2,2 44+17,8

Lo témoin 143,7+14,9 165 +86,9 151,2+9,8
(umolNADH/gpr Ag (AgNOs) 143,5+54,1 242,8+14,7 138,5£6,4 271,2+£2385 158,7+20,7 247,1+205,9
ot/h) nAg 10 nm 133+1,2 152,8+62,0 172,8+44,5 228,5+118,1 181,5+71,7 207,4+69,0
nAg 60 nm 179,7+21,9 167,8+66,9 150,7+13,3 193,5+51,0 93,5£81,2 160,5£22,5

Gox témoin 330,5+71,5 299,5+2,5 428+173,9
(umoINADPH/gp Ag (AgNOs) 344,2£92,7 329,0£49,0 353+47,7 397,1+32,3 367,7+117,3 363,8+109,4
rot/min) | MA810nm 391,7+28,8 339,2+45,9 356,1+58,6 416,2+44,9 415,4+106,1 414,0+140,4
nAg 60 nm 346,9+54,0 4382544 359,1+61,2 376,6+101,8 369£35,0 491,1+208,8

ST témoin 27,9+10,5 47,3+23,6 40,4 £12,6
(umolCDNB/g Ag (AgNOs) 30,2+88 36338 30,7£3,6 33,6577 31,2£53 39,1£22,7
prot/min)  MAB10MM 29,952 28499 281+1,4  33,3:103 30,8+3,0 28734
nAg 60 nm 37,9+4,0 334:138 286+2,3 28806 33,2+0,2  555%255

csp témoin 1,004 0,9+0,3 1,1£0,5
Ag (AgNOs) 0,9£0,2 1,2%0,5 1,2+0,4 1,0£0,1 1,7+0,7 1,2:0,1
[“n;zf/ﬁ?/g nAg 10 nm 09+0,2  08%0,1 1,1+0,4 1,1+0,1 1,2+0,1 1,1+05
nAg 60 nm 2,4+37 1,205 1,2+0,4 1,3:04 1,2+1,2 1,3+0,4

Catalase témoin 559+61,1 65+20,9 70,6 +33,2
(mmole H202  Ag (AgNO5) 51,6+13,3 53,7+10,0 62,5¢17,7  79,7+36,1 76,2£352 755409
consommé/gpro nAg 10 nm 61,5+11,5 57,9+25,4 83,7+452  43,9:281 33,3£14,5 48,3 £5,6
t/min) nAg 60 nm 51+56 27,5:14,1 40,6+32,1  437:60,2 49,2488  94,2%325
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Tableau 13 : Résultats statistiques des Analyses de variance (Anova) a 2 facteurs effectuées pour les différentes

mesures. Ddl signifie degré de liberté, la valeur en gras est significative.

Contamination (ddl=6) Population (ddI=2) Interaction (ddl=12)

F-value p-value F-value p-value F-value p-value
[Protéine]uoya: 0,1 0,996 0,1 0,897 0,12 1
[Protéinel: o tosmique 0,46 0,829 1,5 0,235 0,35 0,972
[Triglycéride] 0,55 0,761 0,07 0,931 0,6 0,824
[Cholestérol] 0,2 0,973 0,05 0,943 0,38 0,962
ETS 0,71 0,639 0,07 0,928 0,722 0,722
LOOH 0,3 0,931 0,58 0,563 0,25 0,994
ACP 0,45 0,84 0,26 0,77 0,27 0,99
TAC 0,83 0,553 2,03 0,144 0,44 0,932
LDH 1,14 0,357 0,26 0,768 0,28 0,987
Gpx 0,87 0,525 1,6 0,213 0,41 0,95
GST 1,13 0,362 1,25 0,296 1,05 0,42
CSP 2,23 0,059 0,95 0,393 1,04 0,432
Catalase 0,4 0,869 1,17 0,321 1,03 0,44
Mortalite 1,93 0,097 0,14 0,864 1,06 0,409
Consommation 0,35 0,905 2,57 0,088 0,85 0,6
Production FFOM 0,83 0,552 3,76 0,031* 1,27 0,268
Conso.-Production 0,76 0,605 2,63 0,084 1,03 0,442

111.1.4. Niveau fonctionnel

L'activité de consommation des gammares issus des 3 populations est présentée sur la figure 46. Le
traitement statistique de I'anova a deux facteurs n’a pas mis en évidence d’effets significatifs de la
contamination et de la population étudiée ni méme d’interaction entre les deux (Tableau 13). Au sein de
chaque population, seuls les gammares prélevés sur le site de Marly et exposés a 5 pg.L™* de nAg de 60
nm ont présenté une activité de consommation des disques de feuille significativement supérieure a
celles des organismes témoins.

Concernant la production de FPOM (Figure 47), une différence significative entre les 3 populations
(Tableau 13, ddI=2, F-value= 3,76, p-value= 0,031) a été détectée par I'anova. En revanche, les tests post-
hoc TukeyHSD qui ont suivi n’ont pas permis d’identifier les différences. 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’apres ces résultats, il semblerait que la population de Rémilly se détache Iégerement des deux autres
(p-values proches de 0,05). Cette tendance, qui irait dans le sens d’une augmentation de la production

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’aulne par les 3
populations de G. roeseli aprés 72h d’une exposition au AgNO; et aux nAg 10 nm et 60 nm pour 3
concentrations : 0; 0,5 ; 5ug.L™. Les lettrines en majuscule informent des différences statistiques entre les
3 populations, toutes conditions de contamination confondues et celles en minuscules informent des
différences entre les conditions de contamination au sein d’une population. Les groupes de mémes

lettrines ne sont pas statistiquement différents.
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Figure 47 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de production de FPOM par les 3 populations de G. roeseli aprés

72 h d’une exposition au AgNO; et aux nAg 10 nm et 60 nm pour 3 concentrations : 0; 0,5; 5 ,ug.L'l.
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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 homogénes et ne réveélent aucune information complémentaire.

00 pg.L-1 Témoin

0,5 pg.L-1 (Ag) AgNO3
i 00,5 pg.L-1 nAg 10 nm
100 -+ 80,5 ug.L-1 nAg 60 nm
@5 pg.L-1 (Ag) AgNO3

120 +

A5 pg.L-1 nAg 10 nm
M5 pg.L-1 nAg 60 nm
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o
I
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Différence entre la consommation et laproduction
de FPOM (pg/mg MS gammare/jour)
] )]
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} }
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Figure 48 : Moyennes (+ écart-types) des calculs de différences entre la consommation de feuille et la production de
FPOM pour les 3 populations de G. roeseli aprés 72 h d’une exposition au AgNO; et aux nAg 10 nm et 60 nm pour 3

concentrations : 0; 0,5, 5 /.tg.L'l.

[11.2. Discussion

Pour des concentrations et des conditions d’expositions environnementalement réalistes, I’'ensemble
des parameétres étudiés n’a pas révélé de réels effets de I'argent (nanoparticulaire ou dissous) sur les 3

populations de G. roeseli.
[11.2.1. Niveau cellulaire : 'approche multibiomarqueurs

La littérature relate régulierement l'intérét des approches multibiomarqueurs, qui se sont avérées
efficaces pour appréhender les effets de différents contaminants dont les métaux (tels que le cadmium
ou le cuivre) sur différentes espéces de gammares (Correia et al., 2002; McLoughlin et al., 2000; Sroda
and Cossu-Leguille, 2011; Vellinger et al., 2013). Cette approche a également été mise en ceuvre afin
d’évaluer les effets de I'exposition de gammares aux nanoparticules de dioxyde de cérium (Gammarus

roeseli; Garaud et al., 2015) et d’argent (Gammarus fossarum ; nAg 23 et 27 nm, Mehennaoui et al., en
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préparation). Dans les deux cas, les auteurs ont conclu a une absence d’effet des nanoparticules sur les
réponses antioxydantes, les réponses antitoxiques, les dommages cellulaires ou encore sur les réserves
énergétiques des individus exposés. Ces résultats, tous obtenus pour de tres faibles concentrations en
nanoparticules sont cohérents avec ceux obtenus dans la présente étude et posent la question de savoir
si le niveau cellulaire est le mieux adapté pour I’évaluation des effets des nanoparticules sur les

gammares.
111.2.2. Niveau fonctionnel

L'ensemble des paramétres mesurés ne semble pas indiquer I'existence d’effets évidents de ’'AgNO;
et des nAg de 10 et de 60 nm sur les performances fonctionnelles des gammares issus des 3 populations.
En effet, suite a une légere hausse de la consommation en feuilles des gammares issus du site de Marly
apres une exposition de 5 pg.L™ de nAg de 10 nm, aucune conséquence n’est ensuite observable sur leur
activité de production de FPOM. Concernant la production de FPOM, malgré une légere tendance
suggérant une activité plus importante des organismes prélevés sur le site de Rémilly, aucune conclusion

sur des effets de I'argent ne peut étre émise.

Pourtant, nos travaux sur G. roseli (Chapitre 3.1. et Il.) ont montré que méme sans modification de la
consommation des feuilles, une baisse de la production de FPOM avait été détectée suite a I'exposition
aux nAg de 10 nm et de 60 nm. Ces résultats, associés a une baisse de I'activité locomotrice des
gammares, avaient suggéré qu’une exposition aux nAg pouvait conduire les organismes a adopter une
stratégie de préservation et de stockage d’énergie pour pouvoir répondre aux colts énergétiques
importants mais nécessaires a la mise en place de mécanismes de détoxication.

Deux hypotheses expérimentales peuvent étre émises quant a la variation des résultats obtenus
entre ces deux expériences tres fortement similaires. En effet, dans leur étude effectuée sur des
gammares G. roeseli également prélevés dans la Nied francgaise, Sroda and Cossu-Leguille, (2010) ont mis
en évidence I'existence d’une variabilité de la sensibilité en fonction du sexe mais également en fonction
des saisons et des parameétres biotiques et abiotiques associés. En se basant sur une approche
multibiomarqueurs, les auteurs ont par exemple montré, a I'aide de nombreux prélevements mensuels
de gammares males et femelles effectués sur une année, que les femelles présentaient des
concentrations en lipides et en protéines, ainsi qu’une activité de la glutathion peroxydase totale plus
élevées suggérant des capacités de défense antioxydantes plus élevées que les males. Les auteurs ont
également montré une corrélation de ces activités de défense et de ces quantités de réserves

énergétiques avec la température et la période de I'année. Pour les deux sexes, les dommages cellulaires
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tels que la lipoperoxydation lipidique étaient accentués en été parallelement a une baisse des
concentrations en lipides par rapport aux mois d’automne et d’hiver. lls ont conclu que face a une
contamination, les organismes seraient plus vulnérables en été, saison pendant laquelle leurs réserves
énergétiques sont au plus bas. L'étude de Gismondi et al. (2012) a également confirmé cette sensibilité
des organismes plus importante en été s’ils doivent faire face a une contamination. Dans les études se
basant sur des mesures de biomarqueurs, I'existence de variations saisonnieres a de nombreuses fois été
observée notamment chez les bivalves en fonction de parametres 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
I’expérience 2 suite a une contamination aux nAg sont cohérentes avec les études de Sroda and Cossu-
Leguille, (2010) et Gismondi et al. (2012). En effet, les organismes de I'expérimentation 2 ont été
prélevés fin juin, en début d’été et ils devaient alors posséder des réserves énergétiques assez basses
(parametre non mesuré). Au niveau fonctionnel, I'étude a suggéré un important stockage énergétique
des gammares pour faire face a la contamination aux nAg. Ce phénomeéne n’a pourtant pas été observé
dans I’étude actuelle sur les mémes gammares, cette fois-ci prélevés fin avril au printemps. L'étude des
variations annuelles de concentrations lipidiques présentée par Sroda and Cossu-Leguille, (2010) a
montré des différences significatives entre le mois de Juin et les mois d’Avril/Mai pendant lesquels les

contenus lipidiques des gammares males et femelles sont 1,3 a 2 fois plus élevés.

Dans cette expérience, les gammares étudiés possédaient alors probablement des réserves
énergétiques initiales suffisamment abondantes pour palier a la contamination aux nAg contrairement
aux organismes étudiés dans I'expérience 2. De plus, dans cette étude, les pools de gammares étaient
composés d’organismes males et femelles contrairement a I'expérience 2 n’ayant testé que des males.
La littérature ayant montré que, chez les gammares, les activités initiales des biomarqueurs étaient plus
élevées chez les femelles qui sont alors plus résistantes que les males peut expliquer ici I'absence totale

d’effets pour de faibles concentrations d’argent.

[11.2.3. Variabilité intraspécifique

Pour I'ensemble des parameétres étudiés, malgré la présence d’une différence significative concernant
I'activité de production des FPOM, aucune tendance franche n’a été observée entre les 3 populations de

G. roeseli. Pourtant, plusieurs études ont démontré l'existence 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
especes et populations de gammares, Boets et al. (2012) ont montré que malgré une variabilité
interspécifique observée, aucune différence significative n’avait été observée entre les populations de G.
fossarum provenant de sites pollués ou non pollués. Afin d’évaluer I'existence d’une variabilité
interpopulationnelle de réponse a une contamination environnementalement réaliste, les prochaines
études devraient s’intéresser a une plus large gamme de populations issues de milieux de différentes
qualités. Pour évaluer des variations de sensibilité, il faudrait en amont également établir les périodes de

I’'année pendant lesquelles cette sensibilité semble étre la plus élevée au sein de I'espéce étudiée.

Conclusion

Dans cette étude, les contaminations en argent sous forme d’AgNO; ou de nanoparticules de 10 et 60
nm de diametre sur G. roeseli n‘ont pas entrainé d’effets notables. Des variations saisonniéres des
réserves énergétiques et activités des biomarqueurs impliqués dans les mécanismes de défense ainsi que
des tolérances plus élevées des gammares femelles peuvent en partie expliquer I'absence d’effet des
nAg sur ces gammares. Pour les 3 populations, aucune variabilité n’a été observée puisque les
organismes témoins ou contaminés ont systématiquement présenté des concentrations ou des niveaux
d’activité homogeénes pour I'ensemble des parameétres étudiés. Afin de mieux appréhender cette
variabilité interpopulationnelle, des travaux a plus large échelle sont nécessaires et doivent prendre en
compte des panels plus importants de populations issues de milieux de qualités différentes et beaucoup
plus éloignés géographiquement, tout en se positionnant a une période de I'année ol les gammares sont

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

Suite aux résultats obtenus sur les gammares de I'espéce G. roeseli concernant les diminutions de
production de FPOM des organismes exposés aux nAg sans effets sur leur consommation (étude Il.), une
hypothése d’'une mise en réserve de I'énergie avait été émise. Afin d’étudier cette hypothese plus en
détails, I'objectif de cette étude a été de mesurer plusieurs biomarqueurs de réponses énergétiques sur
G. roeseli.

Toujours dans I'étude présentée en section Il., sur la production de FPOM, la plus petite taille de 10
nm de diamétre avait présenté des effets plus précoces a la plus faible concentration de 0,5 pg.L™ par
rapport aux nAg de 60 nm dont les effets n’avaient été observés qu’a 5 pg.L™". Dans cette étude, afin
d’évaluer si la taille des nAg est un critére conditionnant leurs effets sur les gammares, des nAg de 10,
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, 2,5et 5 ug.L'l.

En préambule, et afin de mettre en place et doptimiser la mesure d’un biomarqueur de
consommation en oxygene des gammares, un test a été effectué en amont. Il a consisté a exposer durant
72 h quelques gammares nourris & 5 pg.L”" 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

respiration des gammares et ont justifié I'utilisation de ce biomarqueurs dans cette étude.
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b b
b ab
0,0025 -
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0 T T T T
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Consommation d'oxygéne (O, mg/ mg
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Figure 49 : Consommation d’oxygéne de G. roeseli exposés a plusieurs tailles et concentration de nAg (n=4). Les

groupes de mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents (anova a 1 facteur, TukeyHSD).

Mots clés : nanoparticules d’argent — G.roeseli — biomarqueurs énergétiques — consommation d’oxygeéne
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Dispositif expérimental : Selon les mémes protocoles que ceux employés dans les études précédentes,
des G. roeseli ont été acclimatés dans de I’eau issue de la riviere La Méholle avant d’étre exposés durant
72 h a 4 concentrations (0, 0,5, 2,5 et 5 ug.L'l) 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
males et de 4 disques de feuilles d’aulne conditionnées immergés dans 300 mL d’eau de la Méholle. En
raison d’exigences techniques, I'exposition a chacune des 5 tailles de nAg (4 concentrations x 4 réplicats)

a été lancée en différé (décalage de 1 journée).

Lumiére non directe, 16h de jour/8h de nuit, 12°C, 72h

T-1 " T-2 || T-3 || T-4 .

0,5 pg.L'*-1 " 0,5 pg.L'*-2 || 0,5 pg.L'*-3 || 0,5 pg.L'*-4

2,5 pe.l't-1 " 2,5 pg.Lt-2 || 2,5 pg.Lt-3 || 2,5 pg.L't-4

5 pglt1 " 5 pg.Lt-2 || 5 pg.Lt-32 || 5pglt4

Figure 50 : Plan expérimental simplifié de I’'expérience 3, Cf.Chapitre 2, tableau 8)

Mesures : Les diameétres hydrodynamiques des 5 tailles de nAg ont été vérifiés dans de I|'eau
déminéralisée puis évalués dans I'eau de la Méholle. Aprés 72 h d’exposition, les concentrations en
argent dissous ont été mesurées dans I’eau ainsi que les concentrations en argent total dans I'eau et les
gammares. Concernant les effets des nAg sur les gammares, sur un méme organisme et dés son
prélevement du milieu, des mesures de consommation en oxygéne suivies de mesures de ventilation ont
été effectuées sur I'organisme vivant, puis des mesures de concentrations en triglycérides, protéines,
cholestérol et d’activité ETS ont été effectuées sur le broyat aprés décongélation. En parallele, des
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 » a la fin de
cette partie.

Traitement statistiques : Pour les figures ajoutées en informations, une anova a un facteur a d’abord
été effectuée entre les 5 conditions témoins puis 5 anovas a un facteur soit une par taille de nAg ont été

testées suivies de TukeyHSD. Pour la figure 53 représentant les consommations en oxygéne associées au

N NS EEEEEEEEE NSNS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEEEESEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

nombre et a la surface des nAg, des anovas a 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; Duran et al., 2007; Keller et al.,
2013; Kinniger 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™ 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). Moreover, it's now well admitted that nAg toxicity is 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
(Andrei 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™ 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 pg L™but also at a higher

optimal concentration of 100 pg L.

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 um, 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 um) and immersed in the La Méholle stream

181



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™) with filtered and

oxygen saturated La Méholle water to obtain nominal concentrations of 0, 0.5, 2.5 and 5 pg L™.

For each treatment (5 nAg sizes 10, 20, 40, 60 and 100 nm and 4 concentrations 0, 0.5, 2.5and 5 pg L
'), 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]iowa and [Aglyissoned. 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 pg L™) analysis after 1% HNO; 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 (HNOs, LGC Standards) and hydrogen peroxide (H,0,, Fisher scientific). The mineralization was
performed with a microwave reaction system before silver analysis by inductively coupled plasma-mass
spectrometry (ICP-MS, XSERIES 2', ThermoFisher Scientific). Silver concentrations in gammarids were

expressed as pg g 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 O,/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™* (mg.gfw™).

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

umol 0,. g fresh weight™.h™* (umolO,/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 Ida 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 nanopatrticle 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 pg L™ 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 pg L™ 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.

Hydrodynamic diameter (nm)

nAg sizes Nanocomposix Nanosight
10nm 14.6 14+1.3
20nm 27.2 24112
40nm 41.8 46+0.3
60nm 62.5 58+1.0
100nm 106.5 92+2.6

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 ug.L"l: <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 ug L™ concentrations

(Kruskalmc test, >0.05).

Table 2: Mean (+ S.D.) total silver concentration (ug.L™) in the water exposed to 4 nominal concentrations
(0, 0.5, 2.5 and 5 ug L) of 5 nAg size (10, 20, 40, 60 and 100 nm) after 72 h. DL: detection limit (0.1 ug L’
1
).

nAg sizes Opgl® 05pugl? 25pgl? S5ugl?

10 nm <DL 0.28+0.05 1.06+0.22 2.00+0.33
20 nm <DL 0.15+0.06 0.98+0.25 3.01+0.93
40 nm <DL 0.30+0.08 1.88+0.81 4.15+0.70
60 nm <DL 0.33+£0.05 1.40+0.36 2.95%0.21
100 nm <DL 0.45+0.06 1.35+0.29 3.58%x0.91
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The presence of dissolved silver was monitored and its concentration was under the AAS detection

limits of 0.1 pg L™ for all the conditions and the totality of the samples.

Concentrations measured in gammarids exposed to 5 pg L' 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 pg.L" were also 6 times higher compared to the
concentrations at 0.5 pg L. The other exposure conditions did not induce silver concentration in G.

roeseli different from the control.

35 mOpgl1 0O05pg.l-1 MHE25pg.l-1 BS5pgl1

[Aglgammarias (Mg-E-1)
[ N
- n ) n w

2
W

Control 10 nm 20 nm 40 nm 60 nm 100 nm

Figure 1: Mean (+ S.D.) silver concentration in gammarids exposed to 4 concentrations (0, 0.5, 2.5 and 5
ug L) 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 Sl Table S1) is presented in the Figure 2.

The LDA evidenced that energetic markers were able to discriminate between nAg size and
concentration (MANOVA, Wilk's B = 0.056, df=19, p=1.7 10”. 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™.
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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 gagmmarids exposed to 4 concentrations (0, 0.5, 2.5 and 5 ug L™) of 5 nAg sizes (10, 20, 40, 60

and 100 nm) after 72 h (n=4; Wilks p-value=1.7 10”; 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 ug L™. For the nAg 20 nm conditions, exposure at 2.5 and 5
pg L 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 pg L™

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
ug L) 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.
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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 (10® particles mL™). 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 pg L™) 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 pg.L™ 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 pg.L™ significantly higher than at 0.5
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pg.L™. 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 pug.mL™ 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™" 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 Andrei 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-llan 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 O, 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
(Andrei 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 (PO,), for
example between high PO, in water and low PO, 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 O, 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 O, 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 pg.L™ 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 pg.L™ for the small nAg
size showed a new insight of potential environmental impact associated with the release of nAg in

natural ecosystem.
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Figure S1: Hydrodynamic diameter measurements and particle size distribution (NanoSight 500, Malvern
Instrument Ltd, UK) of A) the La Méholle water and B) the nAg of 10 nm, C) 20 nm, D) 40 nm, E) 60 nm
and F) 100 nm at 100 ug L™ 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

ug L) of 5 nAg sizes (10, 20, 40, 60 and 100 nm) after 72 h.

Oxygen consumption Ventilation ETS Triglyceride Protein Cholesterol
[nAg] (% pleopod
(mg02/mg gammarids/h) beat/min against (umol02/gFW/h) (mg.gfw™) (mg.gfw™) (mg.gfw™)
the control)
10 nm
Opg Lt 0.0007 + 0.0001 100+21 30.37 +3.88 5.22+544 38.57+14.19 0.69+0.29
0.5pg Lt 0.0017 £ 0.0003 69+ 43 32.18 £ 4.62 5.62+ 4,17 38.04+7.58 0.69+ 0.05
2.5 ugL'1 0.0027 + 0.0002 87+ 46 3152+ 1.85 5.81+4.84 40.23+5.72 0.74+0.29
Sug Lt 0.0036 + 0.0002 82+41 29.34+3.07 3.62+2.90 38.54+5.63 0.76+ 0.16
20 nm
Opg Lt 0.0007 + 0.0002 100+ 3 30.69 £ 4.27 4.96+2.63 44.42 + 8.46 1.0520.26
0.5pg Lt 0.0017 + 0.0005 87+30 3228+ 4.28 4.69+ 4.56 39.8249.12 0.87+0.34
2.5 L.lgL'1 0.0025 £ 0.0000 113+32 32.07x2.64 2.44+ 0.60 35.51+4.14 0.87+0.29
Sug e 0.0033 + 0.0002 107 +37 30.25+4.84 4.43+296 42.92+14.57 1.07+0.29
40 nm
Opg Lt 0.0007 + 0.0000 100+ 28 30.61+2.15 4.40+2.50 40.40+4.83 1.03+0.30
0.5pg Lt 0.0015 + 0.0003 9% +7 30.91+3.24 4.36+3.07 36.60+6.43 0.77+0.15
2.5 ug[1 0.0022 + 0.0005 89+ 23 30,71+ 4.65 5.23+2.89 41.39+9.11 0.94+ 0.44
Sug i 0.0024 + 0.0009 81+21 28631 1.90 2.32+1.62 36.13+8.77 0.83+0.32
60 nm
Opg Lt 0.0007 + 0.0002 100+ 28 27.26+2.60 2.78+ 181 34.41+8.24 0.81+0.28
0.5pg Lt 0.0014 + 0.0005 100+ 0 3177+ 1.88 6.58+3.78 37.24+5.82 0.83+0.17
25 ng'1 0.0017 + 0.0003 112 +40 31.04+1.91 5.59+1.59 42.10+4.20 1.06 +0.33
Sug Lt 0.0020 + 0.0008 133+26 30.89+4.80 5.20+4.49 36.03+6.76 0.95 +0.18
100 nm
Opg Lt 0.0007 + 0.0002 100+ 20 31.85+1.23 4.31+251 40.48+6.31 0.98+0.13
0.5 ug[1 0.0008 + 0.0005 103+31 3072+ 4.64 4.45+2.51 38.38+8.23 0.90+ 0.18
2.5 ug[1 0.0017 + 0.0009 120+33 3123+ 4.89 4.55+3.11 35.71+5.06 0.75+0.24
Sug Lt 0.0021 + 0.0008 116+ 33 27.68+2.47 3.46+1.39 39.43+9.67 0.84+ 0.16
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Informations supplémentaires

e Résultats - Discussion :

1. Concentrations en argent dans les feuilles d’aulne

Les résultats concernant les concentrations en argent dosées dans les disques de feuilles d’aulne
correspondent, pour chacune des conditions, au dosage d’un unique échantillon composé de disques
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 &tre plus élevées pour les nAg de 10 nm a2,5et5 pg.L™.

2,5 + mOpg.l-1 00,5 pg.1-1 H2,5pg.L-1 O5pg.l-1

w
T
T

[Ag]feuilles (HEFE']-)

o
S
|
T

0 1 . f
Témoin 10 nm 20nm 40 nm 60 nm 100 nm

Figure 50 : Mesures des concentrations en argent total dosées dans les feuilles d’aulne aprés 72 h d’une exposition

aux 5 tailles de nAg (10, 20, 40, 60 et 100 nm) pour 4 concentrations : 0 ; 0,5 ; 2,5 et 5 pug.L™ (n=1).

2. Locomotion

L'anova a 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 a 0,5 et 2,5 ug.L™ Iactivité
de locomotion a été significativement diminuée par rapport a celle mesurée chez les témoins,
contrairement a la condition de 2,5 ug.L™" de nAg de 20 nm, qui elle, a entrainé une augmentation (Figure
51). Ces résultats sont difficiles a interpréter notamment en ce qui concerne I'absence d’effet des nAg 10

et 40 nm a 5 pg.L™. Dans la littérature & de nombreuses reprises, des réductions de I'activité de
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locomotion chez des gammares soumis a une contamination métallique ont été rapportées pour toutes
les concentrations supérieures a 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-réponse n’a pas été observée tout comme |'existence d’effets dépendants de la taille des nAg.
L'intérét d’étudier une gamme de tailles s’avere pertinente, car si I'expérience avait été effectuée sur les
2 tailles extrémes de 10 et 100 nm, un effet lié au diametre des nAg aurait pu étre supposé. Cependant a

la lumiere des résultats obtenus pour les tailles intermédiaires, I’hypothése d’une relation effet-taille ne

peut étre retenue.

90 ETémoin 0O0,5pg.l-1 E2,5pg.l-1 O5pg.l-1
80 +

70 +

Locomotion des gammares (%)

10 nm 20 nm 40 nm 100 nm

Figure 51: Moyennes (+ écart-types) des mesures de locomotion chez les gammares apres 72 h d’exposition a 5
tailles de nAg (10, 20, 40, 60 et 100 nm) pour 4 concentrations 0 ; 0,5 ; 2,5 et 5 ug.L™" (n=60). Les mesures relatives

aux nAg 60 nm sont manquantes et les groupes de mémes 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 a un facteur, F-value= 3,56, ddI=3, p-
value<0,05). Les résultats des tests post-hoc TukeyHSD ont montré que seule la plus forte concentration
de 5 pg.L? entrainait des réponses statistiquement différentes de celles des témoins. Ce profil de
réponse a déja été observé dans I'expérience 1B pour les nAg de 10 et 60 nm. Ici, et comme I'étude n’a
pas été élaborée pour mesurer spécifiguement ce parameétre, des conditions témoins composés

uniquement du milieu d’exposition et de disques de feuilles sans gammare n’ont pas été testées. Les
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fonctionnel
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.

Comme cela a déja été observé pour les résultats d’activité de 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 a nouveau, la prise en compte des résultats
obtenus pour I'ensemble de la gamme de taille ne permet pas de conclure quant a I'existence d’un effet

taille-dépendant.
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Figure 52 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de production de FPOM par les G. roeseli apres 72 h d’exposition a
5 tailles de nAg (10, 20, 40, 60 et 100 nm) pour 4 concentrations 0; 0,5; 2,5 et 5 ug.L'l (n=60). Les groupes de

mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.

e Discussion des résultats obtenus pour la consommation d’oxygéne des gammares en raisonnant
sur le nombre de particules et leur surface dans les milieux d’exposition
Classiquement, les effets des nanoparticules, et dans le cas présent des nAg, sont évalués en fonction
des quantités d’argent introduites dans le milieu d’exposition. Or, comme cela a été décrit dans le
chapitre 1, une nanoparticule possede, certes un noyau composé d’un matériel potentiellement toxique,
mais elle dispose également d’une taille et d’'une surface spécifique qui peuvent elles-aussi entrainer des
effets. Dans cette étude, I'objectif de tester pour une méme concentration en argent, plusieurs tailles de
nAg partait donc d’'un postulat que les effets observés pouvaient étre induits par le matériel argent
inégalement distribué dans le milieu : en millions de petites particules ou en particules plus grandes mais

en plus faibles quantités. En partant maintenant du postulat que I'effet n’est pas di au métal argent
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mais a lintrusion de nanoparticules dans une structure biologique ou encore a leur adsorption
empéchant le bon fonctionnement de cette structure, et ce, indépendamment du matériel qui les
compose, la représentation des résultats peut ne plus s’envisager par rapport a une gamme de
concentrations, mais plutdt par rapport au nombre ou a la surface de nanoparticules introduites dans le
milieu. Dans cette étude, les mesures de consommation en oxygéne sont en étroite relation avec les
structures branchiales des gammares elless-mémes en contact potentiellement direct avec les nAg
présentes dans le milieu d’exposition. Dans la figure 53 présentée ci-dessous les mesures de
consommation d’oxygéne des gammares aux 3 concentrations d’exposition des 5 tailles de nAg ont été
présentées en parallele des quantités de nanoparticules (Figure 53A) et des surfaces de nanoparticule
(Figure 53B) introduites en début d’expérience. Ces valeurs ont été obtenues, par calcul a I'aide des
données de quantités et de surface des nAg des solutions stock et ont été rapportées a nos
concentrations nominales d’exposition. Ces résultats montrent logiquement que pour une concentration
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 étre équivalente entre les nAg de 10 nm a 0,5 pg.L™" et de 100 nm & 5 pg.L™ (entourées en
bleu); entre les nAg de 10 nm & 2,5 pg.L™ et de 20 nm a 5 pg.L™" (entourées en vert) ; entre les nAg de 20
nma 2,5 pg.L" et de 40 nm a 5 pg.L™ (entourées en orange) et entre les nAg de 40 nm a 2,5 pg.L™ et de
60 nm a 5 pg.L™ (entourées en violet). Pour chacun de ces couples constitués de concentrations
d’exposition différentes mais de surfaces nanoparticulaires totales proches, les résultats de
consommation en oxygene s’averent également proches, ouvrant ainsi sur de nombreux
guestionnements : observe-t-on un effet de I'argent ou un effet d a I’adsorption de nanoparticules sur
les branchies ou est-ce un mix des deux ? A I'avenir, dans les tests d’écotoxicité, une plus grande
importance devrait étre donnée aux quantités et aux surfaces des nanoparticules étudiées afin de mieux

comprendre les causes des effets dus aux nanoparticules.

204



Chapitre 3 : Effets des nAg sur le genre Gammarus (Amphipoda) du niveau cellulaire au niveau

fonctionnel
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Figure 53 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de consommation d’oxygéne des gammares exposés aux 3
concentrations (0,5, 2,5 et 5 ug.L'l) des 5 tailles de nAg (10, 20, 40, 60, et 100 nm), par rapport A) aux quantités de

nAg ou B) a la surface totale de nAg introduites dans les milieux d’exposition.
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Chapitre 3 : Effets des nAg sur le genre Gammarus (Amphipoda) du niveau cellulaire au niveau
fonctionnel

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 étre observés pour de faibles
concentrations et dans des conditions d’exposition environnementalement réalistes.

- Le niveau cellulaire n’est peut-étre pas le mieux adapté pour I'évaluation de leurs effets sur les
gammares.

- Au contraire, sur le plan physiologique, I'étude de la respiration des organismes via des mesures
de consommation en oxygene semble étre un outil performant, permettant notamment
d’étudier les effets de tres faibles niveaux de contamination. Ce constat est également
observable par des mesures de l'activité de locomotion déja connues pour répondre a une
contamination argentique.

- L’étude du niveau fonctionnel montre un impact des nanoparticules sur la production des FPOM
suggérant un effet des sur I'assimilation et/ou sur les fonctions digestives des gammares. Cette
ouvre de nouvelles voies de réflexion et mérite d’étre approfondie

- Les effets observés sont majoritairement corrélés a la taille des nanoparticules testées. Les plus
petites induisant des effets plus marqués.

- G. roeseli apparait plus sensibles a I'exposition aux nAg que G. fossarum et G. pulex.

- Aucune différence de réponse n’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
de stockage d’énergie pour pouvoir répondre aux colts énergétiques importants mais nécessaires a la
mise en place de mécanismes de détoxication. Ceux mesurés au niveau cellulaire dans cette étude n’ont
pas répondu. Les baisses de production de FPOM qui en résultent, pourraient avoir des conséquences
sur le fonctionnement des écosystémes d’eau douce en modifiant le cycle de la matiere organique via
une réduction des flux de FPOM.

Des études plus poussées sur le métabolisme énergétique sont a envisager pour mieux comprendre les

observations réalisées et déterminer plus précisément les mécanismes impliqués.
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

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 expérimentations ont été effectuées en collaboration avec d’autres laboratoires, le plus
souvent sur de longs temps d’expérimentation nécessitant également un long travail préparatoire en
amont. Elles ont nécessité beaucoup de temps, de travail et d’investissement durant ces 3 années de
these. Pour ces diverses raisons, nous avons collectivement décidé d’aller quand méme plus loin et de
présenter les résultats obtenus. Méme si ces expérimentations a elles seules ne permettent pas d’'établir
de conclusions précises et fiables quant a I'effet des nanoparticules testées sur les gammares, elles
constituent des premiers tests sur ces organismes, notamment en conditions de mésocosmes pour la
plupart. Elles apportent finalement différents questionnements intéressants ainsi que des hypotheses

gu’il conviendra de considérer ultérieurement.

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
puisqu’elles se sont systématiquement déroulées en présence de G. roeseli (espece observée comme
étant la plus sensible au nAg) mais également en présence d’un bivalve filtreur Dreissena polymorpha
ainsi que de communautés microbiennes. Cependant, et méme si les travaux présentés dans ce chapitre
ont été menés en conditions plurispécifiques, seuls les résultats concernant les gammares seront
présentés. Ceux propres aux dreissenes et aux nAg, ont fait I'objet d’un manuscrit de these (Garaud,
2015). Ceux concernant les effets des nTiO, et NTC feront I'objet de publications scientifiques. Les
interactions entre ces deux espéces étudiées en paralleéle pourront également faire I'objet d’un travail

collaboratif a venir.

L'approche multibiomarqueur des effets biologiques des différentes nanoparticules testées sur G.
roeseli est commune aux 4 expériences présentées dans ce chapitre. Par contre, la premiere étude
nommée « Etude des effets des nTiO, sur les gammares (G. roeseli) en fonction de leur hétéroagrégation
dans deux types d’eau du Rhéne naturellement chargées en matiéres organiques » difféere
considérablement des autres en termes de complexité des dispositifs, des milieux et des temps

d’exposition. 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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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

I. Etude des effets des nTiO, sur les gammares (G. roeseli) en
fonction de leur hétéroagrégation dans deux types d’eau du
Rhone naturellement chargées en matieéres organiques -

Expérience 4

Contexte

Les nTiO,, incorporées dans de nombreux produits du quotidien sont, elles aussi susceptibles de se
retrouver dans les écosystémes d’eau douce. Les conditions physicochimiques d’un cours d’eau ont une
forte influence sur les phénomeénes de transformation et de dégradation des nanoparticules, ce qui

justifie d’étudier leur devenir dans différents types d’eau.

Cette expérience a été élaborée dans un contexte de collaboration avec un laboratoire partenaire : le
CEREGE. Situé a Aix-en-Provence, c’est sur ce site que I'expérimentation a été mise en place afin de
bénéficier du matériel et de I'expertise de ces partenaires sur la caractérisation des nanoparticules. Cette
étude a eu pour but de comprendre le comportement des nTiO, dans deux types d’eaux prélevées in situ
et présentant une différence de charge en matiére organique. La matiére organique présente dans le
milieu peut se complexer aux nanoparticules formant des hétéroagrégats qui, moins mobiles auront
tendance a sédimenter. L'objectif de cette étude a été d’évaluer les effets des nTiO, sur des gammares
appartenant a I'espece G. roeseli en fonction de ces phénomenes d’hétéroagrégation. En effet, la
complexation de la matiére organique aux nTiO, peut réduire leur biodisponibilité pour les organismes,
mais leur sédimentation et dépots dans le fond des dispositifs est susceptible d’avoir des effets sur les

gammares qui sont des organismes benthiques.

Pour vérifier cette hypothese, nous avons développé une approche multibiomarqueur associée a de
I'imagerie en micro-tomographie RX et en micro-fluorescence X a haute résolution en énergie (micro-HR-

XRF).

Mots-clés : nanoparticules de dioxyde de titane - Gammarus sp. - biomarqueurs — hétéoagrégation —

imagerie

213



‘e

ST NN NN NS NN NN EE NN NN NN E SN NN NN SN NN NN NSNS NN NN NS NN NN NS E NN NN NSNS NN N NSNS EEEENENENEEEEEEEEEEEEEEEEEERNg,

@S U EE NN NN NN NN NN NN NN NN SN NN SN NN EEE NSNS SN NN ENESEENNNEEENNEEEENEEEENEEEEEEEEEEEEEER
*

g Plan expérimental

Dispositif expérimental : Des gammares appartenant a I'espece G. roeseli ont été prélevés en Moselle
dans la Nied francgaise puis transportés dans des glaciéres jusqu’au CEREGE a Aix-en-Provence. lls ont été
acclimatés durant 16h avant le début des expérimentations dans de I'’eau prélevée dans le Rhone sur le
site d’Arles, ou de Jons. Les gammares ont par la suite été exposés dans chacune de ces eaux pendant 24
h et 96 h & 3 concentrations de nTiO, (anatase de 5-30 nm): 0; 0,1 et 1 mg.L" (Figure 54). La
caractérisation de ces nTiO, est bien décrite dans I'une des études de nos partenaires du CEREGE (Labille
et al., 2015). Chaque dispositif était placé a I'obscurité et composé de 60 gammares de sexe
indifférencié, de 16 dreissenes (étude menée par M. Garaud), de 1,5 litres d’eau d’Arles ou de Jons et

d’un dispositif d’oxygénation du milieu calibré pour I’'ensemble des 12 bacs.

Obscurite, Iz enation en continue, présence de gammares et de dreissénes, 3 pseudo-réplicats par condition

ceelecee) '
—:-1-2-1-1- 2

Figure 54 : Plan expérimental simplifié de I'expérience 4 (Cf. Chapitre 2, tableau 9)

96 h __[_1=24h

49
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Mesures : Concernant les milieux d’exposition, deux fois 10 ml de milieu ont été prélevés directement
apres les injections de nanoparticules (TO) puis apres 1 h, 3 h, 6 h, 24 h et 96 h. Un des prélévements a
été effectué pour permettre de doser et vérifier les concentrations en titane (ICP-MS) et un autre pour
mesurer les diametres des agrégats présents dans le milieu a I'aide d’'un compteur a particules (Occhio
Flowcell FC200). Pour les mesures effectuées sur ce compteur a particule, I'échantillon a été
vigoureusement mélangé a 'aide d’un vortex, puis 1 ml a été prélevé. Le cone et le volume associé ont
été placés sur un dispositif spécifique de I'instrument et le volume a progressivement était déversé
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 um a 1000
pum.

Au sein de chaque bac, 6 pseudo-réplicats de 5 gammares ont été prélevés puis congelés a -80°C pour
effectuer des mesures de concentrations en titane sur 3 d’entre eux ainsi que des mesures de
biomarqueurs sur les 3 autres (13 biomarqueurs mesurés). Certains organismes ont aussi été immergés

dans de I'alcool a 90° et d’autres ont été disséqués afin de prélever les branchies et les caeca digestifs

Y NN NN NN NN N NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN EEEEEEEEEEEEEEEN

-
‘e

*

AN NN NSNS NN NN NSNS NN NN SN NSNS E SN NSNS ESEEEEEENSENEENEESENENEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEmmemmmmes®

214



Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli
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Jgui ont été conservés dans du glutaraldéhyde. Ces échantillons ont été prévus pour de I'imagerie en
micro-tomographie, micro-fluorescence et en TEM.

Traitement statistiques : Pour chacune des mesures de biomarqueurs, des anovas a 3 facteurs prenant

en compte les variables: concentrations en titane appliquées, temps de contamination et site deg

L
R4
*

prélevement de I'eau ont été effectuées, suivi des tests post-hoc TukeyHSD si nécessaire. .

-“‘
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l.1. Résultats-Discussion

Au moment de la rédaction de ce manuscrit de these, nous ne disposons pas de la totalité des
résultats. En effet, en termes de comportement des nanoparticules dans le milieu d’exposition, les
données brutes des mesures d’hétéroagrégation ont été acquises mais I'analyse de modélisation qui suit
et qui permet d’interpréter les résultats est encore en cours avec nos partenaires du CEREGE.

De méme, les dosages du titane par ICP-MS demandent de nombreuses mises au point du protocole
de minéralisation des échantillons contaminés au nTiO,. En effet, la digestion et donc la ionisation du
dioxyde de titane en Ti*" est trés difficile et des mesures directes classiques en ICP-MS ne sont ni fiables
ni valides. D’autres protocole de minéralisation ont notamment été employés dans la littérature
(Jacobasch et al., 2014; Khosravi et al., 2012), et nos partenaires (CEREGE) sont également en cours
d’optimisation des mesures. Les concentrations réelles en titane dans les milieux d’exposition aprés 0, 1,
3, 6, 24 et 96 h ainsi que dans les organismes apres 24 et 96 h ne seront donc pas fournies dans ce
manuscrit.

Enfin, les mesures d’imagerie permettant d’observer une contamination au titane des gammares sont
encore incompletes. Les premieres images réalisées en micro-tomographie ont permis d’observer un
élément présent en grande quantité dans le tractus digestif des gammares sans certifier qu’il s’agisse de
titane (Annexe 4). Cependant, des observations en micro-fluorescence X a haute résolution en énergie
(micro-HR-XRF) ont détecté la présence de titane dans le tube digestif (Annexe 5). Par contre, ces
analyses ne nous permettent pas d’émettre des hypothéses quant a des phénoménes d’absorption et/ou
adsorption.

Aux vues des pourcentages de survie des organismes s’échelonnant entre 80 et 97% apreés 24 et 96h,
les expositions aux nTiO, n"ont pas induit de mortalité anormale des gammares exposés par rapports aux
témoins.

Les valeurs des 13 biomarqueurs cellulaires étudiés sont présentées dans le tableau 14. Il s’agit des

concentrations en protéines contenues dans le broyat, en protéines de la fraction cytosolique, en
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cholestérol, en triglycérides, de I'activité du systeme de transport d’électrons (ETS), des concentrations
des hydropéroxydes lipidiques (LOOH), de I'activité de la phosphatase 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
a trois facteurs visant a étudier les effets seuls ou en interaction des contaminations en titane, des temps

d’exposition et des deux types d’eau testés sont présentés dans le tableau 15.
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

Tableau 14 : Moyennes (+ écart-types) des différentes valeurs de biomarqueurs cellulaires mesurées sur G. roeseli
exposé dans deux types d’eau (Arles et Jons) pendant 24 h (J1) et 96 h (J4)72h a 0, 0,1 et 1 mg.L‘l de nTiO,. Aucune

différence significative due aux nTiO,.

Arles lons
1 14 J1 4
Protéine Témoin 26,5+3,9 29,8+3,0 22,9+2,7 23,9:0,9
broyat 0,1mg.l* 28,4+5,7 30,7+5,0 28,1+56 26,1+7,7
(mg/gMF) 1mglL? 30,0+ 1,4 26,0+2,6 26,5+6,2 24,1+1,2
Protéine Témoin 19,7+2,6 22,4+2,4 16,7+2,1 17,7+1,4
fraction cytosolique 0,1mg.L-1 21,1+4,2 22,9+36 21,0+ 4,8 19,7 +6,9
(mg/gMF) 1mg.L-1 22,6+0,6 19,4+1,9 20,0£5,5 17,7£1,9
) Témoin 0,67+0,27  0,71+0,09 0,44:0,10 0,50+0,08
Cholestérol
0,1mg.L-1 0,69+0,29  0,60+0,04 0,67:0,27 0,73+0,29
(mg/gMF)
1mg.L-1 0,70£0,17  0,50+0,09 0,58:0,18 0,44£0,07
L Témoin 4,95+1,24  594+1,74  3,63:0,50 3,92+0,63
Triglycéride
0,1mg.L-1 4,52+1,84  602+1,74 576+166 516+1,57
(mg/gMF)
1mg.L-1 531+1,35  461+100 4,97+165 4,39+0,22
ETs Témoin 34,7+3,2 35,8+3,7 32,9+4,1 35,6+5,7
- + + + +
(umol02,eMF-1 h-1) 0,1mg.L-1 35,7+5,2 356+1,1 37,0:1,6 37,1:2,1
1mg.L-1 36,7+6,7 35,3+5,3 36,4+2,5 35,4+5,3
LOOH Témoin 668+ 31 579+ 44 640+ 22 632+15
0,1mg.L-1 601+ 36 615+ 48 651+ 56 687+ 73
(nmol/gprot)
1mg.L-1 637+ 10 643+ 59 636+ 20 631+ 33
ACP Témoin 11,5+1,5 11,2+0,9 12,0+ 1,0 12,2+1,6
0,1mg.L-1 11,1+1,4  11,7+0,88 12,0+2,4 13,1+2,0
(nmol/gprot/h)
1mg.L-1 11,3+1,5 12,2+1,1 12,4+1,1 12,4+0,6
TAC Témoin -58+ 103 -98+ 14 -61+112 -45+ 9
. 0,1mg.L-1 -36£ 82 101+ 11 -48+92 -40 + 100
(umolTeq/gprot/min)
1mg.L-1 -104+ 19 -118+21 -54+ 98 37+ 83
LDH Témoin 954+ 830 579+ 378 297+ 49 528+ 375
(umol NADH/gprot/h) 0,1mg.L-1 578+ 226 266+ 35 482+341 779+ 689
1mg.L-1 394+ 92 266+ 76 445+ 373 271+ 113
Gpx Témoin 265+ 162 282+ 98 364+ 124 406+ 85
(umoINADPH/gprot/mi 0,1mg.L-1 302+ 130 278+ 130 358+ 127 385 + 165
n) 1mg.L-1 273+ 80 336+ 103 376+ 130 400+ 118
ST Témoin 61,6+11,5 51,2+1,3  559+10,1 57,5+6,7
(1mol CONB/g prot/min) 0,1mg.L-1 53,2+8,3 50,1+5,2 55,2+87  56,9+10,1
1mg.L-1 53,1+2,7 57,1+10,8 53,6+123 53,0+9,4
csp Témoin 0,47+0,18  0,77+0,33  0,64:028  0,58+0,20
(umolpNA/g prot/h) 0,1mg.L-1 0,64+0,22  0,85+0,20 1,16:022 0,87+0,37
1mg.L-1 0,58+0,34  1,26+0,23  0,84:0,25 0,94+0,60
Catalase Témoin 40+ 30 16+2 19+ 10 18+ 16
H20: consommé 0,1mg.L-1 35+36 14+1 13+1 20+ 16
(mmole/gprot/min) 1mg.L-1 38134 21£9 166 3331
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Tableau 15 : Résultats des Analyses de variance (Anova) a 3 facteurs effectuées pour les différentes mesures de biomarqueurs. Ddl signifie degré de liberté, les

valeurs en gras sont significatives.

Contamination temps Site Contamination/temp Contamination/Site Temps/Site Interaction des 3
(ddlI=2) (ddl=1) (ddI=1) s (ddl=2) (ddI=2) (ddI=1) (ddl=2)

F-value p-value F-value p-value F-value p-value F-value p-value F-value p-value F-value p-value F-value p-value
[Protéine]broyat 1,06 0,36 0,04 0,833 4,93 0,036% 112 0,341 0,25 0,78 0,31 0,581 0,34 0,71
[Protéine]f. cytosolique 0,91 0,415 0,01 0,897 456  0,043* 1,27 0,298 0,27 0,76 0,25 0,618 0,21 0,807
[Triglycéride] 1,11 0,344 0,11 0,733 1,88 0,183 0,87 0,429 171 0,202 1,09 0,305 0,56 0,573
[Cholestérol] 1,26 0,301 0,52 0,477 1,96 0,174 1,07 0,358 1,61 0,221 0,40 0,531 0,09 0,908
ETS 0,61 0,548 0,08 0,774 0,00 0,96 0,41 0,663 0,15 0,855 0,02 0,879 0,06 0,936
LOOH 0,16 0,849 0,30 0,585 2,57 0,122 2,46 0,107 2,14 0,139 1,22 0,279 0,97 0,393
ACP 0,18 0,831 0,77 0,386 3,57 0,07 0,31 0,736 0,11 0,896 0,00 0,959 0,22 0,797
TAC 0,23 0,79 0,23 0,632 2,12 0,158 0,10 0,898 0,26 0,767 1,02 0,322 0,05 0,949
LDH 1,31 0,288 0,35 0,555 0,09 0,764 0,10 0,901 1,67 0,209 2,29 0,143 0,72 0,496
Gpx 0,07 0,932 0,36 0,552 4,99 0,035* 0,08 0,916 0,05 0,947 0,02 0,881 0,10 0,897
GST 0,34 0,714 0,14 0,706 0,11 0,742 0,36 0,698 0,39 0,679 0,48 0,492 0,67 0,518
csp 3,30 0,053 2,40 0,133 0,52 0,476 1,50 0,246 0,91 0,416 5,55 0,026* 0,09 0,01
Catalase 0,27 0,764 0,93 0,343 1,16 0,291 0,31 0,734 0,03 0,961 4,39 0,046* 0,06 0,939
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

L'exposition des gammares aux nTiO, n'a eu d’effet sur aucun des biomarqueurs testés.
Indépendamment de I'exposition au titane et des différents temps de mesures, les gammares disposés
dans I'eau provenant du site d’Arles ont présenté, dans leur ensemble, des concentrations en protéines
dans le broyat et dans la fraction cytosolique statistiquement plus élevées que les gammares exposés
dans I'eau de Jons, ainsi que des activités de la GPx plus faibles. Les activités mesurées pour les
biomarqueurs caspase et catalase laissent suggérer de légers effets dépendants des temps et des sites
de prélevement. Cependant comme ces effets n’ont pas de rapport avec I'exposition aux nTiO,, ils n’ont

pas fait I'objet d’'une argumentation.

Les nTiO, n'ont pas eu d’effet sur les gammares pour les parametres mesurés. Peu d’études se sont
pour le moment intéressées aux effets des nTiO, sur les gammares (Bundschuh et al., 2011; Seitz et al.,
2014) et a notre connaissance, aucune n’a étudié les réponses de biomarqueurs cellulaires. Des mesures
ont cependant été effectuées chez des poissons, des bivalves et des daphnies. Pour ces derniéres, une
augmentation de I'activité de la catalase a été observée apres exposition des organismes a 10 mg.L™ de
nTiO, (40 nm, ratio rutile/anatase=3/100). Des augmentations des activités de la GPx et de la GST ont
aussi été observées 3 5 mg.L™. Pour une plus faible concentration de 1 mg.L" aucun effet n’avait par
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 déja supérieures aux
concentrations environnementalement réalistes, n’ont pas induit, pour les mesures effectuées, la mise
en place des mécanismes de réponse antioxydante. A de plus fortes concentrations, les nTiO, 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) avec notamment une augmentation de I'activité de la GST et de la catalase des
0,2 et 1 mg.L" de nTiO, de 22 nm (Canesi et al., 2010). Sur cette méme espéce et aprés une exposition
aux nTiO, de 27 nm en moyenne, Balbi et al. (2014) ont quant a eux étudié un autre biomarqueur
cellulaire intéressant, les métallothionéines. Cependant, dans ces deux études, et a une plus faible
concentration de 0,1 mg.L?, aucun effet sur ces biomarqueurs n’a pu &tre mesuré.

Chez les poissons, les concentrations d’exposition permettant I'observation d’effets au niveau
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" de nTiO, anatase
de 20 a 70 nm a par exemple été testée et a montré une augmentation de la SOD dans l'intestin et le foie

des poissons zeébres (D. rerio), ainsi qu’une augmentation de la catalase dans le foie uniquement. Dans
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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 a la
lumiére naturelle comparés a ceux, soumis aux mémes conditions de contamination, mais disposés a
I'obscurité (Xiong et al., 2011). En effet, les nTiO, sont phototoxiques. Soumises a la lumiére naturelle (et
plus précisément aux UV), elles induisent la production de ROS. Si certaines études ont prouvé
I'existence d’effets plus marqués des nTiO, en présence d’une luminosité naturelle (Bundschuh et al.,
2011; Jovanovi¢, 2015; Ma et al., 2012; Mansfield et al., 2015) d’autres, au contraire, ont également
montré |'existence d’effets a I'obscurité (Gurr et al., 2005 ; Jomini et al., 2015).

Une hypothése suggérant que I'absence d’effet observée dans notre étude soit due a son déroulement a

I’obscurité semblerait alors un peu rapide.

De plus, et méme si les valeurs d’hétéroagrégation ne sont pas encore disponibles, nous pouvons
nous demander si les quantités de matiere organique présentes dans ces eaux naturelles n’auraient pas
fortement diminué la biodisponibilité des nTiO, pour les gammares. L'absence d’effet observée entre les
eaux provenant des deux sites pourrait alors suggérer que les quantités de matiére organique étaient

déja trop élevées pour observer un effet di a des nTiO, encore biodisponibles.

Une autre hypothese concerne la présence d’organismes filtreurs, les dreissénes. Connues pour filtrer
de grandes quantités d’eau par heure, elles ont pu bioaccumuler une quantité importante de nTiO,,
rendant ces derniéres moins disponibles pour les gammares. Cette hypothése pourra étre infirmée ou

confirmée aprés obtention des données de concentrations dans I'eau, les gammares et les dreissenes.

Conclusion

De nombreuses données sont encore manquantes pour pouvoir proposer une interprétation plus
poussée des valeurs des concentrations et activités des biomarqueurs cellulaires déja acquises. Pour le
moment, seules les conditions d’expositions a trés faibles concentrations peuvent justifier une absence
d’effet et sont cohérentes avec la littérature. Les mesures de concentrations, et d’hétéroagrégation,

nous apporteront plus d’informations sur la biodisponibilité des nTiO, dans nos conditions d’exposition.
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

Il. Expositions de G. roeseli dans des conditions en
mésocosmes

[1.1. Matériels et méthodes

Dans ces études, des gammares (G. roeseli), des dreissenes (D. polymorpha) et des communautés de
microorganismes contenant des algues (Chlorella vulgaris, Pseudokirchneriella subcapitata, Scenedesmus
capricornus), ainsi que des assemblages de bactéries et d’hyphomycetes ont été exposés ensemble

pendant 3 semaines a différents types de nAg, nTiO, et NTC.

Pour chaque étude, une condition témoin ainsi que deux conditions d’exposition a des nanoparticules
ont été étudiées en triplicat sur un total de 9 dispositifs (figure 55A). Ces dispositifs en verre ont été
remplis de 7 kg d’'un sédiment synthétique composé a 89% de sable, 10% de Kaolinite et 1% de CaCO;
ainsi que de 56 litres d’une eau minérale Volvic, supplémentée avec 70 mg.L™ de CaCl, 2H,0. Trois jours
apres la mise en eau des dispositifs, les microorganismes ont été introduits et un flux d’eau en continu a
été mis en route a I'aide de pompes filtrant 70 litres d’eau par heure. Douze jours apres, la premiere
injection de nanoparticules a été effectuée suivie d’'un ou deux prélevements d’eau permettant le
dosage des concentrations réelles d’exposition des matériaux composant les nanoparticules d’'une part
et le dosage en argent dissous pour les mésocosmes argent d’autre part (ICP-MS). De plus, dans un des
réplicats de chaque condition de nAg, tous les 7 jours avant l'injection des nAg, 4 DGT (gradient de
diffusion en couche mince) ont été immergés dans la colonne d’eau, puis prélevés individuellement a
raison de un par jour, pendant les 4 jours qui ont suivi, le but étant d’effectuer une cinétique
d’accumulation de I'argent labile. Au total, sur 4 semaines et pour chaque dispositif, 12 injections de
nanoparticules ont été effectuées (tous les 2 ou 3 jours) et 9 échantillons du milieu d’exposition ont été
prélevés (tous les 3 a 4 jours). Pour chacune des conditions nAg plates et nAg sphériques, 16 DGT ont été
utilisés.

Deux jours apreés la premiére injection de nanoparticules, au sein de chaque dispositif, 3 cages contenant
6 g de masse seches de feuilles d’aulne (Alnus glutinosa) préalablement autoclavées ont été implantées
dans les dispositifs pour permettre le conditionnement des feuilles par les microorganismes. Puis apres 5
jours, soit 7 jours aprés 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 dreissénes étaient fixées. A chaque date de prélévement, soit aprés 7, 14
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et 21 jours d’exposition, une cage de 50 gammares a été prélevée dans chaque bac. La figure 55B résume

sur une échelle de temps les principales étapes de I'expérimentation.

A chaque prélévement, au sein de chaque cage, les gammares ont dans un premier temps été comptés
pour évaluer les taux de mortalité, puis 8 a 12 gammares ont été prélevés pour effectuer des mesures
directes d’activité MXR et 3 autres pour des mesures directes de locomotion, ventilation et d’osmolalité.
Enfin, 2 pools de 5 gammares ont été prélevés puis congelés a -80°C pour effectuer des mesures
ultérieures de concentrations de contaminant dans les gammares ainsi que des mesures des
métallothionéines. Un 3*™ pool de 5 gammares a également été prélevé afin de mesurer les 13
biomarqueurs cellulaires cités dans I'étude précédente ([protéineslproyat, [Protéines]raction cytosoliques
[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 a -80°C.

£ Mesures en continue (cm de la surface):
Eau minérale Volvic : é température, pH, conductivité, [O,],
561 E—— potentiel redox
(+70 mg.L" CaCl,H,0)
Flux d’eau en continu :
systéme de pompe (70 L.h*)
Sédiment synthétique :
7 kg (89% sable, 10% —
kaolinite, 1% CaCQ,)
75¢cm
B 10 17 114 121
Sédiment + mise x= Injection des Prélévement Prélévement Prélévement
en eau nanoparticules
Introduction des microorganismes: Introduction des feuilles d’aulne Introduction de :
Chlorella vulgaris 3 cages contenant chacune 6 g de Dreissena polymorpha + Gammarus roeseli
Pseudokirchneriella subcapitata masse seche de feuilles d'aulne i
Scenedesmus capricornus autoclavées (Alnus glutinosa) (iY :
Assemblage de bactéries !
Assemblage d’hyphomycétes » n=60 par bac n=150 par bac
fixées sur des carreaux 3 cages de 50 organismes (1/J privt.)
de céramique (cages contenant les feuilles

prélevées et ajout des gammares)

Figure 55 : A) Schéma d’un dispositif expérimental et B) Echelle de temps (1 intervalle = 1 semaine) et principales

étapes de I'expérimentation.
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

II.2. Effets de deux types de nAg (plate et sphérique) sur les gammares

appartenant a I'espéce G. roeseli — Expérience 5

Contexte

Comme nous l'avons déja évoqué plusieurs fois dans le chapitre précédent, les nanoparticules
d’argent peuvent, tout au long de leur cycle de vie, étre rejetées dans I'environnement, ce pourquoi de
nombreuses études se sont déja intéressées a leurs effets sur divers organismes peuplant les

écosystémes aquatiques d’eau douce.

Apres avoir étudié dans I'expérience 3 du Chapitre 3 différentes tailles de nAg et aprées avoir montré
que les plus petites nAg de 10 nm étaient celles qui entrainaient les effets les plus importants chez G.
roeseli, I'objectif de I'’étude décrite ici a consisté a évaluer les effets de 2 formes de nAg enrobées de
PVP. Ces deux formes, plate triangulaire ou sphérique, présentaient la méme surface spécifique. Ce

paramétre est important notamment pour comparer les quantités de relargage d’argent dissous.

Le déploiement de I'ensemble des biomarqueurs présentés dans les expériences précédentes n’a pu
étre réalisé. En effet, les dispositifs utilisés pour I'exposition ont limité certaines possibilités techniques.
Ainsi, une récupération exhaustive des FPOM produites par les gammares n’était pas envisageable dans
un dispositif composé de sédiment et de bivalves filtreurs et les durées des mesures de consommation
en oxygene auraient été trop longues et inadaptées pour ce type d'étude. Une approche

multibiomarqueur des effets biologiques cellulaires et individuels a donc été retenue.

Mots clés : Nanoparticules d’argent —forme- G. roeseli — multibiomarqueur — mésocosme
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d’Ag’ (Figure 56B).
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Figure 56 : Caractérisation des nAg sphériques (Sp-Ag) et plates (Pl-Ag) dans leurs solutions stocks.

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") effectuée par le CEREGE (M. Auffan) a permis de mesurer les diamétres moyens par
MET: 20 £+ 1 nm pour les sphériqueset 26 £+ 7 nm pour les plates ; ainsi que les diametres
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 diamétres hydrodynamiques montrent que les nAg
sont bien dispersées dans leur solution stock. Les natures cristallines ont été analysées par spectroscopie

d’absorption des rayons X (XANES Ag K-edge), confirmant que les nAg étaient principalement composées

A : Images en microscopie électronique a transmission (MET) et tailles moyennes * écart-types des nAg.

B : Distribution des diamétres hydrodynamiques obtenue par analyse spectroscopique de diffusion

dynamique de la lumiere (DLS). C : Spectroscopie d’absorption des rayons 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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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli
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Les 12 injections successives (4,16 pg.L™ par injection) de ces deux types de nAg ont permis une
exposition & une concentration en argent finale voulue de 50 ug.L™ suite au dernier temps d’injection.
Les trois temps de prélevement des organismes J7, J14 et J21 correspondaient alors respectivement a

des concentrations appliquées en argent de 25, 38 et 50 pg.L™

Environ 2000 a 2500 G. roeseli ont été prélevés dans la Nied frangaise en Octobre 2013 puis soumis a 6=

jours d’acclimatation dans de I'’eau minérale Volvic en suivant le protocole décrit dans le chapitre 2. Le*

jour de l'introduction des organismes, 33 pools de 50 gammares de sexe indifférencié mais de taille:

homogene ont été triés puis 27 de ces pools ont été répartis dans les 27 cages contenant des feuillesE

conditionnées avant d’étre implantées dans leurs milieux d’expositions. Sur les 6 pools restants, 3 ont?=

servis de TO et les 3 autres ont permis la mesure de la masse seche moyenne d’un gammare sur la base:

de 15 lots de 10 gammares pesés. Cette derniere a été estimée a 4,15 + 0,42 mg.

Photopériode 16 h de jourS h de nuit, 192 1 5°C

témain 1 (J7, 114, 121 témoin 2 {17, 114, 121) témoain 3 {17, 114, 121)
nig plate 1 (17, 114, 121) nAg plate 2 (17, 114, 121) nAg plate 3 (17, 114, 121)
nAg sphérique 1 (J7, 114, 121) nAg sphérique 2 (17, 114, 121) nAg sphérique 3 (17, 114, 121)

Figure 57 : Plan expérimental simplifié de I'expérience 5 (Cf.Chapitre 2, tableau 9)

Mesures : Les mesures effectuées, communes aux trois mésocosmes, ont été décrites dans le-

paragraphe 1.1 précédent. Concernant les concentrations et activités des 13 biomarqueurs cellulaires:

mesurées sur un méme pool de gammares, les activités de la CSP et de la catalase n’ont pas pu étre=

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 a deux facteurs

(contamination et temps) ont été effectuées parfois suivies de tests post-hoc TukeyHSD. Quand les*

conditions d’application de I'anova (normalité des résidus de I'anova et homogénéité des variances):

n’ont pas été vérifiées (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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I1.2.1. Résultats
[1.2.1.1. Concentration en argent dans les milieux d’expositions et les gammares

Les injections de nAg effectuées tous les 2 ou 3 jours ont permis une contamination progressive des
milieux d’exposition. Ainsi les concentrations nominales en argent attendues au jour JO d’introduction
des organismes et aux jours de prélevements J7, J14 et J21 s’élevaient respectivement a 12,5 ; 25; 38 et
50 pg.L™. Les résultats des dosages des concentrations en argent total mesurées (ICP-MS) a ces 4 temps
sont présentés dans la figure 58. Si des différences significatives sont observées pour chaque variable,
I'anova a deux facteurs n’a pas mis en évidence d’interaction entre les formes de contamination et le
temps de prélevement. Les dosages de controle réalisés dans les milieux témoins ont systématiquement
révélé des concentrations inférieures a la limite de détection de I'appareil (<0,25 pg.L™, ICP-MS). Les
contaminations progressives des milieux ont été homogenes entre les 2 types de nAg, elles-mémes
significativement supérieures aux témoins, excepté pour les nAg sphériques a J0. Les concentrations en
argent dissous issu des nAg plates ont été plus élevées au jour J21 par rapport au jour JO. Une tendance

similaire bien que non significative a aussi été observée pour la condition nAg sphérique.

20 + OTémoin DO nAgplate BnAg sphérique
18 ‘

16 —+

bd

=

[\

Ll
T

bc
be bc

[Ag] (pg.L'Y)
(s3] co E
jay

~
I
t

Jo 17 J14 J21
Figure 58 : Moyennes (+ écart-types, n=3) des concentrations en argent total mesurées dans I'eau des dispositifs
d’exposition au jour JO de I'introduction des gammares et apres 7,14 et 21 jours d’exposition aux nAg plates et
sphériques qui correspondent respectivement a des concentrations en argent nominales appliquées de 12,5, 25, 38

etet 50 ,ug.L'l' Les groupes de mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

Les concentrations en argent dissous mesurées par ultrafiltration aux jours 10, J7, J14 et J21 sont
restées en dessous des limites de détection de I'appareil (<0,250ug.L™") et les concentrations en argent
labile mesurées via les DGT se sont situées entre 0 et 18 ng.L ™ représentant systématiquement moins de

0,2% de la concentration introduite.

Concernant les gammares, I'anova a deux facteurs n’a montré la présence de différences
significatives qu’entre les conditions de contamination et seules les mesures des concentrations en
argent total des organismes exposés aux nAg sphériques apres 14 jours et aux nAg plates et sphériques
aprés 21 jours ont été significativement supérieures a celles mesurées dans les organismes témoins
(Figure 59). Pour chaque temps d’exposition, aucune différence significative n’a été observée entre les

conditions d’exposition nAg plate et nAg sphérique.

7 OTémoin  EnAgplate  EnAg sphérique
C
6
[
5
=
o
= bc
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2
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ab a a
0 ] —
17 J14 121

Figure 59 : Moyennes (+ écart-types, n=3) des concentrations en argent total mesurées dans les gammares apres 7,14 et 21 jours
d’exposition aux nAg plates et sphériques qui correspondent respectivement a des concentrations en argent appliquées de 25, 38

et et 50 /Jg.L'l' Les groupes de mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.
[1.2.1.2. Mortalité des organismes

Les pourcentages de survie des organismes aprés 7, 14 et 21 jours d’exposition aux différentes
conditions de contamination sont présentés dans la figure 60. Les résultats statistiques concernant
I'anova a 2 facteurs montrent que les expositions aux nAg n’ont pas eu d’effet sur la mortalité des
organismes. A l'inverse le facteur temps d’exposition a induit une augmentation de la mortalité (F-
value=35,30, ddI=2 et p-value<0,001) et ce, indépendamment du type d’exposition. En moyenne, la

survie s’est élevée a86+5% al7 contre71+7 % alldet53+13 % alJ21l.
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Figure 60 : Moyennes (+ écart-types, n=3) de la survie des gammares aprés 7,14 et 21 jours d’exposition aux nAg
plates et sphériques qui correspondent respectivement a des concentrations en argent appliquées de 25, 38 et et 50

ug.L™" Les groupes de mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.

[1.2.1.3. Biomarqueurs cellulaires
11.2.1.3.1 Approche multibiomarqueurs et analyse discriminante

Les valeurs moyennes et écart-types mesurées pour les 13 biomarqueurs analysés sur un méme pool
de gammares sont présentées dans le tableau 16 et la significativité des tests statistique dans le tableau
17. Seuls les résultats obtenus pour les concentrations en triglycérides et I'activité ETS ont montré un
effet interaction entre les conditions de contamination et le temps d’exposition. Les résultats obtenus
pour les témoins a 14 jours ont, pour ces 2 biomarqueurs, présenté des valeurs inférieures aux témoins
J7. On notera également qu’a J21, I'activité ETS des organismes exposés aux nAg sphériques était
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
contamination confondues, des effets proportionnels aux temps d’exposition 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 méme facon les

réponses de la TAC, négative a J7 et positives a 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.

roeseli aprés 7, 14 et 21 jours d’exposition aux nAg plate et sphérique qui correspondent respectivement a des

concentration en argent appliquée de 25, 38 et et 50 ug.L'l.

17 114 )21
Protéine témoin 32,5+4,6 23,2+2,9 18,4+6,1
broyat nAg plate 24,6+2,9 22,0£2,2 22,7+3,0
(mg/gMF) nAg sphérique 25,8+3,1 23,8:2,6 19,0£4,4
Protéine témoin 17,0£7,6 20,1+2,3 15,7+3,7
fraction cytosolique nAg plate 21,0%5,0 17,9+ 1,0 16,8+3,4
(mg/gMF) nAg sphérique 20,4+1,6 20,2+4,3 16,6 £5,4
Cholestérol témoin 0,83%0,26 0,5+0,06 0,46 +0,13
(me/eMF) nAg plate 0,60+0,17 0,58 +0,12 0,56 + 0,02
nAg sphérique 0,58 + 0,06 0,52+0,16 0,46 £0,03
L témoin 8,00£2,06(a)  3,22%+1,07(ad) 0,88%0,75(d)
Triglycéride

(mg/eMF) nAg plate 4,90£0,88 (abc) 2,92%0,87 (cd) 2,05%1,34(cd)

nAg sphérique 542+0,20(ac) 4,29+1,33(cd) 1,47 +1,39(bd)

ETS témoin 34,2+ 1,7(a) 28,1+2,9(bc) 30,2+0,7 (ab)

(umol 02,gMF-1,h- nAg plate 32,0+1,1(ab)  30,1+2,2(ab)  30,5+2,7(ab)

1) nAg sphérique 30,3+2,5(ab) 30,1+1,4(ab)  24,4%1,0(d)

LOOH témoin 568 +45 613+ 116 647 + 220
(nmol/gprot) nAg plate 63590 590 63 485+ 18
nAg sphérique 61658 698 £ 144 580+ 121
ACP témoin 9,26+ 0,57 10,10 £ 2,07 11,24 +4,94
(umol /gprot/h) nAg plate 9,45+ 2,09 10,22 £ 0,34 9,93+1,43
nAg sphérique 9,53+0,77 9,63 +0,43 10,34 £ 2,69
TAC témoin -17,3+3,2 10,9+10,9 16,0+ 11,5
(umolTeq/gprot/mi nAg plate -16,3%3,1 -0,3%5,7 1,2+7,4
n) nAg sphérique -9,4%5,7 8,00+14,4 10,4 £22,0
LDH témoin 2182 +1561 805 + 539 835+578
(umoINADH/gprot/ nAg plate 1229 +1174 1458 + 917 1646 + 1148
h) nAg sphérique 979 + 704 1219+ 873 1310 + 1433
Gpx témoin 199 +50 208+ 34 263 +55
(umoINADPH/gprot nAg plate 188 +45 216+ 18 276 + 88
/min) nAg sphérique 206 +26 235+ 64 210 +25
GST témoin 55,5+ 23,8 43,1+12,0 46,6 +15,6
(umolCDNB/g nAg plate 49,1+10,0 49,9+15,9 60,3+2,4
prot/min) nAg sphérique 56,7+11,1 40,7 +11,3 62,1+30,9
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Tableau 17 : Résultats statistiques des Analyses de variance (Anova) a 2 facteurs effectuées pour les différentes

mesures. DdI = degré de liberté, les valeurs en gras sont significatives.

Contamination (ddl=2) temps (ddI=2) Interaction (ddl=4)

F-value p-value F-value p-value F-value p-value
[Protéine]broyat 0,62 0,548 9,57 0,001%* 2,31 0,09
[Protéine]f. cytosolique 0,25 0,775 1,52 0,245 0,41 0,799
[Triglycéride] 0,86 0,436 33,52 <0,001%** 3,31 0,033*
[Cholestérol] 0,88 0,429 4,32 0,029* 1,69 0,195
ETS 5,25 0,015% 9,12 0,001%* 4,12 0,015*
LOOH 0,66 0,527 0,68 0,519 0,93 0,464
ACP 0,06 0,933 0,55 0,585 0,13 0,966
TAC 1,62 0,224 11,87  <0,001*** 0,47 0,75
LDH 0,2 0,815 0,21 0,809 0,78 0,549
Gpx 0,09 0,911 2,42 0,117 0,85 0,511
GST 0,22 0,798 1,15 0,336 0,44 0,775

La majorité des réponses biologiques mesurées n’a pas révélé d’effets de I'exposition des gammares
aux 2 types de nAg. Les résultats de la LDA permettant I'étude de la batterie de biomarqueurs dans son
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 modele a été
observée (Lambda Wilks: p-value = 1,75.10™) et est associée a un faible taux d’erreur (0,04). Les
concentrations en triglycérides, les activités ETS et la TAC sont quant a 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.

Pouvoir discriminant Axe 1:0,70 Axe 2:0,17 Significativité des
variables

Coefficient Brut Standardisé Brut Standardisé p-value

[Triglycéride] 0,573 1,352 0,384 0,908 <0,001

ETS 0,306 0,928 -0,431 -1,306 <0,01

TAC -0,085 -1,280 0,012 0,173 <0,05

Gpx 0,003 0,131 -0,019 -0,988 0,434

LOOH 0,002 0,175 0,007 0,797 0,606

GST 0,038 0,607 0,055 0,884 0,789

La représentation graphique de la LDA est donnée dans la figure 61A. Compte tenu du nombre de
conditions a observer, 3 représentations graphiques supplémentaires ont été effectuées correspondant
chacune a un temps de prélevement et les réponses a observer ont été mises en évidence a 'aide
d’ellipses (Figure 61B, C, D). Apres 7 jours d’exposition, les mesures relatives aux organismes témoins

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 a elles plus
dispersées sur I'axe 2, et leurs ellipses se recoupent entre elles.

Apres 14 jours d’exposition, les mesures des témoins, toujours homogenes, sont cependant situées a
I'extrémité de celles observées a J7 sur I'axe 1. La totalité des points correspondant aux conditions
témoins, nAg plates et nAg sphériques est regroupée. Leurs 3 représentations elliptiques se chevauchent
complétement (nAg plates et sphériques) ou se recoupent partiellement (Témoin par rapport aux nAg
plates et sphériques).

A J21, les mesures témoins, toujours homogenes, 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.

A . B - Conditions
Plate-J14
Plate~J21
Plate-J7
Sphere-J14
Sphere~J21
Sphere~J7
Temoin-J14
Temoin-J21
Temoin-J7
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Figure 61 : A) Analyse discriminante linéaire (LDA) effectuée pour 9 conditions (3 contaminations pour 3 temps
d’exposition, n=3) sur les valeurs des 11 biomarqueurs et discriminée par 6 d’entre eux. B, C et D) Représentation

elliptique des conditions témoin, nAg plate et nAg sphérique aJ7, J14 et J21.
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11.2.1.3.2. Activité de transport MXR

L'ANOVA a deux facteurs révele un effet de linteraction conditions de contamination X temps
d’exposition sur les activités de transport MXR dans les branchies des gammares (Figure 62, F-
value=9,09, ddl=4 et p-value<0,001). Pour les organismes témoins, les moyennes d’activités négatives
mesurées apres 7 jours sont statistiguement différentes de celles, positives mesurées a J14 et J21. Les
organismes exposés aux nAg plates présentent des activités similaires aux témoins a tous les temps. Au
contraire, les nAg sphériques semblent induire des activités MXR différentes de leurs témoins respectifs

aJ7 et J14 ainsi qu’a J7 par rapport aux gammares exposés aux nAg plates.

c OTémoin EnAg plate  BnAg sphérique
] bc
0,2 C
0,1 + c c
0 a a bc ‘ ab i
17 J14 121 ‘

Emissivité/[protéines] (UA)
=}
i

Figure 62 : Moyennes (+ écart-types) des activités de transport MXR (n=9, émissivité en unité arbitraire) mesurées
chez les gammares aprés 7,14 et 21 jours d’exposition aux nAg plates et sphériques qui correspondent
respectivement a des concentrations en argent appliquées de 25, 38 et 50 ug.L'l. Les groupes de mémes lettrines ne

sont pas statistiquement différents.

[1.2.1.4. Biomarqueur physiologique : 'osmolalité de 'hémolymphe

L'osmolalité de I’"hémolymphe des témoins demeure homogene entre les 3 temps (Figure 63). Les
expositions aux nAg plates n’ont pas induit d’effet sur les mesures a J7, J14 et J21. En ce qui concerne
I’exposition aux nAg sphériques, une baisse significative est observée a J21 par rapport au témoin
correspondant. Par contre les valeurs d’osmolalité mesurées chez les gammares exposées aux nAg
sphériques ne sont jamais significativement différentes de celles observées chez les organismes exposés

aux nAg plates.
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Figure 63 : Moyennes (+ écart-types) des valeurs d’osmolalité de I’'hémolymphe mesurées dans les gammares aprés
7,14 et 21 jours d’exposition aux nAg plates et sphériques qui correspondent respectivement a des concentrations
en argent appliquées de 25, 38 et et 50 ug.L'l. Les groupes de mémes lettrines ne sont pas statistiquement

différents.

11.2.1.5. Les biomarqueurs de comportement

11.2.1.5.1. La ventilation

Les anovas non paramétriques de Kruskal-Wallis révelent des différences significatives dépendantes
de la contamination (ddl=2 et p-value<0,05) et du temps d’exposition (ddl=2 et p-value<0,001). La
ventilation chez les gammares témoins est restée constante durant les 3 temps d’exposition (Figure 64).
Pour chaque temps, aucune différence n’a été observée entre les 3 formes de contamination. Par contre
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 aprés 7,14 et 21 jours
d’exposition aux nAg plates et sphériques qui correspondent respectivement a des concentrations en argent

appliquées de 25, 38 et et 50 ug.L'l. Les groupes de mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.
11.2.2.5.2. La locomotion

Des effets liés au temps d’exposition des gammares aux nAg ont été observés sur la locomotion (Figure
65, anova a 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 a J7 et J14,
aucune différence n’a été observée entre les 3 conditions d’exposition. Par contre, a J21 les gammares
exposés aux nAg plates et sphériques montrent une diminution de locomotion par rapport aux témoins
ainsi que par rapport aux temps J7 et J14. La réduction de I'activité de locomotion est d’environ 70%
pour les nAg plates et de 50% pour les nAg sphériques et les activités mesurées sont significativement

différentes.

234



Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.

roeseli
70 T+ OTémoin EnAg plate EnAg sphérique
4 a a

60 | ab ab
_ 1 ab ab b
R ]
w 50 +
] ]
&
£
ED 40 |
“ d
[}
3 ]
e 30 +
2 ]
g ‘
o 20
] ]
-]
-

10 +

0 ]

17 114 121

Figure 65 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de locomotion chez les gammares aprés 7,14 et 21 jours
d’exposition aux nAg plates et sphériques qui correspondent respectivement a des concentrations en argent

appliquées de 25, 38 et et 50 ug.L-1. Les groupes de mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.

11.3.2. Discussion

11.3.2.1. Effets des dispositifs d’expérimentation, du temps d’exposition et de la température

sur les gammares

Dans la littérature, les gammares ont plusieurs fois été étudiés dans des expériences en mésocosmes.
Certaines ont eu pour but d’évaluer les effets de contaminants par I'utilisation de rivieres artificielles
(Bottger et al., 2013; Heckmann and Friberg, 2005; E. . Taylor et al., 1994) alors que d’autres se sont
intéressées aux interactions entre especes, comme par exemple I'étude sur la coexistence entre une
espece de gammare invasive, Dikerogammarus villosus et une espéce 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 tout au long de I'expérience, atteignant a J21 des taux de
mortalité significativement plus élevés par rapport a J7 et avoisinant les 50%. Ces taux de mortalité sont
restés homogenes entre les conditions témoins et contaminées révélant ainsi un effet, non pas dd aux
nAg, mais plutot lié a I'expérimentation elle-méme. De plus, une représentation de I'interaction entre le
temps passé dans les mésocosmes et les pourcentages de mortalité observés a permis de calculer un

coefficient de détermination (R?) de 0,99 indiquant ainsi un effet du temps sur la survie (non présenté).
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Dans leur étude, Bottger et al. (2013) avaient eux-aussi observé durant la derniére 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’aulne. Ils avaient alors émis I’hypothése que dans ces
cages, les feuilles représentaient le seul élément d’habitat pour les gammares qui leur permettait
notamment de se cacher lors des mues. En fin d’expérience, les feuilles ayant été largement
consommeées, les faibles quantités de ressources nutritives restantes associées a 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). Dans la présente étude, I’hypothéese
d’une quantité de ressource nutritive insuffisante n’est pas validée puisque les masses de feuilles
introduites avaient été calculées pour permettre aux gammares d’étre nourris ad libitum pendant 21
jours. Cependant, I'hypothése du cannibalisme pourrait s’avérer étre un des paramétres explicatifs
puisque peu de corps d’individus morts ont été retrouvés dans les cages, et que ce comportement a
systématiquement été observé dans chacune des études menées sur G. roeseli dans le cadre de cette
thése. Par exemple, dans I'expérience 1 ou 3 espéces de gammares avaient été étudiées, aucune
mortalité significative n’avait été observée chez les organismes (20 males pour 400 mL), cependant,
apres 72 h d’exposition les pourcentages de survie chez G. fossarum et G. pulex s’élevaient chacun a 94 +
6% alors que chez G. roeseli cette survie était de 90 * 6%.

Une autre hypothése pourrait étre celle de la température de I'eau dans les dispositifs. En effet, si les
expériences détaillées dans le chapitre 3 se sont déroulées en conditions controlées a 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 a des
températures plus faibles. Pour pallier a cela, les gammares prélevés dans I'eau de la Nied a 10 degré
avaient d’abord été acclimatés pendant 3 jours a de I’eau de Volvic a 12 °C, puis les bacs d’acclimatation
avaient été disposés, 3 jours avant l'introduction des gammares, a c6té des futurs bacs d’exposition pour
permettre leur acclimatation progressive a la température de I'eau des mésocosmes qui s’élevait déja a
ce moment-la a plus de 21°C (Annexe n). Au jour JO de I'introduction des gammares et aux jours J7, J14
et J21 de préléevement, les températures s’élevaient respectivement a 21, 18, 17 et 18 °C.

Dans la littérature, les protocoles des études s’intéressant aux effets de la température sur les
gammares ont rarement dépassés les 20 a 24 °C pour G. roeseli (Dehedin et al., 2013; Pockl, 1992;
Sornom et al., 2010). Ces études ont par exemple montré que 20 °C représentait la limite supérieure de

température au-dela de laquelle, chez G. roeseli, la reproduction était négativement affectée (Pockl et
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al., 2003). Elle correspond également a la température pour laquelle G. roeseli possede une croissance
maximale associée a une plus faible durée de vie de 280 a 300 jour a 20 °C contre 550 a 600 jours a 12 °C,
soit le double de temps (Pockl, 1992). De plus, dans leur étude menée sur des gammares (G.roeseli)
également prélevés dans la Nied Francaise, Sornom et al. (2010) ont montré des effets significatifs de la
température avec, pour une méme salinité, des valeurs de mortalité et de ventilation plus élevées a la
plus forte température testée (18 °C). Au niveau cellulaire, dans leurs études également effectuées sur la
Nied francgaise et sur la méme espéce, Sroda and Cossu-Leguille (2010) ainsi que Gismondi et al. (2012)
ont montré qu’en été, lorsque I'eau présentait les températures les plus élevées (de 19 a 23 °C), les
réserves énergétiques, via les mesures de concentrations lipidiques, étaient négativement corrélées aux
fortes températures. Cette corrélation peut étre due aux colts énergétiques que représentent les
processus de reproduction et de mue mis en place lors d’'un réchauffement de température de I'eau
(Pockl, 1992; Pockl et al., 2003). Dans notre étude, la température moyenne de 18 + 1 °C mesurée dans
les dispositifs correspondait aux températures mesurées en fin de printemps et début d’été dans la Nied.
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 a forts colts métaboliques. Une hypothése serait de dire, que la hausse de
température subie par les gammares avant le début de I'expérimentation a mimé le passage a I'été et
donc une période favorable a la reproduction composée de courtes périodes de mue et d’'une rapide
maturation sexuelle des gammares (Pockl, 1992). En effet, de jeune gammares encore sexuellement
indifférenciables ont été choisis pour cette étude, et leur masse seche a augmenté de 21 % entre JO et
J21.

Concernant I'activité de transport MXR, les différences significatives observées chez les témoins entre
17 et J14/J21 pourraient étre corrélées a cette prise de masse par les gammares, puisque des tests
internes au laboratoire ont déja montré que les substrats utilisés pour les mesures pouvaient étre
cytotoxiques sur de jeunes gammares de petites tailles. En effet, des activités de transport négatives
n’ont pas de signification biologique cohérente et sont le reflet d’'une cytotoxicité. Cette cytotoxicité
existant chez les témoins semble s’annuler a J14/J21, probablement en lien avec la prise de masse des
gammares ayant survécu. De ce fait, leur taille ayant augmenté, I'activité de transport MXR a pu étre
mesurée, méme si elle est restée tres faible. Dans la littérature, les mesures d’osmolalité sur les

crustacés se sont plutbt intéressées aux effets de la salinité, cependant certaines y ont associé le facteur
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température mais n‘ont pas montré de tendance générale quant a son importance sur I'osmolalité
(Dobrzycka-Krahel et al., 2014; Einarson, 1993; Sornom et al., 2010).

La ventilation et la locomotion n’ont pas été modifiées au cours de I'expérimentation en mésocosme
contrairement a I’hyperventilation observée par Sornom et al. (2010) a 18 °C. Dans leur étude,
Wijnhoven et al. (2003) ont étudié la ventilation chez G. roeseli en fonction d’une hausse de température
et ont montré que le nombre de battements de pléopodes par minute était augmenté de 140 a 230
entre 17 et 21°C jusqu’a atteindre une température critique de 29-30 °C, au-dela de laquelle la
ventilation avait considérablement diminué. Malgré un milieu d’exposition différent, ces valeurs sont
cohérentes avec celles observées dans notre étude ol les moyennes des battements de pléopodes des

témoins a 18 °C s’élevaient a 240 + 10.
11.3.2.2. Effet des nAg sur les gammares
11.3.2.2.1. Concentration en argent dans les milieux d’exposition et les gammares

Les expérimentations en mésocosmes sur les nAg sont peu nombreuses. L'étude de Lowry et al.
(2012) s’est surtout intéressé a la distribution et a la spéciation de I'argent dans les différents
compartiments d’une zone humide d’eau douce. Celle de Buffet et al. (2014) a quant a elle couplé des
mesures de dissolution des nAg aux effets observés sur des organismes marins exposés a de tres faibles
concentrations, et enfin, Cleveland et al. (2012) ont étudié les rejets d’argent issus de produits de
consommation composés de nAg en mimant un écosystéme estuarien. Ces études trés complétes et qui
apportent des informations sur des situations précises de contamination d’un milieu, reposent
cependant sur de nombreux parameétres propres a chacune d’elle et il apparait difficile de comparer les
comportements des nAg dans des systemes si différents.

Dans notre étude, les injections successives ont bien permis une contamination progressive des
systemes dans le temps, bien que I'augmentation des concentrations soit non significative pour la forme
sphérique. Cependant, les concentrations mesurées dans la colonne d’eau ne représentaient pour les
nAg plates que 60 a 28% et pour les nAg sphériques que 41 a 18% des concentrations totales appliquées
respectivement a JO et J21. Les nAg introduites dans les milieux ont par exemple pu s’agréger a la
matiére organique formant des hétéroagrégats qui ont pu sédimenter, mais ont aussi pu s’adsorber sur
les organismes, les parois ainsi que tous les dispositifs présents dans les mésocosmes. Les nAg peuvent
également relarguer de I'argent dissous via la dissolution oxydative (Liu and Hurt, 2010). Cependant dans
nos systemes, aucune valeur de concentration en Ag située au-dessus de la limite de détection de I'ICP-

MS (0,250 ug.L™) n’a été mesurée apres ultrafiltration du milieu. L'insertion de DGT dans le milieu a

238



Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

toutefois permis de mesurer des concentrations en argent labile de I'ordre du ng.L™, ce qui représentait
moins de 0,2% de I'argent introduit. Ces deux résultats semblent indiquer que les conditions physico-
chimiques de nos milieux n’ont pas favorisé la dissolution des nAg.

L'exposition des gammares aux deux types de nAg, a bien induit une contamination des organismes a
I’argent, mais malgré une legére tendance a I'augmentation, cette derniere est resté uniforme entre les
temps J7, J14 et J21, contrairement a ce qui a été observé dans le milieu. Plusieurs études ont déja
observé une bioaccumulation des nAg dans les tissus et organes de certains organismes d’eau douce. Par
exemple, Georgantzopoulou et al. (2013) ont visualisé la présence de nAg de 200 nm semblant passer
I'espace intercellulaire de la couche epithéliale de la membrane de l'intestin de Daphnia magna
(NanoSims). Asharani et al. (2008) ont quant a eux observé que des nAg enrobées de BSA (albumine de
sérum bovin) d’environ 20 nm avaient tendance a s’accumuler dans les noyaux de cellules de poisson
zébre. lls ont par ailleurs montré leur distribution dans le cerveau, le coeur et le sang d’embryons de
Danio rerio (MET et EDS). Dans I'étude présentée ici, ce type d’analyse en imagerie n’a pas pu étre mis
en place ne permettant pas de savoir si I’argent a été ingéré par voir trophigue et/ou bioaccumulé et/ou

adsorbé.
11.3.2.2.2. Niveau cellulaire et physiologique

Sur le pool de biomarqueurs cellulaires mesurés, malgré un effet de I'interaction temps d’exposition X
conditions de contamination sur les concentrations en triglycérides et I’activité ETS, seule I'activité ETS a
diminué en réponse a la contamination. Cette baisse a été observée uniquement chez les gammares
exposés durant 21 jours aux nAg sphériques. Schmidlin et al. (2015) ont étudié I'activité ETS sur des
gammares (G. fossarum) et ont également montré qu’une exposition au sulfate de cuivre pouvait en
engendrer une baisse significative. Concernant les mécanismes de réponses antioxydantes et
antitoxiques mesurées par les autres biomarqueurs, aucun effet de I'argent n’a été observé. L'induction
de ces mécanismes par I'argent issu des nAg a pourtant déja été observée chez les organismes marins S.
plana et H. diversicolor (Buffet et al., 2014).

L'activité de transport MXR correspond a un mécanisme de défense qui, par l'intermédiaire de
pompes membranaires, permet d’expulser les xénobiotiques hors des cellules. Dans cette étude, une
forte toxicité des substrats (Calcéine-AM et inhibiteurs) sur les jeunes organismes de petite taille ne
permet pas d’émettre d’hypothéses fiables quant a un effet des nAg. Cependant, on peut observer une
légere tendance intéressante entre les 3 temps. La croissance des gammares entre les temps JO et J21 a

réduit ce phénomeéne de toxicité puisque les témoins ont retrouvé des moyennes d’activité positives deés
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J14. Les gammares exposés aux nAg plates ont présenté le méme schéma de réponse que les témoins
alors qu’il a fallu attendre le temps J21 pour pouvoir I'observer chez les gammares exposés aux nAg
sphériques. Ce décalage pourrait résulter d’'un effet plus marqué des nAg sphériques, retardant la
récupération d’une activité MXR mesurable.

La mesure de I'osmolalité de 'hémolymphe représente un biomarqueur physiologique pour évaluer
un état de stress chez des gammares soumis a une contamination (V. Felten et al., 2008b; Issartel et al.,
2010; Lignot et al., 2000; Vellinger et al., 2012). Dans cette étude, |'exposition des gammares pendant 21
jours et a 50 pg.L" de nAg de forme sphérique a induit une diminution significative de I'osmolalité
suggérant ainsi un dysfonctionnement de la régulation ionique. Cette observation est cohérente avec la
littérature puisqu’il a plusieurs fois été montré que les stress métalliques et notamment l'argent
engendrait une diminution d’osmolalité résultant d’une perte en ions Na* et CI" du milieu intérieur (Arce

Funck et al., 2013; Grosell et al., 2002a, 2002b).
11.3.2.2.3. Niveau individuel : ventilation et locomotion

Au niveau individuel et plus précisément comportemental, seules les mesures de locomotion des
organismes ont mis en évidence la présence d’effets chez les gammares soumis a la plus forte
concentration d’exposition (50 pg.L™) et aprés 21 jours par rapport aux témoins. Une méme tendance
non significative est également observable pour la ventilation.

Les mesures des activités de locomotion des gammares apportent généralement une réponse rapide
des effets d’une exposition a de tres faibles concentrations (Gerhardt, 1996). Dans cette étude, la baisse
de locomotion observée seulement chez les organismes exposés 21 jours a la plus forte concentration de
nanoparticules pourrait suggérer que, suite a la détection de I'argent dans le milieu, et parce qu’ils
possédaient déja 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 colteux en énergie. Cette hypothése de redirection et de réallocation
énergétiques a déja 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

ou a l'argent.
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11.2.2.3. Effet de la forme des nAg

Dans cette étude, deux formes de nAg possédant une méme surface spécifique ont été testées, la

forme cubique et la forme plate triangulaire. Si les concentrations d’exposition de ces deux formes dans
les milieux et les organismes sont restées homogenes, des effets différents ont tout de méme parfois été
observés. Les biomarqueurs étudiés un a un au niveau cellulaire n’ont pas montré, hormis I'ETS, d’effet
marqué de la contamination. Une analyse discriminante groupant la totalité des mesures obtenues a
permis de synthétiser I'information afin de pouvoir dégager des tendances générales non observables en
considérant chaque biomarqueur isolément. Les résultats de I’analyse discriminante 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 sphériques semblant s’écarter de ceux observés chez les témoins a J7 et une
homogénéité des réponses entre les 3 conditions a J14. Par contre, a J21 les gammares exposés aux nAg
sphériques ont présenté des profils de réponses différenciés (axe 2 discriminant) de ceux des conditions
témoin et nAg plates permettant I'observation d’un effet di a la forme des nanoparticules.
Pour les autres mesures (a I'exception de la locomotion) et malgré I'absence de différence significative
entre les deux formes, les nAg sphériques sont celles qui semblent avoir le plus d’effets sur les gammares
a J21. Pour la locomotion une différence a par contre été observée et a montré un effet plus marqué des
nAg plates a J21.

Dans la littérature, si les effets des nAg en fonction de leur taille sont relativement bien renseignés,
quelques études se sont également intéressées a I'effet de la forme. Ainsi, Wiley et al. (2005) ont montré
que les différentes formes de nAg peuvent, d’'un point de vue cristallographique, se composer de
différentes facettes comme par exemple les facettes {100}, {110} et {111}. D’autres travaux s’intéressant
a 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} a leur surface
étaient également celles qui interagissaient le mieux avec la membrane des E. coli et étaient donc celles
qui induisaient le plus d’effets chez la bactérie (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 cuboctaédres (polyédre a 14 faces), icosaédres (polyédre a 20 faces)
et décaedres (polyédre a 10 faces). La présence de défauts sur ces configurations cristallines de surface
des nAg (défauts d’empilement par exemple) peuvent aussi induire des différences entre les formes de
nAg (Bansal et al., 2010) et une plus forte toxicité sur les organismes, comme cela été observé sur des

cellules et embryons de poisson zébre (George et al., 2012).

241



Dans I’étude des effets des nAg en fonction de leur forme, deux nanoparticules présentant une méme
taille et une méme 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 parametre serait donc intéressant a vérifier

dans cette étude.

Conclusion

Cette étude a tout d’abord montré la grande complexité que peut représenter une expérimentation en
mésocosmes. En effet, la mortalité élevée en fin d’expérience chez les témoins apparait difficile a
interpréter mais pourrait étre le résultat d’une combinaison de différents parameétres (habitat,
cannibalisme, température) qu’il ne nous a pas été possible de controler dans cette étude. Les résultats
de I'exposition aux deux formes de nAg montrent un effet de I'argent principalement au niveau
physiologique et sur le comportement des organismes. Ces derniers pourraient adopter une stratégie de
réallocation énergétique afin d’obtenir I'énergie nécessaire a la mise en place de mécanismes de
défense. Toutefois les mécanismes de défense étudiés, n’ayant pas été modifiés par I'exposition, n’ont
pas permis d’appuyer cette hypothése. Méme si la forme sphérique semble étre celle qui présente le

plus d’effets sur les gammares, une caractérisation plus précise de la configuration cristalline de sa

surface semble primordiale et devrait a I'avenir faire partie des parametres de caractérisation des nAg a

étudier avant toute expérimentation.
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I.3. Effets de deux types de nTiO, (anatase batonnet et anatase cubique) sur
I’'espece G. roeseli — Expérience 6

Contexte

A l'instar des nAg, les nTiO, sont elles aussi tres largement exploitées, peuvent également étre
produites sous différentes formes et structures cristallines et peuvent étre rejetées dans les écosystémes
d’eau douce. L'objectif, identique a celui de I'étude précédente, était d’évaluer les effets de deux formes
de nTiO, possédant la méme structure cristalline, les anatases batonnets (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 méme protocole d’expérimentation que celui
établi précédemment pour les nAg a scrupuleusement été respecté. Seules les concentrations
d’exposition ont changé. En effet, les nTiO, 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 a 1 mg.L™.

Une approche multibiomarqueur des effets biologiques a donc été mise en place via I'étude de

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 nTiO, anatase ont été testés dans cette étude, elles ont été
synthétisées dans un laboratoire partenaire, le CMCP (Chimie de la Matiere Condensée de Paris) par
Corinne Chanéac. La caractérisation de leurs suspensions stock effectuée par Christophe Pagnout (LIEC) a
permis d’observer leurs formes et de mesurer leurs diamétres moyens par MET. Ainsi les nTiO, anatase
de forme cubique (AC) possédaient des dimensions de 20 a 25 nm et la forme anatase batonnet (AB), des
dimensions de 10 nm de large et 200 nm de long (Figure 66). Des mesures des cinétiques d’agrégation

dans I’eau Volvic ont aussi été effectuées et sont présentées en annexe.

Figure 66 : Observation au MET des solutions stock des A : nTiO, anatase cubique (AB) d’une taille de 20-25 nm et

B : des nTiO, anatase bdtonnet de 10 nm de large et 200 nm de long. Sources : C. Pagnout.

Les 12 injections successives (84 pg.L'') de ces deux types de nTiO, ont permis une exposition a une
concentration en titane finale voulue de 1 mg.L™ aprés la derniére injection. Les trois temps de
prélevement des organismes J7, J14 et J21 correspondaient alors respectivement a des concentrations
appliquées en titane de 0,5, 0,8 et 1 mg.L™.

Photopériode 16 h de jour/8 h de nuit, 19,0 * 1,5°C

témoin 1 (J7, 114, 121) témoin 2 (J7, 114, 121) témoin 3 (17, 114, 121)
nTiO: AB 1 (17, J14, J21) nTiO: AB 2 (17, 114, J21) nTiO: AB 3 (17, J14, J21)
nTiO: AC 1 (17, )14, J21) nTiO: AC 2 (17, 114, J21) nTiO: AC 3 (17, J14, J21)

Figure 67 : Plan expérimental simplifié de I'expérience 6 (Cf.Chapitre 2, tableau 9)

Environ 2000 a 2500 G. roeseli ont été prélevés en Moselle dans la Nied en Février 2014 puis ont été
soumis a 6 jours d’acclimatation dans de I’'eau minérale Volvic (supplémentée) en suivant le protocole
décrit dans le chapitre 2. Le jour de I'implantation des organismes, 33 pools de 50 gammares de sexe

indifférencié et de taille homogéne ont été triés puis 27 de ces pools ont été répartis dans les 27 cages
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
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"de feuilles conditionnées avant d’étre implantés dans leurs milieux d’expositions respectifs. Sur les 6

L ]
Yo

pools restants, 3 ont servi de TO et les 3 autres ont permis la mesure de la masse seche moyenne d’un

gammare sur la base de 15 lots de 10 gammares pesés. Cette derniere a été estimée a 5,79 £ 0,58 mg.

Mesures : Les mesures effectuées, communes aux trois mésocosmes, ont été décrites dans le
paragraphe Il.1 précédent. En raison d’'un manque d’organismes, les mesures d’activité MXR aux 3 temps
ainsi que les mesures d’osmolalité a J21 n’ont pas été effectuées. Les organismes prélevés pour les
mesures de locomotion et de ventilation a J21 ont été utilisés pour I'analyse multibiomarqueurs plutot
que pour les mesures d’osmolalité.

Traitement statistiques : Pour les figures (68,70,73) et le tableau 20, des anovas a deux facteurs

(contamination et temps) ont été effectuées et parfois suivies des tests post-hoc TukeyHSD. Quand les

conditions d’application de I'anova (normalité des résidus de I'anova et homogénéité des variances)

n’ont pas été vérifiés (Figures 71), 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.
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[1.3.1. Résultats
[1.3.1.1. Concentration en titane dans les milieux d’expositions et les gammares

Comme nous I'avons déja expliqué pour I'expérience « Etude des effets des nTiO, sur les gammares
(G. roeseli) en fonction de leur hétéroagrégation dans deux types d’eau du Rhone naturellement
chargées en matieres organiques », les dosages par ICP-MS du titane demandent encore quelques mises
au point qui sont actuellement en cours d’optimisation au CEREGE. Les résultats des concentrations
réelles en titane dans les milieux d’exposition et dans les organismes ne seront donc pas présentés dans

ce manuscrit de thése.
[1.3.1.2. Mortalité des organismes

Les résultats ont montré une absence d’effets significatifs de I'interaction temps d’exposition X type
de contamination aux nTiO,. Les conditions de contamination n’ont pas eu d’effet sur la mortalité des
organismes (anova a deux facteurs, F=0,143, ddl=2 et p-value=0,868) alors que le temps d’exposition a
entrainé des baisses significatives de la survie des gammares (Figure, 68 ; anova a deux facteurs, F=89,15,

ddl=2 et p-value=<0,001). En moyenne a J7 le pourcentage de survie s’est élevé a 80 + 5 %, puis une
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diminution marquée a été observée a J14 présentant des pourcentages de 34 + 17 %. Finalement, nous
avons observé une survie tres faible aprés 21 jours dans tous les milieux d’exposition. Cette survie

anormalement faible représente une difficulté majeure pour interpréter les différents résultats.

100 T OTémoin O AB W AC
90 + a

70
] bc

50 1
1 bc b

Survie (%)

a0 |

30 +

20 T

17 114 121

Figure 68 : Moyennes (+ écart-types, n=3) de la survie des gammares aprés 7, 14 et 21 jours d’exposition aux nTiO,
AB et AC qui correspondent respectivement a des concentrations appliquées de 0,5, 0,8 et 1 mg.L'l. Les groupes de

mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.
[1.3.1.3. Biomarqueurs cellulaires, approche multi-biomarqueurs et analyse discriminante

Les valeurs moyennes et écart-types mesurées pour les 13 biomarqueurs analysés sur un méme pool
de gammares sont présentés dans le tableau 19 et les résultats des tests statistiques dans le tableau 20.
Aucune interaction d’effets due aux conditions de contamination en fonction du temps d’exposition n’a
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). Pour les deux dosages protéiques, les tests TukeyHSD n’ont pas révélé de différences significatives
entre les 3 types de contamination pour chaque temps. Par contre, toute condition de contamination
confondue, a J14 et J21, les gammares ont présenté des concentrations significativement plus faibles
gu’a J7. Les concentrations en triglycérides étaient quant a elles significativement plus élevées chez les
gammares contaminés par la forme AC a J7 et J14 par rapport aux témoins et a la forme AB a J21 mais

ces différences entre deux temps n’apporte pas d’élément conrét.
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L’Anova a révélé un effet du temps sur 6 autres biomarqueurs. Ainsi, une diminution significative,
toutes conditions de contamination confondues, du cholestérol et de I'activité ETS a été observée entre
les temps J7 et J14 ainsi qu’entre J7 et J21. Pour la LOOH, des diminutions été mesurées entre J7 et J21
puis entre J14 et J21. A I'inverse, des augmentations ont été observées pour la TAC et 'activité LDH entre

17 et les temps J14 et J21 ainsi que pour I'activité de la GST entre J7/J14 et J21.
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Tableau 19 : Moyennes (+ écart-types) des différentes valeurs obtenues pour les biomarqueurs cellulaires mesurées
sur G. roeseli aprés 7, 14 et 21 jours d’exposition aux nTiO2 AB et AC qui correspondent respectivement a des

concentrations en argent appliquées de 0,5, 0,8 et 1 mg.L'l.

17 114 121
Protéine Témoin 209+21(a) 12,7+4,8(b) 14,8+1,9(ab)
broyat Anatase Batonnet 20,2+3,1(ab) 14,2+0,7{ab) 12,7+1,5(b)
(mg/gMF) Anatase Cubique 22+43(a)  20+1,7(ab) 15,1+2,0(ab)
Protéine Témoin 14,9+ 1,7 9,4+3,9 10,3+2,1
fraction cytosoligue Anatase Batonnet 14,7+ 1,9 10,3+0,9 9,3+1,4
(mg/gMF) Anatase Cubique 16,1+ 3,9 14,4+0,9 12,3+2,8
Cholestérol Témoin 0,45 + 0,03 0,32+0,14 0,4 +0,03
(mg/gMF) Anatase Batonnet 0,49+0,08 0,34+0,03 0,38 +0,08
Anatase Cubique 0,45+ 0,06 0,44 £+ 0,08 0,4 +0,08
Triglycéride Témoin 2,18+ 0,94(ab) 1,13 = 0,26(ab) 0,64 +0,13(a)
(mg/eMF) Anatase Bitonnet 2,39+ 1,44(ab) 1,47 + 0,80(ab) 0,82 +0,20(ac)
Anatase Cubique 3,47+0,83%b) 3,16+ 1,42(bc) 1,82 +0,40(ab)
- Témoin 25,4+3,8 19,4+5,6 22,2+1,7
(umol02,gMF-1,h-1) Anatase Batonnet 286+3,3 22,8+23 20,0+1,8
Anatase Cubique 27,9+5,2 25,1+14 19,2+3,6
Lo0OH Témoin 434+34(ab) 432+42(gh) 388+34(ab)
(nmol/gprot) Anatase Batonnet 511+ 42(gh) 522+121(h) 338+16(a)
Anatase Cubique 470+ 27(ab) 454+74(ab) 355x83(ab)
ACP Témoin 14,2+ 1,9 15,2+3,5 15+1,1
(umol/gprot/h) Anatase Batonnet 13,9+ 2,9 15,6+2,8 16+2,0
Anatase Cubique 12,4+ 2,0 12,9+1,3 13,7+£1,6
TAC Témoin 8,6+12,3 23,1+ 26,6 21,7 £15,5
(umolTeq/gprot/min) Anatase Batonnet 8,5+229 45,6+ 14,3 39,6 +25,4
Anatase Cubique 4+304 28,9 +10,7 36,2 +11,2
o Témoin 2997 +904 6587 +3398  5319+2022
(umolNADH/gprot/h) Anatase Batonnet 2695 + 1063 5081 + 402 6067 + 989
Anatase Cubique 3057 + 698 3669+451  3886+1616
Gpx Témoin 397+ 93 525+79 339+83
(umolNADPH/gprot/  Anatase Batonnet 348+ 63 545+ 182 487 +74
min) Anatase Cubique 440+ 179 342+40 295+ 96
GST Témoin 60,2+ 2,8(0) 76,7+17,3(0) 105,2 +16,9(ab)
(umolCDNB/g Anatase Batonnet 64+6,2(a) 881+26,6(ab) 137 +39,7(b)
prot/min) Anatase Cubique 73,8+26,5(a) 74,5+11,5(ab) 91,8+7,7(ab)
cop Témoin 0,96 + 0,12 0,25+0,13 0,51+0,18
(umolpNA/g prot/h) Anatase Batonnet 0,56+0,20 0,59+ 0,40 0,58 +0,78
Anatase Cubique 0,89+0,18 1,08 + 0,56 0,65 +0,35
Catalase Témoin 21,2+ 84 15,3+3,9 23,3+4,7
H20z consommé Anatase Batonnet 16,3+ 9,2 18,0 = 16,2 21,7+9,6
(mmole/gprot/min)  Anatase Cubique 26,8+ 19,5 21,9+10,1 31,8 +23,9
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

Tableau 20 : Résultats statistiques des Analyses de variance (Anova) a 2 facteurs effectuées pour les différentes

mesures. Ddl = degré de liberté, les valeurs en gras sont significatives.

Contamination (ddl=2) temps (ddl=2) Interaction (ddl=4)

F-value p-value F-value p-value F-value p-value
[Protéine]broyat 3,83 0,041* 15,2  <0,001%%* 1,47 0,251
[Protéine]f. cytosolique 4 0,036* 9,5 0,001%* 0,58 0,675
[Triglycéride] 7,98 0,003** 7,72 0,003** 0,25 0,905
[Cholestérol] 0,67 0,523 3,92 0,038* 0,94 0,463
ETS 0,63 0,541 8,99 0,001** 1,32 0,298
LOOH 1,01 0,382 9,69 0,001** 1,22 0,334
ACP 2,4 0,119 1,01 0,383 0,09 0,982
TAC 1,02 0,3801 4,81 0,021* 0,35 0,835
LDH 2,04 0,159 5,85 0,011* 1,06 0,405
Gpx 1,96 0,169 1,96 0,169 2,14 0,117
GST 1,71 0,21 11,26 <0,001%** 1,34 0,295
csp 1,62 0,227 0,75 0,486 1,3 0,307
Catalase 0,83 0,451 0,52 0,604 0,07 0,989

Les résultats de la LDA permettant I'étude de la batterie de biomarqueurs dans son ensemble sont
présentés dans le tableau 21. Dans cette LDA, un ensemble de 7 biomarqueurs a été utilisé pour
discriminer les 9 conditions d’exposition. Le modele construit est significatif (Lambda Wilks : p-value =
0,02) et est associé a un taux d’erreur égal a 0,15. L'activité de la GST est le seul biomarqueur significatif

du modele.

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.

Pouvoir discriminant Axe 1:0,46 Axe 2:0,36 Signifi clatmte des
variables
Coefficient Brut Standardisé Brut Standardisé p-value
GST -0,042 -1,198 0,031 0,872 <0,01
LDH 0,000 0,744 0,000 1,201 0,05
Gpx -0,013 -1,593 -0,013 -1,602 0,09
TAC 0,020 0,447 0,031 0,672 0,183
CsP 1,257 0,508 -0,497 -0,201 0,285
ACP -0,416 -0,924 -0,301 -0,67 0,535
Catalase 0,068 0,835 0,013 0,153 0,871

La représentation graphique de la LDA ainsi que 3 autres relatives aux 3 temps d’exposition 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 nTiO, AB s’entrecoupent et se

chevauchent alors que celle représentant les organismes exposés aux nTiO, AC est bien isolée,

249



notamment le long de I'axe 1. Enfin, a J21, une dispersion sur I'axe 1 est observable, les ellipses des nTiO,
AB (entre les reperes -4 et -2) et témoin (entre les repéres -1,5 et 1,3) ne se rencontrent pas alors que les

ellipses témoins (entre les repéres -1,5 et 1,3) et nTiO, AC (entre les repéres 1 et 4) s’entrecoupent trés

partiellement.
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Figure 69 : A) Analyse discriminante linéaire (LDA) effectuée pour 9 conditions (3 contaminations pour 3 temps d’exposition) sur
les valeurs des 11 biomarqueurs et discriminée par 7 d’entre eux (n=3). B, C et D) Représentation elliptique des conditions témoin,

nTiO2 AB et nTiO2 ACa J7, J14 et J21.
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

[1.3.1.4. Biomarqueur physiologique : 'osmolalité de 'hémolymphe

Seuls les organismes exposés durant 14 jours aux nTiO, AC, montrent une diminution significative de
I'osmolalité (F=6,92, ddl=2 et p-value<0,01) par rapport aux témoins. Cependant, aucune différence
significative de I'osmolalité n’a été observée entre les deux formes chez les gammares exposés durant 14

jours (Figure 70).
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Figure 70 : Moyennes (+ écart-types) des valeurs d’osmolalité de ’hémolymphe mesurées dans les gammares apreés
7 et 14 jours d’exposition aux nTiO, AB et nTiO, AC qui correspondent respectivement a des concentrations en titane

appliquée de 0,5, 0,8 et 1 mg.L™. Les groupes de mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.

[1.3.1.5. Les biomarqueurs de comportement

11.3.1.5.1. La ventilation

Aucune différence significative de la ventilation n’a été observée (Figure 71).
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Figure 71 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de ventilation chez les gammares aprés 7,14 et 21 jours
d’exposition aux nTiO, AB et aux nTiO, AC qui correspondent respectivement a des concentrations en titane

appliquées de 0,5, 0,8 et 1 mg.L'l. Les groupes de mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.
11.3.1.5.2. La locomotion

Concernant les mesures de locomotion (Figure 72), une interaction significative entre le temps
d’exposition et le type de contamination a été observée (anova a deux facteurs, F=5,4, ddl=4 et p-
value<0,001). Pour chaque type d’exposition, nous observons une diminution de la locomotion en
fonction du temps. Chez les témoins cette diminution n’est significative qu’a J21. Par contre, chez les
gammares exposés aux nTiO, AC, la locomotion est significativement plus faible dés J7 par rapport aux
organismes témoins et le demeure a J14 et J21 alors que chez les gammares exposés nTiO, AB, la
différence par rapport aux témoins n’est significative qu’a J14. On remarquera également qu’a J7 et J21,
les gammares exposés a la forme AC se déplacent significativement moins que ceux exposés a la forme
AB. Enfin, chez les gammares exposés a la forme AC, la diminution de la locomotion est significative a
J14 et )21 par rapport aux temps précédents alors que chez les organismes exposés a la forme AB, la

locomotion est significativement plus faible qu’entre J21 et J7.
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli
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Figure 72 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de locomotion des gammares apres 7,14 et 21 jours d’exposition
aux nTiO2 anatase bdtonnet (AB) et anatase cubique (AC) qui correspondent respectivement a des concentrations

en titane appliquées de 0,5, 0,8 et 1 mg.L'l. Les groupes de mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.

11.3.2. Discussion

11.3.2.1. Effets des dispositifs d’expérimentation et du temps d’exposition sur les gammares

Si I'on considére la mortalité anormalement élevée des organismes (66% a J14 et 93% a J21), |l
apparait difficile d’interpréter les résultats des différents biomarqueurs mesurés chez les survivants
aprées ces temps d’exposition. Les hypotheses déja discutées précédemment (température d’exposition

ou cannibalisme) sont des pistes pour expliquer cette mortalité anormale.

11.3.2.2. Effet des nTiO, sur les gammares

Compte tenu de la mortalité élevée, les effets observés a J14 et J21 sur les biomarqueurs étudiés
seront interprétés avec précaution et le terme « tendance » a été préféré au terme « différence » dans la
suite de I'argumentation.

L'analyse discriminante reposant sur les valeurs issues du pool de biomarqueurs d’activité
antioxydants, antitoxiques ou de réserves énergétiques mesurés au niveau cellulaire, n"a montré aucun
effet de la forme des nTiO, a J7 puisque que les réponses sont similaires a celles des témoins. Pour les
autres temps et méme si les interprétations sont incertaines, les résultats observés a J14 et J21 pourrait

indiquer des effets différents dus a la forme AC au temps J14, et a la forme AB au temps J21.
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Au niveau physiologique et individuel, les effets induits par I'exposition aux nanoparticules de la
forme AC semblent également plus marqués et plus précoces que la forme AB, notamment sur la
locomotion des organismes. Nous pouvons supposer que I'ajout de la contamination a une situation de
stress déja existante, peut déclencher la mise en place d’autres mécanismes de détoxication, ce qui
impliquerait un colt énergétique plus important, expliquant ainsi les baisses de locomotions, plus
importantes chez les organismes exposés que celles observées chez les témoins.

De facon tres générale, il semblerait que la forme AC induise plus d’effets sur les gammares que la
forme AB. Peu d’études ont été effectuées avec ces organismes dans un contexte d’exposition aux nTiO,
et les travaux néanmoins publiés se sont principalement intéressés a I'activité de consommation des
feuilles. Ces études montrent par ailleurs des résultats contradictoires. Ainsi, Bundschuh et al. (2011) ont
observé une baisse de la consommation de G. fossarum des 0,2 mg.L"1 de nTiO, a 80% anatase de 97 + 2
nm, alors que pour des conditions d’exposition similaires (nTiO, 100 nm), Seitz et al. (2014) n’ont
observé aucun effet sur la consommation des gammares.

Au niveau comportemental, des expériences sur Daphnia magna réalisées par Noss et al. (2013) ont
rapporté une baisse significative de I'activité de nage des daphnies exposées durant 96h a des nTiO, de
61 nm pour des concentrations de 5 et 20 mg.L™. Au contraire, Lovern et al. (2007) n’ont observé aucun
changement comportemental des daphnies exposées a des concentrations de 2 mg.L" de nTiO, de 30
nm pendant seulement 60 min. Des temps d’exposition longs associés a une plus faible concentration
seraient donc plut6t favorables a une baisse de locomotion comme cela a été observé dans notre étude,
aprées 7 jours, chez les organismes exposés aux nTiO, AC.

Différents travaux ont montré que les nTiO, pouvaient s’agréger et sédimenter dans les milieux
d’exposition (Adams et al., 2006; Federici et al., 2007; Wiench et al., 2009; Zhu et al., 2010). Cette
agrégation des nTiO, peut considérablement diminuer la biodisponibilité des nanoparticules pour les
organismes (Keller et al., 2010). Ce phénomeéne d’agrégation pourrait donc expliquer I'effet plus marqué
chez G. roeseli aprés une exposition aux nTiO, AC. En effet, les résultats des cinétiques d’agrégation
effectuées dans I'eau de Volvic et présentés en annexe 7 dans la figure n montrent que la forme AC est la
plus stable dans I'eau et s’agrege moins rapidement que la forme AB aprées 14 minutes de cinétique. Ces
mesures tendent a montrer que la forme AC serait plus bioaccessible/biodisponible dans les milieux

d’exposition, entrainant ainsi plus d’effets sur les gammares.
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.

roeseli

Conclusion

Malgré une forte mortalité associée aux conditions d’exposition, les résultats obtenus sur les gammares
survivants semblent indiquer que la forme anatase cubique engendrerait plus d’effets sur les gammares
qgue la forme anatase batonnet, notamment au niveau de la locomotion. Pour valider les hypothéses
apportées dans cette étude, et parce que la littérature est encore trés peu fournie sur les effets des
nTiO, sur les gammares, d’autres expérimentations, peut-étre réalisées en conditions plus contrélées
pourraient étre menées. Compte tenu des résultats déja obtenus sur le gammare en termes de
consommation des feuilles, ces études devraient également s’orienter vers des approches fonctionnelles
afin d’évaluer si des relargages directs dans les cours d’eau, notamment via les cremes solaires, seraient
susceptibles d’entrainer des conséquences plus importantes sur I'équilibre des écosystémes aquatiques

d’eau douce.
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

Il.4. Effets de deux types de NTC (avec ou sans matiere organique) sur les

gammares appartenant a I'espéce G. roeseli — Expérience 7

Contexte

Tres peu d’études se sont pour le moment intéressées aux nanotubes de carbone (NTC) qui sont
moins sujettes a un rejet dans les écosystemes d’eau douce puisqu’elles sont le plus souvent incorporées
dans des produits solides plus enclins a étre 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).

Dans I'eau, les NTC se dispersent difficilement, mais leur enrobage naturel par la matiére organique
présente peut recouvrir leur surface hydrophobe et ainsi favoriser leur dispersion et leur stabilité dans la
colonne d’eau avant sédimentation et donc potentiellement augmenter leur toxicité pour les organismes

(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 : I'’eau déionisée d’une part et I'eau déionisée additionnée de matiere organique d’autre part.

Le protocole d’expérimentation, défini par le programme MESONNET, a été identique a ceux établis
précédemment pour les expériences en mésocosmes, et une approche multibiomarqueur des effets

biologiques a été mise en place via I'étude de biomarqueurs cellulaires et individuels.

Mots clés : nanotube de carbone — matiére organique - G. roeseli — multibiomarqueur — mésocosme
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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,

EEEEEEEEEN,,

: Toulouse). Deux types ont été testés, des DWNT dispersés dans de I'eau déionisée sans additif (NTC), et
des DWNT dispersés dans de I'eau déionisée cette fois-ci additionnée a de la matiére organique SR-NOM
(matiere organique naturelle de la riviere Suwannee, référence 2R101N) comme dispersant naturel
(NTC+MO).

Les 10 injections successives de ces deux types de NTC ont permis une exposition a une concentration
finale voulue de 1 mg.L" a Iissue du dernier temps d’injection. Les trois temps de prélevement des
organismes J7, J14 et J21 correspondaient alors respectivement a des concentrations appliquées en NTC
de 0,4,0,7 et 1 mg.L™.

nviron 2000 a 2500 G. roeseli ont été prélevés dans la Nied en fin Juin 2014 puis soumis a 6 jours

7

o m

acclimatation dans de I'eau minérale Volvic (supplémentée) en suivant le protocole décrit dans le
chapitre 2. Le jour de I'implantation des organismes, 33 pools de 50 gammares de sexe indifférencié et
de taille homogene ont été triés puis 27 de ces pools ont été répartis dans les 27 cages de feuilles
conditionnées avant d’étre implantés dans leurs milieux d’expositions. Sur les 6 pools restants, 3 ont
servi de TO et les 3 autres ont permis la mesure de la masse seche moyenne d’'un gammare sur la base de

15 lots de 10 gammares pesés. Cette derniere a été estimée a 4,15 + 0,59 mg.

Photopériode 16 h de jour/8 h de nuit, 18,0 = 1,5°C

témoin 1 (17, 114, 121) témoin 2 (17, 114, 121) témoin 3 (17, 114, 121)
NTC 1 (17, 114, 121) NTC 2 (17, 114, 121) NTC 3 (7, 114, 121)
NTC+MO 1 (I7, 114, 121) NTC+MO 2 (17, 114, 121) NTC+MO 3 [J7, 114, 121)

Figure 73 : Plan expérimental simplifié de I’expérience 7 (A, Cf.Chapitre 2, tableau 9)

Mesures : Les mesures effectuées, communes aux trois mésocosmes, ont été décrites dans le

paragraphe II.1 précédent. Par manque d’organismes, les mesures d’activité MXR aux 3 temps ainsi que

= les mesures des autres biomarqueurs a J21 n’ont pas été effectuées.

: Traitement statistiques : Pour les figures (74,76-78) et le tableau 23, des anovas a deux facteurs

(contamination et temps) suivies de tests post-hoc TukeyHSD ont été réalisées. .

-
*
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

11.4.1. Résultats

[1.4.1.1. Concentrations en NTC dans les milieux d’expositions et les gammares

Des dosages de carbone dans des organismes sont compliqués a mettre en place et nécessitent
I"'utilisation d’un microscope hyperspectral par exemple. Des échantillons d’eau et d’organismes ont été
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 these.

11.4.1.2. 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 probléme de conditions d’exposition certainement inadaptées pour les
gammares.
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Figure 74 : Moyennes (+ écart-types, n=3) de la survie des gammares aprés 7, 14 et 21 jours d’exposition aux NTC et
NTC+MO qui correspondent respectivement a des concentrations appliquées de 0,4, 0,7 et 1 mg.L'l. Les groupes de

mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.
11.4.1.3. Biomarqueurs cellulaires, approche multi-biomarqueurs et analyse discriminante

Les valeurs moyennes et écart-types mesurés pour les 13 biomarqueurs analysés sur un méme pool

de gammares sont présentés dans le tableau 22 et les significativités des tests statistiques anovas a 2
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facteurs dans le tableau 23. Aucun effet relatif aux conditions de contamination seules ou en interaction
avec les temps d’exposition n’a été observé. Par contre un effet temps d’exposition a été observé 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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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

Tableau 22 : Moyennes (+ écart-types) des différentes valeurs des biomarqueurs cellulaires mesurées sur
G. roeseli apres 7, 14 et 21 jours d’exposition aux NTC qui correspondent respectivement a des

concentration en argent appliquée 0,4, 0,7 et 1 mg.L™.

17 114
Protéine Témoin 18,9+25 18,1+2,2
broyat NTC 20,6+1,8 183+0,7
(mg/gMF) NTC+MO 21,7+3,1 17,2+34
Protéine Témoin 17,9+2,6 17,9+3,9
fraction cytosolique NTC 17,5+1,4 149+14
(mg/gMF) NTC+MO 206+15 17,1+33
) Témoin 0,39+0,06 0,42+0,07
Cholestérol
NTC 0,44+0,03 0,33+0,08
(mg/gMF)
NTC+MO 0,53+0,20 0,43+0,08
. Témoin 3,00+0,38 2,35+0,67
Triglycéride
NTC 3,19+0,85 2,13+0,37
(mg/gMF)
NTC+MO 3,20+£0,51 3,41+1,40
eTs Témoin 269+10 27,2+16
+ +
(umol02,gMF-1h-1) NTC 28,2+0,9 27+0,8
NTC+MO 29,1+1,0 269%3,5
Témoin 509 + 27 467 + 47
LOOH
NTC 540+ 57 477 + 28
{(nmol/gprot)
NTC+MO 538+ 65 507 + 14
Témoin 13,4+1,6 11,8+0,4
ACP
+ +
(umol /gprot/h) NTC 12,0£0,5 13,6+4,7
NTC+MO 9,8+20 13,1t47
Témoin 242+56 234+7,8
TAC
. + +
(umolTeq/gprot/min) NTC 27,0+141 37,2+131
NTC+MO 19,9+10,5 25,4+13,8
LDH Témoin 289+ 86 1914+ 1474
+ +
(umolNADH/gprot/h) NTC 290+25  595+371
NTC+HMO 1076+ 1450 1550+ 1533
Gpx Témoin 434+ 103 405+ 109
(umolNADPH/gprot/ NTC 408 + 43 459+ 33
min) NTC+MO 332+114  437+75
GST Témoin 455+9,8 60,3+7,0
(nmolCDNB/g NTC 51,7+7,6 62,3%53
prot/min) NTC+MO 50,8+15,6 58,8+11,9
csp Témoin 1,16+0,39 1,11+0,28
+ +
(umolpNA/g prot/h) NTC 0,92+0,47 0,98+0,45
NTC+MO 0,94+0,42 1,2+0,57
Catalase Témoin 154+7,5 336+139
H;0; consommé NTC 13,7+9,1 19,5+6,4
(mmole/gprot/min) NTC+MO 12,9+81 33,3+20,7

261



Tableau 23 : Résultats statistiques des Analyses de variance (Anova) a 2 facteurs effectuées pour les

différentes mesures. Ddl = degré de liberté, les valeurs en gras sont significatives.

Contamination (ddI=2) temps (ddI=1) Interaction (ddi=4)

F-value p-value F-value p-value F-value p-value
[Protéine]br 0,29 0,751 4,94 0,046* 0,79 0,474
[Protéine]f. 1,67 0,228 2,87 0,116 0,78 0,48
[Triglycéride 1,33 0,299 1,82 0,202 1,03 0,385
[Cholestérol 1,33 0,299 1,72 0,213 0,91 0,427
ETS 0,43 0,658 1,49 0,245 0,78 0,477
LOOH 0,93 0,418 4,87 0,047* 0,2 0,815
ACP 0,39 0,682 0,61 0,45 1,09 0,364
TAC 1,26 0,318 0,86 0,371 0,35 0,707
LDH 1,09 0,366 2,55 0,136 0,68 0,523
Gpx 0,52 0,605 1,08 0,318 0,92 0,421
GST 0,24 0,785 5,42 0,038* 0,17 0,845
CSP 0,28 0,761 0,19 0,667 0,18 0,832
Catalase 0,73 0,498 6,83 0,022* 0,63 0,545

La LDA effectuée sur le jeu de données obtenu a partir des 13 biomarqueurs mesurés n’a pas permis
de discriminer les conditions de contamination (modéle 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.

Pouvoir discriminant Axe 1:0,68 Axe 2:0,32 Signif clatlwte des

variables

Coefficient Brut Standardisé Brut Standardisé p-value
[protéinelumyat -0,198 -0,541 -0,798 -2,174 0,249
TAC -0,040 -0,443 0,008 0,086 0,278
LOOH -0,016 -0,75 -0,032 -1,499 0,462
Catalase 0,116 1,573 -0,012 -0,157 0,588
Gpx -0,01 -0,715 -0,021 -1,723 0,601
CSP 0,856 0,331 1,117 0,432 0,721
GST -0,197 -2,068 -0,109 -1,148 0,814
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

Conditions

CNT
¢ CNT+MO
Témoin

Axe 2
e ANE 2.

Axe 1 Axe 1

Figure 75 : A) Analyse discriminante linéaire (LDA) effectuée pour 9 conditions (3 contaminations pour 3 temps
d’exposition) sur les valeurs de 7 des 13 biomarqeurs (n=3). B, C et D) Représentation elliptique des conditions

témoin, NTC et NTC+MO a J7, J14 et J21.
[1.4.1.4. Biomarqueur physiologique : 'osmolalité de I'hémolymphe

La figure n montre que pour les 2 temps d’exposition, aucun effet des NTC n’a été observé sur les

valeurs de I'osmolalité mesurées dans I’hémolymphe des gammares.
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Figure 76 : Moyennes (+écart-types) des valeurs d’osmolalité de I’hémolymphe mesurées chez les gammares apreés
7,14 et 21 jours d’exposition aux NTC qui correspondent respectivement a des concentrations en NTC et NTC+MO

appliquées de 0,4, 0,7 et 1 mg.L™.
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[1.4.1.5. Les biomarqueurs de comportement
11.4.1.5.1. La ventilation

La mesure de I'activité ventilatoire n’a pas révélé de différences significatives (Figure 77).
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Figure 77 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de ventilation chez les gammares aprés 7,14 et 21 jours
d’exposition aux NTC et NTC+MO qui correspondent respectivement a des concentrations en NTC appliquées de 0,4,

0,7etl mg.L'l.
11.4.1.5.2. La locomotion

Apres 7 jours d’exposition aux NTC et aux NTC+MO, la locomotion des gammares a significativement
été diminuée par rapport aux témoins qui présentaient des pourcentages de locomotion de 38 + 13 %

(Figure 78). Par contre apres 14 jours les différences n’étaient plus significatives.
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Figure 78 : Moyennes (+ écart-types) des mesures de locomotion chez les gammares aprés 7,14 et 21 jours
d’exposition aux NTC et NTC+MO qui correspondent respectivement a des concentrations en NTC appliquées de 0,4

et 0,7 mg.L™. Les groupes de mémes lettrines ne sont pas statistiquement différents.
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Chapitre 4 : Approche multibiomarqueur des effets biologiques a long terme des nAg, nTiO, et NTC sur G.
roeseli

11.4.2. Discussion - Conclusion

Les temps d’exposition, indépendamment des facteurs de contamination, ont entrainé une mortalité
anormalement élevée aux temps J14 et J21 avec des pourcentages de mortalité moyens s’élevant a 64 %
a J14 et a 97 % a J21. Encore une fois, il apparait extrémement délicat d’émettre toute interprétation
fiable. Les mémes hypotheses que celles évoquées précédemment peuvent étre discutées, comme celles
des températures d’exposition élevées, de la perte d’habitat et du cannibalisme, auxquelles peuvent

s’ajouter le prélevement d’organismes plus faibles en été lors de la reproduction.

Finalement, seule I'activité de locomotion a J7 a été affectée chez les organismes soumis aux deux
types de NTC par rapport au témoin et la réduction observée a été suivie d’une récupération a J14.
Un nombre important d’études rapporte la présence de NTC dans le tractus digestif des organismes sans
passage a travers les barriéres 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 méme émis
I’hypothése que les NTC provoqueraient un désordre digestif chez Hyalella azteca (amphipode d’eau
douce). A notre connaissance, aucune étude ne s’est encore intéressée aux biomarqueurs cellulaires de
réponses antioxydantes ou antitoxiques ou aux effets sur le comportement des organismes exposés aux
différentes sortes de NTC.
Il conviendrait certainement de concevoir de nouvelles expérimentations
notamment en microcosmes qui incluraient une contamination par voie trophique et intégreraient des

mesures de réponses fonctionnelles.
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Au terme de ces expérimentations, plusieurs grandes conclusions peuvent étre proposées :

- L'utilisation de systemes plus complexes incluant des sédiments, un courant d’eau et d’autres
espéces n’a pas permis d’évaluer de facon fiable les effets des nAg, nTiO, et NTC sur G. roeseli.

- Les dispositifs d’expérimentation en mésocosmes ont fortement affecté 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 a interpréter avec prudence puisqu’ils ont été mesurés sur des
individus plus résistants a la contrainte expérimentale.

- Une approche multibiomarqueur menée au niveau cellulaire ne semble pas étre des plus
adaptées pour évaluer les effets biologiques des nanoparticules sur les gammares.

- Des effets ont pu étre observés au niveau physiologique et sur le comportement des gammares
en fonction des types de matériaux nanoparticulaires testés.

- Seule la réduction de l'activité de locomotion des gammares est un effet commun aux 3
matériaux testés.

- Cette réduction pourrait indiquer une stratégie de réallocation énergétique mise en ceuvre par
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 nTiO,

de forme cubique pourraient engendrer plus d’effets sur les gammares.

Les forts taux de mortalité ont engendré a la fois une impossibilité d’acquérir certaines données et
I’obtention de réponses peut-étre biaisées chez les organismes ayant survécu. Dans ces conditions, il ne
nous est pas permis d’émettre des conclusions fiables quant aux effets des nanoparticules sur les
gammares. L'expérimentation en mésocosme développée dans le cadre de ce travail ne semble pas étre
la mieux adaptée pour des études menées sur des gammares. Des expériences réalisées en conditions

mieux contrdlées pourraient notamment s’orienter vers des approches plus fonctionnelles.
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Discussion et perspectives

Discussion générale et perspectives

L'objectif général de ce travail de thése a consisté a évaluer les effets des nanoparticules sur des
Crustacés d’eau douce Gammaridae en s’intéressant a plusieurs niveaux d’organisation biologique, du
niveau (sub)individuel au niveau fonctionnel. La réflexion associée a été la compréhension des
mécanismes biologiques qui permettent de faire le lien entre des phénomeénes observés au niveau
individuel et ceux observés a des niveaux supérieurs. Cette démarche a donc permis de révéler des effets
« purement » écotoxicologiques via I'étude de biomarqueurs cellulaires et des effets plus « écologiques »

indirects grace a la mesure des processus fonctionnels.

A la lumiere des résultats obtenus et présentés dans ce manuscrit, trois grands axes de discussion
ressortent. Le premier permet notamment de discuter de l'intérét de réaliser des études qui se
rapprochent de conditions environnementalement réalistes en termes d’exposition (faibles
concentrations, organismes nourris) et a plusieurs niveaux d’étude.

Dans un second temps, les effets induits par la taille, la forme et la composition des nanoparticules sont
discutés.

Enfin, une troisieme partie est argumentée autour des limites techniques auxquelles les études de nano-

écotoxicité font face ainsi que les perspectives qu’ouvrent nos résultats.

l. Vers une approche environnementalement réaliste
I.1. La mise en place de conditions réalistes en microcosme

Les études d’écotoxicologie portant sur les nanoparticules sont en grande majorité basées sur des
tests de toxicité aiglie qui utilisent des concentrations d’exposition bien plus élevées que celles prédites
dans I'environnement par les modélisations mathématiques. Si cette approche permet d’apporter des
informations importantes notamment sur les mécanismes de toxicité, elle permet difficilement de se
projeter dans un contexte naturel, c’est dire évaluer les effets des concentrations actuelles ou prédites

sur les organismes et les écosystémes.

Une des premiéres démarches de ce travail de thése a donc été de développer des conditions
d’expérimentations les plus réalistes possibles en termes d’exposition en conditions environnementales.

Ce type d’approche se heurte a de nombreuses limites techniques qu’il faut prendre en compte afin de
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construire un raisonnement précis permettant d’émettre des hypothéses cohérentes. Dans I'étude des

nanoparticules, ce type de démarche demeure peu développé.

Dans les études réalisées en microcosmes et concernant I'exposition de Gammarus sp. aux nAg, la
concentration minimale d’exposition a été fixée a 0,5 pg.L, c’est a dire proche de la limite de détection
des appareils de dosage. Méme si cette concentration demeure supérieure aux concentrations
environnnementalement prédictibles évaluées par les modeles mathématiques (Gottschalk et al., 2009 ;
Sun et al., 2014), elle fait partie des concentrations les plus basses qui ont été jusqu’a présent testées
pour les nAg. L’utilisation d’une eau naturelle prélevée en riviere de référence et I'ajout d’une litiere de
feuilles conditionnées in situ par des microorganismes, sont deux parametres qui permettent de
s’approcher un peu plus de conditions d’exposition réalistes. Cependant, ce genre d’approche implique
de ne pas pouvoir totalement maitriser I’évolution de la contamination. Ce postulat est inhérent a
I’étude des nanoparticules puisqu’elles peuvent subir de nombreuses transformations et dégradations
dans leur milieu d’exposition, tout au long de leur cycle de vie (Lowry et al., 2012; Nowack et al., 2012).
Les parameétres physicochimiques des milieux ont une grande influence sur le devenir des nanoparticules
(Gao et al., 2009) et l'utilisation d’une eau de riviere se confronte a de nombreux verrous de
caractérisation. En effet, classiquement, des mesures du diamétre hydrodynamique et du potentiel zeta
des nanoparticules permettent d’évaluer leur comportement et leur état d’agrégation dans le milieu. Les
techniques classiques de mesure (Nanosight, nanosizer ou DLS) ne sont pas forcément les plus
appropriées au type de milieu complexe qu’est une eau de riviere puisque de nombreuses particules en
suspension et colloides 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 derniere entraine un relargage
d’argent dissous qui est bien connu pour étre toxique pour les invertébrés d’eau douce (Luoma, 2008;
Ratte, 1999). De nombreuses études ont discuté de ces phénomeénes de dissolution des nAg afin de
comprendre si les effets observés sur les organismes dépendaient de I'argent sous sa forme
nanoparticulaire et/ou sous sa forme dissoute. Ce phénoméne de dissolution est trés fortement
dépendant des types de nanoparticules testées (taille, forme, enrobage) mais également des paramétres
physicochimiques de I'eau (Behra et al., 2013). Seules des études au cas par cas peuvent alors évaluer la
participation de ce phénomene aux effets toxiques observés. Quoi qu’il en soit, la présence d’Ag dissous
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 theése, les nanoparticules étudiées et

les conditions physicochimiques des eaux utilisées n’ont pas favorisé ce processus de dissolution des nAg
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puisque les plus forts taux mesurés ont été de 10 % (72h d’exposition a 5 ug.L™ de nAg de 10 nm).
Cependant, une fois de plus, ces résultats sont a prendre avec précaution puisque les organismes
étudiés, les feuilles, les débris et les matieres en suspension présents dans le milieu, ainsi que les parois
des dispositifs peuvent étre des supports de I'adsorption de l'argent dissous qui n’est alors plus
mesurable dans la colonne d’eau. Finalement, le challenge expérimental de travailler a de tres faibles
concentrations associées a I'utilisation d’'une eau de riviere s’est révélé tres intéressant puisqu’il a permis
d’observer dans ces conditions, des effets issus des nAg sur les gammares. La consommation en oxygéne,
la locomotion et la production de FPOM semblent étre, pour les gammares, des biomarqueurs
répondant a une contamination au nAg puisque des variations significatives ont été observées dés la plus
faible concentration d’exposition.

Tout en gardant a I'esprit que le réalisme de ces expérimentations reste somme toute relatif, des
interprétations et hypotheses sur les conséquences des nAg dans les écosystémes d’eau douce ont tout

de méme pu étre apportées. Elles font I'objet de la section 1.4. de cette discussion.

I.2. La prise en compte de la variabilité inter et intraspécifique participe au réalisme environnemental

La grande majorité des études d’écotoxicité se base souvent sur I'étude d’une seule espéce. Or, pour
avoir une vision plus large et générale des effets des nanoparticules sur les Crustacés Gammaridae d’eau
douce, la prise en compte d’une variabilité inter et intra-spécifique est un facteur important. En effet, la
qualité de I'eau fait partie des parametres qui gouvernent les exigences des especes qui présentent des
sensibilités ou tolérances différentes face a une contamination. Dans le cas présent et puisqu’un des
objectifs de cette these a été d’évaluer les effets des nanoparticules en se positionnant dans des
conditions réalistes, une étude portée sur plusieurs especes provenant de site de différentes qualités
nous a semblé primordiale. De plus, comme plusieurs populations appartenant a une méme espece
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-spécifique s’avere également
intéressante.

Un des postulats de départ était que différentes espéces appartenant au genre Gammarus pouvaient
présenter des réponses et une sensibilité variable face a la contamination au nAg. Plusieurs études ont
déja rapporté des différences de sensibilité interspécifique chez les gammares laissant supposer la mise
en place de stratégies de défense propre a I'espece (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

est apparu comme l'espéce la plus sensible comparée a G. fossarum et G. pulex. Ce résultat est en soi
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assez surpenant puisque G. roeseli est pourtant I'espece provenant du site de plus mauvaise qualité. Ce
constat n’est donc pas en accord avec la théorie qui suggére que les organismes provenant des sites les
plus contaminés sont plus tolérants a une contamination que ceux provenant de sites de bonne qualité
(Naylor et al., 1990).

L'augmentation de I'activité du mécanisme antitoxique de transport MXR mesurée uniquement chez
G. pulex, montre une variabilité interspécifique dans la mise en place des mécanismes de détoxication.
Cependant il ne permet pas, a lui seul, de conclure sur la variabilité interspécifique observée. Un rapport
entre la taille des organismes et leur sensibilité peut étre suggéré puisque que G. roeseli est une espéce
de plus grande taille que les 2 autres. Ce constat a déja été observé par Boets et al. (2012) suite a une
exposition de différentes espéces natives et invasives de gammares exposés a différentes concentrations
de cadmium.

L'étude menée sur les trois populations de G. roeseli étudiées n’a pas permis de révéler |'existence
d’une sensibilité plus aigué d’une population par rapport a une autre, et aucun effet franc di a
I’exposition n’a été observé. Pour une méme population de G. roeseli, les mesures de consommation des
feuilles et de production de FPOM, mesurées dans les deux études de variabilité inter et intra-
spécifiques, ont montré des résultats différents. Dans I'étude des populations, la présence de femelles et
la saison de prélevement des gammares sont deux hypothéses 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, I'existence d’une plus forte capacité de défense oxidative naturelle des femelles par

rapport aux males associée a une variabilité saisonniére.

I.3. Vers une complexification des dispositifs d’exposition : des microcosmes aux mésocosmes

Aprés |'observation d’effets des nAg sur les gammares dans des conditions d’exposition en
microcosmes se rapprochant de conditions naturelles, et aprés avoir pris en compte I'existence d’une
variabilité inter-espéces, une complexification des dispositifs d’exposition a été mise en ceuvre. Comme
le montre le schéma présenté dans la figure 79, les expériences effectuées dans ce travail de thése se
situent a des échelles de complexité écologique intermédiaire, entre des tests effectués en milieux
controlés « peu réalistes », et des expérimentations dans des mésocosmes situés en extérieurs.
L'augmentation d’une complexité écologique passe notamment par I'ajout d’autres espéces (tests
plurispécifiques), mais également par l'utilisation de dispositifs plus grands, contenant de plus gros

volumes d’eau et en présence de sédiments (mésocosmes).
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Figure 79 : Schéma réprésentant la relation inversement proportionnelle entre une gamme de complexité
écologique des études et leur maitrise associée. Les expérimentations effectuées dans ce travail de these y ont été
représentées en indiquant les différents paramétres participant a la complexité écologique ainsi que les niveaux
d’orgnanisation étudiés et les limites observées. La représentativité des études menées sur les nanoparticules

associée a la complexité écologique est figurés avec la fléche noire. Sources : J. Andrei.

Dans ce type d’étude, le choix des espéeces est important et doit étre représentatif d’interactions
existant en conditions réelles. L'espéce G. roeseli a été préférée dans ces études plus complexes
puisqu’elle est la seule a avoir a répondu aux expositions aux nAg dans les microcosmes. La seconde
espece introduite dans les dispositifs a été la moule zébrée (Dreissena polymorpha), puisque ce bivalve a
fait 'objet d’un autre travail de thése relatif au programme MESONNET. Dans les écosystémes
aquatiques d’eau douce, ces deux especes benthiques peuvent occuper les mémes habitats, et plusieurs
études se sont déja intéréssées a leur intéraction. Par exemple il a été observé que l'arrivée de I'espéce
invasive Dreissena polymorpha sur un nouveau site, pouvait se traduire par une augmentation de
I'abondance des macroinvertébrés benthiques dont les amphipodes (Gergs and Rothhaupt, 20083;
Stewart and Haynes, 1994). En effet, les coquilles de dreissénes (vides ou pleines) peuvent, par exemple,
servir d’habitat pour les gammares (Kobak and Zytkowicz, 2007). De plus, les pseudofécés produites par
les dreisseénes peuvent étre consommées par les gammares, parfois méme préférentiellement a une
litiere de feuilles (Gergs et Rothhaupt, 2008a, 2008b). Avec leurs appendices, les gammares peuvent

alors stresser les dreissénes en irritant leurs tissus mous et entrainer la mise place de mécanismes de
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défense anti-prédateurs (Kobak et al., 2012). A l'inverse, les féces et pseudoféces produites par les
gammares peuvent elles aussi servir de source de nourriture aux organismes filtreurs et collecteurs
(Navel et al., 2011). Un transfert trophique a double sens d’une contamination semble alors envisageable
entre les gammares et les dreissenes. Ces interactions comportementales, trophiques et énergétiques
n‘ont pas pris directement part aux objectifs de ces travaux de thése, cependant elles ouvrent de
nouveaux questionnements pour de futures études d’écotoxicité.

Dans les mésocosmes, l'introduction de communautés microbiennes a permis une complexification

des interactions. Compte tenu des dimensions et de la configuration des dispositifs, les gammares et les
feuilles d’aulne ont été regroupés dans des cages pour faciliter leur prélevement en minimisant toute
perturbation du systeme (remise en suspension du sédiment). Dans ces conditions, seul un transfert
trophique de la contamination des gammares vers les dreissénes 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 oxygene et production de
FPOM) étudiés chez les gammares en microcosmes et répondant bien a une contamination aux nAg
n‘ont pas pu étre mis en place dans ces conditions puisque leur mesure, difficilement réalisable, aurait
nécessité des ajustements importants du protocole d’expérimentation. En effet, concernant la mesure
de la production de FPOM par les gammares, la récupération exhaustive des FPOM s’avéere difficile voire
impossible a mettre en place dans un dispositif composé de sédiment et de bivalves filtreurs. Pour la
consommation en oxygene des gammares, la durée des mesures est trop longue pour s’adapter a ce
genre d’étude. Une approche multibiomarqueur des effets biologiques nous est apparue comme étant
un choix judicieux puisqu’elle permet la mesure d’'un grand nombre de biomarqueurs sur un nombre
restreint d’individus.

Une des limites de ces études en mésocosme concerne alors le choix des paramétres a étudier. Les
objectifs premiers d’une étude doivent clairement étre définis en amont pour s’assurer que le dispositif
en mésocosme soit le plus adapté au questionnement (Pascoe et al., 2000).

Une autre limite inhérente a I'’étude en conditions plus complexes concerne la difficulté d’interprétation
des résultats en relation avec une maitrise difficile de la contamination ainsi qu’une faible réplicabilité
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,
allant de 10 a plus de 90% apres 21 jours. Cette mortalité anormale n’a pas été une conséquence des
contaminations par les nanoparticules puisqu’elle a concerné uniformément I'ensemble des conditions,

témoins y compris. Plusieurs hypotheses pourraient expliquer ce phénomeéne comme par exemple une
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température de I'eau trop élevée, un stress causé par la kaolinite en suspension et issue du sédiment ou
un cannibalisme important entre gammares. D’autres facteurs de stress pourraient étre le temps
d’expérimentation, trop long pour les gammares, l'utilisation d’organismes encore immatures ou au
contraire en fin de cycle de vie (environ 2 ans), ou encore un préléevement dans le milieu a une période
de I'année inadéquate comme par exemple en période de reproduction. L'étude de I'exposition en
mésocosmes des gammares aux nTiO, est la seule qui présente de trés forts taux de mortalité d’'une part
et des mesures d’activité des biomarqueurs (sub)cellulaires effectuées aux trois temps de prélévement
d’autre part. La 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 que les résultats d’activité enzymatique de la GST (Figure 80D) dans la fraction cytosolique.
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Figure 80 : Moyennes (+écarts-types) des concentrations en protéines du broyat (A), en triglycérides (B) en protéines
de la fraction cytosolique (C) et de I’activité enzymatique de la GST (D) mesurées sur un pool de 5 gammares avant
(JO) et apres 7, 14 et 21 jours d’exposition dans les dispositifs témoins de I'étude en mésocosme portant sur les
nTiO,. Tests statistiques : Anova a un facteur suivi de TukeyHSD. Les groupes de mémes lettrines ne sont pas

statistiquement différents
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Les résultats concernant les réserves énergétiques montrent des baisses significatives des
concentrations en protéines ainsi qu’une forte tendance a la baisse également pour les triglycérides
(Tukey HSD entre JO et J21 : p-value=0,056). Les mesures d’activité de la GST montrent, au contraire, une
augmentation aprés 21 jours de l'activité de défense antitoxique des organismes. L'ensemble de ces
résultats révele la présence d’un stress chez les gammares résultant de I'exposition en mésocosme et la
mise en place de mécanismes de défense colteux en énergie. Ces mesures ont été effectuées sur des
organismes encore en vie apres 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 révelent toute la
complexité d’'une étude en mésocosme ol malgré le suivi des parametres physico-chimiques du milieu et
I’étude de nombreux biomarqueurs chez les organismes, toute interprétation fiable est restée
impossible. La seule interprétation plausible consisterait a dire que les dispositifs, les conditions et les
temps d’expositions n’étaient pas adaptés a une étude sur les gammares.

Des études en mésocosmes restent indéniablement plus réalistes que celles effectuées en microcosmes,
puisqu’elles permettent une approche plus représentative des conditions environnementales (Bour et
al., 2015; Lahteenmaki et al., 2015; Teuben and Verhoef, 1992). Dans I’étude des nanoparticules, ce type
d’approche permettant d’étudier une contamination chronique a de faibles concentrations semble étre
la mieux adaptée a 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 écosystémes
d’eau douce comme la dissolution, I’'hétéroagrégation, I’homoagrégation, la sédimentation ainsi que
I’adsorption et I'absorption. Dans le cas présent, des modifications expérimentales et des améliorations
des systémes sont nécessaires pour permettre la réalisation d’étude sur les gammares. En effet des
dispositifs avec une colonne d’eau plus basse et un sédiment a grains moins fins faciliteraient leur
prélevement. Ces derniers ne seraient plus enfermés dans des cages et pourraient directement interagir
avec les dreissénes. Cette solution permettrait également d’éviter ou limiter le cannibalisme potentiel ou
le stress dl a la kaolinite. La température devrait se situer entre 12 et 14 °C et des tests en amont
devraient étre effectués pour réévaluer les temps de prélévements. Des temps de préléevement plus
rapprochés en début d’étude et plus éloignés en fin d’expérimentation pourraient permettre d’observer
plus finement I'apparition des effets et la mise en place des systemes de détoxification. Enfin plusieurs
études a différents stades de développement des gammares semblent étre intéressantes afin de réveler
le cas échéant une relation entre le cycle de vie et la sensibilité des organismes confrontés a une

contamination aux nanoparticules. Une sensibilité plus importante des juvéniles appartenant a I'espéce
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G. pulex a, par exemple, plusieurs fois été observée suite a une contamination au cadmium (Alonso et al.,

2010; McCahon and Pascoe, 1988).

Dans ces travaux de these, les études en microcosmes sont celles qui ont apporté le plus de résultats
intéressants. Elles ont permis d’observer des effets patents a plusieurs niveaux d’organisation. Des
interprétations cohérentes et des hypothéses plus larges sur des conséquences environnementales ont

pu étre émises.

I.4. Une étude des effets des nanoparticules a plusieurs niveaux d’organisation

Un des objectifs de ces travaux de thése a été de s’intéresser a plusieurs niveaux d’organisation
biologique par la mise en place d’approches intégrées menées a différentes échelles, incluant a la fois les
organismes mais également les processus fonctionnels auxquels ils sont associés dans les milieux
naturels. L'intérét d’une telle démarche est d’avoir une vision d’ensemble des réponses des organismes
face a un stress. Dans le cas des nanoparticules, pour lesquelles les études sur les Crustacés sont plut6t
rares a ce jour, ce genre d’approche semble pertinent pour obtenir une image plus générale des effets.
De plus, dans le cas d’études réalisées a de trés faibles concentrations d’exposition, cette approche
permet par ailleurs de déterminer les biomarqueurs les plus sensibles a la contamination. Des
contraintes et limites inhérentes a ce type d’approche sont toutefois imposées. En effet, dans le cas
d’étude multi-niveau, un représentant d’'un niveau est choisi sans étudier ce niveau de maniere
exhaustive. Si I'intérét de I'étude est d’observer chaque niveau d’organisation indépendamment les uns
des autres, des biomarqueurs connus pour bien répondre a une contamination semblent étre les mieux
adaptés. Par contre s’il y a une volonté de faire un lien entre les différents niveaux d’organisation, des
biomarqueurs cohérents doivent étre choisis en conséquence. Par exemple, si dans un premier temps
notre démarche a consisté a étudier des biomarqueurs propres a chaque niveau sans forcément
chercher a établir un lien, la démarche s’est affinée au fil du temps en s’intéressant de plus en plus au
métabolisme énergétique sur plusieurs niveaux. Les différents biomarqueurs étudiés sur les gammares

et associés aux différents niveaux d’organisation sont présentés dans le tableau 25.
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Tableau 25 : Bilan des réponses des biomarqueurs étudiés dans différentes conditions d’exposition (des microcosmes aux mésocosmes) chez les gammares (3

espéces et 3 populations) aux différents niveaux d’organisation (cellulaire, physiologique, individuel et fonctionnel), pour 3 compositions de nanoparticules

testée (nAg, nTiO, et NTC) de taille et de formes différentes. Les fleches vertes indiquent une augmentation ou diminution des réponses suite a I’exposition aux

nanoparticules a au moins une des concentrations d’exposition appliquées. Des croix rouges indiquent une absence de réponse aux conditions testées.

Etudes en z
) Etudes des effets des nanoparticules en
Niveaux d'organisation Etudes des effets des nAg en microcosmes conditions
" e mésocosmes
intermédiaires
Especes Populations (x3
G. fossarum G. pulex G. roeseli G. roeseli G. roeseli G. roeseli G. roeseli G. roeseli
nAg nAg nAg nA% nTiO, nAg _ nTiO, NTC
(60 nm) (60 nm) (10-100nm) (10et 60 nm) (plate) (sphére) (baton) (cube) (sans MO) (avec MO)
Niveau cellulaire
- Réponse antioxydante/antitoxique x JMXR) x x x x x x x x x
- Dommage cellulaire non mesuré non mesuré non mesuré x x x x x x x x
-Ré 2 Sti non mesuré non mesureé
Réserve énergétique x x x x \(ETS) X x x x
Niveau physiologique
- Osmolalité x x x non mesuré non mesuré x \ x \ x x
- Consommation en oxygéne non mesuré non mesureé ’ non mesuré non mesuré non mesureé non mesuré non mesuré
Niveau individuel
-Ventilation b4 b 4 b 4 non mesuré non mesuré X X XX %X X
-Locomotion x x \ non mesuré non mesuré \ \ \ \ \ \
Niveau Fonctionnel
- Consommation x x x ’ non mesuré non mesuré non mesuré non mesuré
- Production de FPOM x x \ x non mesuré non mesuré non mesuré non mesuré
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Au niveau cellulaire, 14 biomarqueurs ont été testés dans I'ensemble des expérimentations pour
évaluer les réponses antioxydantes, antitoxiques, les dommages cellulaires et les réserves énergétiques.
Globalement, sur la base des biomarqueurs étudiés, I'exposition aux 3 types de nanoparticules (nAg,
nTiO, et NTC), que ce soit dans des conditions en microcosmes ou en mésocosmes, n’a pas montré
d’effets marqués au niveau cellulaire. En microcosmes, seule une augmentation de I'activité de transport
MXR a été observée chez les gammares appartenant a 'espece G. pulex exposés au nAg de 60 nm a 5
ug.L". Cette induction refléte la détection par 'organisme de I'exposition aux nAg et/ou argent dissous,
et montre la mise en place a ces concentrations d’un processus de détoxication. Peu d’études se sont
déja intéressées a la réponse MXR des gammares (Horion et al., 2015; Timofeyev et al., 2007) et aucune
a ce jour ne concerne les nanoparticules. En effet, pour les nanoparticules, a notre connaissance, seules
deux études existent et ont, au contraire, montré des inhibitions de I'activité des pompes membranaires
MXR chez l'oursin et la moule. Ce biomarqueur semble toutefois intéressant pour |'étude des
nanoparticules et mériterait des études plus approfondies.

En mésocosmes, le seul biomarqueur a avoir répondu a I'exposition aux nanoparticules est I'activité
de I'ETS avec en I'occurence une baisse observée G. roeseli exposés aux nAg sphériques a 50 pg.L™ aprés
21 jours. Cette observation suggere un effet des nAg sur le métabolisme énergétique des gammares,
mais apporte cependant trop peu d’informations pour formuler des hypotheéses fiables. Schmidlin et al.
(2015) ont eux-aussi étudié cette activité ETS sur des gammares (G. fossarum) et ont également montré

une réduction significative suite a une exposition au sulfate de cuivre.

Dans nos études, le niveau physiologique a aussi été appréhendé via I'étude de I'osmolalité et de la
consommation en oxygéne. Les mesures d’osmolalité ont été effectuées dans la majorité des
expérimentations et des diminutions ont été observées uniquement chez G. roeseli aprés 21 jours
d’exposition en mésocosmes aux nAg sphériques (50 p.L™) et aprés 14 jours aux nTiO, cubiques (0.8
mg.L™"). Cet indicateur suggére des modifications de la régulation osmotique qu’il serait intéressant de
préciser par des dosages des ions Na* et CI" hémolymphatiques. En effet, ces derniers sont connus pour
contribuer a 90% aux valeurs d’osmolalité, masquant ainsi des variations plus subtiles de la régulation
osmotique (Arce Funck et al., 2013; V. Felten et al., 2008b).

Dans ce manuscrit, une seule étude menée sur G. roeseli s’est intéressée a la respiration des
gammares via des mesures de consommation en oxygene et a révélé des résultats trés intéressants. En
effet une forte corrélation (R?=0,71) a été observée entre les mesures de consommation en oxygéne 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 dés la plus faible concentration testée de 0.5 pg.L™
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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 a des métaux (Simcic et al., 2005;
Sutcliffe, 1984), et une baisse de la consommation en oxygene a par exemple déja été observée chez G.
pulex exposé au cuivre, au mercure et a I'argent. Cependant des mesures effectuées sur des poissons
(Danio rerio et Perca fluvialitis) exposés aux nAg (de 12 a 81 nm et de 63 pg.L' 3 14 mg.L™") n’ont pas
révélé d’effet sur ce parameétre. Une hypothése permettant d’expliquer I'augmentation de la respiration
en réponse a la contamination est que les nAg induisent la production de ROS générant en conséquence

une hypoxie chez les organismes contaminés (Eom et al., 2013).

Le niveau individuel, les biomarqueurs de comportement tels que I'activité locomotrice et la
ventilation apportent une réponse rapide, non destructrice et pour de tres faibles concentrations
d’exposition (V. Felten et al., 2008b; Gerhardt, 1996). Cependant dans nos études, malgré les
nombreuses mesures effectuées, aucun effet sur la ventilation des gammares n’a été observé. Par
contre, en ce qui concerne la locomotion, des réponses sensibles aux faibles concentrations d’exposition
ont été observées, mais uniquement chez G. roeseli. Ainsi, des diminutions ont été mesurées des 0,5
ug.L™* d’expositions aux nAg (10, 40 et 60 nm) en microcosmes et en mésocosmes dés 38 pg.L”' de nAg
sphérique, 50 pg.L™" de nAg plate, 0,5 mg.L" de nTiO, cubique, 0,8 mg.L™ de nTiO, batonnet, et dés 0.5
mg.L" de NTC avec ou sans matiére organique. Ces baisses pourraient indiquer une stratégie de
réallocation énergétique visant a 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
les deux processus qui ont été mesurés. Leur mise en place n’a été possible que dans les microcosmes, et
des effets significatifs n’ont seulement été observés que chez G. roeseli. En effet dans |'expérience 1B
« Silver nanoparticles impact the functional role of Gammarus roeseli (Crustacea Amphipoda) », des
baisses des productions de FPOM des gammares ont été observées dés 0,5 pg.L™” alors qu’aucune
variation de leur consommation en feuilles n’a été mesurée. Des diminutions de production de FPOM
chez G. roeseli exposés a des nAg de 10 nm 3 5 pg.L™ ont également été observées dans I'expérience 3
«Assessing the effects of silver nanoparticles on the ecophysiology of Gammarus roeseli». Ces résultats
nous amene a proposer deux hypotheses. Une diminution de la production de FPOM pourraient étre le
résultat d’une plus forte assimilation de la nourriture comme I'ont déja suggéré (Zubrod et al., 2011)
pour G. fossarum exposé a un fongicide. Une autre explication serait que ces faibles productions soient

une conséquence d’une perturbation des fonctions digestives. En effet, des perturbations de I'activité
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des enzymes digestives ont déja été observées chez des Crustacés exposés a 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
puisqu’elles servent de source de nourriture a de nombreuses espéces de collecteurs actifs et passifs
permettant I'incorporation du carbone dans le réseau trophique (Cushing et al., 1993; Wallace and
Webster, 1996). Une exposition des gammares a de faibles concentrations de nAg pourrait donc
indirectement avoir des conséquences sur le fonctionnement des écosystemes d’eau douce en modifiant
le cycle de la matiére organique via une réduction des flux de FPOM.

Dans I'expérience 2 «Effets des nanoparticules d’argent sur 3 populations de gammares appartenant
a l'espéce G. roeseli», un autre pattern de résultats a été observé sur ce niveau fonctionnel. Les
productions de FPOM de G. roeseli n’ont pas été modifiées par I'exposition aux nAg, par contre |'activité
de consommation a été augmentée chez les organismes prélevés sur le site de Marly et exposés aux nAg
de 10 nm a 5 pg.L™. L’absence d’une augmentation de FPOM en relation avec 'augmentation de I'activité
de consommation suggére également une réflexion autour des hypothéses d’assimilation ou de
perturbation digestive citées précédemment. Quoi qu’il en soit, ces résultats ouvrent de nouvelles voies
de réflexion et méritent donc d’étre approfondis notamment en focalisant des recherches sur la
physiologie digestive des gammares.

Finalement, a la lumiére de I'ensemble des résultats, le niveau cellulaire classiguement étudié dans
les études de nano-écotoxicité, ne semble pas, en tout cas de la fagon dont nous I’'avons abordé, étre le
mieux adapté a I'étude des effets des nanoparticules 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 transport MXR et activité ETS). L'ensemble de ces résultats est cohérent avec les deux seules
études ayant adopté une approche multibiomarqueur cellulaire similaire, chez G. roeseli exposé aux
nanoparticules de dioxyde de cérium (nCeO,; Garaud et al., 2015), et chez G. fossarum exposés aux nAg
(Mehennaoui et al, en préparation). A I'inverse, les trois autres niveaux étudiés semblent apporter des
informations pertinentes et complémentaires relatives aux effets des nanoparticules sur le métabolisme
énergétique de G. roeseli, qui s’est avérée |'espece la plus sensible. Des réductions de l'activité de
locomotion liées aux expositions aux nanoparticules correspondent a des réponses rapidement mises en
place dés la détection de la contamination. Elles pourraient suggérer une baisse d’activité colteuse en
énergie pour permettre son stockage ou sa réallocation pour la mise en place de mécanismes de

détoxication. Au niveau (sub)cellulaire, I'induction d’activité des mécanismes de détoxication n’a
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toutefois pas été observée en réponse a I’exposition aux nanoparticules. Ces mécanismes sont peut-étre
mis en place a de plus forte concentrations ou apres une durée de contamination plus longue. Le
stockage d’énergie serait alors prévisionnel et s’effectuerait dés les plus faibles concentrations
d’exposition percues par I'organisme. L’hypothése d’un stockage d’énergie semble également plausible
si 'on considere les résultats obtenus au niveau physiologique telle que I'augmentation de la
consommation en oxygene mais également au niveau fonctionnel avec la baisse de production de FPOM.
Finalement, une méme hypothése de mise en réserve énergétique peut étre proposée suite aux résultats
obtenus aux trois niveaux d’intégration étudiés et mériterait d’étre étudiée plus en profondeur afin

notamment de relier ces trois observations.

I.5. Intérét d’'une double approche écotoxicologique et écologique

Une double approche écotoxicologique et écologique associée a une étude en conditions
environnementalement réalistes s’est avérée intéressante et pertinente pour envisager la réponse a la
guestion des effets des nanoparticules sur les organismes aquatiques et sur les écosystémes d’eau
douce. En effet, il est intéressant, avec une telle approche, de pouvoir simultanément observer les
résultats d’'une contamination au niveau individuel et les conséquences qui pourraient en découler sur
les écosystemes d’autre part (niveau fonctionnel). Ce type d’approche qui demeure assez peu commune
dans les études relatives aux effets de contaminants, I'est encore moins dans le domaine des
nanoparticules. 1l en ressort que pour le gammare, les mesures se rapportant aux aspects
traditionnellement associés a I'’écologie sont plutot faciles a mettre en place puisqu’elles ne nécessitent
guére que des filtrations et des mesures de masses. Elles sont donc également moins coliteuses, non
destructrices, et apportent une idée concrete des effets de I'exposition des nAg sur les organismes, ainsi
que sur leurs conséquences potentielles sur les écosystemes d’eau douce.

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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Il. 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 étre directement conditionnée par leur devenir dans un systéme
complexe. L'ensemble des processus de transformation et de dégradation chimique (dissolution,
sulfuration, photodégradation) et physique (homo et hétéroagrégation) participe a leur bioaccessibilité
et biodisponibilité pour les organismes, et leur étude se révele donc étre d’une grande importance dans
les expérimentations en écotoxicologie aquatique. Or, ce qui fait la spécificité des nanoparticules repose
sur des facteurs intrinseéques. Leur composition chimique, leur taille, leur forme, leur surface spécifique,
leur charge, leur enrobage ou encore leur fonctionnalisation sont des paramétres pouvant eux-aussi
influencer leur toxicité. Ces facteurs peuvent également influencer la transformation et le devenir des
nanoparticules dans le milieu. En somme, les parameétres intrinséques propres a la nanoparticule et les
parametres extrinséques lié a son milieu environnement sont fortement interdépendants et participent
ensemble au devenir et a la toxicité des nanoparticules. C'est pour cela que la caractérisation des
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 a laquelle
les organismes ont réellement été confrontés. Cependant elle se heurte encore a de nombreuses limites
techniques. C'est le cas par exemple dans nos travaux de thése ol une volonté de travailler dans des
conditions environnementalement réalistes a quelque peu freiné le déploiement d’une caractérisation
poussée. Les mesures au Nanosight (Nanoparticle Tracking Analysis) des diametres hydrodynamiques et
des potentiels zeta des nAg dans une eau de riviere, qui plus est a de faibles concentrations d’exposition
se sont révélées infructueuses en raison de nombreux artefacts causés par les autres éléments présents
dans le milieu (matiéres en suspension, matiére organique etc.). Des vérifications des diameétres
hydrodynamiques des nanoparticules des solutions stock ont toutefois pu étre effectuées au microscope
électronique a transmission (MET), au Nanosight ou par diffusion dynamique de la lumiére (DLS). Ces
mesures ont notamment permis de vérifier que I'exposition des gammares avait bien été réalisée a partir
de différentes tailles et formes de nanoparticules, afin d’évaluer I'existence d’effets dépendants de ces

parametres.
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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 a 100 nm). Les mesures de diametre hydrodynamique effectuées au Nanosight ont bien
confirmé les tailles déclarées par les fournisseurs. Les effets observés notamment sur la consommation
en oxygene et la production de FPOM ont révélé, pour les plus petites tailles testées de 10 nm, des effets
plus marqués et induits par de plus faibles concentrations en nAg. Cette tendance n’a toutefois pas été
observée pour tous les biomarqueurs qui ont répondu a I'exposition aux concentrations de nAg. Par
exemple, chez G. roeseli, les baisses de locomotion n’ont pas répondu a cette tendance d’effets
dépendants de la taille des nAg. De plus, 'augmentation de la consommation en feuilles des gammares
de la population de Marly exposée au nAg de 60 nm (5 pg.L™) n’a pas été observée a la plus petite taille
testée de 10 nm.

Dans leur étude, Auffan et al. (2009) expliquent I'existence de propriétés de surface et de réactivités
dépendantes de la taille des nanoparticules qui favorisent I'adsorption de celles de moins de 30 nm. Ce
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 a 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 suggere 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-llan 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-dessous reprend les résultats de I'analyse discriminante (présentée
dans le chapitre 3, section IV). Par souci de clarté, les résultats correspondant aux organismes témoins et
a ceux exposés a 5 ug.L™" de nAg de différentes tailles sont groupés dans deux ellipses aux contours plus
épais. Les résultats correspondants aux cing tailles de nAg testées a 5 pg.L™" sont également mis en
évidence a I'aide d’ellipses colorées. Sur cette figure et selon I'axe 1, une homogénéité des témoins est
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.

Axis 2
3

Témoins

SugL?

10nm 20nm 40nm 60nm 100nm 3

-

Protein/Tiglycerid/Cholesterol ¢ 10nm-0 10nm-0,5 10nm-2,5 & 10nm-5,0
Electron Transport System P-value=1.7 10 | ng'g 2&""3’2 ng'g-z o 2:""28
Akl A A 40nm- 40nm-0, 40nm-2, A 40nm-5,
Ventilation ) Error rate :0.56 B60:m-0 60nm-0.5 S35 600
Oxygen consumption 100nm0  100nm0,5  100nm-2,5 ¥ 100nm-5,0

Figure 81 : Analyse discriminante couplant les réponses de 6 biomarqueurs mesurés sur G. roeseli, pour
des gammares exposés & 4 concentrations (0, 0,5, 2,5 et 5 ug.L™) de 5 tailles de nAg (10, 20, 40, 60 et 100
nm) aprés 72h (n=4 ; Wilks p-value=1,7 107 ; taux d’erreur=0,56).

Alors que les expérimentations en microcosmes se sont uniquement intéressées a différentes tailles
de nAg sphériques, les expérimentations en condition plus complexes ont quant a elles étudié
différentes formes et compositions de nanoparticules. Les parametres expérimentaux étant trop
éloignés, leur comparaison semble inappropriée. Le méme constat est établi pour les deux types
d’expérimentations menées sur les nAg en microcosmes d’une part et en mésocomes d’autre part. Au
contraire, les protocoles expérimentaux des trois mésocosmes étant communs, une interprétation sur
les effets de la composition des nanoparticules aurait pu étre proposée. Cependant, en raison des fortes
mortalités observées dans chacun des dispositifs suggérant un protocole expérimental inadapté a I'étude
sur les gammares, aucune interprétation fiable quant a un effet en relation avec la nature de la
composition de la nanoparticule ne peut étre proposée.

Concernant les effets relatifs a la forme des nanoparticules, et bien qu’ils aient été étudiés dans les
mémes conditions (forte mortalité), il est apparu que les nAg de forme sphérique et les nTiO, de forme

cubique pourraient engendrer des effets plus marqués sur les gammares.
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Enfin, les effets qui semblent liés a la taille ol a la forme des nAg peuvent parfois étre le résultat d’'un
phénoméne de dissolution associé (Hoheisel et al., 2012). Il est a noter que pour la grande majorité des
résultats observés, aucun phénomeéne de dissolution n’a été clairement observé dans nos milieux, a nos
concentrations et pour les méthodes de mesures utilisées. Les paramétres physicochimiques et/ou les
temps d’exposition n’ont sans doute pas favorisé ce processus. Cependant, ces résultats sont a prendre
avec précaution car une adsorption de l'argent dissous sur la matiére organique présente dans les
milieux pourrait empécher sa détection et son dosage précis comme cela avait été observé dans les
études d’optimisation de la contamination présenté dans le chapitre 2 (Section 11l.1.4. Test a |'eau

déminéralisée).

I1.2. 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
concentration massique du matériel qui les compose. Or, comme le suggéerent les résultats de I'analyse
discriminante présentés précédemment, pour une méme concentration massique, les effets peuvent
varier en fonction de la taille des nanoparticules, c’est-a-dire leur surface spécifique. Ce constat souléve
I'intérét d’étudier les effets des nanoparticules a partir d’'une gamme de surfaces réactives plutot que
d’'une gamme de concentrations massiques. Rappelons que le caractére innovant des nanoparticules et
leur forte réactivité sont imputables a cette aire de surface spécifique. De plus en plus d’études,
notamment celles s’intéressant aux effets dépendants de la taille, émettent ces mémes
recommandations (Bar-llan et al., 2009; Cowart et al., 2011; Xia et al., 2006). Certaines méme présentent
les résultats en fonction de ces surfaces calculées a partir d'images de microscopie électronique a
transmission (Bar-llan et al., 2009).

En partant du postulat que l'effet observé n’est pas uniquement di a la composition des
nanoparticules (l'argent par exemple) mais plutét a lintrusion ou I'adsorption de structures
nanoparticulaires empéchant le bon fonctionnement d’'un mécanisme biologique, alors la représentation
des résultats devrait étre effectuée par rapport au nombre ou a la surface des nanoparticules. Cet aspect
révéle une fois de plus la complexité des études de nano-écotoxicité.

Finalement, a I'heure actuelle I'étude 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

a la prise en compte de la surface réactive devraient a I'avenir étre mieux prises en compte.
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Discussion et perspectives

lll. Les limites, points a développer et poursuites envisageables
[11.1. Les limites techniques

Plusieurs limites techniques ont été signalées tout au long de ce manuscrit de thése. Un des verrous
majeurs concerne la caractérisation des nanoparticules dans des conditions d’exposition se rapprochant
d’un certain réalisme environnemental.

Un des premieres limites concerne la maitrise des concentrations d’exposition et la mesure de
I'argent dissous issu d’une dissolution oxydative des nAg. Ces limites sont en lien avec les techniques de
préparation, de détection et de dosage des métaux dans des milieux hétérogenes composés notamment
de matiere organique. Dans I'étude des nanoparticules pour lesquelles les PEC sont encore trés basses,
les limites de détection des instruments de dosages classiques par spectrométrie de masse (ICP-MS) ou
par spectrométrie d’absorption atomique (AAS) sont trop élevées pour permettre des études a des

concentrations réalistes (ng.L™")

Une nouvelle technique trés prometteuse dans I'étude des nanoparticules est cependant en plein
essor; il s’agit de la sp-ICP-MS (single particle ICP-MS). Cette technique est capable d’étudier les
nanoparticules dans des échantillons complexes et a de trés faibles concentrations de I'ordre du ng.L*
permettant de travailler dans des gammes environnementalement réalistes (Mitrano et al., 2014). Une
possibilité innovante de cette technique réside également dans I’évaluation quantitative des cinétiques

de dissolution des nAg (Mitrano et al., 2014).

La microscopie hyperspectrale est une autre technique intéressante dans I'étude des nanoparticules
puisqu’elle permet une observation optique associée a une analyse spectrale. Si des nanoparticules
semblent étre observées dans un échantillon, I'analyse spectrale peut le confirmer. Cette capacité
d’imagerie hyperspectrale est notamment tres intéressante pour I'étude de nTiO, et NTC pour lesquelles

les techniques de dosages classiques ne sont pas encore adaptées.

[11.2. Manques et poursuites envisageables

Un des aspects limitant la précision de I'étude de la contamination des gammares dans les tests
d’écotoxicité concerne le dosage du contaminant qui ne peut étre réalisé de maniere fiable qu’a I'échelle
d’un organisme entier. La cuticule des gammares représente une grande surface d’adsorption et une
dissection des organismes pour prélever des tissus ne fournirait pas assez de matiere. Afin de localiser la

contamination et de savoir si les nanoparticules sont adsorbées et/ou absorbées, I'imagerie est un outil

287



pertinent qui permettrait de mieux interprétés les résultats obtenus. En effet, de I'imagerie en micro
fluorescence a été effectuée sur un des gammares exposés 96 h a 1 mg.L™* de nTiO, (Expérience A,
Chapitre 4, section |.) 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’observer si elles sont libres dans le bol alimentaire, adsorbées aux parois du tube digestif, passées dans
les espaces intercellulaires ou internalisées dans les cellules. Un outil récent et puissant en termes
d’imagerie des nanoparticules, le NanoSIMS (spectrométrie de masse a ionisation secondaire) pourrait
également étre utilisé dans ce type d’étude. En effet, avec cet outil, Georgantzopoulou et al. (2013) ont
pu observer la présence de nAg dans la lumiére intestinale des daphnies qui semblaient passer a travers

la barriere épithéliale.

Une des voies de détoxication bien connue des métaux (Amiard et al., 2006; Hamer, 1986) et dont les
mesures n‘ont pas encore été effectuées dans les études présentées dans ce manuscrit concerne les
métallothionéines (MT). Des inductions des MT ont déja été observées chez des crustacés suite a des
contaminations métalliques (Amiard et al., 2006; Correia et al., 2002; Galloway et al., 2004) ainsi que
chez des moules aprés une exposition au nAg (Gomes et al., 2015). Ces résultats pourront nous apporter

des informations intéressantes notamment sur I'absorption de nAg ou d’argent dissous dans les cellules.

Enfin, pour affiner notre étude sur les effets des nAg sur le niveau fonctionnel, I'activité de
production de FPOM du compartiment microbien serait a prendre en compte. Plusieurs tests ont
d’ailleurs été élaborés en ce sens dans le courant de cette thése, mais le protocole expérimental n’a pas
été optimisé pour observer des effets. Des études plus poussées devraient étre 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 écosystemes.
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Conclusion

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’organisation biologique. Ainsi, une 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 méme que des marqueurs comme les réserves
énergétiques n‘ont pas semblé affectés de maniere significative. Les réponses observées semblent
pourtant refléter la mise en place d’une stratégie d’économie et/ou de stockage d’énergie, qui
interviendrait de maniére précoce et s’effectuerait des les plus faibles concentrations d’exposition
percues par I'organisme. Méme si, dans ces conditions, les faibles concentrations 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 matiére organique et donc sur I'équilibre du fonctionnement des écosystémes d’eau
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. Cependant, toute la difficulté d’une telle
démarche a pu étre appréhendée dans ce travail de thése, puisque des mortalités répétées et anormales
sont survenues chez les gammares lors des expositions aux trois nanoparticules étudiées dans ces
conditions (nAg, nTiO, et NTC). Cette mortalité ayant été observée chez les gammares témoins aussi bien
qgue chez les exposés, il est apparu délicat d’interpréter les résultats obtenus et une réflexion autour des

possibilités d’amélioration des dispositifs expérimentaux est engagée.

Finalement en considérant I'’ensemble des résultats obtenus dans ce travail doctoral, il peut étre
conclu qu’un rejet de nanoparticules d’argent est susceptible de générer des effets indirects sur le
fonctionnement des écosystemes en affectant la physiologie des gammares. Toutefois, et méme si les

conditions d’exposition pour lesquelles ces conclusions ont été émises se sont efforcées d’étre les plus

réalistes possibles, ces conditions n’ont pas pris en compte la totalité des parametres reflétant la
complexité des écosystemes d’eau douce. Seules les expérimentations en mésocosmes permettent de
s’en approcher au plus prés et permettraient de confirmer ces observations. Il serait alors judicieux de
mettre au point un protocole expérimental adapté a I'étude des gammares mais également a I'étude de

leur activité fonctionnelle.
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Face aux craintes sociétales soulevées actuellement par I'utilisation croissante des nanoparticules, et
suite aux conclusions dégagées par ce travail doctoral, il semble que le rejet de nanoparticules dans les
écosystéemes d’eau douce ne conduise pas a un scénario catastrophique, mais semble plutét alerter sur
la prise en considération d’'une forme émergente de contamination dont il conviendra de mieux
connaitre 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’évaluation et d’interprétation des résultats doivent étre améliorées et adaptées a ce contaminant
émergent qui impose d’adopter une nouvelle démarche de réflexion, différente de celle classiquement
employée en écotoxicologie. L'instrumentation associée a la caractérisation et a la quantification des
nanoparticules en milieu complexe se développe actuellement et de nouvelles techniques tres
prometteuses permettront certainement de débloquer les verrous actuels et d’envisager une étude plus

précise des effets de ces nanoparticules dans I’environnement.
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ANNEXES

ANNEXES

Annexe 1: Données physicochimiques des cours d’eau étudiés: qualité générale et données
élémentaires de conductivité et de matiére en suspension de 2005 a 2013. Données acquises via I'agence
de I'eau Rhin-Meuse et disponibles sur la plateforme S.I.LE.R.M. (Systeme d’information sur I'Eau Rhin-
Meuse).

http://rhin-meuse.eaufrance.fr/qualit-coursdeau

Descriptif de la Méholle a Void-vacon

A:

- B : Descriptif de la Nied Frangaise a Lemud
C : Descriptif de la Nied Frangaise a Baudrecourt
D:

Descriptif de la Seille a Metz
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http://rhin-meuse.eaufrance.fr/qualit-coursdeau

A : Descriptif de la Méholle a Void-vacon

LA MEHOLLE A VOID-VACON
(02107900)

Descriptif de la station

Coordonnees (x,y, L93}-PK: 892258 m, 6843657 m - - Ruisseau la Meholle

Commune (Insee, Nom]: (55573 WOID-VACOM

Classe de dureté Classe 5

Catégorie piscicole: Premiére catégorie

Excepiion typologigue:

Code hydrographique B211030C - MEHOLLE (FRE1RS0T)

iasse d'eau:

Reseau(x) d'apparienance: 0200000002 - RNE RM (01/011997-31/1242006)
Q:ﬂ_ ] E EE[}E. EEEEM (01A01/2005-31M 212008)

0200000047 - ESPL (01/01/2003-31/1 2/2006)
L - BCSEMDRE-CE (01M12012- En
Cours )
0200000055 - RCSRMDM-CE (01/01/2007-En
COurs )

PRI (01/01/2007- En cours )

D5H0ND0NSS - RRESUPNLO
cours )

Suivis réalisés: Mesures Qualité SEQ-EAU QSUP
Mesures hydro-piscicoles |
Mesures hydrobio Diatomees
Mesures hydrobio Invertébrés
Mesures phys-chim-pbio-pp QSUP

Fiche de synthése :

Qualité Génerale
Paramétres

Q.l&lrteﬁenerﬂe

« 02 dissous % (percenhle o0)
+ 02 dissous mini. en mgfl

* DBOS (percentile 90)

* DCO (percentile 90)

- MH4+ (percentile 90)
Légende

Classe de qualité  Qualité Générale Ouygﬂ'letismm. Duygﬂ'lem DBOS en mg d'02 | DCO en mgl d'O2 MH4+ en mg/l
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ANNEXES

LA MEHOLLE A VOID-VACON(02107200)

Choix du paramétre Conductivité
Choix du support Eau brute

Donndes aélémentaires

Eau brute
1000 —
F I+ Conductivite us/cm
30 - 1
400 f
- . BT .t ..‘," o[ e P L L | y L L AL L ML
L | ¥ 1 atty el L T y —+ B \ !
an [ L E
W
o L L
= & 4 = - = = “ Y
g g 8 ¢ g g g B & R
= 5 a = = = = = =
= 8 2 = 5 = = = =
= k. E 2 3 i = 5 S H
LA MEHOLLE A VOID-VACON(021 07900)
Choix du paramétre Matiéres on suspension
Choix du support Eau brute
Donnédes élémentaires
Eau brute
a -
- Matiéres en suspension mg/L
I = Donnees non guantifiees
i
0 1 g | ;
M b ! TI 1% i » 7 + ¥ e Ak rEEETEEEY LI e i +
o IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.IIII‘IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
iy 5 & ! - " o =3 i
g g g g g g g g 2 3
= 3 & G e = = Z = =
E 3 5 = B a 5 § B
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B : Descriptif de la Nied Frangaise a Lemud

LA NIED FRANCAISE A LEMUD
(02104800)

Descriptif de la station

T st 0 Coordonnées (x.y, LB3)-PK: 946303 m, 6887420 m - - La Nied Francaise
| 3 . Commune (Insee, Nom) (57055 )JBAZONCOURT
= o E Classe 5
2gorie piscicole: Deuxiéme catégorie

Exception typologique:
Caode hydrographigue AG73012A - NIED FRANCAISE 2 (FRCR417)
1 Masse d'eau:
g § Réseau(x) d'appartenance: 0200000008 - ENE BEM (01/01/1991-31/12f2006)

- | 020000 RSPEM (01/01/2007- En cours )
| 020000 RCORMDR-CE (01/01/2014- En
cours )
0200000074 - REIRM-CE (01/01/2013-3112/2013)
02000001 PHLOE (01/01/2015- En
cours )

228
Fincelly

Suivis réalisés: Mesuras Qualité SEQ-EAU QSUP
Mesures hydrobio Diatomées
Mesures hydrobio Invertébrés
Mesures phys-chim-ubio-up QSUP

la nied francaise A lemud

Fiche de synthése :

Qualité Générale
Paramétres

Cualité Générale
= 02 dissous % (percentile 90)
= 02 dissous mini. en mag/l
= DBOS (percentile 90)
= DCO (percentile 90)
+ NH4+ (percentile 50)
Légende
Classe de qualitt = Qualité Générale | Oxygéne dissous  Oxygéne dissous | DBO5 en mg/l d'02 | DCO en mg/l d'02 NH4+ en mg/l

Trés bonne
Bonne
Passable
Mauvaise
Pollution excessive
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ANNEXES

LA NIED FRANCAISE A LEMUD(02104800)

Choix du paramétre Conductivité
Choix du support Eau brute

Donnges élémentaires

Eau brute
3000 —
| I - Conductvite psfcm
2000 i | bl
+# 1'0’ . ¥ : 4
r ¥ 4 il + 1 .
F o3 ! 3 = b X e
1000 ! £ e |
i 1 -
o
- - » ; - . a = & -
: g : 8 : : ; 5
- o o~ oi — -— — — — —_
g 2 2 : = 3 5 z
LA NIED FRANCAISE A LEMUD(02104800)
Choix du paramétre Matiéres on suspension
Choix du support Eau brute
Donnges élémentaires
Eau brute
12 -
| ~ Makiéres en suspension me/L
100 -
B 1
:-ll -
UIIIIII.I.I‘II‘IIIIII.II‘IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.IIIIIYII'IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
e i & i & o = e i =
g g g g g g g B g a
X & S & = o = = = o=,
2 = z z o = = =
E il g ] B 8 B & 2 =
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C : Descriptif de la Nied Frangaise a Baudrecourt

LA NIED FRANCAISE A
BAUDRECOURT (02104400)

Descriptif de la station

Coordonnées (x,y, L93)}-FPK: 952460 m, 6878837 m - - La Nied Francaise
Commune (Insee, Nom) (57054 JBAUDRECOURT

Classe de durete: Classe 5

Catégorie piscicole Deuxiéme catégorie

Exceplion typologique:

AST0012A - NIED FRANCAISE 1 (FRCR416)

ENE BM (01/01/1991-31/1272006)
RESALTT (01/01/1991- En cours )

3 A ER ‘\ € 2 RCORMDR-CE (01/01/2007- En
16N -SCANZS® AERM -octoors 2oafhoulny cours )
0200000074 - REIRM-CE (01/0172013-311272013)
0200000092 - F FHLOR (21/09/2008- En
cours )
SuUivis realises Mesures Qualité SEQ-EAU QSUP
Mesures hydrobio Diatomées
Mesures hydrobio Invertébrés
Mesures phys-chim-pbic-up QSUP
Fiche de synthése :
Qualité Générale
Paramétres
2006 2009 2010 2011 | 2012 2013 |
Qualité Générale 2 2 2 2 | 2 2
+ 02 dissous % (percentile 90) 69 68 59 66

+ 02 dissous mini. en mg/l
« DBOS5 (percentile 90)
« DCO (percentile 90)
« NH4+ (percentile 90)
Legende

Classe de qualité

Oxygéne dissous | DBO5 en mg/l d'02 | DCO en mg/l d'0O2 NH4+ en mg/l

en % de saturation

Qualité Générale Oxygéne dissous

en mg/l

Trés bonne

Passable
Mauvaise
Pallution excessive

Milieu & maintenir aérobie en permanence
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ANNEXES

LA NIED FRANCAISE A BAUDRECOURT(02104400)

Choix du paramatre Conductivite
Choix du support Eau brute

Donnges élémentaires

2000

@

Eau brute

_ FRREN
4 1 4
I P 4 ¥ia !
L +~ Conductivite ps/om
L + b . g ¥
\ i
¥ I + T

L } 1 1
- 1 + L1 *

— il + | 4 -

. H
J b
L ! | ¥ ||Y I
L + y
¥ .
| + ¥ +
I + +
.

3 1
) 5 1 T K 1 Y Y Y 1 Y T e 1 K K T A )
g g ! g g g 5 ; =
g 5 g = g g g # g 5
= & B k = = = = & :.,
S il 3 5 E & E 5 & B
- il z b a £ i = ]

LA NIED FRANCAISE A BAUDRECOURT(02104400)

Choix du paramétre Matiéres en suspension
Choix du support Eau brute

Donndes elementaires

=)

Eau brute

- Matiéres en suspension mg/L |,
I - Données non quantifiees
Lt 1
+
(W 1 +
| £ 4
+
[ +
» 1‘. y 3 +
L RN o L i anie LL L it
o+o Tk -t * T T .01' A * L et .‘ i [ d - 1 il
T T e e e T et b
- i - % - , o — - N
g g 3 g g g o g & 2
o S ] [ g g [» r Lt 1)
B d a = = = = S o
g 5 2 3 5 5 & z & S
Ex F = = = B = ] = o
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D : Descriptif de la Seille a Metz

LA SEILLE A METZ (02082900) |

Descriptif de la station

932760 m, 6893669 m - - La Seille

(57463 METZ

Classe 5

Deuxiéme catégorie

AT8B010A - SEILLE 4 (FRCR335)

a

' EM (01/01/1971-31/1272006)
{ESALTT (01/01/11971- En cours )
RSPRM (01/01/2007- En cours )
RCORMDR-CE (01/01/2014- En

20|20\

R

SUPNLOR (21/09/2009- En

)

Suivis realis

15}
1]

Mesures Qualité SEQ-EAU QSUP
Mesures hydrobio Diatomées
Mesures hydrobio Invertébrés
Mesures phys-chim-pbio-up QSUP

3
@
1]
m
T
3
L]

Fiche de synthese :

CQualité Générale
Paramétres

2006 | 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 |

Qualité Générale

+ 02 dissous % (percentile 90)
+ 02 dissous mini. en mg/l

+ DBOS (percentile 90)

« DCO (percentile 90)

+ NH4+ (percentile 90)
Légende

Classe de qualité | Qualité Générale | Oxygéne dissous  Oxygéne dissous | DBOS en mgl d'02 | DCO en mg/l d'02 NH4+ en mg/l

Trés bonne
Bonne
Passable 3as5 50a70
Mauvaise Milieu & maintenir aérobie en pe

Pollution excessive

Légende
Classe de qualitd “aleurs
Trés bonne
Bonne
Passable 3

Mavvaise 2
Pollution excessive
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ANNEXES

LA SEILLE A METZ(02082900)

Choix du paramétre Conductiviteé
Choix du support Eau brute

Donndes élémentaires

Eau brute

00—

F I-‘-- Conductiviteé psfcm
M -

]
L A { L
A 5 ¥ i L
3000 - 1 4
|8 . ‘
+ ) *y + i3
- 3 + ¥ fi -
A1 i ! I LY A |

2000 £ . i g

L i 'o L 2 2 Y L Fat ot + 4 -

F 4 | T11e + + ¢ \ b g | PR

M N % ] H i 3| 4 [
1000 . s i

_‘ + i - - -

E | 8 T

- - " , - . = .

‘ g g % g g 3 B g 2

: L il & = = = = [ =

] :_3 = ';3 2 i s L] é z

LA SEILLE A METZ(02082900)

Chaix du paramétre Matieres en suspension
Choix du support Eau bruto

Donndes élémentaires

Eau brute
o
Matigres en suspension me /L
+
00 -
00 -
.
’

L v

[ +

00 4

'
k 13
1
‘o o‘ i P a +

r bl . b ""&“" 1 " [ ‘» 1 “ Sk A “. +
gl e c e tneennd rnr o Tt dconnctertcn o onesn e e
= w - | - o o &

g g 8 g g g g . a

a 2 o 2 = = 2 s

= il (s = = = - = -

o = =] 5

S 3 E 3 2 L 2 L g
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Annexe 2: Rapports d’analyse des distributions de taille (Nanosight) des nanoparticules dans les
solutions stock diluées 200 fois dans de I'eau déminéralisée (Nanocomposix)

- A-10nm
- B-20nm
- C-40nm
- D-60nm
- E-100 nm
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ANNEXES

A : nAg de 10 nanometre de diameétre diluées 200 fois dans de I'eau déminéralisée

NANO BATCH ANALYSIS REPORT

Mancparticle Tracking Analysis (NTA) Version 2.3 Build 0033

2505 25237 J

£ E
% @
8 =
© ©
u W
c c
2 2
£ 2
=4 c
8 ]
5 5

[&] 5] —— AgilHNG-2001

[ AgiHTG-20002

AQIO-TG-200:03

"\__ B
O e S 5 w0 2w w40 so o A sw  sm  dom
Size (nm) Size (nm)
Averaged Size / Concentration Size / Concentration
Red efror bars indicate +/- 1 standard error of the mean
Included files: Ag10-mg-200x01 BATCH AVERAGE RESULTS:
Ag10-mg-200x02
Ag10-mg-200x03 Size Distribution: Mean: 25 +/- 1.3 nm
Date/Time of Report 17/02/2015 14:37:42 Mode: 14 +/- 1.3 nm

SD: 20+-2.9nm
Total Concentration: 24 27 +/- 0.47 particlesfframe
5.50 +/- 0.15 EB particles/im|
Total Completed Tracks: 3978
Average Drift Velocity: 1218 nm/s

CAPTURE SETTINGS

Camera Type: sCMOS
Shutter length: Varied
Shutter setting: 800
Camera gain: 350
Frame rate: Varied

ANALYSIS SETTINGS

Background Exfract: On
Detection Threshold: 2 - Multi

Blur: AUTO

Min track length: AUTO

Min expected size: AUTO
Temperature: 257,257,257 °C
Viscosity: 087,087,087 cP
WARNINGS

Vibration detected during analysis
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B : nAg de 20 nanometre de diametre diluées 200 fois dans de I’eau déminéralisée

NANO

Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) Version 2.3 Build 0033

871

Concentration (E6 particles/ml)

BATCH ANALYSIS REPORT

1081 —

Concentration (E6 particles/ml)

— Ag20-mg-0101
| Ag20-ma-0102
] Ag20-m-0103

T T T T T T T
300 400

1 I
100 200
Size (nm)

Averaged Size / Concentrafion
Red efror bars indicate +/- 1 standard error of the mean

| | | | |
500 600 700 800 900

Size (nm)

|
1000

Size / Concentration

Included files: Ag20-mqg-0101
Ag20-mg-0102
Ag20-mg-0103

Date/Time of Report ATI02/2015 11:44:226

BATCH AVERAGE RESULTS:

Size Distribution:

Total Concentration:

Total Completed Tracks:
Average Drift Velocity:

CAPTURE SETTINGS

Camera Type:
Shutter length:
Shutter setting:
Camera gain:
Frame rate:

ANALYSIS SETTINGS

Background Extract:
Detection Threshold:
Blur:

Min track length:
Min expected size:
Temperature:
Viscosity:

WARNINGS

Vibration detected during

Mean: 42 +/- 9.6 nm

Mode: 24 +/- 1.2 nm

SD: 36 +/- 16.0 nm

5.12 +/- 1.72 particlesiframe
1.09 +/- 0.35 EB particles/ml
947

422 nmis

sCMOS
Varied
Varied
Varied
Varied

On

3 - Multi

AUTO

AUTO

AUTO
251,251,251°C
0.89,0.89,0.89 cP

analysis
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C : nAg de 40 nanometre de diameétre diluées 200 fois dans de I'eau déminéralisée

NANO BATCH ANALYSIS REPORT

Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) Version 2.3 Build 0033

58 T 265
£ £
3 il
.
P o |
2 2 ‘
o
a
© ©
w u,
c
£ g
fid
£ £ ]
8 g ||
5 5 || ,_ :
[&] 5] | [ Agan-mg-0
iIT A [ Agtomacz
VA | Aganmeoa
/X [ |
T 1 T T T T T T T 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L] 100 200 300 400 S00 00 0 E00 900 1000 ] 100 200 300 00 500 600 00 B00 00 1000
Size (nm) Size (nm)

Averaged Size / Concentration Size / Concentration
Red error bars indicate +/- 1 standard error of the mean

Included files: Ag40-mq-01 BATCH AVERAGE RESULTS:

Ag40-mg-02

Ag40-mg-03 Size Distribution: Mean: 63 +/- 10.6 nm
Date/Time of Report 17/02/2015 10:58:24 Mode: 46 +/- 0.3 nm

SD: M4 +/-123nm
Total Concentration: 2.75 +- 0.06 particles/frame
0.59 +/- 0.01 ES8 particles/ml
Total Completed Tracks: 551
Average Drift Velocity: 554 nm/s

CAPTURE SETTINGS

Camera Type: sCMOS
Shutter length: 14 9927 ms.
Shutter setling: 600
Camera gain: 250

Frame rate: Varied
ANALYSIS SETTINGS

Background Extract: on
Detection Threshold: 3 - Multi

Blur: AUTO

Min track length: AUTO

Min expected size: AUTO
Temperature: 24.1,241,242°C
Viscosity: 091,091,091 cP
WARNINGS

Vibration detected during analysis
Auto max jump failed in some analyses
Settings changed during some analyses
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D : nAg de 60 nanométre de diametre diluées 200 fois dans de I'eau déminéralisée

NANO

Mancparticle Tracking Analysis (NTA) Version 2.3 Build 0033

BATCH ANALYSIS REPORT
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Size (nm)

Size / Concentration

Included files: Ag60-mqg-200x-01
AgE0-mg-200x-02
Ag60-mg-200x-03

Date/Time of Report 17/02/2015 14:09:30

BATCH AVERAGE RESULTS:

Size Distribution:

Total Concentration:

Total Completed Tracks:
Average Drift Velocity:

CAPTURE SETTINGS

Camera Type:
Shutter length:
Shutter setting:
Camera gain:
Frame rate:

ANALYSIS SETTINGS

Background Extract:
Detection Threshold:
Blur:

Min track length:

Min expected size:
Temperature:
Viscosity:

WARNINGS

Mean: 64 +/- 0.5 nm

Mode: 58 +/- 1.0 nm

SD: 17 +-0.3nm

18.52 +/- 1.41 particles/frame
3.93 +/- 0.32 ES particles/ml
3248

245 nmis

sCMOS
Varied

100
Varied

Cn

4 - Multi

AUTO

AUTO

AUTO
23.0,23.0,230°C
093,093,083 cP
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E : nAg de 100 nanometre de diameétre diluées 200 fois dans de I'eau déminéralisée

NANO

Manoparticle Tracking Analysis (NTA) Version 2.3 Build 0033
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BATCH ANALYSIS REPORT

[— agt00-mq-20001
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AgDD-me-20003
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E 0 &0 o0 £00 o0 000

Size (nm)
Size / Concentration

Included files:

Date/Time of Report

Ag100-mq-200x01
Ag100-mq-200x02
Ag100-mq-200x03
1710212015 14:26:25

BATCH AVERAGE RESULTS:

Size Distribution:

Total Concentration:

Total Completed Tracks:
Average Drift Velocity:

CAPTURE SETTINGS

Camera Type:
Shutter length:
Shutter setting:
Camera gain:
Frame rate:

ANALYSIS SETTINGS

Background Exiract:
Detection Threshold:
Blur:

Min frack length:
Min expected size:
Temperature:
Viscosity:

WARNINGS

Mean: 98 +/- 1.3 nm

Maode: 92 +/- 2.6 nm

SD: 25 +-15nm

7.60 +/- 0.31 particles/frame
1.69 +/- 0.07 E8 particles/ml
946

361 nmfs

sCMOS
Varied
50

100
Varied

On

2 - Multi

AUTO

AUTO

AUTO

258,258, 2568°C
0.87,087,0.87 cP
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Annexe 3 : Protocole établi sur la dreisséne par Garaud et al. (2015) et décrits en détails dans son

manuscrit. Protocole tiré d’'une publication de Garaud 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). 2,2'-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 pumol Trolox equivalent/g protein/min

(umolTeqg/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 pL 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 umol NADPH/g

protein/min (umolNADPH/gprot/min; € NADPH = 6220 M™*.cm™).

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 umol CDNB/g proteins/min (umolCDNB/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 H,0,/g proteins/min (mmolH,0,/gprot/in; € H,0, = 40 M™*.cm™)

332



ANNEXES

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 uL 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
uL NaOH 138.7 mM. A p-nitrophenol standard calibration curve was constructed ACP activity was

expressed in umol p-nitrophenol/g proteins/h (umolp-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). Fe®*
oxidation into Fe*" by LOOH contained in the whole homogenate was revealed by Fe** complexation with
XO. XO-Fe*" complex absorbance was measured at 620 nm after a 20 min incubation time. A Tert-butyl
hydroperoxide (TBH) standard calibration curve (6.25-200 umol/L) was constructed and LOOH contents

were expressed in umol TBH/g proteins (umolTBH/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 uM) 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

activity was expressed in umolpNA/g proteins/h (umolpNa/gprot/h, epNA=10500 M*.cm™ a 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 MgS0O, (15 uM), 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 umol O,/g fresh

weight/h (umolO,/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 pumol NADH/g proteins/h (umoINADH/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, LW., 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.
do0i: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-tomographie de G. roeseli aprés 4 jours d’exposition & 1 mg.L™ de nTiO,. A
Image en 3D de I'organismes entier et B: images acquises en plan coupé. Imagerie effectuée par L.

Giambeérini et P. Chaurand au CEREGE (Aix-en-Provence).
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Annexe 5 : Images en micro-fluorescence X a haute résolution en énergie (micro-HR-XRF) de G. roeseli
aprés 4 jours d’exposition @ 1 mg.L™" de nTiO,.Imagerie effectuée par L. Giambérini et P. Chaurand au

CEREGE (Aix-en-Provence).
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tout

esocosmes

7

Cinétique de la température moyenne mesurée dans la colonne d’eau des 9 m

Annexe 6

au long de I'expérimentation relative aux nAg. Les temps JO d’introduction des gammares et les temps J7,

J14 et J21 de préléevement sont représentés par une fléche.

Jo introduction

20,7+0,3°C

J21 prélévement

18,0+0,1°C
J14 prélévement
17,1+0,2°C

7 préléevement
17,5+0,3°C
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Cinétique d’agrégation dans de I'eau Volvic de 3 types de nTiO,, anatase cubique (AB), rutile

Annexe 7

standard (RS) et anatase batonnet (AB) pendant 14 minutes. Données acquises par C. Pagnout.
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Effets (sub)individuels et fonctionnels des nanoparticules sur les Crustacés Gammaridae d’eau douce.

Qu’il s’agisse de crémes solaires, d’additifs a carburant ou d’emballages alimentaires, ces produits d’utilisation courante
contiennent des nanoparticules, et I'ensemble des processus de leur production, utilisation et vieillissement conduit a un
relargage direct ou non dans les milieux aquatiques. Le rejet accru de nanoparticules dans les écosystémes d’eau douce
est donc a prendre en considération et souléve la question de leurs effets potentiels sur les organismes y vivant.

Le programme collaboratif ANR P2N — MESONNET (2011 — 2015) s’est attaché a décrire le devenir des nanoparticules
(transfert et transformation dans les milieux et dans les organismes vivants) ainsi qu’a déterminer leur écotoxicité. Le
travail présenté dans ce manuscrit a pris part a cette évaluation en étudiant les effets de nanoparticules d’argent, de
titane et de carbone (nanotubes) sur des Crustacés Amphipodes appartenant au genre Gammarus. L'approche
expérimentale mise en ceuvre a cherché a évaluer, en laboratoire, I'effet sur les gammares de |’exposition aux
nanoparticules en focalisant sur des biomarqueurs mesurés au niveau (sub)individuel (cellulaire, physiologique,
comportemental) et sur des paramétres ayant trait a leur réle fonctionnel dans les écosystemes. La démarche s’est
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) a de faibles
concentrations en nanoparticules et en présence de nourriture.

Dans ce contexte, I'étude des effets des nAg sur trois espéces de gammares a révélé une plus forte sensibilité de G.
roeseli, chez lequel I'exposition a engendré une réduction de I'activité locomotrice et de la production de fines particules
de matiere organique (FPOM). Sur le plan physiologique, une augmentation de la consommation en oxygéne a été
observée chez des gammares exposés aux nAg, et ce, malgré une stabilité de réponse des marqueurs du métabolisme
énergétique étudiés. La consommation en oxygéne s’est avérée corrélée aux concentrations en argent mesurées dans les
organismes, ainsi qu’a la taille des nanoparticules testées. L'influence de la forme des nanoparticules (nAg : triangulaires
plates et sphériques ; nTiO, : cubiques ou en batonnets) et de la présence de matiére 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 suggéerent des effets
dépendants de la forme des nanoparticules.l’ensemble de ces travaux souligne l'intérét d’'une double approche,
écologique et écotoxicologique, permettant de mieux appréhender les effets des nanoparticules sur les écosystemes
d’eau douce.

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; nTiO,: cubic and rod-shaped) and of the organic
matter (CNT) was studied in mesocosms by focusing mainly on cellular indicators (energetic storage, antioxidant
response, damage...) and individual ones (osmoregulation, ventilation and locomotion). The obtained results 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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