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INTRODUCTION

Depuis un peu plus d’une dizaine d’années, les nanotechnologies suscitent
I’engouement des scientifiques et des industriels du monde entier. En effet, la manipulation de
la matiere a 1I’échelle du nanometre ouvre de nouvelles portes et d’infinies possibilités dans de
nombreux domaines trés variés comme 1’industrie, la médecine ou encore le développement
durable, pour ne citer qu’eux (Suzane et Pierre D., 2011)

Ces nanotechnologies emploient de grandes quantités de nanomatériaux dont les
caractéristiques peuvent étre tres différentes, générant ainsi I’apparition de toute une nouvelle
classe de matériaux aux propriétés tres particuliéres. Les nouvelles propriétés exhibées par les
nanomatériaux sont également une source d’interrogations quant a une toxicité différente.
Ainsi, en parallele du développement des nanotechnologies, a débuté 1’étude de la toxicité des
nanomatériaux et avec quelques années de retard, 1’étude de leur écotoxicité. La mise sur le
marché de produits contenant (officiellement) des nanomatériaux est passée de 54 en 2005 a
1317 en 2011(Camille L., 2011, Nanna B. Hartmann et al .,2012 )Cette forte augmentation est
aussi synonyme d’une production accrue de nanomatériaux et donc d’un risque plus important
d’accidents lors de la production ou du transport qui pourraient mener a une pollution de
I’environnement.

Le cycle de vie de ces produits a base de nanomatériaux pourrait aussi étre a 1’origine
d’une contamination chronique de 1’eau, du sol et de I’air ambiant.
Enfin, la dissémination volontaire de nanomatériaux dans 1’environnement est aujourd’hui
averée, notamment pour la remédiation de sites pollués.
Dans ce cadre, il est donc primordial de répondre a la question de I’impact de ces
nanomatériaux sur I’environnement (Hun Je Jo et al ,.2012).

Plusieurs chercheurs ont été conduits a proposer des indices biotiques (Daphnia magna)
basées sur 1’évaluation de la richesse spécifique et traduisant la qualité des eaux superficielles.
Daphnia magna, dans les conditions de perturbation, permet de servir comme signal d’alarme.
Le développement du bio indicateur ouvre ainsi la voie a une surveillance, plus large et

écologique intégrant les effets sur I’environnement grace a des organismes sentinelles.

Pour une meilleure ¢laboration des scenarii résultant de 1’exposition des especes
vivantes aux nanoparticules (cas d’oxyde de titane et I’oxyde de fer), nous présentons 1’effet
aigue et chronique des NP sur une espece bio indicatrice (Daphnia magna) a travers les
différents tests sur les parameétres de cycle de vie (taux de mortalité, tailles des juvéniles,

grandeur de ponte...etc.).



Les objectifs méthodologiques visent a évaluer de fagon pertinente 1’écotoxicité des
nanomatériaux est la prise en compte de leurs caractéristiques physico-chimiques
telles que la composition chimique, la forme, le diametre nominal ou encore la phase
cristalline.

Les objectifs d’amélioration de gestion visent a exploiter les résultats de ce PFE en
fournissant des recommandations aux acteurs en charge de la gestion des
nanoparticules (responsables des hdpitaux et station d’épuration des eaux usées,
collectivités locales et services de 1’Etat en charge de contrdle des laboratoires de

recherche et industries).

Dans cette optique nous avons structuré notre travail de la maniere suivante :

>

Le chapitre 1 est consacré a 1’étude bibliographique sur les nanoparticules dont
["objectif est de synthétiser les informations sur leur Apparition et développement,
définition, Origine, Propriétés et leur aspect toxicologique et sanitaire ;

Le chapitre Il présente une étude de la biologie de Daphnia magna ;

Le chapitre 111 décrit le matériel utilisé et les méthodes appliquées ;

Le chapitre IV traite les résultats, discussion et perspective.
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1. Les nanomatériaux : enjeux, propriétés et risques

1.1. Apparition et développement des nanotechnologies :

Les concepts associes aux nanotechnologies ont été proposes pour la premiére fois en 1959
par le physicien Richard Feynman quand il évoquait I’infiniment petit. Ce dernier explorait la
possibilit¢ d’examiner et de manipuler les matériaux a 1’échelle nanométrique, imaginant
I’ensemble de /’Encyclopaedia Britannica écrit sur la téte d’une épingle. Cependant, le terme
nanotechnologie ne fut utilise pour la premiere fois qu’en 1974 lorsque Norio Taniguchi, un
chercheur de I’Université de Tokyo, I’employa pour décrire la capacité¢ de fabriquer des
matériaux a I’échelle nanométrique. Depuis, les nanotechnologies représentent un secteur en
pleine expansion puisque I'USF National Science Foundation estime que limpact
économique des nanotechnologies a travers le monde se chiffrera a plus de mille milliards de

dollars d'ici a 2015, et générera plus de 2 millions d'emplois.

La production de nanomatériaux devrait ainsi connaitre une croissance exponentielle dans les
prochaines années. Ils touchent déja de trés nombreux secteurs : la production d’énergie,
I’¢lectronique, la médecine, 1’agro-alimentaire, 1’aéronautique, 1’automobile, la construction

ou encore la cosmétique (Tableau 1)

Tableau 1. Principales applications des nanoparticules dans différents secteurs

Nanoparticules Propriétés Applications Secteurs
C60 conductivité Fil conducteur, transistor, diode Electronique
résistance amélioration performance des raquettes Sport
Nanotube résistance résistance mécanique et imperméabilité Textile
carbone
adsorption traitement eau potable/ pollution Environnement
Noir de carbone résistance élastomere Matériaux
isolant électronique Electronique
antiagglomérant additif Alimentation
poreux nanovecteur-délivrance ciblée de | Santé, pharmacie
médicaments
adhérence pneu Automobile
antibactérien vétements Textile

pansements

Santé, pharmacie




pigment dentifrice Cosmétique

Dioxyde de Titane anti UV créme solaire

pigment peinture Matériaux

photocatalytiques vitrage/béton autonettoyant

Oxyde adsorption traitement eau potable/ pollution Environnement

d'Aluminium

catalyse traitement eau potable/ pollution

Oxyde de Fer adsorption/magnétique traitement eau potable/ pollution Environnement

Oxyde de zinc anti UV créme solaire Cosmétique

anti vieillissement soin pour la peau

En effet, les nanotechnologies ont un impact sur I’économie mondiale du fait de leurs
applications dans un grand nombre de secteurs. Le marché global des produits issus des
nanotechnologies est en plein expansion avec 11,7 milliards de dollars en 2009, il devrait
atteindre plus de 26 milliards de dollars en 2015 avec un taux de croissance annuel de 11,1%(
AFSSET, 2010) Le secteur majeur des nanotechnologies qui concerne les nanomatériaux
représentait 9 milliards de dollars en 2009 et devrait atteindre 19.7 milliards de dollars en
2015 avec un taux de croissance annuel de 14,7% (BBC Research, 2010) [1].

L’utilisation des nanosciences dans les produits de consommation est en plein essor avec
seulement 212 produits contenant des nanomatériaux manufacturés en mars 2006 pour
atteindre plus de 1317 produits en mars 2011 (Figure. 1). Si la tendance actuelle continue, le

nombre de produits pourrait atteindre 3400 d’ici 2020 (Nanotechproject, 2011b) [2].
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Figure 1. Nombre total de produits contenant des nanomatériaux manufacturés au
10/03/11(Nanotechproject, 2011b) [2]
Le matériau le plus utilisé dans les produits manufacturés est 1’argent suivi du carbone (y
compris les fullerenes) et du titane (TiOy) (Fig.2). Les plus grandes utilisations industrielles
actuelles sont liees a la fabrication des pneumatiques (oxyde de silicium) et pour la
formulation des cosmétiques, avec une consommation dépassant 1000 tonnes par an
(principalement d’oxyde de titane) (Witschger O et al., 2005) Les autres usages actuels semblent
ne pas dépasser chacun 10 tonnes par an, mais sont promis a une forte croissance. Les
nanoparticules Ag présentent 1’avantage d’étre utilisées dans différents secteurs et d’avoir une

production maitrisée.
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Figure 2. Nombre de produits manufacturés contenant chaque type de matériaux au 10/03/11

(Nanotechproject, 2011a) [3]



1.2. Présentation :
1.2.1. Définitions :

Nanométrique : domaine de dimension compris entre 1 et 100 nm (ISO/TS 27687,
2008).

Nano-objets: matériaux présentant une, deux ou trois dimensions externes de taille
nanométrique (ISO/TS 27687, 2008).

Nanoparticules : nano-objets dont les trois dimensions externes sont de taille
nanomeétrique (ISO/TS 27687, 2008).

Nanomatériaux : matériaux dont les dimensions externes sont a 1’échelle nanométrique
ou possédante une structure interne ou surface a 1’échelle nanométrique (ISO/TS 80004-1,
2010). Plus récemment (18/10/2011), les nanomatériaux ont été définis comme suit par la
Communauté Européenne :

- un matériau naturel, forme accidentellement ou manufacture,

- contenant des particules libres, sous forme d’agrégat ou sous forme d’agglomérat
(figure 3),

- dont au moins 50 % des particules, dans la répartition numérique par taille, présentent

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

O éxgj d?b

Primary Particle Agglomerates Aggregates
Primary Particles Held by Weak Primary Particles Held by Strong
van der Waals Forces Chemical Bonds (Sintered)

| Liquid DlsperilV X \

Primary Particle

T -

H
Electrical Double Layer  Hydrodynamic Diameter
{Thickness depends on
solution ionic strength)

Figure 3. Différents états de configuration des particules a 1’état de poudre et dispersé en

milieu liquide (Jiang et al., 2009)

De plus, on distingue les NPs qui comprennent leurs trois dimensions dans le domaine
nanomeétrique, les nano-plaques qui n’ont qu’une dimension nanométrique et les nanofibres

qui sont des nanomatériaux présentant deux dimensions nanométriques, la troisieme



dimension étant plus longue de facon significative. On parle souvent de NPs au sens large,
c’est-a-dire en y incluant les nanomatériaux de type nanotubes.

Les trois catégories principales de nanomatériaux sont présentées sur la figure 4(Hansen et al,
2007).

Figure 4. Classification des nanomatériaux selon la localisation de la nanostructure dans le
matériau (Hansen et al., 2007)

Nanocomposés: composés multiphasiques dans lesquels au moins une des phases a une
taille nanomeétrique (Ajayan et al., 2003).
Pour resituer le domaine nanométrique, I’ADN mesure 2,5 nm, un globule rouge 7000 nm et
I’épaisseur d’un cheveu atteint 80 000 nm (OMS, 2008).
La figure 1 présente a titre de comparaison la dimension de différents types de nanoparticules
(entre 1 et 100 nanometres) tels les virus, qui ont des dimensions autour de 10 nm, et d’autres

particules issues des combustions et transformations chimiques (Hidy G.M., 1971).
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Figure 5 : Distribution en taille de différents types de particules
Incluant les nanoparticules (AFSSET, 2010).

1.2.2. Origine naturelle et/ou anthropique et dissémination dans I’environnement :

Les nanoparticules sont présentes de maniére ubiquitaire et sont généralement désignées sous
le terme « particules ultra-fines ». On peut classer les NPs en deux catégories selon leurs
origines : les NPs manufacturées, c’est-adire produites intentionnellement, et les autres NPs

dites "accidentelles " qui peuvent, elles-mémes, avoir deux sources : soit anthropogénique

(non intentionnelles), elles sont alors des coproduits de procédés industriels (Aschberger, K et
al 2011) la combustion, le chauffage, les rejets de diesel, les fumées de tabac... (Buzea et al.,
2007); soit naturelle, elles sont produites lors de feux de foret( Buzea et al., 2007 ;Aschberger,
K et al 2011) ou d'éruptions volcaniques par exemple (Aschberger, K et al 2011) ,des aérosols

marins et de 1’érosion des sols(Buzea et al., 2007).

Lors de contaminations, 1’écosystéme se trouve au centre des flux de polluants puisqu’il est a
la fois un compartiment puits qui recoit les contaminations mais également un compartiment
source qui peut transmettre la pollution vers d’autres compartiments jusqu’a la population
(Figure 6). Du fait de leur petite taille, les NPs sont susceptibles d’étre trés mobiles dans
I’environnement et donc d’étre aisément transférées d’un milieu a Dautre et vers les

populations animales ou végétales.

Une équipe de chercheurs suisses (Mueller and Nowack, 2008; Gottschalk et al., 2009) a
réalise des simulations pour estimer la quantité de nanomatériaux susceptible de s’accumuler
dans I’environnement. D’aprés leur modélisation en 2008, le nanomateriau le plus

préoccupant en termes de concentrations dans 1’environnement est le TiO». Il s’accumulerait a



hauteur de 16 ug TiO,/L dans les eaux de surface, 4 ug TiO,/L dans les effluents de station
d’épuration et sa teneur dans les sols amendes par des boues de stations d’épuration

augmenterait de 89 pg TiO,/kg tous les ans (Camille L., 2011).

Produits

|

<—t
<_*

e

Figure 6 : Voies potentielles d'exposition aux nanomatériaux (AFSSET,2010)

Les nanomatériaux manufacturés correspondent a des matériaux intentionnellement produits
avec des particules nanométriques. Il existe actuellement 2 méthodes de production des

nanomatériaux :

e ['approche ascendante ou de bas en haut (« bottom-up »), qui correspond a
I'assemblage a partir des €léments de base de la matiére, atome par atome ou molécule par
molécule, pour construire des systémes plus grands. Les techniques pour la méthode
ascendante sont 1’auto-assemblage, I’érosion laser, la pyrolyse laser ou la synthése chimique;

e l'approche descendante ou de haut en bas (« top-down »), qui correspond a la réduction
des matériaux existant a des dimensions nanométriques, est réalisée en utilisant les techniques
de broyage, compactage ou frittage.

1.3. Propriétés des nanomatériaux :

La trés petite taille des nanomatériaux entraine 1’apparition de nouvelles propriétés inconnues
sur le méme matériau de taille micrométrique ou supérieure. En effet, a partir d’une certaine
taille les propriétés des matériaux sont régies par les effets quantiques, d’ou ce changement
de comportement. Lorsque la taille des particules diminue, le nombre de particules par unité
de masse augmente considérablement : ce nombre est multiplie par 1.000.000 lorsque le
diamétre passe de 100 a 1 nm. En parallele, la surface de contact entre particules et
environnement est multipliée par un facteur 100. En effet, plus une particule est petite, plus la

proportion de ces atomes en surface est importante. Ainsi, une particule de 30 nm possédera



5% de ses atomes en surface alors qu’une particule de 4 nm en aura environ 50%. Cela

signifie egalement que plus une particule est petite, plus sa réactivité de surface est élevée
(Figure 7) (Auffan et al., 2009).
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Figure 07 : Illustration de la proportion d’atomes en surface de la NP en fonction de son

diamétre (Auffan et al., 2009)

En plus d’une réactivité accrue, d’autres propriétés peuvent apparaitre a cette échelle,

absentes a 1’échelle micro ou macroscopique : conductivité électrique, élasticité, solidité

accrues ou encore changement de couleur. Ainsi, par exemple, sous forme de graphite (mine
de crayon), le carbone est tendre et malléable alors qu’a I’échelle nanométrique, il est plus
solide que I’acier et six fois plus léger. De méme, 1’oxyde de zinc qui est normalement blanc

et opaque, devient transparent a 1’échelle nanométrique (Aschberger, K et al., 2011)

2. Aspect toxicologique et sanitaire :

L’impact potentiel sur la santé de I’exposition aux nanoparticules manufacturées est
actuellement encore peu évalué. Les éléments dont on dispose peuvent étre regroupés en deux
grandes catégories : les données expérimentales et les données humaines.

Il importe au préalable de rappeler que les recherches disponibles et/ou en cours sur les effets

sanitaires des nanoparticules manufacturées portent, pour la quasi-totalité, sur 3 types de
particules :

Des mélanges de nanoparticules prélevées dans ’atmosphére : en rapport avec la

pollution urbaine ou avec certains environnements industriels (autrement appelées
particules ultrafines). Ces études prennent en compte des nanoparticules associées aux
autres composants des aérosols complexes indissociables les uns des autres du fait des

modalités de leur génération. C’est le cas de la fraction ultrafine de la pollution



atmosphérique ou des aérosols prélevés a proximité immédiate de leurs sources (particules
diesel, fumées de soudage, cendres volantes, ROFA (Residual Oil Fly Ashes), métaux
adsorbés a leur surface dans les particules diesels (AFSSET, 2010).

- Des nanoparticules synthétisées spécifiquement en vue de recherches toxicologigues : et

ayant des caracteéristiques se rapprochant des nanoparticules manufacturées ou de celles
générées spontanément ; il s’agit de particules carbonées (noir de carbone, carbone
élémentaire), de particules métalliques, de céramiques ou de polymeres ;

- Des nanoparticules_manufacturées : fournies par les industries de production ou les

laboratoires de recherche qui travaillent pour ces industries (fullerenes, nanotubes de
carbone, certains oxydes métalliques (titane, zinc, etc.).
Une difficulté dans 1’analyse des effets des nanoparticules manufacturées vient de leur
instabilité entre le moment ou elles sont générées et celui ou elles entrent en contact avec
I’homme, 2 phénomenes difficiles a contréler (car peu reproductibles) dans les modeles
experimentaux, peuvent se produire :

» l’agrégation ou l’agglomération des particules entre elles, modifiant la distribution
granulométrique des échantillons ;

» D’adsorption de substances chimiques présentes dans les milieux ou sont préparés et
utilisés les particules testées (atmosphére, milieu de culture cellulaire ...) en raison de
la grande réactivité de surface qui caractérise les nanoparticules indépendamment de
leur composition initiale.

La toxicologie des particules n’est pas une science nouvelle, comme en témoignent tous les
travaux publiés tant sur des particules bien caractérisées (silice cristalline, amiante...) que sur
des mélanges complexes resultant de la pollution atmosphérique (Asli, Set Neumann, P.M.,
2009). Jusque dans les années 90, l’attention des chercheurs était focalisée sur cing
parameétres prédictifs d’un effet pathogéne sur I’appareil respiratoire :

« la taille, qui détermine les modalités de pénétration et de déposition dans les voies

aériennes ; elle est utilisée pour construire les normes d’exposition en milieu industriel
[particules respirables ou alvéolaires de moins de 5 um] ou dans I’environnement général
[particules de moins de 10 um de diamétre : PM10, ou de moins de 2,5 pm : PM2,5] ;

* la forme, avec la mise en évidence de I’effet «fibrew, induit par les particules longues
[longueur > 8§ pum] et fines [diamétre < 0,25 um], indépendamment de leur composition
chimique ;

* la biopersistance, assimilée au temps de rétention dans ’appareil respiratoire, parameétre

utilisé dans le classement des fibres minérales synthétiques ;

« la structure cristalline éventuelle pour les particules minérales ;




« la composition chimique (chimie globale, chimie de surface et contamination).
Ce n’est qu’a partir de 1994 que I'influence de la trés petite taille des particules sur les effets
biologiques au niveau cellulaire et tissulaire a eté évoquée : pour une méme masse de
particules dans I’air, les effets biologiques des particules de dioxyde de titane (TiO,) étaient
significativement plus importants lorsque la matiere était divisée en particules de 20 nm que
lorsqu’elle était sous forme de particules de 200 nm(AFSSET, 2010).
Depuis cette constatation, de nombreuses publications scientifiques ont contribué a mieux
décrire les effets potentiels des nanoparticules sphériques ou allongées. Plusieurs difficultés
majeures rendent cependant ’analyse de la littérature scientifique disponible sur ce sujet
encore délicate :
- la caractérisation physico-chimique souvent incomplete des particules testées ou
analyseées ;
- D’expression trés discutable de la dose externe ou interne (en masse la plupart du
temps) ;
- 1’absence de classement des particules permettant des regroupements des données
disponibles ;
- une absence de standardisation des méthodes de production des particules et de
mesure des effets rendant difficile la comparaison des études entre elles.
Dans la pratique, chaque type de nanoparticule doit é&tre actuellement considérée comme
unique et devrait faire 1’objet d’une investigation toxicologique spécifique indépendante des
tests toxicologiques traditionnels déja réalisés sur les especes chimiques entrant dans la
composition de ces particules (Bradford A et al., 2009).
Il est important de souligner que, dans les études expérimentales, les niveaux de dose délivrés
a la cellule sont souvent trés élevés par rapport a ceux qui correspondraient aux expositions
humaines.
2.1. Approche expérimentale
Les mod¢les expérimentaux représentent I’essentiel de nos connaissances dans le domaine des
effets sanitaires des nanoparticules. On peut les classer en 2 catégories :
« les modeéles in vitro (études réalisées sur des cellules isolées cultivées) ;
* les modeéles in vivo (études réalisées sur I’animal entier) ou ex vivo (études réalisée sur des
tissus isolés).
2.1.1. Les modéles in vitro :
Les modeles in vitro étudient 1’interaction entre les particules et les cellules cultivées, et la

réponse biologique qui en résulte. A masse égale, trois résultats clés ont été obtenus :



« a composition chimique et forme identiques, la réponse biologique (stress oxydant,
réponses pro-inflammatoires ou cytotoxiques, transformation cellulaire) augmente avec la
surface spécifique des particules. Ainsi, des particules sphériques de dioxyde de titane ou de
carbone (graphite) de taille micrométrique n’entrainent pas de réponse biologique
significative, alors que les mémes particules de taille nanométrique entrainent, pour des
concentrations pondérales équivalentes dans 1’air ou le milieu de culture, des réponses
biologiques mesurables.

« a composition chimique et dimensions identiques, la réponse biologique augmente
lorsque la forme de la particule s’allonge : ainsi les nanotubes de carbone sont plus réactifs
que les nanospheres de carbone de diametre aérodynamique équivalent (rappelant 1’effet fibre
déja évoque, probablement lié a un dysfonctionnement de la fonction phagocytaire des
macrophages, elle-méme secondaire a la longueur trop importante des fibres par rapport a la
taille des cellules) (AFSSET, 2010).

* a dimensions et forme données, la réponse biologique dépend de la composition chimique

de la particule, soit du fait de la solubilisation partielle d’especes chimiques toxiques (métaux
de transition en particulier), soit du fait du nombre et de la nature des sites réactifs de surface
disponibles au moment du contact entre la particule et les membranes biologiques. Une
réponse chimique peut étre induite par la désorption de xénobiotiques adsorbeés a la surface de
la particule (traces métallique, qui peuvent atteindre quelques pourcents, en rapport avec les
catalyseurs utilisés pour produire les nanoparticules, composés organiques piégés sur les
particules a un stade variable de sa synthése ou de son séjour dans 1’atmosphere) (Camille L.,
2011).
Les mécanismes moléculaires de ces effets sont encore mal compris, mais il existe des
arguments pour évoquer un stress oxydatif cellulaire et la formation de médiateurs cellulaires
de I’inflammation. Trois voies principales ont été identifiées dans le déclenchement de cette
réponse :

« la stimulation directe de récepteurs protéiques de membranes par la particule ;

* la lipoperoxydation des phospholipides membranaires par les radicaux libres générés a la
surface de la particule ;

* ’altération directe de composants intra cytoplasmiques, intra mitochondriaux ou intra
nucléaires apres internalisation des nanoparticules.

Par ailleurs des effets non spécifiques ont été observes, en rapport avec des anomalies des
mécanismes de 1’internalisation (phagocytose) des particules,

* soit du fait de la saturation des capacités cellulaires de phagocytose (effet de surcharge,

en anglais «overload effect») ;



* soit du fait d’une phagocytose incompléte ou «contrariée» de particules trés allongées
(effet fibre).
En effet ;Chez les organismes aquatiques les effets des contaminants sur les protéines de
détoxification sont évalués par des analyses biochimiques mesurant les activités des enzymes
antioxydantes (Saint-Denis et al., 1999; Hao et al., 2009; LaCourse et al., 2009; Xiong et al.,
2011; Posgai et al., in press) ou par des analyses de biologie moléculaire évaluant le niveau
d’expression des ARNm des génes codant pour les protéines des systemes antioxydant et de
détoxication des organismes étudiés (Usenko et al., 2008; Roh et al., 2010; Chen et al.,
2011),les résultats ont montré une perturbation hautement significative pour la GST, HSP70.
(Usenko et al., 2008 ;Chen et al., 2011), I’expression de la CAT et de la GPx (Choi et al.,
2010 ; Canesi et al., 2010), MT(Ringwood et al., 2010 ;Chen et al., 2011). Ainsi une induction
de Dactivité des lysozymes (production d’ERO) et destabilisation memdranaire de ces
derniers (Canesi et al., 2010a), augmentation de la lipoperoxydation, du taux de glutathion et
une diminution de ’activité Na+K+- ATPase dans les branchies (truite) (Federici et al., 2007).
Ces modifications physiologiques du poisson semblent étre expliquées par le stress oxydant
généreé par les NP. Bien que des effets toxiques soient observés (Federici et al., 2007).

2.1.2. Les modeles in vivo et ex vivo :

Les modeles in vivo et ex vivo sont plus difficilement mis en ceuvre dans les études portant sur
les nanoparticules, du fait de leur colt (trés peu de recherches de ce type dans les laboratoires
publics) et des problémes rencontrés dans la génération d’un aérosol nanométrique stable
(problemes liés a D’agrégation ou I’agglomération rapide de certaines nanoparticules
fraichement émises).

Les conclusions sont cohérentes avec celles des modéles in vitro qu’elles confortent.

Elles permettent de préciser certains types de réponses tissulaires (inflammation, fibrose) et
systémiques (réponse cardio-vasculaire, réponse du systeme nerveux central). Elles ne
permettent pas actuellement de répondre formellement a un éventuel effet cancérogeéne.

Ces conclusions apportent des informations complémentaires sur les modalités de pénétration
des nanoparticules dans I’organisme animal, en particulier I’existence des passages suivants :
* transcutang ;
* vers le systéme nerveux central via le nerf olfactif ;
« a travers la barriere alvéolo-capillaire pulmonaire ;
* transplacentaire ;
* a travers la muqueuse intestinale ;

* a travers la barriere hémato-encéphalique.



Au final, les mécanismes d’action pathogénes dépendent de la pénétration, du passage de
barriére, d’éventuels changements des réactivités chimiques et biochimiques dus a la taille, de
I’effet vecteur des nanoparticules vis-a-vis d’autres xénobiotiques provenant de sources
environnementales (AFSSET, 2010).

2.2. Approche chez ’homme

Les résultats des études expérimentales chez I’animal ne sont pas directement transposables a
I’homme (réponse cellulaire versus réponse tissulaire, extrapolation inter espéces, niveaux de
dose irréalistes par rapport aux expositions chez ’homme). C’est la raison pour laquelle les
quelques études disponibles chez I”’homme sont importantes. On dispose de 3 types d’études
2.2.1. Etude d’effet des nanomatériaux sur le systéme antioxydant :

En effet, les particules d’AgNO3 induisent une augmentation de I’expression des ARNm de la
MT, GPx, SOD et CAT alors que les NP d’Ag (<10 nm) induisent uniquement une
augmentation de I’expression de la SOD et de la catalase des hépatocytes humain (HepG2)
(Kim et al., 2009b). Les effets des NP TiO; ont été également étudiés sur 1’expression des

ARNmMm des geénes antioxydants et de détoxification chez I’homme.

2.2.2. Particules ultrafines, pollution atmosphérique et effets sur la santé :

Il existe actuellement de nombreux arguments pour mettre en cause la phase particulaire de
I’atmosphere dans les effets aigus et chroniques de la pollution en milieu urbain et dans
certains milieux professionnels (Maynard AD et al., 2002. Pekkanen Jet al., 2004).

De plus sont apparues dans la littérature récente des séries cliniques trés intéressantes qui
montrent une corrélation statistique entre 1’exposition aux particules ultrafines
atmosphériques et certains parameétres biologiques ou fonctionnels. La signification réelle de
ces résultats reste ouverte a discussion puisqu’il n’est pas possible de prendre en compte
individuellement tous les facteurs qui interviennent (mélanges de particules, contaminants
gazeux). Néanmoins ces données humaines sont trés cohérentes avec les données
experimentales rappelées plus haut. On peut les regrouper schématiquement en fonction des
effets mesurés :

» effets cardiovasculaires et thrombogénes, majorés chez les sujets ayant une insuffisance
coronarienne (Gold DR et al ., 2000 . Delfino RJ et al., 2004) ;

« effets sur la fonction respiratoire des asthmatiques (Penttinen P et al., 2001. Penttinen P et
al., 2001. von Klot S et al ., 2002. Delfino RJ et al., 2005. Lwebuga-Mukasa JS et al ., 2005)

« effets sur la perméabilité épithéliale bronchique (Timonen KL et al., 2004) .



3. Nanomateériaux utilisés pour ce PFE:

Les trois nanomatériaux les plus produits au niveau mondial sont a base d’argent, de carbone
et de titane. Nous avons choisi de focaliser cette étude sur les le TiO, et le Fe,O3. Nous
pourrons donc mettre en évidence une éventuelle influence de ces deux caractéristiques sur

I’impact des nanomatériaux sur les crustacés d’eaux douces (Daphnia magna).

3.1. Les Nanoparticules de dioxyde de titane (TiO,) :

Le TiO, est un constituant naturel des écosystemes, cependant dans ceux-ci il est rarement a
I’état nanoparticulaire. On le retrouve a hauteur de 0,5% dans la croute terrestre et dans les
sols avec I’existence de fortes disparités (Aschberger, K et al 2011) Il existe sous différentes
formes cristallines (anatase, rutile, brookite et ilmenite). Cet arrangement particulier des
atomes dans 1’espace confére des propriétés spécifiques a chacune des phases. Dans les
minerais, le titane et le fer se trouvent souvent associes sous forme d'oxydes mixtes.

Dans la nature, le titane est le plus souvent sous sa forme rutile. Cette forme correspond a un
arrangement tétragonal des atomes (Figure 8A). On le trouve alors dans les roches

magmatiques et métamorphiques. 1l prend une couleur rouge (Figure 8B).

Figure 8. Arrangement tétragonal des atomes rutile (7A) ; rutile magmatiques (B)

Il peut étre produit a partir de minerai contenant du titane comme 1’ilmenite (FeTiO3). La
méthode la plus courante de production de dioxyde de titane sous ses 3 formes cristallines est
I’utilisation du tétrachlorure de titane (TiCl,). Les principaux pays producteurs de minerais de
titane sont les Etats-Unis, le Canada, 1’Australie, la Chine, 1’Inde, 1’Afrique du Sud et la
Norvege (EPA, 2010). Les NP de TiO, sont photocatalytiques et sont capables d’absorber les
UV. Ainsi, elles sont utilisées dans un grand nombre de produits comme les crémes solaires,
les vétements, les piles solaires, les peintures, les vitrages et les ciments autonettoyants ou

dans les systéemes de traitement des eaux potables. Cependant, les particules de dioxyde de



titane ont été classées par I’'IARC (International Agency for Research on Cancer) en 2006

dans le groupe des carcinogénes 2B, c’est a dire des carcinogenes possibles pour I’Homme.
2.1.1. Les effets toxicologiques de TiO,:

Le TiO, génére la production d’espéces réactives a I’oxygéne (ERO) via les propriétés
photocatalytiques et la réaction de Fenton (Valko et al., 2006). Les principales ERO produites
sont : I’anion superoxyde (Oy), le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et le radical hydroxyle (OH")
(Figure 9) (Hoffmann et al., 1995). Ces ERO peuvent induire la dégradation des polluants
organiques mais aussi la lyse des cellules, lipides, protéines et des dommages a I’ADN.
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Figure 9. Espéces réactives a 1’oxygeéne produites via la réaction de Fenton (Valko et  al.,

2006) et au cours de la photocatalyse du TiO, (Hoffmann et al., 1995).

Plusicurs études ont évalué I’effet des UV sur la production de ERO par les NP de TiO,
(Zhang et Sun, 2004; Gurr et al., 2005; Sayes et al., 2006). Les UV semblent activer le stress
oxydant avec I’augmentation des effets cytotoxiques des NP de TiO; anatase ou rutile (Zhang
et Sun, 2004; Sayes et al., 2006). En revanche, il a été montré que des NP de 10 et 20 nm

(anatase) induisent une augmentation de la production de peroxyde d’hydrogene et d’acide



nitrique dans des cellules pulmonaires, a 1’obscurité en I’absence de photocatalyse (Gurr et
al., 2005). Ces ERO, issues du stress oxydant des NP, seraient responsables d'altérations de la
cellule telles que la génotoxicité ou la lipoperoxydation. Ces effets ne sont pas observés avec
des NP de forme cristalline anatase de plus grande taille (200 nm). La petite taille des NP (10
et 20 nm) et leurs fortes réactivités de surface pourraient expliquer la plus grande capacité des
NP a produire un stress oxydant en I’absence de photoactivation (Gurr et al., 2005). En plus
des propriétés photocatalytiques, la production d’ERO dépend de la forme cristalline des NP
de TiO, (Sayes et al., 2006; Jacobs J et al., 2010).

Selon le type d’application des NP de TiO,, 1’enrobage est nécessaire pour réduire la
production de radicaux libres due a la photocatalyse. L’aluminium, la silice, le simethicone ou
le diméthicone sont des enrobants qui permettent d’améliorer la photo stabilité des NP de
TiO,. Il existe donc différents types de NP de TiO, avec différentes propriétés
physicochimique selon la taille, la forme cristalline, la pureté (enrobage ou non), ou la
réactivité de surface. L’enrobage des NP est un autre parameétre qui peut réduire la capacité du

TiO; a produire des ERO (Carlotti et al., 2009).
2.1.2. L’impact de (TiO;) sur ’environnement :

Les principales sources de contamination de I’environnement sont les eaux usées, les boues de
stations d’épuration et les déchets solides (EPA 2010). Les nanocomposés de TiO, libérent
des nanoparticules de TiO, mais aussi des résidus ou sous-produits d’altération au cours de
leur cycle de vie (Reijnders, 2009, Botta et al.,2011) ont montré que les cremes solaires
induisent la production de résidus de nanoparticules de TiO, qui tendent a s’agréger et
sédimenter au cours de leur cycle de vie. Le processus d’altération des nanocomposés de
TiO,, utilisés dans les cremes solaires, a été mimé pour produire des sous-produits d’altération
de TiO; qui se sont révélés étre stables en suspension dans 1’eau (Auffan et al., 2010; Labille
et al., 2010). Il a été montré que les propriétés photocatalytiques des nanoparticules de TiO,
contenues dans les cremes solaires sont conservées méme apres leur utilisation (Barker et
Branch, 2008) et I’altération de leur enrobage.

Quelques études ont modélisé les concentrations prédites dans 1’environnement du TiO, de
taille nanométrique dans les différents compartiments : air, eau, sol, sédiments (Tab
1Annexe.). Les concentrations dans I’air sont trés faibles de 1’ordre du ng/mg, alors que celles
dans I’ecau varient de 1’ordre du ng/l au pg/l (Mueller et Nowack, 2008; Gottschalk et al.,
2009; Johnson et al., 2011). Les concentrations les plus fortes sont predites dans les effluents,
les boues de stations d’épuration et les sédiments. Les teneurs dans les sols sont de 1’ordre de

quelques pg/kg mais ils pourraient s’enrichir de 89 pg/kg en NP de TiO, chaque année dans le



cadre d’une usure et d’un recyclage classique des nanoproduits (Gottschalk et al., 2009). 1l est
possible que les concentrations augmentent lors de 1’introduction volontaire dans
I’environnement ou d’une dissémination accidentelle.

Contrairement aux milieux aquatiques, le suivi du devenir et du transport des NP de TiO,
dans les sols est encore tres peu étudié. Les principaux facteurs qui modifient 1’état
d’agrégation des nanoparticules sont la force ionique, la présence de matiere organique
naturelle, de cations divalents et le pH (Dunphy Guzman et al., 2006; Domingos et al., 2009;
French et al., 2009; Solovitch et al., 2010). La mobilité des NP est généralement évaluée en
utilisant des colonnes de sols (Fang et al., 2009; Solovitch et al., 2010). Cette technique
permet d’apprécier la proportion de particules retenues par la matrice solide. La mobilité des
particules dans les matrices solides poreuses dépend de la taille des nanoparticules (Lecoanet
et al., 2004). D’aprés ces auteurs, la mobilité diminuerait quand la taille des NP augmente.

Les sols sont des matrices complexes qui peuvent retenir les NP de TiO, en fonction de la
salinité, de la teneur en argile ou en carbone organique dissous (Fang et al., 2009). Les
nanoparticules de TiO, traversent facilement les colonnes de sols constituées principalement
de grosses particules (ex : sable) avec une faible force ionique, alors qu’elles sont fortement
retenues dans les colonnes de sols avec des salinités et teneurs en argile élevées (Fang et al.,
2009).

3.2. Les Nanoparticules de I’oxyde de fer :

Il en existe trois, différent par I'état d'oxydation de leurs atomes de fer :

o oxyde de fer(ll) FeO,(figure 10 a) également appelé oxyde ferreux, et wustite sous sa

forme minérale, poudre noire inflammable utilisée parfois dans la conception d'explosifs,

o oxyde de fer (ILIII) FesOs0u FeO-Fe, O3 parfois appelé oxyde magnétique,

et magnétite sous sa forme minérale ( fig.ure 10b),
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a) Oxyde de fer(ll)( b) Apparence et structure
Oxyde ferreux) . Formule de I'nématite, o-Fe,0s.

brute FeO, insoluble (eau)
Figure 10 . Nlustre 02 éxemples d’oxyde de fer [4]

o oxyde de fer(lll) Fe,O3, également appelée oxyde ferrique, et se présentant sous

quatre phases : a-Fe,O3 ou hématite, de couleur grise lorsqu'elle est cristallisée, mais

rouge a l'état pulvérulent ou amorphe, couleur caractéristique de la rouille ainsi que de

la planéte Mars,B-Fe,O3,y-Fe,O3 ou maghémite,e-Fe,O5

3.2.1. Caractéristiques des oxydes de fer :

o Excellente tenue a la lumiere et aux intempéries

o Haute résistance a I'eau, aux acides, aux alcalis

« Bon pouvoir colorant

e Pouvoir couvrant élevé

Les nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer (notamment la maghémite et la magnétite)

sont considérées comme de bons adsorbants pour les raisons suivantes:
* Elles peuvent étre produites en grandes quantités;

* Leurs capacités d’adsorption et leur affinité pour les polluants est plus élevée considérant

leur grande surface spécifique et leur probable plus grande surface active;

« UN champ électromagnétique peut permettre de séparer de 1’eau traitée la nanoparticule a

laguelle est adsorbée un ion métallique;
* Les nanoparticules peuvent étre régénérées et réutilisées (Auffan et al., 2007).

IL est important de rappeler que la réactivité caractérise 1’affinité d’un adsorbat pour un
adsorbant. La réactivité peut étre la méme par unité de surface pour des matériaux de surfaces
spécifiques trés différentes. La figure 11 illustre ce point. En comparant la quantité adsorbée
en millimole(s) par gramme d’adsorbant, celle-ci augmente lorsque la taille des particules

diminue. Mais si la quantite adsorbée est normalisée par rapport a la surface des particules, il


http://fr.wikipedia.org/wiki/Formule_brute
http://fr.wikipedia.org/wiki/Formule_brute
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fer
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fer
http://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9matite
http://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyde_de_fer(III)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phase_(mati%C3%A8re)
http://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9matite
http://fr.wikipedia.org/wiki/Poudre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mati%C3%A8re_amorphe
http://fr.wikipedia.org/wiki/Rouille_(oxyde)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mars_(plan%C3%A8te)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Magh%C3%A9mite

est remarquable que la réactivité de particules soit identique pour des tailles allant de 300 a

20 nm, alors qu’une nette augmentation apparait pour des particules de 10 nm.
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Figure.1l. quantité¢ d’arsenic adsorbée a la surface d’oxydes de fer (maghémite) en fonction

de la taille des particules. [5]

Dans le cas de nanoparticules d'oxyde de fer recouvertes a la fois d'une couche de silice ainsi
que d'une couche de polymere dont les cellules cancéreuses montrent une certaine facilité de
captation. Cette particule mesure environ 70 nm, elles sont beaucoup plus petites que les
liposomes. Une fois située dans la cellule cancéreuse la couche de polymere est absorbée par
le milieu de la cellule, les nanoparticules de silice se retrouvent dans le cytoplasme. Alors on
applique des ondes électromagnétiques qui vont causer l'agitation de ces particules. Le
fonctionnement de la cellule cancéreuse se voit totalement déréglé et provoque la mort de la
cellule qui est éliminée par l'organisme. De plus ces nanoparticules métalliques servent

également a la détection du cancer du fait qu'elles sont plus visibles dans les IRM. [6]

« La forme nanoparticulaire, dite ultrasmall superparamagnetic iron oxide ou USPIO);

Aprés administration intraveineuse, étant moins capturés par le foie et la rate, ils ont une
demi-vie plasmatique assez longue (plus de 36 heures). Les macrophages normalement
présents dans les tissus (ganglions lymphatiques) ou en cas de pathologie (sclérose en plaque,
rejet de greffe, plaque d’athérome, accident vasculaire cérébral, arthrite rhumatoide...)
peuvent les assimiler (B. Bonnemain et al., 2008). Ces oxydes sont, sous ces deux tailles

différentes, solvent formulées avec du dextran ou ses derivés (Oleg L et al., 2010).
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« En dépit de risques suspectés pour la santé, les nanoparticules d'oxyde de fer sont
approuvées par la FDApour cet usage au regard du bénéfice qu'il apporte pour le diagnostic
de certaines pathologies, grice au champ magnétique local qu’ils générent

(« effet superparamagnétique ») ( Jesse L et al., 2011). Les oxydes métalliques

nanoparticulaires semblent trés intéressants comme produits de contraste (testés chez I'animal
pour d'autres métaux), mais des « défis majeurs restent a relever en matiére de sécurité et de
questions de métabolisme » (Claire Cet al ., 2006; Tore Skotland, etal .,2010)

3.2.2. La toxicité des nanoparticules de I’oxyde de fer:

Une équipe de I'INERIS (Institut national de I’environnement industriel et des risques) a mis
au point un modele d’in vitro pour étudier la toxicité potentielle des nanoparticules et leur
capacité a franchir cette barriere Toutes ces particules induisent un stress oxydant plus ou

moins marqué, trés important pour les nanoparticules d'oxyde de fer (20 a 30 nm) [7].

e Les nanoparticules d’oxyde de fer (Fe,O3 et Fe30,) sont utilisées dans des procédés
industriels au cours desquels une exposition professionnelle peut se produire. Malgré cela,
leurs propriétés toxicologiques n’ont pas été étudi¢es de maniere approfondie. Afin
d’améliorer nos connaissances sur leur toxicité pulmonaire, nous avons administré par
instillation intratrachéale des particules d’oxyde de fer nano et submicrométriques a des rats
pour induire une réponse inflammatoire pulmonaire persistante et une fibrose du poumon(com
le cas de silice) , les particules d’oxyde de fer n’entrainaient une telle réponse que 24 heures
(voire 7 jours pour les nanoparticules de Fe,Og3) aprés ’instillation sans modification
histopathologique notable du tissu pulmonaire. Les nanoparticules de Fe,O3 apparaissaient
cependant plus inflammatogeénes que leurs équivalents submicrométriques. L’inverse était en
revanche observé avec les particules de Fe3O,.

Ces résultats suggerent par ailleurs qu’il n’est pas possible d’émettre d’hypothése généraliste
sur I’influence de la taille et de la surface spécifique sur la toxicité des nanoparticules et qu’il
est nécessaire en I’absence d’outils fiables d’étude de relation structure-activité de réaliser

pour chaque nanoparticule une évaluation de ses propriétés toxicologiques [8].

e Un autre exemple des cellules pulmonaires humaines (figure 11) aprés une exposition
de trois jours a des nanoparticules d’oxyde de fer (Fe,Os). Les cellules commencent a
s’arrondir et & se détacher de leur support, un premier indice indiquant que ces particules

d’oxyde de fer sont cytotoxiques.
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Figure .12. Indiquant la cytotoxicité des nanoparticules d’oxyde de fer vis-a-vis les cellules
pulmonaires humaines (EMPA Laboratoire Materials Biology Interactions) [9]

De maniere générale, les résultats ont démontré que la taille des nanoparticules gouvernait
leur taux de capture cellulaire et avait une influence sur la disposition des nanoparticules a

potentialiser la production d’especes activées de I’oxygeéne (ROS), connus pour affecter la

viabilité cellulaire [9].



CHAPITRE Il
Bio indicateur
Daphnia magna



1. Bio indicateur : (Daphnia magna)

Les tests de toxicité aquatique effectués sur le genre Daphnia sont probablement parmi les
plus vieux tests connus (Naumann 1934) et parmi les plus couramment utilisés. Pour assurer
leur reproductibilité, et ainsi permettre une comparaison des résultats, les procédures de test
ont été standardisées (AFNOR 1983; ISO 1989; Environnement Canada 1990) et plus
récemment (OECD 211 adopté le 02 octobre 2012 pour I’espéce Daphnia magna).

Le terme bio-indicateur désigne des especes biologiques ou animales qui, du fait de leurs
particularités écologiques, réagissent a un polluant par une modification nette et spécifique de

leurs fonctions vitales (Sobral O et al., 2001).

2. Définition

Les Daphnies sont des petits Crustacés zooplanctoniques visibles a 1'ceil nu, leur taille de 1 a
6 mm, de la famille du genre Daphnia phyllopodes cladocéres. 1l en existe une multitude
d'espéces mais les plus courantes sont D. magna, D. pulex.

La couleur peut varie du transparent au brun en fonction de la nourriture ingérée mais peut
également devenir rouge si le taux d'oxygene contenu dans I'eau est tres faible, vivants en eau
douce, sont trés nombreux dans les eaux des mares riches en substances organiques et ne
contenant pas de poissons, (Jonczyk et Gilron), Leur nom populaire de « Puce d’eau » donne
une bonne idée de leur taille, de leur forme et de leur fagon d’évoluer dans 1’eau (nageant en
coup par coup, comme si elles sautent).

Les toxicologues les utilisent aussi pour détecter la présence de certains toxiques dans I'eau.
Leur grande transparence permet de voir les organes internes, alors que 1’animal est encore

vivant et entier (Bouledroua et kellout ,1997).
2. Position taxonomique:

Régne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Sous- embranchement : Crustacea
Classe : Branchiopoda

Sous-classe : Phyllopoda

Ordre : Diplostraca

Sous-ordre : Cladocera

Famille : Daphniidae

Genre : Daphnia

Espéce : magna



3. Morphologie

Daphnia magna Straus est un microcrustacé de l'ordre des cladoceéres trés fréquent dans tous
les types d'eaux douces non courantes des climats tempérés. De petite taille (4-5 mm), les

daphnies se composent de deux parties: la téte et le corps.

* La téte comporte les yeux, la bouche, de méme que les antennes sur le sommet.

Ces derniéres servent essentiellement a la locomotion.

* Le corps est enfermeé dans une carapace renouvelée lors de chagque ponte (mue).

La partie inférieure de la carapace se termine par une épine apicale plus ou moins longue.

e Le milieu du corps est marqué par le tube digestif qui traverse I'animal de haut en bas
se terminant au niveau de la griffe post abdominale. Sur la partie ventrale se situent des
appendices formés de minuscules peignes qui permettent de filtrer le phytoplancton essentiel
a la nourriture des daphnies. La partie dorsale constitue une chambre de maturation ou sont
déposés les ceufs provenant des ovaires situés de part et d'autre de I'intestin. Dans cette
chambre, les ceufs se transforment en néonates qui sont ensuite relachés dans le milieu

extérieur.




Figure.13. Droite. Daphnia magna, femelle adulte [10] (Dieter, 2005). Gauche. Anatomie
fonctionnelle de Daphnia (Ebert.D., 2005): Antennes (1); (Eil (2); Antennules(3);Carapa
ce(4);Coeur(5);Appendices Thoraciques (6) ; Poche incubatrice (7) Anus
(8);Appendices caudaux (9); Epine apicale (10).

Les daphnies peuvent se reproduire de maniere sexuée ou asexuée selon les conditions
environnementales. En été par exemple, lorsque les conditions varient peu, la reproduction se

fait par parthénogenese.
4. Nutrition :

Dans la nature, les daphnies se nourrissent de bactéries, de phytoplancton, de ciliés, de

levures, d’algues uni ou pluricellulaires, de détritus organiques fins dissous.

Les daphnies sont considérées comme des filtreurs plus ou moins spécialisées. Les
mouvements des pattes thoraciques abondamment ciliées, créent en permanence un
courant d’eau entre les valves. Ce courant assure le renouvellement de I’eau au contact des
téguments et par conséquent les échanges respiratoires. Les mouvements complexes des
appendices thoraciques servent aussi a filtrer I’eau et a retenir les particules nutritives en
suspension, sont rassemblées dans une gouttieres thoraciques ventrales puis acheminées
vers la bouches ; certains especes sont capables de détacher les particules alimentaires de
leur substrat (algues du périphyton) ; d’autres mettent en suspension et absorbent les
éléments organiques fins de la vase ou des couches de débris accumulés sur le fond
(Burns, 1968 ; Amoros, 1984 ; Lampert, 1987 ; Fryer, 1999).
5. Utilisation scientifique

L'utilisation de Daphnia magna pour les tests écotoxicologiques présente de nombreux
avantages tels que: élevage relativement facile, production de jeunes réguliére et assez élevee,
reproduction parthénogénétique assurant une population stable génétiquement (Peters et De
Bernardi 1987). De plus, sa distribution planétaire et son réle dans I'écosystéme aquatique
(consommateur primaire, intermédiaire entre les algues et les poissons) en font un indicateur
intéressant de l'impact potentiel d'un polluant sur I'environnement. Aussi se sont des bio
indicateurs.

Les daphnies filtrent I'eau et capturent de minuscules organismes planctoniques a l'aide d'un

filtre, placé en entrée de leur systeme digestif



Grace a eux, les zones aquatiques sont propres car leur filtration permet de réguler la
production d’algues.

6. Reproduction

En conditions favorables, elles se reproduisent par parthénogenese; les femelles produisent
des ceufs a 2N chromosomes (absence de reproduction sexuée) qui produisent tous des
femelles génétiquement identiques a la mére. Les ceufs parthénogénétiques sont transparents,
généralement nombreux et a éclosion rapide (un a trois jours). Une femelle adulte produit de

2 & 65 néonates par ponte.
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Figure 14: Cycle de reproduction des daphnies en conditions favorables (asexue:

parthénogénetique) et en conditions défavorables (sexuel) (Ebert.D., 2005)[10].

En conditions environnementales défavorables, les ceufs parthénogénétiques produisent des
males et des femelles. Ces dernieres, lorsqu'elles sont fécondées par le male, produisent des
ceufs contenus dans une enveloppe protectrice foncée nommeée éphippie et qui épouse la
forme d'une selle sur le dos de la femelle. Ces ceufs protégés peuvent étre relachés dans un

milieu défavorable et demeurés viables pendant plusieurs mois.

La croissance des jeunes est rapide et la maturité sexuelle est atteinte aprés environ sept jours.

La longévité est d'environ 35 jours durant lesquels s‘opérent de 20 a 30 mues successives. La



température optimale pour la croissance et la reproduction est d'environ 20°C. Les daphnies
peuvent tolérer de faibles concentrations d'oxygene dissous (jusqu'a 40% de saturation).ll est
a signaler que la coloration rouge des daphnies saccentue avec la diminution des
concentrations d'oxygéne. D'autre part, les daphnies proliferent dans les eaux dont le pH se
situe entre 6,5 et 8,5. |l n'existe que peu dinformations sur les maladies susceptibles
d'affecter les daphnies. En de rares occasions, une infection bactérienne ou fongique peut
survenir en condition d'élevage (Unestam, 1973).

7. Longevité:
La longévité de Daphnia varie avec la température. Daphnia magna vit environ 108 jours
a 8°C, 45 jours a 18°C, et uniquement 29 jours a 28°C. Cependant I’augmentation de la
température conduit a 1’accélération du rythme métabolique de I’animal (a corps froid)

comme Daphnia et Simocephalus (De Meester ,1996 ; Toumil997).

8. Exigences physicochimiques:

8.1. Salinité:

Les daphnies sont typiquement des organismes des eaux douces, mais quelques unes sont
trouvées dans les eaux saumatres .Cependant, certaines especes sont également observées
a des riviéres de salinité qui dépassent les quatre ppt.

8.2. Oxygeéne dissous:

Daphnia est généralement tolérante pour les eaux de mauvaise qualité. L'oxygene dissous
varie dans la plupart des cas de zéro a la super saturation. Les artemides et les daphnies
ont I'habilité de survivre dans des milieux pauvres en oxygene, ainsi sont capables de
synthétiser 1’hémoglobine. La production de 1'hémoglobine dépend des températures
élevées, et une population de grande densité.

8.3. PH et azote :

Daphnia magna vie dans un pH, qui varie entre 6,5 et 9,5. Des déférents niveaux élevés
de pH et d'azote, vont réduire dramatiquement la reproduction, mais cela n'affecte pas la
santé actuelle des animaux eux méme.

8.4. Sels minéraux :

Daphnia tolere des faibles taux d'oxygene, mais elle est trés sensible pour la variation de
la composition ionique de son milieu. Cependant, elle devient immobile et meure
éventuellement avec l'addition des sels tels que le sodium, potassium, magnésium et le

calcium.



Une concentration faible de phosphore (moins de 0,5 ppm), stimule la reproduction, mais
une concentration supérieure a 1,0 ppm, est Iétale pour les juvéniles. Les daphnies sont
extrémement sensibles pour les ions de métaux, comme le cuivre et le zinc, les pesticides

détergents et les autres toxines dissoutes.

8.5. Température :

La température optimale pour Daphnia magna varie entre 18 et 22°C. Le genre Moina
tolere aussi et résiste aux variations journaliéres des températures de 5-31°C. Leur
température optimale se situe entre 24-631°C. In vitro, la durée moyenne de vie est ainsi
de 108 jours a 8°C, 40 jours a 25°C, 29jours a 28°C chez Daphnia magna (De Meester,
1996 et Toumi, 1997 ; Chakri, 2007).






1-MATERIEL.:
1-1. Matériel biologique :

Daphnia magna Straus est un microcrustacé de l'ordre des cladoceres trés fréquent dans tous
les types d'eaux douces non courantes des climats tempérés. Dans le modele expérimental de
la contamination est proposé dans ce travail, Daphnia magna Straus représente un grand
groupe de zooplancton présents dans I'eau douce. Ce groupe, et surtout de petits crustacés tels
que D. magna, est particulierement intéressant car il constitue la principale source de
protéines animales pour les carpes (Michaels, 1988) La daphnie est aussi un bioindicateur. En
toxicologie de I'environnement - ou écotoxicologie - elle est couramment utilisée pour étudier

la qualité de I'eau et sa capacité a permettre la survie du zooplancton .

Les tests pratiqués sont des tests aigus (24 ou 48h) ou des tests chroniques (14 jours). Les
résultats des tests dépendent, entre autre, de I'état de I'élevage, les jeunes (<24h, appelés aussi

néonates) pouvant étre plus ou moins sensibles suivant la santé des méres.
e Conditions d’élevage

On peut utiliser, comme eau d'élevage et de dilution, de I’eau naturelle (eau de surface ou eau
souterraine), de 1’eau reconstituée ou de I’eau du robinet déchlorée, du moment que les
daphnies y survivent sans montrer de signes de stress pendant toute la durée de 1’¢levage, de

I’acclimatation et de 1’essai ; cependant dans notre essai nous avons utilisé une eau de source.

Les daphnies ont été alimentées a la levure de boulanger : Saccharomyces cerevisae.
La température est comprise entre 20 °C et 22 °C.

1.2. Matériel chimique:

L’oxyde de titane(TiO2) utilisé est sous forme cristalline (en poudre blanche). On a préparé
six concentration (0.5, 5, 10, 50, 100,150 et 200mg/l) misent en sonication pendant 30 mn
(pulsation 50% :50 sec /5 sec), diluée avec la méme eau de source utilisée pour le milieu
d'élevage de daphnie.

L’I’oxyde de fer utilisé est sous forme cristalline (en poudre marron foncé-ocre-). On a
préparé Sept concentration ( 0.5,1,5,10,50,100,150 et 200 mg/l) misent en sonication
pendant 10 mn ( pulsation 50% :50 sec /5 sec), diluée avec la méme eau de source utilisee

pour le milieu d'élevage de daphnie.

1.3. Appareillage utilisé:
-pH métre PH+ papier pH.
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- Micrometre 15xBK .

- Microscope optique.

- Aquariums en verre.

- PH-meétre (PH 209 HANNA instruments).
- Oxymeétre YSI 550A.

- Conductivimeétre Ecoscan con 5.

- Four Pasteur Mommert Bechickung- loading modell 100-800.
- Autoclave Sano clave wolf 73337.

- Loupe binoculaire.

- Pompe et diffuseur d’oxygene.

- Tubes a essais de 25 ml.

- Bouteilles en verre de 1 litre stériles.

- Boites de pétri.

- Pipettes graduées (10ml, 1ml).

- Pipette pasteur.

- Pipette en verre.

- Lames.

- Béchers (50ml, 200ml)

-Sonicateur (vibra cell 75186)

2. METHODES:
Nous avons procédé d’abord a un élevage du matériel biologique( Daphnia magna) pendant 4

semaines avant le passage aux expérimentations.

2.1. Culture de Daphnia magna:

L’¢levage d’une population a été initié par des femelles prélevées a partir des marais de la
zone Guerbez (Skikda) mises dans deux aquariums remplis au 2/3 de leur hauteur avec I’eau
de source oxygénée. Les changements d'eau ne sont pas indispensables. Nous compensons
simplement I'évaporation avec de l'eau neuve. La nourriture est I'6lément fondamental de la
réussite de la culture. Cette derniére doit étre distribuée avec parcimonie, trés réguliérement
(un jour sur deux). Plusieurs types d'alimentation peuvent étre proposés, ils pourront étre
distribués  séparément ou en mélange. Nous avons utilisé la levure (Saccharomyces
cerevisiae) qui présente une taille facilement absorbable par les daphnies et I’extrait de Beta

vulgaris maritima.



e Préparation de I’extrait de I’épinard (Beta vulgaris maritima) :

1Kg de Beta vulgaris maritima est lavé, haché puis bouillit dans un litre d’eau de robinet. Le
contenu est mixé, homogéneisé puis filtré. L homogénat est conservé dans le réfrigérateur a

4°C et utilisé ultérieurement.
2.2- Les tests écotoxicologique:

Deux types de tests sont utilisés en écotoxicologue, différents I’un de I’autre par la durée
d’exposition de I’organisme « test » au polluant. On parle d’exposition aigué lorsqu’elle est de

courte durée et d’exposition chronique (longue durée).

= Un test de toxicité aigué : On désigne sous le terme de toxicité aigué I’action rapide
sur un organisme vivant, d’une substance toxique administrée a dose élevée, généralement en
une seule fois. Les manifestations de I’intoxication sont graves et se terminent souvent par la
mort.

= Un test de toxicité chronique : On désigne par « toxicité chronique » ou « toxicité a
long terme » des études expérimentales faisant appel a une administration répétée ou

permanente du produit supérieur au 1/10°™ de la vie de I’animal.
2.2.1 : Le test de toxicité aigue :

Se déroule pendant une durée trés bréve de la vie de I"organisme. C’est le cas du test
d’immobilisation sur daphnies qui dure 24h (dans ce cas le test est allongé jusqu’ a 72
premiéres h) alors que les daphnies peuvent vivre plus de 100 jours. Les avantages de ces tests
sont leur rapidité et leur faible colt. Cependant comme les tests sont courts, les concentrations
utilisées pour produire un effet doivent étre relativement élevées. Or, la plupart des problemes
environnementaux sont liés aux concentrations résiduelles engendrant des effets a long terme
qui ne peuvent étre mis en évidence par ce type de test. C’est pour répondre a ce probléeme
que des tests chroniques ont été développés.

e Mode opératoire

Des tubes a essais (de 25ml) stériles sont placés sur un portoir, les tubes sont étiquetés (date

(traité/témoin), concentration, numéro de tube).

- Dix daphnies (néonates) sont introduites dans le tube témoin contenant 15 ml de I’eau

de source avec quatre réplicats.



- Dans chaque tube traité contenant 15 ml d'une concentration différente de I’oxyde de
titane (0.5,5,10,50,100mg/l) et I’oxyde de fer (0.5,1,5,10,50,100,150,200mg/l), on fait
introduire 10 néonates.

- Les daphnies sont des néonates de moins de 24 heures avec une taille moyenne de
0.5et 0.8mm.

- L’observation est effectuée durant les 24het 48h et 72h.

- Tous les tests ont été répétés quatre fois.

e Condition:

- Les daphnies ne doivent pas €tre nourries pendant 1’essai.
- La durée de I’essai est de 72 heures.
e Lecture:
- Apres 24 heures, 48h et 72h , le nombre de daphnies mortes est compté dans chaque
éprouvette (immobilisation signifie inaptitude a la nage pendant 15 secondes apreés une légere
agitation, méme si les antennes bougent encore).
- Le nombre de daphnies immobilisées est reporté sur une feuille de calcul Excel.
2.2.2. Le test chronique
Les étapes sont similaires pour les deux nanoparticules utilisées. Le test se déroule pendant
une durée relativement longue (21 jours) de la vie de 1’organisme et les effets sont mesurés
sur des parameétres généralement plus sensibles comme la reproduction chez les daphnies. Ces
tests sont plus longs et plus colteux, mais ils permettent de se faire une idée des implications
a long terme de la présence d’un ou de plusieurs polluants dans I’environnement.

e Principe
Le test est effectué avec 10 daphnies par concentration et par tube.

e Mode opératoire
Nous avons procédé comme suit :
Sur un portoir, nous avons placé des tubes classés comme suivant :
- quatre tubes témoins contenant 15 ml d’eau de source.
- Six concentrations ont ¢été choisis pour ['oxyde de titane(Ti02)(0.5,5,10,
50,100,150,200mg/l) et sept concentration (0.5, 1,10,50,100,150,200mg/1) pour 1’oxyde de
fer .
- Pour chacun des tubes témoins ou traités on fait introduire 10 néonates.
- D’alimentation est trihebdomadaire.
- Suivre le cycle des daphnies en mesurant les parametres de cycle de vie pendant les 21 jours
ainsi que le taux de mortalité.

- Tous les tests ont été répétés quatre fois.



e Conditions:
- La durée de ’essai est de 21 jours.
- Les daphnies doivent étre nourries pendant 1’essai, chaque deux jour.
- La température doit étre comprise entre 20 °C et 22 °C, les conditions d’éclairage sont
similaires a celle de I’élevage permettant d’observer les daphnies (avec 16h de lumiére /8
obscurité).
- Le renouvellement du milieu de culture se fait chaque deux jour.
e Lecture:
Le nombre de daphnies mortes est compté durant les 7j, 14j et 21j, ainsi que le comportement

des individus test et I’accumulation des deux substances testé dans le tube digestif.
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Résultats et discussion :
1. Résultats :
1.1. Toxicité de daphnies par I’oxyde de fer (Fe,O3) :

1.1.1. Toxicité aigué :
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Figure. 15. Taux de mortalité des daphnies (%) en fonction du temps (heures) et en

concentration du nano Fe,O3

La figure 15 représente le taux de mortalité des daphnies (%) en fonction du temps (heures).
En effet, aprés un contact de 12h on note un taux de mortalité qui atteigne 27.5 (%) pour la
concentration de 5mg/l de nano Fe,O3; avec seulement 10% (0.5, 10 et 50mg/l) et12.5 %
(100et 150mg/l)avec un taux de 20% pour ( Img/l) , les daphnies traitées sont immobiles, le
taux de mortalité arrive a 27.5% et 30% pour 200 et 5mg/l apres 24h et dépasse les 35%pour
200mg/I apres 48h. On observe également, une progression dans la mortalité car 72 heures, ce
taux atteint les 52.5%pour (150 mg/l) et 45% pour (200mg/l), 25% pour (100et 50mg/l) et
17% pour 0.5mg/l. Cependant, les daphnies témoins croissent normalement; les conditions de

développement s’averent favorables.



1.1.2. Toxicité chronique :
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Figure. 16. La mortalité des daphnies traitées par le nano Fe,O3 et aux différentes

concentrations.

La figure 16 représente la mortalité des daphnies traitées par la solution d’oxyde de fer et aux

différentes concentrations utilisées.

D’apres les résultats recueillis, on constate que le taux de mortalité évolue d’une maniere
progressive dans le temps. Dés le 7éme jour, ce dernier est de plus de 50% pour la
concentration 150mg/l de Fe,Os, parallélement, nous constatons qu’au 14°™ jour, la mortalité
culmine vers les 77.5% (10mg/l) et 80% (0.5mg/l) et 92.5%(50mg/l) et atteigne 95%(10,
50,100 et 200 mg/l) vers le 21 jour.

1.1.3. L’effet des nanoparticules de Fe,Ossur les paramétres de cycle de vie de Daphnia
magna:

e Longévité :
Quant a ’oxyde de fer , la figure 17 montre la variation de la longévité en fonction
des concentrations utilisées et dans le temps, la longévité des daphnies traitées a connu
une baisse hautement significative par rapport au témoin pour la 1% concentration
(0.5mg/l) ainsi que pour les six restes concentrations( on note une baisse de 7 jours
pour 0.5mg/l , 10.5 jours pour 1, 50 et 50 mg/g, un baisse de 10 jours pour 5 et 100
mg/l, 9.5 jours pour 50 mg/l et 11 jours pour une concentration de 200mg/1 ).
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Figure.17. Variation de la longévitémoyenne de Daphnia magna en fonction des doses

utilisées de Fe,Os.

e L’aAge a la maturation et grandeur de ponte moyenne :

Aucune femelle n’a pu arriver au stade de maturation pendant toute la durée (21 jours) du

test et avec toutes les concentrations.

1.2. Toxicité de daphnies par I’oxyde de titane (TiO,) :

1.2.1. Toxicité aigué :
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Figure.18. Taux de mortalité des daphnies (%) en fonction du temps (heures) et aux

différentes concentrations du nano TiO,.

La figure 18 représente le taux de mortalité des daphnies (%) en fonction du temps (heures).

En effet, apres un contact del2h, 65% des daphnies traitées sont immobiles sur un nombre



totale des daphnies mis en test avec la concentration 200 mg/l de TiO,, le taux de mortalité
dépasse les 40% avec la concentration 150 mg/l et arrive a 17.5%,20% et 35%avec les
concentrations 10, 50 et 100 mg/l. Pour les concentrations plu faible (0.5 mg/l et 5 mg/l) on
note un taux moins élevé mais reste significatif (7.5% et 5%) aprés 12 h de temps. On observe
également, une progression dans la mortalité avec le temps car apres 24 elle dépasse les 30,
60, 70, et 80% pour les concentrations de 50, 100, 150 et 20 mg/l de TiO, respectivement, ce
taux atteint les 90% avec la concentration 200 mg/1 ,77% avec 100et 150mg/1 et arrive jusqu’a
35% pour 0.5 mg/l, 32.5% pour 5 mg/l , 55% pour des concentrations de 10 et 50 mg/l. apres
21 jours. Cependant, les daphnies témoins croissent normalement; les conditions de

développement s’averent favorables.

1.2.2. Toxicité chronique :
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Figure.19. La mortalité des daphnies traitées par le nano TiO, aux différentes concentrations

et dans le temps.

La figure.19, représente la mortalité des daphnies traitées par le nano TiO,, la moitié des
daphnies sont immobile aprés 7 jour de contact avec la nanoparticule pour 0.5mg/l, ce
pendant le taux de mortalité atteigne les 92.5 % avec 200 mg/l et 77% avec 150 mg/l. La
concentration 200 mg/l de Fe,O3 provoque effectivement un taux de mortalité qui avoisine les
100 % deés le 14™™ jour.



1.2.3. L’effet des nanoparticules de ’oxyde de Titane sur les parametres de cycle de vie
de Daphnia magna:

e Longévité :
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Figure.20. Variation de la longévité moyenne de Daphnia contaminées au nano TiO, en

fonction des concentrations utilisées

Pour ce test les résultats montrent que la relation est inversement proportionnelle entre la
dose utilisée de TiO; est la longévité des traités, nos résultats montrent que le TiO, a provoque
une réduction dans la durée de vie (longévité) des daphnies en fonction des traitements (avec
une régression de 10 jours pour 0.5 mg/l, 8, 10 et 11 jours pour 5,10 et 50mg/l
respectivement. Cependant 1’effet des nanoparticules de TiO, concernant ce parameétre par
rapport au témoin est clair pour la concentration de 100, 150,200 mg/l dont la longévité est

limitée a 5, 4.5 et 2 jours respectivement (figure 20).

e Age ala maturation :
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Figure. 21. L’age a la maturation des daphnies pour les différentes concentrations de TiO;



La figure 21 représente 1’age a la maturation des daphnies pour les différentes concentrations
de I’oxyde de Titane. En effet, au niveau des concentrations de 5,10 et 50 mg/l de TiOy, les
individus mettent plus de 17 jours pour que les juvéniles arrivent au stade de la maturation et
15 jours pour les femelles mis en contact de 0.5 mg/l de TiO,, pour les concentrations de 100,
150 et 200 mg/l aucune daphnie n’a arrivé au stade de maturation. Quant aux témoins, ces

derniers mettent respectivement 07 et 08 jours.

Notons que les juvéniles témoins arrivent a donner leur premiére ponte apreés 10 jours.

e Grandeur de ponte moyenne :
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Figure.22. La variation de la grandeur de ponte moyenne pour les différentes concentrations
de TIOZ

La grandeur de ponte est illustrée sur la figure 22.

Notons que la grandeur de ponte est nettement faible chez les daphnies mis en contact avec
le nano TiO; en 0.5 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l et 50 mg/l et n’arrive pas a 2 néonates pour chacune
de ces concentrations. Concernant les autres concentrations (100, 150 et 200 mg/l) le taux de
mortalité été trés élevé et les jeunes femelles restantes n’ont pas arrivé a mettre leur premiére
ponte méme au 21 jour .En occurrence, chez les témoins la grandeur de ponte moyenne

relative est plus de 10 juvéniles par femelle.



e Accumulation des nanoparticules testées dans le tube digestif de Daphnia magna :

Figure.23. ’accumulation de I’oxyde de fer dans le tube digestif de Daphnia magna (cas de

10 mg/l & gauche et 50 mg/l a droite)

Figure.24. I’accumulation de 1’oxyde de titane dans le tube digestif de Daphnia magna (cas

de 10 mg/l & gauche et 100 mg/l & droite)



2. Discussions :

D’apres les résultats obtenus, on note I’effet des différente concentrations de nanoparticules

sur D. magna.

e Les résultats du test aigu révelent le taux de mortalité assez élevé des daphnies, suite
a la toxicité des deux nanoparticules : oxyde de fer et oxyde de titane.

L’immobilisation des daphnies survient deés les 12 premiéres heures uniquement du contact
direct de ces organismes sentinelles avec la substance test. L’immobilisation des daphnies est
une repense a tous les niveaux d’organisation biologique (physiologique, moléculaire,
cellulaire, biochimique, tissulaire, morphologique et écologique) ces résultats sont en accord
avec les travaux de Manuela F et al en 2011[11], ont trouvé qu’une concentration de
0.01mg/l de TiO, cause un effet significatif (p >0.05) et les travaux de Zhang H.Y en 2012
pour I’effet toxique des nano particules sur la survie et la mobilité des crustacés d’ eaux

douces et notamment sur Daphnia magna.

Nikolay et al., en 2009 ont trouvé que Les femelles des daphnies exposés & 80 et 250 mg L™
de nanoparticules de TiO, étaient significativement plus lentes (perdent leur mobilité) apres
24 h que les celles exposés a des concentrations plus faibles, et il était évident que les
particules de TiO, accumulés en quantités importantes dans le tube digestif soit la premiére

cause du taux de mortalité assez éleve.

Il se trouve que, les nanomatériaux étudiés non seulement préecipitent ou flottent a la surface,
mais aussi s’agglomérent , Heinlaan et al en 2008 ont montré dans leur étude « Toxicity of
nanosized and bulk ZnO, CuO and TiO, to bacteria Vibrio fischeri and crustaceans Daphnia
magna and Thamnocephalus platyurus.» que , les conditions physiques dans I'eau pendant les
24 premieres heures de l'expérience étaient différentes par rapport aux conditions des second
24 h et 48 h comme une quantité importante de nanoparticules étant initialement en
suspension précipitent ou flottent.

Dans notre bio essai test, les nanoparticules ont été observées dans le tube digestif des jeunes
Daphnia. Les animaux peuvent engloutir massivement les nanoparticules agglomérés, les
prenant pour des aliments. Il est possible que les particules s’agglomerent davantage dans le

tube digestif, puis éventuellement bloquer la digestion et causer la mort.

Nous suggérons que le mécanisme de la toxicité éventuelle décrit ci-dessus pourrait avoir une
certaine importance dans le cas d'une exposition a long terme de Daphnia aux nanoparticules.

Nous pouvons conclure que la toxicité aigué des nanoparticules sur la Daphnia est déterminée



par certaines propriétés chimiques spécifiques de chaque matériau, plutét qu'un mécanisme

physico-chimique commun aux différents nanomatériaux.

En effet, Hund-Rinke et Simon (2006) ont montré que méme si les nanoparticules de TiO, ont
été illuminées avant de tester les effets toxiques aigus pour les daphnies, des effets sont
survenus & 1,5-3 mg. I*. Concernant notre étude, ces effets sont survenus a des
concentrations plu faibles (0.5 mg/l) ainsi pour le TiO; ou le Fe;O3 avec des conditions de

16/8h (lumiére /obscurité)

e Les résultats du test chronique montrent que le taux de mortalité est aussi assez
¢levé suite a ’administration de plusieurs doses de nanoparticules de (oxyde de fer et oxyde
de titane). L’action toxique de ces substances évolue progressivement et la plupart des doses
utilisées ont provoqué une action létale (taux de mortalité dépassant 50%) sur les daphnies ;
mais c’est la dose 200 mg/l qui a remarquablement causé une mortalité de plus de 92.5% des
le 7°™ jour TiO, et 60% pour la concentration de 150mg/l dans le cas de la toxicité par
I’oxyde de fer ces résultats confirment ceux de Lovern, S.B., Klaper, R., 2006 montrant la
mortalité induite varie entre 30 et 40% pour les daphnies nourris avec 0,1, 1 et 10 mg / | de
TiO2 d’ algues contaminés et les travaux de Shawna .,Mike et al 2011 concernant la toxicité
par le Fe;0s3, TiO,, ZnO vis a vis Xenopus laevis (espéce d’eau douce). Manuela et al (2012)
ont montré que l'exposition alimentaire chronique induit la mortalitt a 0, 1 mg / |
(concentration nominale en milieu d'algues), pour les daphnies qui ont été nourris d'algues
contaminées pendant 21 jours, la concentration de I'effet était 10 fois moins que celle trouvé
par Zhu et al. (2009a) et 100 fois moins que celle de Winch et al. (2009). Cependant, cet effet
plus important pourrait étre lie & la méthode de préparation des suspensions tests ou
I’exposition alimentaire (Winch et al., 2009) ou le nanomatériau étudié (Zhu et al., 2009a).
I'exposition chronique par voie alimentaire de la daphnie adulte pourrait indiquer soit, une
plus grande sensibilité des stades de la vie, et / ou des effets nocifs cumulatifs conduisant a
Iétalité aprés une exposition a long terme selon les travaux de Manuela et al., 2012 .

Le taux ¢élevé de la létalité qu’on a trouvé apres une exposition de 21 j a été prédicté par
Heinlaan et al., 20083 qui ont trouvé que 1’effet toxique des oxydes métalliques (TiO, <CuO
<ZnO) pour les crustacés généralement ressemblait a celle des bactéries. Les tests effectués
n'ont révélé aucune toxicité de deux formulations testées de TiO, et de ZnO (tailles de

particules de 25-70 nm pour nano TiO,, 50 - 70 nm de ZnO) pour les crustacés

T. platyurus, méme & 20 g I™* (2% TiO,). Cependant, 20 g nano TiO, I"* induit la mortalité de
60% de D. magna et I’absence d'effets a des niveaux inféricurs pourrait étre due aux

conditions de test (dans l'obscurité). Toutefois, les enquétes préliminaires ont montré que



I'éclairage (8000 lux éclairage fluorescent blanc, froid) pendant le test cause augmentation de

la toxicité des nano TiO, pour D. magna environ 30% selon Lovern et Klaper (2006).

Ces études soulevé des problémes communs comme la comparaison des effets entre
nanomatériaux, ions et matériaux micrométriques (Blinova et al., 2010; Dabrunz et al., 2011,
Poynton et al., 2011; Wiench et al., 2009; Zhao and Wang, 2010) ou bien I’influence des
caractéristiques physico-chimiques des nanomatériaux (Wiench et al., 2009; Kim et al.,
2010; Li et al., 2010; Strigul et al., 2009; Garcia et al., 2011) et de leur mode de préparation
(Wiench et al., 2009; Lee et al., 2010b). Les nanomateriaux induisent une augmentation de la
mortalité, altérent la reproduction, modifient le comportement ou encore génerent des
malformations chez la daphnie (Dabrunz et al., 2011; Wiench et al., 2009; Garcia et al., 2011,
Hall et al., 2009; Kim et al., 2010; Lovern et al., 2007; Zhu et al., 2010). Comme chez les
bacteries ou les algues, les effets physiques tels que 1’obstruction du tube digestif, expliquent
une partie de la toxicité des nanomatériaux (Blinova et al., 2010; Dabrunz et al., 2011; Kim et
al., 2010; zZhu et al., 2010). En effet, les daphnies ingurgitent de grandes quantités de
nanomateriaux qui viennent bloquer I’assimilation des nutriments ou qui peuvent étre
transférées dans 1’organisme (Zhao and Wang, 2010; Zhu et al., 2010). De plus, des daphnies
qui ingerent des NPs de TiO,, par exemple, ne 1’¢liminent pas facilement et les NPs se
trouvent donc concentrées dans cet organisme (Zhu et al., 2010). Cette bioaccumulation peut
conduire a la bioamplification, c’est-a-dire a 1’augmentation de la teneur en toxique d’un

maillon de la chaine alimentaire a I’autre. (Camille L., 2011).

e Les resultats relatifs a I’effet nanoparticules sur les paramétres de cycle de vie ont
permis d’observer et aussi de quantifier les modifications du comportement des daphnies face
a ces substances. On a pu cependant, tester et particulierement chercher les perturbations sur
D. magna. En effet, ’anatase nanoparticule est plus toxiques que le rutile, chez D. magna,
c'est en accord avec les travaux de Bang et al. (2011). En outre, la tendance de floculation en
particules plus grosses ou plus concentrations sont susceptibles de diminuer I'ingestion, la
réduction de la toxicité (formation d’agrégat et agglomérat).

» Lagrandeur de ponte moyenne est tres faible dans le cas de TiO,, semble étre due a
la petite taille des NPs (10 et 20 nm) et leurs fortes réactivités de surface pourraient
expliquer la plus grande capacité des NPs a produire un stress oxydant en 1’absence de
photoactivation ces résultats sont en accord avec ceux de Gurr et al., 2005, le stress
oxydant  favorise l’augmentation des effets cytotoxiques et D’inhibition de la

reproduction(Zhang et Sun, 2004; Gurr et al., 2005; Sayes et al., 2006).



La grandeur de ponte moyenne par la toxicité¢ de I’oxyde de fer est négatifs (nul) et
semble étre due aussi au stress oxydatif, les nano Fe,O5; favoriseraient la production
d’espéces activées de I’oxygene (ROS) connus pour affecter la viabilité cellulaire selon
les publications de ’EMPA (Laboratoire Materials Biology Interactions) [10]. Manuela
et al., (2011) ont mis en évidence que la progéniture cumulée par couvée a montré une
diminution significative de la deuxiéme génération (p <0,022). Comme observé dans leur
étude, I'exposition chronique de D. Magna de nanoparticules de TiO, induit plus d'effets
sur la reproduction sur la base des concentrations nominales de la suspension des
nanomatériaux utilisés pour la contamination des algues, ils ont montré une diminution
significative de la reproduction des daphnies de 0,01 mg / L. Cette CMEO est 300 fois
inférieure a la CSEO sur la reproduction des daphnies mesurée par Wiench et al. (2009),

L'exposition alimentaire a des sous-produits métalliques (nanomatériau) a conduit a
des modifications des traits de la vie de D. magna, méme a ceux observés lors de
daphnies sont exposées a Cu et Ni alimentaires. Algues contaminé par des niveaux élevés
de Cu (500 mg /1) ou Ni (225-590 mg / I) et utilisés pour nourrir D. magna induisent des
effets sur la croissance et la reproduction totale (De Schamphelaere et al, 2007;. Evens et

al, 2009. ). lls ont décrit ces effets, comme une altération de I'énergie.

Dans les travaux de Manuela et al publiés en (2011), les nanomatériaux sous-produits
de TiO;, ont diminué la survie de la progéniture conjointe avec une réduction de la
croissance et la reproduction. Ces effets étaient conformes a la restriction de l'acquisition
de I'énergie, telle que produite par la perturbation de l'enzyme digestive (De Coen et
Janssen, 1997;. Poynton et al, 2007).

Des mesures complémentaires ont montré une diminution des activités d’andestérase
amylase apré 48h d’éxposition au nano TiO,, et ces effets sont plus apparents aprés 21
jours de traitement. Ces résultats étaient cohérents avec les travaux de Dedourge et
al(2009) qui a remarqué une diminution des activitées des enzymes digestives (en
particulier amylase et estérase) de gammares fossarum exposée 7 jours. Ces activités
enzymatiques digestives diminuées pourraient expliquer la réduction de la croissance et la
reproduction que nous avons également signalé et surtout pour ceux concernant I’oxyde

de fer (pas de reproduction).

Concernant, le témoin, I’augmentation de la grandeur de ponte peut étre attribuée a la

composition du milieu (qualité de nourriture, O5...).



» La longévité a connu une baisse dans les différentes concentrations ; notons que la
différence entre traités et témoins est nettement élevée. Ces résultats sont en accord avec
ceux de Canesi et al., 2010 qui ont expliqueés leurs résultats par une induction de ’activité
des lysozymes (production d’ERO) et déstabilisation membranaire de ces derniers,
augmentation de la lipoperoxydation, du taux de glutathion et une diminution de ’activité
Na+K+- ATPase dans les branchies(truite) menant soit a ’appoptose soit a une nécrose et
altération de la viabilité cellulaire. Nos résultats sont aussi en accord avec les travaux de
Manuela et al (2011) qui ont trouvé que la survie de la progéniture aprés 6 jours a été
réduit a 68% pour 1 mg/ I.

> Pour le paramétre de cycles de vie, I’Age a 1a maturation, est de 7 a 8 jours (Chakri 2007)
pour les témoins et contrairement aux traités a un intervalle (15a18.5jours) semble étre du
a l’accumulation des deux nanoparticules dans le tube digestif (figure 22et 23) et y
provoquer du stress oxydant inhibant la reproduction Lubick (2009).

Les travaux de Manuela et al (2011) confirment les résultats observés precédemment sur
la survie des daphnies traités, a la fin de I'essai, la reproduction a significativement réduit a
0,01 mg/Letlmg/L (28 et 42%, respectivement), ainsi que la taille des daphnies, par
rapport au témoin. Apres 48 h d'exposition au TiO; a 0,01 et 1 mg / |, une diminution de
I'activité de I'amylase et de I'estérase est mesurée, ainsi que d'une induction de l'activité de
la catalase. Le 21°™ jour, aucune modification de l'activité des enzymes antioxydantes

(CAT et SOD) n’a été observée par rapport au témoin (conditions d’obscurité). Cependant,

une réduction significative (p <0,004) de l'estérase, I'amylase, et l'activité trypsine a été

mesurée aux deux concentrations testées.

Ces chercheurs ont donné une autre explication, que, L'altération de la physiologie de
I'appareil digestif pourrait aussi réduire I'efficacité de l'assimilation des aliments, et de
provoquer un affaiblissement des organismes au cours de I'exposition alimentaire, dont, un
processus cumulatif qui pourrait expliquer 1’ effet de retard sur la reproduction des adultes
matures D. magna. Aussi, quand les juvéniles sont exposées pendant 21 jours, les effets
sont amplifiés par la limitation de la croissance et de la reproduction, le méme cas est

constaté lors notre étude (cas de Fe,O3 ou la reproduction est inhibée).

e D’autres études sur les espeéces aquatiques outres les crustacés montrent que 1 es algues
sont, elles aussi, sensibles a une exposition aux nanomatériaux. Ces derniers
entraineraient une augmentation de la mortalité (Aruoja et al., 2009; Brayner et al., 2010;
Miao et al., 2010), des retards de croissance (Gong et al., 2011; Gubbins et al., 2011,
Hartmann et al., 2010; Peng et al., 2011; Wei et al., 2010b), une diminution de la



photosynthéses (Bhattacharya et al., 2010; Brayner et al., 2011; Gong et al., 2011; Lin et al.,
2009b; Shi et al., 2011; Wei et al., 2010b) et une génération d’espéces réactives de 1’oxygene
(ROS) (Wei et al., 2010b; Bhattacharya et al., 2010). Les effets toxiques sont parfois
expliques par I’adsorption de nanomatériaux a la surface des algues (Aruoja et al., 2009;
Bhattacharya et al., 2010; Gong et al., 2011; Lin et al., 2009b; Wei et al., 2010a) voire par
leur internalisation (Brayner et al., 2010; Miao et al., 2010; Shi et al., 2011). Ainsi, dans le
cas de I’algue unicellulaire Scenedesmus, les NPs de polystyréne s’adsorbent sur toute la
surface de I’algue générant des troubles de la photosynthése (Bhattacharya et al., 2010). Les

substances exopolymériques pourraient également avoir un role protecteur. (Camille 2011).

Ces travaux vont dans le sens de la toxicité des nanoparticules envers tous les

organismes vivants.



CONCLUSION

Toutes ces études stipulent qu'il existe en effet un danger lié aux nanotechnologies. Les
nanoparticules peuvent se révéler toxiques pour I'nomme tout comme pour son entourage,
mais les données disponibles sont insuffisantes et fractionnées. Ces données ne couvrent
qu'une infime partie des informations requises afin de conclure définitivement sur la toxicité
de certaines nanoparticules. Cependant, la majorité des données acquises a ce jour montre

qu'il existe un danger potentiel pour les sujets exposés aux nanoparticules.

Peu d'études aussi sur I'écotoxicité aquatique ont porté sur leTiO; et le Fe,Os3, et en
particulier sur les effets d'une exposition prolongée. Ici, nous avons signalé la premiére étude
comparative de la toxicité aigué et chronique pour D. magna par I’oxyde de titane et 1I’oxyde
de fer nanometriques. Nos résultats ont démontré que le traditionnel 48 h essai de toxicité
aigué peut ne pas étre suffisant pour | évaluation de la toxicité des deux nanoparticules, mais
une toxicité supérieure a été observée lors de 1’exposition étendue sur 72 h. Par ailleurs,
I'exposition chronique a nTiO, et Fe,O3 pendant 21 jours induit une inhibition significative de

la croissance et de la reproduction, et une augmentation du taux de mortalité.

En outre, D. magna peut accumuler les deux nanoparticules de I'environnement ambiant
avec des concentrations élevées (bioaccumulation), qui peut affecter sa croissance, sa
reproduction et méme sa respiration. L’ensemble de ces résultats indiquent que I’oxyde de
titane ainsi que 1’oxyde de fer nanométrique, en particulier pendant une exposition chronique,
peut exercer une incidence négative sur les populations d’organismes aquatiques par le biais

alimentaires et la dynamique dans les systemes et milieux aquatiques.

Enfin, la composition chimique et la taille des nanoparticules semblent étre des
déterminants importants contrélant ainsi leur internalisation, leurs transferts et leurs effets

biologiques sur les organismes vivants.



Perspectives

La tragabilit¢ complete corrélée a [D’obligation d’étiquetage des produits des
nanoparticules pour une information claire des consommateurs, selon les différents usages et

les différentes axposition

En effet, la réponse d’un biomarqueur pour un contaminant peut étre différente selon les
especes (Spurgeon et al.,2000; Fourie et al., 2007; Maleri et al., 2008b). 1l est d’ailleurs
généralement recommandé d’utiliser plusieurs especes dans les tests écotoxicologiques pour
avoir une meilleure gestion environnementale et pour avoir des procédures d’évaluation des
risques écologiques plus précises (Van Straalen., 2002). Il faudrait donc accentuer nos efforts
sur la recherche des génes de ces espéces, et renforcer les études écotoxicologiques aux

échelles cellulaires, individuelles et populationnelles.

Les daphnies sont également des organismes clés dans la chaine alimentaire. Une
premiére étude a mis en évidence la biomagnification des nanoparticules dans la chaine
trophique entre un producteur primaire et un consommateur primaire (Judy et al., 2011).
L’¢tude du transfert de ces nanomatériaux de TiO, via la chaine trophique permettrait de
mettre en évidence le potentiel biomagnification de ces nouveaux contaminants aux
organismes superieurs et le danger que peuvent représenter ces nanomatériaux pour I’Homme

et ’Environnement.
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Annexe

Tableau : Concentrations prédites en nanoparticules de TiO, dans I’environnement dans
différents compartiments (E-U : Etats-Unis)

<0,5 ng/m’ Europe

. <05 ng/m’ E-U Gottschalk et al. (2009)
ir
0,73 ng/m’ Suisse
1,5-4,2ng/m’ / Mueller et Nowack (2008)
Eau 0,7-16 pg/l / Mueller et Nowack (2008)
05-88ug/l  Tamise (UK)  Johnson et al. (2011)
0,012-0,057 g/l Europe
Eau de surface
0,002-0,01 ug/! E-U Gottschalk et al. (2009)
0,016-0,085 pg/| Suisse
R 25-108 g/l Europe
UENGSOESIINONS 43 674yl EU Gottschalketal. (2000)
d'épurations
35-16,3 pg/l - Suisse
S 100 - 433 mg/kg Europe
ouescestalion  yh7.523mgkg  EU  Gottschalketal, (2009)
d'épuration
172 - 802 mg/kg Suisse
5ol - 04-48 ug/kg /  Mueller et Nowack (2008)
273 -1409 pg/kg/an  Europe
Sédiment 44 - 251 pg/kg/an E-U Gottschalk et al. (2009)

426-2382 ug/kgfan  Suisse




Résumé

La production et I'utilisation des nanomatériaux manufacturés est en plein essor, ce qui
entraine leur déversement dans I’environnement. Les nanoparticules de dioxyde de titane et
d’oxyde de fer sont utilisées dans un grand nombre de produits manufacturés du fait de leurs

propriétés (photocatalytiques et d’absorption des UV, propriétés magnétiques).

Les risques écotoxicologiques liés aux nanoparticules de TiO,, Fe,O3 et aux sous produits
d’altération de TiO; sur les organismes aquatiques et terrestres sont encore peu connus, et
représentent une contribution significative a la contamination générale de I'environnement, et
plus particulierement des milieux aquatiques. A cette fin, Daphnia magna a été utilise comme
bioindicateur étant donné qu’elle présente 1’avantage d’étre facile a manipuler et est utilisée

dans des tests normalisés d’écotoxicité.

L’objectif de ce travail est 1’¢laboration d’une méthodologie d’évaluation des risques
sanitaires et écotoxicologiques liés au rejet des nanoparticules dans les milieux aquatiques.
Une procédure a été élaborée : pour la gestion et I’évaluation des risques générés par les NPs,
via un bio-essai toxicologique a court et a long terme .Des perturbations ont été enregistrées
au cours du cycle de reproduction a travers les parameétres du cycle de vie (longévité, age a la
maturation, grandeur de ponte,...). Ces résultats nécessitent d’étre vérifié par des études

approfondies.

Le scénario présenté a conduit a une évaluation quantitative des risques. Il devra étre amélioré
sur certains aspects, particulierement ceux concernant 1’influence exacte de chaque paramétre

physico-chimique dans les effets biologiques des nanoparticules de Fe,;Os et TiO..

Mots-clés : Nanoparticules, TiO,, Fe,O3, Daphnia magna, risques écotoxicologiques.



Abstract

The production and use of nanomaterials is booming, leading to discharge into the
environment. The nanoparticles of titanium dioxide and iron oxide are used in many
manufacturing because of their properties (photocatalyst and UV absorption, magnetic

properties) products.

Ecotoxicological risks associated with nanoparticles of TiO,, Fe,O3 and TiO, in alteration
of aquatic and terrestrial organisms produced are still little known, and represent a significant
contribution to the overall contamination of the environment, particularly aquatic . To this
end, Daphnia magna was used as bioindicator since it has the advantage of being easy to

handle and is used in standard ecotoxicity tests.

The objective of this work is to develop a methodology for assessing health and
ecotoxicological risks rejection of nanoparticles in aquatic environments. A procedure has
been developed: for management and risk assessment generated by NPs via a toxicological
bioassay short and long term Disturbances were recorded during the reproductive cycle
through the life history (longevity, age at maturity, egg size, ...). These results need to be
verified by further studies.

This scenario has led to a quantitative risk assessment. It will be improved in some
aspects, especially concerning the exact influence of each physico-chemical parameter in the

biological effects of nanoparticles of Fe,O3z and TiO..

Keywords: Nanoparticuls, TiO,, Fe;O3, Daphnia magna, ecotoxicological risks
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