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RESUME

Les effets inhibiteurs des nanoparticules d’argent (Ag-NP) sur la croissance des
lentilles d’eau ont ¢ét¢ démontrés dans des études antérieures. L’acide
éthylénediaminetétracétique (EDTA) est un ligand organique qui n’est pas
naturellement dans I’environnement. Il est rejeté comme déchet aprés 1’utilisation de
produits de consommation ou il a la fonction d’étre un agent de chélation. Bien que
I’EDTA ne soit pas une substance toxique pour les étres vivants en tenant compte des
concentrations connues dans 1’eau, elle pourrait en quelque sorte modifier I’effet
toxique des métaux, dans ce cas, des nanoparticules d’Ag. La caractérisation physico-
chimique des nanoparticules a été faite avec des concentrations d’Ag de 0,01;0,1; 1
et 10 mg/L et I’EDTA de 1 et 10 mg/L dans le milieu de croissance 20X AAP. Les
nanoparticules d’Ag ont formé des agrégats au bout de 7 jours avec un diamétre
beaucoup plus grand que celui en poudre. Le potentiel z des suspensions a montré une
instabilité éventuellement causée par la valeur élevée de la force ionique du milieu de
culture. Une légére augmentation de I’intensité des valeurs a été observée dans la
solution avec 10 mg/L d’EDTA. La solubilité des nanoparticules a été minimale et
inchangée avec la présence de ’EDTA. L’effet de ’EDTA sur la toxicité des
nanoparticules d’Ag sur la croissance a été étudié selon la ligne directrice 221 de
I’OCDE avec les mémes conditions de caractérisation physico-chimique. Les
nanoparticules d’argent ont démontré une toxicité significative a 10 mg/L. Les effets
de ’EDTA sur la toxicité des nanoparticules d’argent ont varié selon les conditions
expérimentales.

Mots clés: Nanoparticules d’argent, EDTA, croissance, Lemna minor,
bioaccumulation,



INTRODUCTION GENERALE

Actuellement, les nanoparticules (NPs) sont omniprésentes dans les systémes
aquatiques environnementaux et techniques (Delay et Frimmel, 2012), elles
comprennent des matériaux avec des diameétres entre 1 et 100 nm et sont largement
utilisées dans I’industrie moderne, en raison de la série de propriétés physico-
chimiques que leur taille leur confére. Les risques liés a la libération de nanomatériaux
dans I’environnement au cours de leur fabrication, utilisation et élimination des
produits ont augmenté proportionnellement dii a la forte expansion des

nanotechnologies.

Une attention considérable a été portée aux nanoparticules d’argent (NPs-Ag),
qui sont I'une des NPs les plus largement utilisées pour agir comme agents
antibactériens dans les revétements biocides, les shampooings, les savons et les
dentifrices, donc c’est normal que le niveau de NPs-Ag dans les eaux usées soit
significatif. Selon des études rapportées, il est démontré que 1I’Ag a une toxicité élevée
chez plusieurs organismes dans sa forme ionique ou dissoute, cette toxicité d’argent

(Ag) a été exploitée sous la forme de NPs-Ag (Gubbins ef al., 2011).

Les propriétés de I’Ag, en tant que bactéricide, ont été utilisées pour la
commercialisation de suspensions d’Ag colloidales comme « compléments pour la
santé » (Fabrega et al., 2011). Cependant, il existe des effets indésirables chez les
humains et chez tous les étres vivants. Une exposition élevée aux composés d’Ag peut
provoquer une argyrie, une coloration grise permanente de la peau bleutée et d’autres
effets toxiques tels que : des dommages au foie et aux reins ; des irritations aux yeux,

de la peau, des voies respiratoires et du tractus intestinal ; et des changements
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défavorables dans les cellules sanguines (Prabhu et Poulose, 2012). Bien qu’il n’y ait
aucune preuve indiquant que les NPs-Ag affectent les étres humains par leur utilisation
dans les produits de consommation, il est probable que des produits contenant des NPs-
Ag produisent de I’argent dissous (Ag") et des rejets de NPs-Ag dans I’environnement
(Benn et Westerhoff, 2008; Geranio et al., 2009), qui sont susceptibles de subsister et

de se bioaccumuler.

Normalement, la chimie de I’environnement affecte 1’interaction des ions
métalliques avec plusieurs ligands, ce qui se produit également avec les ions d’Ag,
influencant leur biodisponibilité et leur toxicité (Adams et Kramer, 1998). L’acide
éthylénediaminetétracétique (EDTA) est une substance chimique qui n’est pas
naturellement dans 1’environnement et qui est principalement utilisé comme agent de
chélation ou de conservation dans des produits de nettoyage, des cosmétiques, des
médicaments, dans les agents échangeurs d’ions, les produits pour automobiles, le
traitement de 1’eau, ’emballage alimentaire et les produits antiparasitaires ; ainsi
comme dans des produits pour la production d’encres d’imprimerie, les peintures et
revétements. Bien que I’EDTA ne soit pas une substance toxique pour les étres vivants
en fonction des concentrations dans I’eau, elle pourrait en quelque sorte modifier I’effet
toxique des métaux, car elle forme des composés complexes avec eux comme ligand

(Rodea-Palomares, 1. et al., 2009) .

L’objectif principal de ce projet de recherche a été d’étudier les effets de
I’EDTA sur la toxicité des NPs-Ag dans la plante aquatique Lemna minor. En tenant
compte de la caractérisation des NPs dans le milieu de culture, les effets toxiques ont
été mesurés par 1’évaluation de la croissance de la biomasse et la bioaccumulation d’Ag
dans la plante aprés une exposition de 7 jours. La plante aquatique Lemna minor est
une espéce végétale qui représente un organisme aquatique appropri€ pour les études
toxicologiques, car il a ét¢ démontré qu’elle est trés sensible a I’effet toxique des

polluants, provoquant I’inhibition des processus photosynthétiques et de la croissance



de la biomasse (Wang, Wuncheng, 1991). Sous des conditions contrdlées de
laboratoire, la toxicité des NPs-Ag et I’effet de ’EDTA ont été évalués selon les
« Lignes directrices pour les essais de produits chimiques. Lemna sp. test d’inhibition
de la croissance » (OCDE, 2006). La caractérisation physico-chimique des NPs-Ag a
été faite dans le milieu et avec différentes concentrations d’EDTA. La bioaccumulation
d’Ag dans les plantes a été¢ déterminée par ICP-OES. Le but de ce projet consiste a
contribuer aux connaissances fondamentales pour une meilleure compréhension de
I’effet produit par les chélateurs tel que I’EDTA sur la toxicité des NPs, en I’occurrence

de I’Ag en utilisant des organismes aquatiques comme Lemna minor.

Ce mémoire est constitué de cinq chapitres. Le premier chapitre, décrit les NPs-
Ag, leur présence dans ’environnement, leur toxicité et leur propretés physico-
chimiques, tel que le diamétre hydrodynamique, le potentiel Z et la solubilité. Ensuite,
dans le deuxiéme chapitre, ’EDTA et sa présence dans I’environnement sont décrits.
Le troisieme chapitre discute en détail des organismes modeles qui ont été utilisés pour
réaliser les bioessais. L’avant-dernier chapitre explique les approches méthodologiques
qui ont été employées. Finalement, les résultats du projet sont présentés dans le dernier

chapitre.



1 CHAPITREI

NANOPARTICULES

1.1 Les nanomateriaux

Les nanomatériaux sont une variété de matériaux émergents, dont au moins une
des dimensions est comprise entre 1 et 100 nm (figure 1.1). Celles-ci constituent une
transition entre les molécules et les atomes, et un matériau solides aux dimensions
volumétriques (en vrac). Les matériaux de I’ordre du micrométre ont des
caractéristiques similaires a celles propriétés d’un solides en vrac, alors que les
nanomatériaux, en raison de leur taille réduit & quelques nanométres, ont des propriétés

qui différent de maniére significative des matériaux avec des dimensions plus grandes.

Atom Molecule Virus Bacteria Period Tennis ball

£B &

1A 1nm 100 nm 0,001 mm 0,01 mm 1mm

Nanomaterials

Copyright: 2016 e Europasn Chemicals Agency

Figure 1.1 Echelle comparative des tailles de particules (adapté de
https://euon.echa.europa.eu/general-information)




1.1.1 Classification des nanomatériaux

Les nanomatériaux peuvent étre classés en quatre types en fonction du nombre
de dimensions qui sont de 1’ordre du nanométre (nm), comme indiqué sur la figure 1.2 :
a) les matériaux de dimension zéro : trois dimensions sont situées dans le régime du
nanometre, comme les NPs, b) d’une dimension ayant une longueur variable
conservant une dimension dans le régime du nanométre comme des nanofils et des
nanotubes ; ¢) les zones a deux dimensions de taille indéfinie conservent leur épaisseur
de I’ordre de 1 a 100 nm, comme dans le cas de films minces d) et de trois dimensions,
ou les matiéres solides en trois dimensions sont formées par des unités nanométriques
(Gutierrez, 2012).

1,5 um 3,0 pm

Figure 1.2 Classification des nanomatériaux a) 0-D, NPs-Au; b) 1-D, fibres
polymériques; c) 2-D, pellicules polymériques; d) 3-D, super-réseau obtenu par
autoassemblage de NPs-Au (adapté de Gutierrez, 2012).

1.2 Les nanoparticules (NPs)

Les NPs ont existé pratiquement depuis toujours et depuis 1’antiquité certaines

civilisations les ont utilisées en tirant parti de leurs propriétés optiques et médicinales.
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Les Egyptiens utilisaient des NPs-Au pour préserver la santé et la jeunesse
(actuellement, elles servent pour le traitement de 1’arthrite). D’autres civilisations, en
plus de les utiliser a des fins de guérison, les ont également employées comme colorants
pour les porcelaines. Malgré son usage précoce, ce n’est qu’en 1857 que Faraday a
mené une recherche sur la synthése et les propriétés des colloides d’or (Au) (Paciotti
et al., 2004). Jusqu’a nos jours, différentes études ont été conduites sur la synthese, la
caractérisation et la manipulation des particules de petite taille. Un contrdle approprié
de leurs propriétés peut stimuler de nouvelles connaissances scientifiques ainsi que des
innovations technologies ou a 1’amélioration de celles qui sont déja existantes (C. N.

R. Rao, 2006).

Les particules métalliques aux dimensions nanométriques sont de grand intérét
pour leurs propriétés inhabituelles. Un électron dans un métal a un libre parcours
moyen de 10-100 nm a température ambiante, donc, a mesure que la particule
métallique réduit sa taille, des changements significatifs dans son comportement
peuvent étre observés (Riley et al., 2004). En fait, comment montre la figure 1.3,
lorsque des NPs-Au d’un diametre d’environ 100 nm ou moins sont suspendues dans
des milieux transparents, elles apparaissent en rouge (et non en doré) ; et les NPs-Au
d’un diameétre de 3 nm ne sont plus « nobles » et non réactives, mais peuvent catalyser

des réactions chimiques (Haiss et al., 2007).
" EEEN

Figure 1.3 Solutions aqueuses de NPs-Au de différentes tailles de particules. (adapté
de http://nuevastecnologiasymateriales.com/resonancia-del-plasmon-de-la-superficie-
rps-propiedades-optoelectronicas/)
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Les NPs peuvent étre regroupées pour former de plus grandes structures
appelées agrégats ou agglomérats (figure 1.4). Dans les agglomérats, 1’union entre les
non-particules est réalisée au moyen de forces relativement faibles, telles que les
liaisons de type van der Waals, par des forces de tension de surface électrostatiques.
Dans les agrégats, en revanche, les liaisons entre les particules sont produites avec des
liaisons plus fortes qui empéchent leur redispersion par des moyens mécaniques. Dans
les agglomérés, la surface spécifique résultante est semblable a la somme de la surface
spécifique des composants séparément. Par contre, dans les agrégats, la surface
spécifique formée est inférieure a la somme des surfaces spécifiques des composants

qui se rejoignent (Jiang et al., 2009).

Poudre séche
O CSX&) %@

Particule primaire Agglomérés Agrégats
Particules primaires tenues par des Particules primaires maintenues par des
forces faibles de van der Waals liaisons chimiques fortes (synthétisé)

I Dispersion liquide X \

Particule priinaire

s
4 hY
'(t)‘
\ ’

Double couche éfectrique
(I'épaisseur dépend de la force Diamétre hydrodynamique
ionique de la solution)
FAIBLES FORCES REPULSIVES DANS LE
LIQUIDE ENTRAINANT UNE AGGLOMERATION
(faible charge superficiclle; plus mince couche double;
pas de forces stériques)

FORCES REPULSIVES DOMINANTES
(Charge superficielle élevée, double couche plus
épaisse, forces stériques)

Figure 1.4 Divers états et configurations de particules a I'état sec et dispersées dans
des liquides (adapté de Jiang et al., 2009)



1.2.1 Nanotoxicologie

Actuellement, les propriétés améliorées des NPs et le progrés de la
nanotechnologie a donné lieu & de nombreuses et nouvelles applications utiles dans
1’électronique, les produits chimiques, la protection de 1I’environnement et la médecine
biologique (Yah et al., 2012), ainsi comme a la fabrication d’un grand nombre de
produits de consommation avec des NPs. Cependant, des facteurs importants pour
expliquer la toxicologie de ces matériaux, comme les voies d’absorption, le transport,
la distribution et I’interaction avec les systémes biologiques du corps, sont encore
inconnus. Pour obtenir des informations sur leur comportement dans des milieux
environnementaux complexes, des méthodes appropriées de séparation et de
détermination des NPs-Ag sont fortement demandées (Yu et al., 2013). Alors, les
nanoparticules sont considérées comme un risque émergent qui doit étre étudié en
profondeur. Les différences dans les propriétés des NPs peuvent présenter des risques
inconnus pour la santé humaine et d’autres espéces. Les études réalisées pour les
particules plus grandes ne peuvent pas étre extrapolées a la toxicité des NPs, car la
toxicité d’une substance avec 1 micron de diamétre de particule est différente de la
toxicité des particules (de la méme substance) ayant seulement un diameétre de 10 nm.
En fait, il est possible que les mécanismes de défense des organismes ne réagissent pas
de maniére adéquate en présence de ces particules, car ses caractéristiques sont encore

inconnues (Yang et al., 2005).

En raison de la petite taille des NPs, le pourcentage d’atomes qui se trouvent
sur la surface est beaucoup plus grand. Cette caractéristique se traduit par une réactivité
élevée et, en général, plus une substance est réactive, plus elle est toxique. Le fait
d’augmenter la concentration des NPs n’augmente pas nécessairement 1’effet toxique
produit. Selon des études toxicologiques (in vitro et in vivo) faites jusqu’ici, la tendance
générale dans certains cas, est que quand il y a une plus grande concentration de

nanoparticules, elles ont tendance a s’agglomérer; ce qui peut diminuer leur
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biodisponibilité et donc leur toxicité relative. Cela montre que certains concepts
traditionnels de toxicologie doivent étre modifiés pour leur application en
nanotoxicologie. Des propriétés telles que la forme, la taille et la structure de surface
des nanoparticules sont des facteurs fondamentaux pour déterminer leur toxicité

(Oberdorster et al., 2005).

En matiere environnementale, il n’y a pas assez de données sur la quantité des
NPs rejetés dans les écosysteémes aquatiques et leur influence sur les étres vivants.
Alors, il existe un besoin urgent d’informations supplémentaires sur les risques
écologiques des NPs métalliques (Afifi ez al., 2016). Récemment, plusieurs études ont
montré leur intérét pour examiner la toxicité des NPs. Certaines de ces études ont
prouvé la toxicité des NPs, telle que les oxydes métalliques pour les bactéries, les

cellules humaines, les rongeurs et les milieux aquatiques (Lin et Xing, 2007).

1.3  Nanoparticules d’argent (NPs-Ag)

Pendant des siécles, la synthése de particules d’Ag de taille nanométrique a été
réalisée, bien qu’elle n’ait pas été intentionnelle. La coupe de bronze Lycurgus du 4e
siécle apr. J.-C. (figure 1.5) est le premier exemple connu. Dans cette tasse, le verre
coloré diffuse la lumiére verte et transmet la lumiére rouge, car il contient un alliage
des NPs métalliques d’environ 70 nm (70 % d’argent et 30 % d’or) (Barber, D. J. et
Freestone, 1990). En Espagne, il existe de nombreux exemples de décorations
céramiques a lustre du Xlle siécle, un type de décor dans lequel des nanoparticules
d’argent et d’autres métaux ont été utilis€és pour produire un effet de brillance
métallique a la surface de celles-ci. Dans le cas spécifique du lustre doré, ceci a été fait

par un mélange de pi€ces de couleur ocre rouge, oxyde de cuivre et d’argent.
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Figure 1.5 La coupe de Lycurgus. A gauche la lumiére réfléchie et a droite la
lumiére transmise (d’aprés http://www.thehistoryblog.com/archives/26724)

Le développement des nanomatériaux d’Ag s’est inspiré des exemples
historiques décrits ci-dessus. En raison du grand nombre d’applications dans différents
domaines, la communauté scientifique et I’industrie ont accordé une attention
particuliére au sujet de recherche des NPs-Ag. Les produits contenant des NPs-Ag
constituent le groupe le plus important (55,4 %) de tous les produits de consommation
a base de nanobases disponibles sur le marché en mars 2011 (Rejeski et al., 2011). La
figure 1.6 montre, pour 1’année 2012, le pourcentage d’investigations sur les NPs-Ag
par domaine et les pays ol ces enquétes sont menées. La chimie et la science des
matériaux sont maintenant les champs de recherche les plus importants des NPs-Ag et
la Chine a le plus d’articles publiés sur les NPs-Ag (Quang Huy et al., 2013). Les NPs-
Ag ont été largement utilisés dans la biomédecine, les biocapteurs, la catalyse, les
produits pharmaceutiques, la conductivité électrique, la photonique, comme substrats
pour la Spectroscopie Raman a surface améliorée en raison de I’existence de plasmons
de surface (Nasrollahzadeh et al., 2014), ainsi qu’en optique, en détection, en peinture
et en cosmétique, grace a la découverte de ses nombreuses propriétés sous forme

nanométrique (Chen, X. et Schluesener, 2008; Schluesener et Schluesener, 2013).
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Figure 1.6 Les analyses de bases de données sont réparties selon (a) les domaines de
recherche et (b) les pays/régions (d ‘aprés Quang Huy et al., 2013)

Les ions d’Ag et les NPs-Ag ont des propriétés antibactériennes qui ont été
fortement étudiées. Les NPs-Ag sont utilisées, par exemple, dans le secteur de la santé
pour réduire les infections en les ajoutant aux bandages, aux cathéters et aux dispositifs
médicaux ; dans le secteur sportif et d’autres textiles, ils sont ajoutés aux lessives et
déodorants, ou les NPs-Ag réduisent les odeurs produites par les bactéries (Hartemann
et al.,2014). Les fibres de coton avec NPs-Ag présentaient une activité antibactérienne
élevée contre Escherichia coli (Chen, Chuh-Yean et Chiang, 2008; Yeo et al., 2003),
et bien que les ions d’Ag aient également cet effet antibactérien, selon Morones et al.
le mécanisme de I’activité inhibitrice des NPs-Ag est différent du mécanisme des ions
d’Ag (Morones et al., 2005). Une perturbation compléte de la membrane bactérienne a
été mise en évidence au bout de quelques minutes au contact avec des concentrations
nanomolaires de NPs-Ag. Il a été proposé que la grande surface disponible pour les
interactions génére la grande efficacité de NPs-Ag (Raffi er al., 2007). Cette haute
efficacité est également produite dans les ions d’Ag, mais sous des concentrations

micromolaires (Lok et al., 2006).
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Les NPs-Ag ont également été¢ utilisés dans les capteurs a 1’échelle
nanométrique en raison de leurs propriétés électrochimiques qui offrent des temps de
réponse plus rapide et des limites de détection plus faibles (Hahm et Lieber, 2004). Les
nanoparticules d’Ag préparées révélent une activité catalytique plus rapide que celle
des ions d’Ag (Bindhu et Umadevi, 2015). D’aprés Nasrollahzadeh et al., les NPs-Ag
sont I’un des catalyseurs les plus généraux et les plus actifs décrits & ce jour pour la

syntheése des urées N-monosubstituées (Nasrollahzadeh et al., 2014).

Les propriétés optiques des NPs-Ag sont dues a leur taille, a leur forme et a
I’environnement dans lequel elles se trouvent; ces caractéristiques influencent la
fréquence et la largeur de la surface des bandes d’absorption de Plasmon (Kelly et al.,
2003). Dans les NPs-Ag, la couleur intense est provoquée par la résonance de surface
de Plasmon, qui correspond a I’oscillation collective des électrons libres dans la bande
de conduction, provoquée par I’interaction avec un champ électromagnétique (Kazim
et al., 2011; Niitsoo et Couzis, 2011). Par exemple, des nanoclusters, composés de 2 a
8 atomes d’ Ag, pourraient constituer la base d’un nouveau type de stockage de données
optiques. De plus, les émissions fluorescentes pourraient également &tre utilisées dans

les marqueurs biologiques et les écrans €lectroluminescents (Diez et Ras, 2011; Hu et
al., 2016).

1.3.1 Les NPs-Ag dans I’environnement

Comme conséquence de I’utilisation généralisée des NPs-Ag, les
préoccupations pour I’environnement et pour la santé humaine ont augmenté. Il est
prévu qu’'une quantité importante de NPs-Ag se dépose en tant que déchet dans les
écosystémes aquatiques, avec des effets négatifs possibles dus a leurs propriétés
antibactériennes (Sun, Tian Yin et al, 2014). En plus, I’industrie des NPs-Ag a
considérablement augmenté ces derniéres années, avec une production mondiale
estimée a 55 tonnes/an (Piccinno et al., 2011). En réponse a cette préoccupation, une

coalition de consommateurs défenseurs de la santé et de I’environnement a déposé une
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requéte légale en 2008 auprés de I’Environmental Protection Agency des Etats-Unis,
en exigeant que 1’agence utilise son autorité pour arréter la vente de plus de 260

produits de consommation contenant des versions nanométriques d’Ag (Miao et al.,

2010).

Les concentrations environnementales estimées de NPs-Ag ont été signalées
dans plusieurs études (Tableau 1-1) dans des plages allant de 8x1077 a 320 ng/L dans
les eaux de surface, de 1,78 x10 & 42,5 ng/L et de 1,55 a 14 mg/kg, respectivement
dans les effluents et les boues des stations de traitement des eaux résiduelles. La
concentration d’Ag dans les eaux de surface (intervalle ng/L) peut provenir du
lessivage naturel et des effluents miniers et industriels. Les boues d’épuration
pourraient étre la principale source d’entrée des NPs-Ag dans I’environnement, bien
que les sédiments, les effluents des eaux usées et du sol puissent également contribuer
a la contamination environnementale de NPs-Ag (Nam et al., 2014). Il convient de
noter que ces valeurs sont parfois calculées en contemplant toutes les especes du
matériau (par exemple, NPs de Ag:S, Ag” et Ag) et d’autres fois simplement en
considérant la forme prédominante attendue (Maurer-Jones et al., 2013).
L’augmentation prévue de la production des NPs-Ag et de déchets augmenteront de
maniére significative les valeurs de PEC dans les eaux de surface dans un avenir proche

et entraineront un risque environnemental accru (Fabrega et al., 2011; Massarsky et al.,
2014).
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Tableau 1-1 Concentrations environnementales prédites de NPs-Ag hautement
produites et utilisées dans trois voies majeures de l'environnement.

Voie d'accés a Concentration Référence
I'environnement

Eau de surface 0,0008 pg/L (Mueller et Nowack, 2008)
1-10 pg/L (Klaine et al., 2008)
0,764 ng/L (Europe) (Gottschalk et al., 2009)
0,116 ng/L (USA)
40-320 ng/L (Blaser et al., 2008)
0,66 ng/L (Sun, Tian Yin et al., 2014)
0,002 ng/L (Europe) (Dumont et al., 2015)

Effluents des
stations de
traitement des eaux
résiduelles

1.78 2 4.27 pg/L (eaux usées
communes — USA)

24 - 105 pg/L (usines
recevant des charges d'Ag
élevées provenant de rejets
industriels — USA)

(Shafer et al., 1998)

42,5 ng/L (Europe) (Gottschalk et al., 2009)
21 ng/L (USA)
2-18 pg/L (Blaser et al., 2008)

Boue des stations
de traitement des
eaux résiduelles

1,68 mg/Kg (Europe)
1,55 mg/Kg (USA)

(Gottschalk et al., 2009)

2-14 mg/Kg

(Shafer et al., 1998)

Une fois les NPs-Ag libérés, la stabilité colloidale affecte dans une large mesure

la mobilité, la biodisponibilité et la toxicité des NPs dans tout écosystéme. La stabilité
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colloidale dépend de nombreux facteurs tels que le type d’agent d’enrobage, les
conditions environnementales, le pH, la force ionique et la composition de 1’électrolyte
de fond (Badawy et al., 2010). Il a été récemment signalé que la force ionique, le pH
et le type ionique étaient a 1’origine de modifications de la charge de surface et du
potentiel d’agrégation des suspensions de NPs-Ag susceptibles de dominer
I’environnement (Badawy et al, 2010; Yang, Yaning et al., 2019). Par exemple,
Chambers et al. indiqué que les conditions de plus grande force ionique amélioraient
I’agglomération de NPs-Ag (Chambers et al., 2014). Cette agglomération affecte les
résultats de toxicité, ce qui a un impact significatif sur la réponse des microorganismes
(Jiang et al., 2009).

1.3.2 Toxicité des NPs-Ag

Les études qui montrent I’impact négatif des NPs-Ag sur I’environnement et
probablement sur les é&tres humains, sont trés récurrentes et ont fait 1’objet de
recherches en cours ces derni¢res années. Les risques potentiels de toxicité des NPs-
Ag ont été documentés avec de nombreux modéles. Par exemple, la toxicité a été
observée chez les micro-organismes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli) (Raffi
et al., 2007; Rodea-Palomares, 1. et al., 2009; Sotiriou et Pratsinis, 2010; Zheng ef al,
2018; Zille et al., 2015) , dans des cellules de mammiféres (Sun, Xia et al., 2016), dans
des poisson (poisson zébre, oreochromis niloticus) (Afifi et al., 2016; Asharani et al.,
2008; Lacave et al., 2016), chez les invertébrés (Caenorhabditis elegans) (Luo et al.,
2017; Meyer et al., 2010), chez les plantes aquatiques (Lemna gibba, Lemna minor)
(Gubbins et al., 2011; Kim et al., 2011; Oukarroum et al., 2013; Pereira et al., 2018)
et terrestres (Lolium multiflorum) (Yin et al., 2011), chez les algues (Chlorella
vulgaris, Dunaliella tertiolecta) (Miao et al., 2010; Oukarroum et al., 2012), dans la
Levure (Ivask et al., 2014) et dans les cellules humaines (les kératinocytes de la peau,
fibroblastes du poumon et cellules de glioblastome) (AshaRani et al., 2009; Liu et al.,
2010; Lu et al., 2010).
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En général, la toxicité des NPs-Ag s’explique par la libération d’ions d’Ag,
mais il n’est pas encore clair si les NPs-Ag sont une cause directe d’une augmentation
de la toxicité. Les NPs-Ag ont moins de 100 nm et contiennent entre 20 et 15 000
atomes d’Ag (Bao et al., 2015), ce qui pourrait expliquer en partie cette augmentation
de la toxicité. Cela a été rapporté dans des études antérieures avec des algues et d’autres
plantes supérieures (Navarro et al., 2008 a, b; Stampoulis et al., 2009). Cependant,
Gubbins ef al. ont présenté des preuves que I’effet toxique de I’Ag provenant de la
dissolution des NPs-Ag ne peut pas expliquer entierement I’effet toxique des NPs-Ag,
car la mesure de 1’Ag dissous dans leur solution d’exposition était moins de 1 % de
I’ Ag total. Bien qu’il soit également possible que la présence de plantes dans le systéme
améliore la libération des NPs-Ag par Ag" ou que les NPs-Ag prisées fournissent une
source d’ions Ag" (Gubbins et al., 2011).

- D’autre part, Yin et al., dans leur étude avec Lolium multiflorum (herbe
commune), ont montré que les NPs-Ag stabilisées avec de la gomme arabique
perturbaient plus fortement la croissance de la plante que la méme dose d’Ag ajoutée
sous forme d’AgNO3. Par conséquent, ils ont mis en évidence un effet spécifique des
nanoparticules qui ne pourrait pas étre expliqué par ’Ag" dissous, en concluant que
I’atteinte aux cellules et I’inhibition de la croissance peuvent étre directement liées au
comportement des nanoparticules (Yin et al., 2011), ce qui implique la transformation
dans les milieux biologiques et environnementaux, comme 1’oxydation de surface, la
libération d’ions d’Ag et I’interaction avec les macromolécules biologiques (Nam et
al., 2014), en raison de conditions environnementales différentes. La figure 1.7 montre
les interactions, réactions et transformations possibles des NPs dans les écosystemes

aquatiques.
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Figure 1.7 Interactions, reactions et transformations de NPs dans les systems
aquatiques. OM matiere organique, f et f* groupes fonctionals (adapté de Delay et al.,
2012)

Yang et al., dans leur étude de I’influence de la force ionique sur la toxicité des
NPs-Ag chez C. elegans, montrent que la quantité d’ Ag dissous était la plus faible dans
le milieu nutritif présentant la toxicité la plus élevée. Cela indique que la quantité d’Ag
dissous ne correspond pas nécessairement a la toxicité grave des NPs-Ag. (Yang,
Yaning et al., 2019). Tandis que d’autres études ont montré que la toxicité produite par
les NPs-Ag varie en fonction de la taille des particules (Ahn et al., 2014). 11 existe des
preuves suggérant que les NPs-Ag plus petites sont plus toxiques que les NPs plus
grandes. Par exemple, Liu et al. ont constaté que les NPs-Ag de 5 nm étaient plus
toxiques pour les cellules humaines que les NPs-Ag de 20 et 50 nm (Liu et al., 2010).
Et une étude précédente de 1’équipe de Yang a également montré que les NPs-Ag a
25 nm étaient plus toxiques pour C. elegans a travers la chaine alimentaire que les NPs-
Ag a 75 nm. IIs ont aussi montré que les NPs-Ag peuvent s’accumuler dans la chaine

alimentaire et provoquer une toxicité pour les organismes supérieurs, ce qui suggére
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qu’ils sont nocifs pour les écosystémes (Luo ef al., 2016). 1l a été signalé, de la méme
fagon, que différents milieux de dispersion modifiaient la toxicité des NPs-Ag dans les
cellules hépatiques humaines et les cellules intestinales de poisson (Minghetti et
Schirmer, 2016; Xue et al., 2016). Cupi ef al. ont montré que des pH différents dans le
milieu d’exposition influent sur le comportement et la toxicité des NPs-Ag sur Daphnia
magna (Cupi et al., 2016). Cependant, des recherches supplémentaires sont nécessaires
pour déterminer si la toxicité des NPs-Ag est principalement due a la libération d’ions
d’Ag a partir des NPs, aux interactions a I’interface des cellules avec les NPs et/ou a

une toxicité spécifique des particules (Yang, Yaning ef al., 2019).

1.4 Caracterisation des NPs

La caractérisation des propriétés des NPs-Ag est indispensable pour déterminer
leur potentiel de toxicité et garantir que les résultats sont reproductibles et significatifs.
Un ensemble important de propriétés a prendre en compte dans les études
toxicologiques a été identifié¢, notamment la taille, 1’état de dispersion, la charge de
surface, la forme, la composition chimique, la surface et la chimie de surface (Jiang et
al., 2009). La caractérisation des nanoparticules dans le test biologique est essentielle,
car des modifications physicochimiques potentielles (I’agglomération et la variation de
la charge de surface) peuvent se produire en solution. Ces changements peuvent avoir
un impact significatif sur les réponses toxicologiques (Powers et al, 2007). Par
exemple, la taille des nanoparticules influence leurs interactions avec les systémes
biologiques. L’agglomération dans les dispersions et les distributions de taille
hydrodynamique des nanoparticules peuvent étre altérées par un léger changement de

~la charge de surface de la particule.
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1.4.1 Le diamétre hydrodynamique

Pour déterminer la taille des particules et 1’indice de polydispersité (Pdi), la
diffusion dynamique de la lumiere (DLS pour son acronyme en anglais « Dynamic
Light Scattering ») est utilisée. Le DLS est une technique physico-chimique que sert
pour caractériser la distribution des tailles de particules dans une suspension (Foord et
al., 1970). La diffusion dynamique de la lumiére prend en compte la variation de
I’intensité de la dispersion dans le temps. La lumiére laser disperse les particules en
suspension dans toutes les directions possibles. Si une direction est séparée, les
faisceaux de lumiére diffusés par différentes particules interférent les uns avec les
autres et une intensité de dispersion donnée est obtenue. Les positions relatives des
particules fluctuent constamment entre elles, en raison du mouvement brownien, qui
entraine également des modifications dans les conditions d’interférence et de I’intensité
de la dispersion elle-méme. L’accélération de la variation de I’intensité de la dispersion
indique que les particules se déplacent rapidement (petites particules). Au contraire, les
variations les plus lentes correspondent & des particules lentes (grandes), comme le

montre la figure 1.8.

petites

particules &
g
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Temps (sccondes)
Echantillon Densité de lumiére dispersée
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g
B
Temps (secondes) L e, e
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Figure 1.8 Comparaison de la densité de lumiére diffusée et de la taille entre les
grosses et les petites particules (adapté de Malvern Instruments, 2018).
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L'échantillon reste en suspension sous une lumiere dynamique. Le terme
« dynamique » fait référence a la «vibration» des particules qui composent
I’échantillon, mais ne désigne pas le mouvement de 1’échantillon dans son ensemble.
Le DLS est une technique utile pour évaluer les interactions macromoléculaires et

détecter la formation d’agrégats en solution (Kadima et al., 1991).

En DLS, la corrélation des fluctuations temporaires de I’intensité de la lumiére
diffusée est calculée pour déterminer ’intensité du coefficient de diffusion moyen
pondéré (m%/s), D, des particules. Le diamétre hydrodynamique moyen, dp, peut étre

estimé a partir du coefficient de diffusion en utilisant I’équation de Stokes-Einstein :
dp = kT /3rnuD

Ou k est la constante de Boltzmann (J/K), T est la température absolue (K) et p
la viscosité du milieu (kg/m s). Le diamétre hydrodynamique est le diamétre d’une
-sphére ayant le méme coefficient de diffusion que les particules. Une distribution de
taille est requise pour décrire la dispersion, car plusieurs particules de tailles différentes
sont normalement présentes dans la solution. En ajustant la courbe de corrélation a une
forme exponentielle multiple, il est possible de déterminer I’intensité de la distribution
de taille (Jiang et al., 2009).

Selon Powers et al., 1a taille des particules peut influer considérablement sur la
maniere dont un organisme réagit a ’exposition, notamment dans les domaines

suivants :

v' La taille peut contrdler ou et comment le corps réagit aux particules aprés
I’exposition.
v' La taille peut influer sur la capacité d’un organisme & éliminer les particules

étrangeres.
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v' Lattaille peut étre un facteur dans la destination finale des particules qui ne sont
pas €éliminées (translocation, accumulation)

v’ Lattaille des particules peut influencer les mécanismes directs et 1’étendue de la
toxicité (cytotoxicité, nécrose et mutagénicité)

v’ La taille affecte directement le rapport surface/masse (surface spécifique) et
peut avoir des effets dramatiques sur la réactivité de surface et la solubilité des

systémes de particules (Powers ef al., 2007).

1.4.2 Le potentiel Zéta

Le potentiel z€ta est une propriété¢ des nanomatériaux qui mesure le potentiel
électrocinétique dans les systémes colloidaux, il est généralement désigné par la lettre
grecque zeta (£). Cette propriété est liée a la charge de surface des nanoparticules et
estime I’ampleur de la répulsion ou de I’attraction entre elles, par conséquent, elle peut
étre utilisée pour évaluer sa stabilité¢ et le degré d’agrégation dans la suspension
(Khoshnevisan et Barkhi, 2015).

Si une valeur absolue élevée du potentiel { est obtenue, les nanoparticules
auront tendance a se repousser et la solution ou la dispersion résisteront a 1’agrégation,
en se stabilisant électriquement. Cependant, si les nanoparticules ont des valeurs du
potentiel  faibles, elles finiront par floculer, car il n’y a pas de force pour les arréter.
Comme le montre la figure 1.9, la ligne de démarcation entre les suspensions stables et
les instables est établie entre +30 mV et -30 mV (Malvern Instruments Ltd., 2013).
Cette stabilité des dispersions dépend de 1’équilibre entre les charges électrostatiques
répulsives dans la particule colloidale et les forces attractives de van der Waals (Lopes

et al, 1999). Un potentiel positif est fortement recommandé pour favoriser
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I’internalisation des nanoparticules dans les membranes cellulaires pour des

applications biologiques.

Stabilité Instabilité Stabilite

+30 mV 0mV 30 mV

Figure 1.9 Valeurs de potentiel { pour des solutions stables et instables.

Le potentiel { est calculé par la mobilité électrophorétique dans la dispersion,
qui correspond au mouvement d’une particule chargée vers 1’électrode de polarité
opposée, aprés I’application d’un champ électrique. La technique est connue sous le
nom d’électrophorése laser Doppler (LDE) ou de vélocimétrie Doppler (LDV). La
lumiére diffusée des particules en mouvement se déplacera en fréquence lorsqu’un
faisceau laser traverse 1’échantillon soumis a [’électrophorése. La mobilité
électrophorétique (m%/V s), U, peut étre déterminée en mesurant le décalage de
fréquence, compte tenu de la longueur d’onde du laser et de 1’angle de diffusion. Le
potentiel { peut étre calculé a partir de la mobilité électrophorétique en utilisant

I’équation de Smoluchowski :

{=pU/e

ol ¢ est la permittivité électrique du milieu (C¥N m?) (Lyklema, 2003). II
convient de noter que le potentiel { quantifie la magnitude de la charge électrique dans
la double couche, c’est-a-dire que c’est le point ol la couche diffuse et celle de Stern
sont réunies. Il ne s’agit pas exactement du potentiel de surface (charge de surface) ni

du potentiel électrique de Stern dans la double couche. Cependant, le potentiel T est
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souvent le seul moyen disponible pour la caractérisation des propriétés de la double

couche, car elle détermine les forces entre les particules (Jiang ef al., 2009).

w—e Double couche électrique

o Q!
/ Plan de déplacement

particule avec surface de charge
négative

couche Stern couche diffuse

-100 ' ]
—t—  Potentiel de surface
- Potentiel de Stern
mV ' .
- Potentiel zeta
0 L

distance de la surface de la particule

Figure 1.10 Double couche électrique d’une particule dans un liquide (adapté de
https://www.fbioyf.unr.edu.ar)

Les valeurs de potentiel { dépendent des conditions chimiques de la surface des
particules et du dispersant. De petites modifications du pH ou de la concentration
entrainent des modifications du potentiel {. La théorie LDE explique une réduction de
I'épaisseur de la double couche diffuse en augmentant la force ionique. Cela permet
une plus grande interaction entre particules entrainant une augmentation du niveau

d'agrégation et du potentiel de sédimentation des particules (Badawy et al., 2010). Jiang
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et al. arapporté qu'en augmentant la force ionique d'une solution de NPs-TiO», la taille
des particules agrégées était multipliée par 50 fois apres 5 min (Jiang et al., 2009).
Dans la méme étude, en modifiant le pH de la solution, il y avait un changement
significatif de la charge de surface des particules et, par conséquent, du diamétre

hydrodynamique (Jiang et al., 2009).



2 CHAPITREII

EDTA

L’acide éthylénediaminetétraacétique (EDTA) est un acide organique fort
(environ 1000 fois plus puissant que 1’acide acétique) et ne semble pas étre trouvé
naturellement. Il a une haute affinité pour les ions alcalino-terreux et les ions de métaux
lourds. Cette grande affinité aboutit généralement & la formation de complexes
hexadentates grandement stables et solubles. Il coordonne les métaux lourds de
maniére réversible grace a quatre positions acétate et deux positions amino (figure 2.1),

formant des complexes cycliques non ioniques coordonnés (chélates), solubles dans

I’eau et pratiquement indissociables.

0
HO. _O
\i HLOH
N/\/N;\
Ho\”)
0~ “OH
O

Figure 2.1 Structure chimique de ’EDTA (d’aprés

https://en.wikipedia.org/wiki/Ethylenediaminetetraaceticacid/media/File:EDTA. sv

)
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2.1 Utilisation de '’EDTA

La capacit¢ de I’EDTA de développer des complexes est utilisée
commercialement pour favoriser ou inhiber les réactions chimiques, en fonction de
I’application (EPA, 2004). Il est employé depuis plus de 50 ans pour fournir aux plantes
des micronutriments dans le sol et la culture hydroponique. L’EDTA a commencé a
étre utilis€ comme agent chélateur pour 1’assistance des processus de phytoextraction
a la fin des années 1980 et au début des années 1990 (Evangelou et al., 2007).
Actuellement, les agents chélateurs, tels que ’EDTA, sont largement utilisés comme
réactifs d’extraction pour la décontamination des métaux lourds, en raison de leur forte
capacité de chélation des métaux et de leur faible colit (Martinez et al., 2006), modifiant
la spéciation naturelle des métaux et influant sur leur biodisponibilité (Kari et Giger,

1996, Schowanek et al., 1996).

L’EDTA est largement usé¢ dans les détergents ménagers, I’industrie
photographique, la production de métal, la pharmacie, I’industrie textile, la fabrication
du papier, 1’alimentation et 1’agriculture. Les usines de pétes et papiers utilisent
I’EDTA pour inactiver les ions métalliques qui catalysent la décomposition de I’eau de
Javel (Kari et Giger, 1996; Sillanpéé et Sihvonen, 1997). En 201 1, PEDTA et ses sels
dérivés ont été produits au Canada en quantités allant de 100 4 10 000 Kg et importés

au pays en quantités allant de 100 a 10 000 000 Kg (Gouvernament du Canada, 2018).

2.2 L’EDTA dans I’environnement

L’EDTA est rejeté dans I’environnement principalement dans les eaux usées
domestiques par I’utilisation de savons, de détergents et d’autres produits de nettoyage ;
et dans les effluents industriels résultant du blanchiment des textiles et du papier, du
traitement du matériel photographique et du nettoyage industriel des tuyaux et des

systemes de réservoirs. L’EDTA est également libéré lors de 1’enfouissement des
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produits de consommation qui en contiennent. Les détergents sont probablement la
principale source d’EDTA dans les eaux usées domestiques. Ils représentent environ
100 parties par milliard (ppb) de la concentration totale d’EDTA dans les flux d’eaux
usées moyens et avec quantités plus petites provenant probablement d’aliments et

autres produits de consommation (EPA, 2004) .

Méme si les concentrations environnementales d’EDTA ne sont pas toxiques
pour les mammiferes, ’EDTA suscite des préoccupations quant a son potentiel de
mobilisation de métaux lourds toxiques dans les boues d’épuration et les boues
d’épuration (Kari et Giger, 1996). L’EDTA est présent dans 1’eau de riviére 4 une
concentration plus €levée que tout autre composé organique identifi€ et, comme il n’est
pas biodégradable, il est persistant dans 1’environnement (Nowack et VanBriesen,
2005); Les effets systémiques, étudiés en laboratoire, n’ont pas été observés a des
concentrations inférieures & 1000 mg/kg par jour (Environnement Canada, 2018) .
Cependant, certains effets toxiques de I’EDTA sont considérés comme liés aux
carences en métaux, notamment une carence en zinc, dii a la chélation avec EDTA

(EPA, 2004).

Les concentrations d’EDTA n’ont pas été mesurées dans les eaux canadiennes,
les sols ou la poussiére. Les effluents des usines de traitement des eaux usées aux Etats-
Unis et en Europe ont été estimés avec des niveaux d’EDTA compris entre 26 et 1700
ug/L (Gouvernament du Canada, 2018; Barber et al., 2015; Sillanpaa et Sihvonen,
1997) . La concentration d’EDTA dans les eaux de surface en Europe est généralement
inférieure & 70 pg/L, mais peut atteindre 900 pg/L (OMS 2004 ; OECD 2004c;
Gouvernament du Canada, 2018). D’apres les résultats présentés a I’article 71 de la Loi
canadienne sur la protection de I’environnement de 1999 (LCPE), les concentrations
estimées dans les eaux de surface du Canada indiquent que les substances du groupe
EDTA sont inférieures & ce qui correspond a la valeur recommandée par ’OMS

(Environnement Canada, 2018).
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Dans les écosystémes aquatiques, I’EDTA pourrait chélater les ions de métaux
lourds ; par conséquent, il resterait plus d’ions de métaux dans les solutions au lieu

d’étre adsorbés par les organismes (Wan Ngah et Hanafiah, 2008).

2.3 L’EDTA et les metaux

L’EDTA est un chélateur qui peut étre combiné avec pratiquement tous les
métaux du tableau périodique. Des chélates de métaux neutres ou anioniques sont
obtenus avec des ions de métaux divalents ou trivalents. La constante de stabilité¢ de
I’EDTA avec I’ion métallique détermine I’efficacité de ’EDTA en tant que chélate. Le
pH, le rapport molaire du chélate a I’ion métallique et la présence d’ions métalliques
concurrents capables de former des complexes avec I’EDTA, peuvent affecter le
potentiel de chélation (Plumb et al, 1950). Les constantes de stabilité varient
considérablement selon les complexes métal-EDTA, et tout métal capable de former
un complexe fort avec ’EDTA déplace au moins partiellement un autre métal

(FAO/WHO, 2000).

Figure 2.2 Combinaison métal-EDTA formant un chélate (d’aprés
https://es.wikipedia.org/wiki/Agente_quelante)
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La réaction entre I’ion métallique et ’EDTA s’écrit généralemént comme suit :
Mn* + HY* &  [MY]™ + 2H"

Cette réaction se déplacera & gauche dans les solutions acides, tandis que dans
les solutions basiques elle se déplacera a droite pour former des complexes stables.
Cependant, dans les solutions fortement acides, les ions métalliques trivalents et
tétravalents peuvent former des complexes stables avec ’EDTA en raison de leur

charge élevée.

En raison de la facilit¢ de formation et de la stabilité des chélates entre les
métaux et ’EDTA, ce dernier est couramment utilisé comme réactif d’extraction pour
la décontamination des métaux lourds présents dans les sols, les sédiments et les eaux
(Kari et Giger, 1996; Karim et Khan, 2012; Martinez et al., 2006). Cependant,
I’élimination efficace des complexes formés dans I’eau reste un défi en raison de sa

bonne solubilité et de sa stabilité chimique (Shan et al., 2018).

Dans les écosystémes aquatiques, la biodisponibilité des métaux est fortement
affectée par la spéciation d’un métal dans un environnement spécifique. Les substances
chélatantes de sources naturelles (acides humiques et fulviques) ou anthropiques
(EDTA ou polyphosphates) peuvent modifier les concentrations de métaux
biodisponibles dans I’environnement, soit directement en diminuant la concentration
en ions métalliques libres, soit indirectement par le biais d’effets synergiques ou
antagonistes (Rodea-Palomares, 1. ef al., 2009). Malgré que la plupart des études aient
montré que la toxicité est généralement une fonction de I’ion métallique libre, cette
espéce étant généralement la plus biodisponible (Campbell, P. G. C., 1995), de
nombreux autres rapports ont prouvé que la réponse toxique n’est pas toujours

conforme au modele des ions libres et que les complexes organiques et/ou les
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complexes inorganiques d’hydroxyles ou de carbonates peuvent également présenter

une certaine toxicité pour les organismes cibles.

Pour les raisons susmentionnées, 1’effet de ’EDTA sur la toxicité des métaux
lourds a été étudié dans différents organismes. Par exemple, la régulation de la toxicité
de ’EDTA sur la survie, la croissance, la fixation du carbone et 1’activité de la
nitrogénase chez la bactérie Nostoc muscorum du nickel et de I’argent a été évaluée.
Dans cette étude, I’EDTA protege la fixation du carbone. Cependant, il n’était pas aussi
efficace contre la toxicité de I’ Ag (Rai et Raizada, 1985). Des études ont également été
menées sur la toxicité de différents métaux sur différentes bactéries (Escherichia coli,
cyanobacterium Anabaena sp.), démontrant que les interactions compétitives entre les
cellules vivantes et les ligands ainsi que 1’état physiologique de 1’organisme doivent
étre davantage prises en compte (Campbell, C. D. et al., 2000; Rodea-Palomares, I. et
al., 2009) . L’effet de ’EDTA sur la toxicité du chrome chez le crabe marin intertidal
(Petrolisthes laevigatus) a également été évalué, et aucune différence significative
n’ayant €té constatée entre les échantillons traités a I’EDTA et les échantillons non
traités (Urrutia et al., 2008). Ma et al., ont examiné I’accumulation, I’assimilation et
I’inhibition de la croissance du méme métal dans 1’algue Scenedesmus subspicatus, en
présence d’EDTA et d’acide fulvique. Dans leurs résultats, ils ont montré que ’EDTA
et I’acide fulvique pourraient tous deux réduire la toxicité du Cu dans les algues en
empéchant son absorption par la paroi cellulaire de 1’algue (Ma et al., 2003). Dans les
plantes aquatiques (Lemna minor, Lemna trisulca et Ceratophyllum demersum), 1’ effet
de PEDTA sur des métaux tels que le plomb, le cadmium, le chrome, le cuivre et le
zine a été étudié. L effet antagoniste observé de ’EDTA suggére que ce qui détermine
1’absorption et la toxicité des métaux est ’activité de 1’ion libre et non la concentration
totale des métaux (Dirilgen, 1998; Huebert, Dave et M. Shay, 1992; Huebert, David B.
et al., 1993; Saygideger et Dogan, 2004).
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2.3.1 LesNPs-Aget’EDTA

L’EDTA réagit dans un ratio 1 : 1 avec les ions d’Ag, formant le complexe [Ag-
EDTA]* (figure 2.3). La constante de stabilité du chélate formé avec I’ion Ag" est
2,1 x107.

/[\N /N /=0

Figure 2.3 Chélate formé par des ions argent et 'EDTA, [Ag-EDTA]* (d’apres
Mertinez-Andrade et al., 2018)

L’agrégation et la sédimentation des NPs-Ag résultent d’une forte réactivité due
a la relation surface-volume. Ce phénoméne peut étre inhibé lorsque les particules sont
protégées par un agent couvrant qui assure la stabilit¢ colloidale par répulsion
électrostatique ou stérique. Il y a une forte probabilité que les NPs-Ag non revétu et
stabilisé électrostatiquement soient instables dans divers environnements, tels que les
décharges, les eaux usées, les sols, les surfaces et les eaux souterraines (Badawy ef al.,
2010). L’EDTA peut agir comme agent de couverture et stabiliser les NPs-Ag, car leur
surface reste chargée négativement et acquiert une double couche électrostatique en
présence de contre-ions. Cette double couche fournit une force de répulsion qui permet
au colloide d’Ag d’étre stable en solution aqueuse. (Creighton et al., 1979; Pan et al.,
2007; Wang, Chien C. ef al., 2009). L’EDTA peut aussi controler la taille des
particules, car les ions Ag" se lient aux fractions négatives de ’EDTA. Lorsque la

concentration en EDTA augmente, la stabilité des nanoparticules peut étre affectée par
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une solution oxydante qui augmente avec une concentration inférieure en NPs-Ag
(Martinez-Andrade ef al., 2018). La diminution du pH et de la quantité d’O> dans la
solution peut également affecter la stabilité de la solution, affectant plus rapidement les
plus petites NPs (Bian ef al., 2011; Lok et al., 2007). Selon les résultats présentés par
Martinez-Andrade et al., les concentrations faibles ou élevées de NPs-Ag ne modifient
pas la capacité de chélation de ’"EDTA a différentes périodes de traitement (Martinez-

Andrade et al., 2018).
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Figure 2.4 Possibilité d’agrégation ou désagrégation des NPs-Ag avec I’adition
d’EDTA (Adapté de Mohd Omar et al., 2014)

L'EDTA a été utilisé pour fonctionnaliser NPs-Ag en améliorant ses propriétés.
Par exemple, Wang ef al., les ont synthétisés pour les utiliser comme capteurs pour la
détermination des nitrates (Wang, Chien C. et al., 2009); Pan et al., proposent la
préparation de nanoparticules de Ag>S avec 'EDTA pour améliorer les intensités de la
technique de diffusion de la lumiére par résonance (RLS) afin de détecter I'albumine
de sérum bovin (BSA) a des niveaux de nanogram (Pan et al., 2007); et Martinez-
Andrade et al., ont évalué la capacité de chélation et d'antimicrobien d'une nouvelle
modification de 17% de I'EDTA avec des NPs-Ag (Martinez-Andrade et al., 2018).
Cependant, ’effet de ’EDTA sur la toxicité des NPs-Ag n’a pas encore été étudi€.



3 CHAPITRE III

LA PLANTE AQUATIQUE Lemna minor

3.1 Lemna minor dans le milieu naturel

La plante aquatique Lemna minor, plus connue sous le nom de lentille d’eau,
est I’'un des macrophytes flottants qui occupent diverses zones des écosystémes
aquatiques. Il est fréquent de les observer dans les lagunes ou dans les zones de faible
débit dans les rivieres et les ruisseaux (Roldan, 1992). Cette espece est originaire
d’Tllinois (Etats-Unis) et est largement répandue dans le monde entier, & 1’exception

des déserts secs et des régions polaires froides.

Lemna minor est une plante angiosperme (plantes a fleurs), monocotylédone,
appartenant a la famille des Lemnaceae ; elle consiste en un corps rond et 1égérement
ovale, appelé une fronde. Les frondes sont petites, ne dépassant généralement pas
10 mm, mais ont tendance a adhérer les unes aux autres en formant des couches
épaisses (Latour ef al., 2015). Dans son corps végétatif, la tige et les feuilles ne sont
pas différenciées, ce qui correspond a une forme taloide. Elle a une structure verte plate
et une seule racine blanche de 2 cm de long (rarement plus) se développe prés du centre
de la face inférieure du talus (Arroyave, 2004; EOL, 2018). Cette racine est mince et
blanche avec une pointe habituellement obtuse. A la base de la racine, il y a une courte
gaine cylindrique. Elle flotte dans I’eau a cause des nombreuses petites bulles d’air qui

s’y sont formées. Rarement, une seule petite fleur d’environ 1 mm est produite. C’est
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I’'une des plus petites espéces d’angiospermes existant dans le royaume des plantes

(Raven et al., 1971) (Figure 3.1).

|

1 cm >

Figure 3.1 Lemna minor (Photographie prise par Ramirez, E., 2018)

La forme de reproduction la plus commune est asexuée par bourgeonnement.
Sur les bords basaux, se développe un petit bouton qui crée une nouvelle plante qui se
sépare de la plante progénitrice. Cependant, il est courant de trouver les plantes

agrégées formant des groupes de 2 a 4 individus.

Le développement de la plante peut étre effectué dans une large plage de
températures, allant de 5 °C & 30 °C, avec une croissance adéquate entre 15 °C et 18 °C.
11 s’adapte bien a toutes les conditions d’éclairage. Zones calmes riches en nutriments
(azote et phosphates). Il tolére une large plage de pH, 1’optimum étant compris entre

4.5 et 7,5 (Rook, 2002).

Les plantes de Lemna minor peuvent rapidement recouvrir la surface des corps

d’eau ou elles se trouvent et empécher le passage de la lumiére en inhibant la croissance
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d’autres organismes photosynthétiques, car il s’agit d’une espéce flottante a croissance
rapide. Cet enrobage peut, par exemple, réduire le risque de propagation d’algues et les
processus d’eutrophisation correspondants dans les corps d’eau lentiques (Parr et al.,
2002). Cependant, la plante de Lemna en tant que telle peut également générer une
eutrophisation (figure 3.2), il est donc important de mettre en ceuvre des mesures de
contrdle. Lemna minor est considéré comme une bonne source de protéines, raison pour
laquelle elle a été utilisé dans 1’alimentation humaine et animale (Appenroth et al.,
2017; De Beukelaar et al., 2019; Zetina-Cdrdoba et al., 2013). Elle contient également
une grande quantité d’amidon qui, lorsqu’il est fermenté, peut étre employé pour la
production d’éthanol, de butanol, de biodiesel, etc. dans le cadre d’initiatives d’énergie
propre (Gusain et Suthar, 2017). De plus, elle a été utilisée comme outil de
phytoremédiation en raison de sa capacité a absorber les contaminants de I’eau (Ali et

al.,2016; Sekomo et al., 2012; Verma et Suthar, 2015).

Figure 3.2 Eutrophisation d’un corp d'eau par Lemna minor (d 'aprés Danin, 2018)
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3.2 Lemna minor comme modeéle de laboratoire

L’utilisation des plantes aquatiques comme bioindicateurs est un outil
irremplagable pour la recherche écologique. Actuellement, des études en laboratoire et
sur le terrain ont fourni-des informations importantes sur la capacité des plantes
aquatiques a agir comme bioindicateurs de la qualité de I’environnement (Ferrat et al.,

2003).

La plante aquatique Lemna minor est utilisée dans les études de la qualité de
I’eau pour surveiller les métaux lourds et d’autres polluants, car, comme d’autres
macrophytes aquatiques vasculaires, elle peut accumuler de maniére sélective certaines
substances chimiques présentes dans les écosystémes (Kovacs et al., 1984; Salt et al.,
1995). Les lentilles d’eau ont des propriétés physiologiques (taille réduite, taux de
multiplication élevés et propagation végétative) qui en font un systéme de test idéal
(Radic et al., 2011). De plus, le test d’inhibition de la croissance est simple, sensible et
économique. Ce type d’analyse a été recommandé par les agences d’Etat des Etats-
Unis et par 1’Organisation Internationale de Coopération et de Développement
Economiques (OCDE), qui ont affirmé que la lentille d’eau est plus sensible aux
herbicides et aux métaux lourds qu’aux produits chimiques industriels ((EPA), 2004).
Ce guide de test est congu pour évaluer la toxicité de substances pour les plantes
aquatiques d’eau douce du genre Lemna (lentille d’eau). Le guide est construit sur les
directives précédemment publiées (Hillman, 1961; Landolt, 1986; Wang, Wuncheng,
1986; Wang, Wuncheng, 1990), avec des modifications de ces méthodes basées sur des
recherches et consultations récentes. Le test a été validé par un test international. Ce
guide décrit les tests de toxicité portant sur Lemna gibba et Lemna minor, qui ont tous
deux fait I’objet d’études approfondies et sont soumis aux normes mentionnées ci-
dessus (OCDE, 2006).



4 CHAPITRE IV

MATERIEL ET METHODES

Ce chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisés lors du développement et

de la réalisation de ce projet de recherche.

4.1 Préparation du matériel

Tout le matériel, y compris les flacons d'échantillonnage, utilisé pour la
présente étude a été lavé avec du savon neutre, par la suite immergé dans HNO3
(Sigma-Aldrich) dilué a 10% et rincé plusieurs fois avec de 1'eau Milli-Q provenant
d'un systéme de purification de Millipore (R > 18,2 MQ x cm, TOC < 2 mg/L filtre

0.22 pm). Le matériel a été réservé uniquement pour la détermination de 1’argent. -

4.2 - Espéces végétales

Dans cette étude, les travaux expérimentaux ont été réalisés a partir des cultures
des plantes aquatiques Lemna minor ou lentille d'eau (figure 4.1), fournies par le Centre
Saint-Laurent d’Environnement Canada. Cette espéce végétale représente un
organisme aquatique approprié pour les études toxicologiques, car il a été démontré
qu'elle est trés sensible a l'effet toxique des polluants provoquant l'inhibition des

processus photosynthétiques et de la croissance de la biomasse (Wang, Wuncheng,
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1991). En plus, ces plantes peuvent étre facilement et rapidement cultivées dans des

conditions contrdlées de laboratoire.

Figure 4.1 Culture de plante aquatique Lemna minor
(Photographie prise par Ramirez, E., 2018)

Les cultures stocks de Lemna minor ont €été maintenues sous conditions
contrdlées dans le milieu nutritif 20X AAP, qui est recommandé selon I’Organisation
de Coopération et de Développement Economiques (OCDE) dans les « Lignes
directrices pour les essais de produits chimiques. Lemna sp. test d'inhibition de la
croissance » (OCDE, 2006). La culture a été maintenue en acclimatation dans le milieu

nutritif pendant deux semaines avec renouvellement du milieu tous les 5 jours.

Les conditions d'incubation contrdlées pendant toute I'expérience étaient les

suivantes :

Tableau 4-1 Conditiones d’incubation utilisées pour la culture de Lemna minor.

—_— — - — S |

~ CONDITIONS
Température 24+ 2°C
Cycle de lumiére | 16h lumiere/ 8h obscurité
Intensité de | 85 - 135 uE/m?.s (6500-10000 lux) |
lumiére (Tubes fluorescents blancs, Sylvania Grolux F36W) |
Lli — e ,,6’5i(£27 — = — — o |




4.2.1 Le milieu de culture 20X AAP
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Le milieu de culture a été préparé en laboratoire selon la formulation indiquée
dans le tableau 4.2 (OCDE, 2006).

Tableau 4-2 Composition du milieu de culture 20X AAP

Concentration |
Solution mére Substance dans le milieu
(mg/L)
. Al NaNO3 510
MgCl,.6H>0O 240
| CaCLH,0 o
A2 MgS04.7H20 290
A3 K2HPO4.3H.0 30
B | HiBO; 3,7
MnCl>.4H,O 8.3
FeCl3.6H20 852
Na;EDTA.2H,0* 6
ZnCl, 66 ng/L
CoCly.6H-0 29 pg/L
NaxMo04.2H,0 145 pg/L
CuCl2H,0 024 g/l
C NaHCO3 300

* L'EDTA a été retiré de la composition du milieu de culture préparé afin de ne pas affecter la

concentration du méme composant testée dans le projet.

Au départ, les 5 solutions meres ont été préparées dans de l'eau nanopure, a

l'aide de réactifs de qualité chimique. Par la suite, 20 ml de chaque solution mére ont

¢été prélevés et 850 ml d'eau nanopure ont été ajoutés. Le pH a été ajusté avec HCI1 0,5

M a 6,5 et 1 mL de buffer MOPs Acid sulphinique 4-morpholinepropane (Bio Basic

Canada Inc. Pureté >99%) a 490 g/L. a été additionné pour le controler. Le volume a

été ajusté a 1 L avec de I'eau nanopure. Finalement, le milieu de culture a été filtré sur

une membrane de 0,22 um (Millipore) dans un récipient stérile (OCDE, 2006).



4.2.1.1 Force ionique du milieu

La force ionique du milieu de culture 20X AAP a été calculée avec le logiciel

Visual Minteq 3.1 (téléchargé de https://vminteq.lwr.kth.se/download/)

4.3 Préparation de solutions de NPs-Ag

4.3.1 Solution mére des NPs-Ag

La solution mere a ét€ préparée de la poudre de NPs-Ag achetée a MTI

Corporation (http:/www.mtixtl.com/nanopowdersa-z.aspx). Selon le fabricant, le

diameétre des NPs-Ag était de 50 nm, la pureté était de 99,9% et la surface spécifique
était de 5 2 10 m%g. Au début, 10 mg de poudre de NPs-Ag ont été€ pesés dans une
balance analytique (Mettler Toledo AB135—S/FACT) et dissous dans 25 ml du milieu
de culture 20X AAP. La suspension a été soniqué pendant 2 minutes & l'aide d'un
ultrasonicateur (sonde 1/4") (Fisher Scientific, Walthanl, Massachusetts, E.U.) & une
amplitude de 30%, pour homogénéiser les nanoparticules. En suite, une concentration
nominale de 200 mg/L a été obtenue avec l'addition de milieu de culture jusqu'a un

volume final de 50 ml (figure 4.2).

200 mg/l NPs-Ag

ad iU ]

10 mg de NPs-Ag Ajouter 25 mL Ultrasonication Compléter avec
de milieu de 2 min milieu de culture
culture AAP 20X 30% Amplitude jusqu’a 50 mL

Figure 4.2 Preparation de la solution mere de NPs-Ag dans le milieu de culture 20X
AAP.
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4.3.2 Solutions de NPs-Ag a tester

Les solutions a tester étaient des suspensions avec quatre différentes
concentrations de NPs-Ag, préparées dans des milieux de culture avec deux
concentrations distinctes d’EDTA. Chaque essai comprenait des contréles consistant
en le milieu nutritif et 10 colonies de Lemna minor, dans les mémes conditions

environnementales, mais sans NPs-Ag.

Les concentrations d’Ag choisies étaient 0.01, 0.1, 1 et 10 mg/L, elles ont déja
été testées et ont montré des effets toxiques sur la croissance des lentilles d’eau
(Oukarroum et al., 2013) et elles sont réalistes pour les milieux aquatiques. Une
solution mére d'EDTA (acide éthylénediaminetétraacétique, Anachemia Canada mc.,
Canada) a été préalablement p_re’parée a une concentration de 200 mg/L dans chaque
milieu de culture. Lors de I' exposition, le volume adéquat de la solution mére d'EDTA
est ajouté pour obtenir les concentrations de 1 et 10 mg/L. Les concentrations d’EDTA
choisies sont des concentrations proches de la concentration d'EDTA recommandée
pour la préparation du milieu de culture (6 mg/L), car il n’existait pas de rapport précis
sur la quantité d’EDTA présente dans les eaux naturelles du Canada (Environnement
Canada, 2018) .

Les solutions ont €té préparées pour 3 séries représentant 15 conditions

expérimentales différentes, qui sont décrites dans le tableau 4.3.
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Tableau 4-3 Conditions experimentales pour le test.

Condition EDTA NPs-Ag
| 0 (Temoin)
2 0,01 mg/L
3 0 mg/L 0,1 mg/LL
4 1 mg/L
5 10 mg/L
6 0 (Temoin)
7 0,01 mg/L
8 1 mg/L 0,1 mg/L
9 1 mg/L
10 10 mg/L
11 0 (Temoin)
12 0,01 mg/L
13 10 mg/L 0,1 mg/L
14 ' 1 mg/L
15 10 mg/L

4.4 Caractérisation physico-chimique des nanoparticules

La caractérisation des nanoparticules en suspension, telles que la taille, la
charge de surface et le degré d'agglomération est nécessaire pour les études de toxicité.
Dans cette étude, le role de facteurs importants, tels que la force ionique et la chimie

de surface des particules qui contrélent la dispersion des nanoparticules, a été examiné.

4.4.1 Analyse de la taille de particule

La taille hydrodynamique des dispersions de nanoparticules a été caractérisée
avec un Analyseur de Taille de Particules (DLS Malvern Zetasizer Nano S90), 7 jours
apres la dispersion dans la solution nutritive dans des conditions d'exposition (sans

plante). Pour chaque condition experimentale les mesures ont été réalisées en triplicata.
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4.4.2 Charge de surface

La charge de surface ou potentiel Z€ta des nanoparticules a été mesurée a I’aide
d’un Analyseur de Potentiel Zéta/Taille de Particules (BrookHaven Instrument Corp.,
ZetaPlus/BI-PALS), 7 jours aprés la dispersion dans la solution nutritive dans des
conditions d’exposition (sans plante). Les suspensions ont été placées dans une cuvette
en plastique dans lequel un couvercle avec des électrodes a été introduit. La mobilité
électrophorétique des suspensions colloidales chargées a été¢ déterminée en utilisant la
diffusion de la lumiere par analyse de phase dans Le NanoBrook ZetaPALS.

(https://www.brookhaveninstruments.com/nanobrook-zetapals-potential-analyzer).

Pour chaque condition expérimentale, les mesures ont été réalisées en triplicata.

4.4.3 Solubilité

La solubilité d’ Ag dans les solutions a été mesurée par spectrométrie d'émission
a plasma a couplage inductif (ICP-OES), une technique qui convient bien a l'analyse
élémentaire, car elle est trés sensible pour les concentrations au niveau des traces et

aux faibles variations de concentration (Brennan et al., 2009).

Les suspensions de nanoparticules ont ét€¢ préparées et incubées dans des

conditions d’exposition pendant 7 jours. Apres I’exposition, elles ont été centrifugées -

dans une centrifugeuse Sorvall ST 16R (Thermo scientific) 2 12 000 g pendant 30 min,
le surnageant a été recueilli et les échantillons ont été filtrés a travers une membrane
de 0,22 um (Millipore) pour éliminer toute la matiére particulaire restante (Perreault ez
al., 2014). Les concentrations d’Ag solubles ont été mesurées dans un Spectrométre
d'émission optique a plasma a couplage inductif (ICP-OES, Agilent Technologie,
5100), avec un nébuliseur en verre concentrique et une chambre de pulvérisation
double passe en verre cyclonique. Le débit de gaz auxiliaire (Ar), le débit de gaz porteur
(Ar) et le débit de gaz plasmagene (Ar) étaient respectivement de 1,0, 1,0 et 12 L/min

et la longueur d'onde utilisée était de 328,068 nm. Pour chaque condition experimentale
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les mesures ont été réalisées en triplicata. La figure 4.3 montre le schéma fonctionnel
de l'instrumentation ICP-OES. Les informations ont été traitées par le ICP Expert
software. Le systeme ICP-OES Agilent 5100, est congu pour traiter les échantillons
plus rapidement, utilisez moins de gaz sans compromettre les performances dans les
échantillons les plus difficiles (Agilent Thecnologies, 2014). (Bozich et al., 2014)
(Bozich et al., 2014) (Bozich, Lohse, Torelli et al., 2014) (Bozich, Lohse, Torelli et al.,
2014) (Bozich, Lohse, Torelli et al., 2014) (Bozich, Lohse, Torelli et al., 2014)
(Bozich, Lohse, Torelli ef al., 2014) (Bozich, Lohse, Torelli et al., 2014) (Bozich,
Lohse, Torelli et al., 2014) (Bozich, Lohse, Torelli et al., 2014)

Transfer Optics

e
ane® »
%4q P

A e

Figure 4.3 Schéma fonctionnel de l'instrumentation ICP-OES (Siva Sai Kiran B, 2017)
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4.4.3.1 Courbe d’étalonnage

Des solutions étalonnes d’ Ag ont été preparées a partir d’une solution Standard
de 1000 ppm (Solution standard d’argent pour ICP - Sigma Aldrich) & des
concentrations de 0.01, 0.1, 1, 3, 5, 8 et 10 ppm. Toutes les solutions ont été stockées
a température ambiante. Le blanc contenait 10 mL du milieu nutritif et 1 mL de HNO3.
Elle montre la relation entre la variation de I’intensité de I’emission en fonction des

différentes concentrations de solutions étalons (voir Annexe A).

4.5 Exposition des plantés

Pour I’exposition des plantes, le test standard d’inhibition de la croissance de la
lentille d’eau proposé par I’OCDE (2006) a été utilisé comme ligne directrice avec
quelques modifications. Dans les conditions optimales de croissance, un échantillon a
¢été prélevé de la culture mere pour tester chacune des 15 conditions expérimentales.
Les plantes utilisées pour 1’essai ont été choisies avec soin, car elles pourraient
représenter une influence significative sur les résultats du test. Chaque échantillon
comprenait 10 plantes (colonies) avec une racine intacte, et ayant chacune 2 frondes
(feuilles) clairement visibles et proéminentes sans chlorose et nécrose. Ces expériences
ont été effectuées en triplicata pour vérifier la reproductibilité des résultats. Ainsi, nous
avons testé en totalité pour chacune des conditions expérimentales, 10 plantes de

Lemna x 3.

Pour les experiences, des flacons de culture cellulaire Corning® de 225 mL en
plastique (préalablement stérilisées) ont été utilisés avec 150 mL de chaque solution
d’exposition pour avoir une profondeur minimale de 20 mm. Les récipients ont été
fermés tout au long de l'incubation pour éviter I'évaporation et la contamination
accidenfelle, en permettant I'échange d'air nécessaire (grace au filtre sur le bouchon).
La température (24 & 2°C) et la lumiére (85 - 135 uE/m?%/s) ont été contrdlées pendant

les 7 jours de l'incubation (Figure 4.4).
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Figure 4.4 Exposition des plantes Lemna minor aux NPs-Ag

(Photographie par Ramirez, E., 2018)

4.5.1 Mesures et déterminations analytiques

Pour le test de croissance, la principale variable de mesure est le nombre de
frondes, mais nous avons aussi mesuré le poids frais, le poids sec et la bioaccumulation
d’Ag", car les NPs-Ag pourraient affecter d’autres variables de mesure beaucoup plus

que les frondes.

4.5.1.1 Nombre de frondes

Au début et a la fin de ’essai (temps cero et sept jours), le nombre de frondes
dans les récipients d’essai a été compté et enregistré, en tenant compte des frondes
clairement visibles et proéminentes. Les changements dans le développement des
plantes, tels que la taille de la fronde, l'apparence de la nécrose ou de chlorose, la

rupture de la colonie ou la perte de flottabilité, ont €t¢ notés.

4.5.1.1 Poids frais

Toutes les colonies ont été transférées dans des récipients propes et rincées avec

de I'eau distillée. Elles ont été épongées pour éliminer l'exces d'eau. En suit les colonies
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ont été pesées avec une balance analytique (Mettler Toledo AB135—S/FACT) pour

obtenir le poids frais.

4.5.1.2 Poids sec

Apres la mesure du poids frais, toutes les colonies (les fragments de racine ont
été inclus) ont été transférées a des tubes & essai pré-pesés, puis séchées a 120 °C
pendant 24h dans un four (Fisher Isotemp Oven, Senior modé¢le). Le lendemain, les
tubes contenant les colonies séchées ont été pesés a nouveau et le poids sec a été calculé

en soustrayant le poids du tube vide.

4.5.1.3 Taux de croissance moyen

Cette variable de réponse est calculée sur la base des changements dans les
logarithmes du nombre de frondes dans le temps (exprimés par jour) chez les témoins

et dans chaque groupe de traitement, en utilisant la formule suivante (OCDE, 2006) :

In(Nj) — In(Ni)
Hi-j = t

Ou:

Ui+ : taux de croissance spécifique moyen du momenti a j
Ni : nombre de frondes dans le récipient d’essai ou de contrdle au temps i (temps initial)
Nj: nombre de frondes dans le récipient d’essai ou de contrdle au temps j (temps final)

t: période de temps deiaj

La valeur moyenne pour le taux de croissance a été calculée pour chaque groupe

de traitement et groupe témoin.
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4.5.1.4 Pourcentage d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition du taux de croissance (Ir) a été calculé pour chaque

concentration testée selon la formule suivante (OCDE, 2006):

%Ir=MX1OO

Uc
Ou:

uc : valeur moyenne pour p dans le contrdle

ut : valeur moyenne pour p dans le groupe de traitement

4.5.1.5 Bioaccumulation

La méthodologie employée pour déterminer la bioaccumulation des NPs-Ag
dans les plantes a été développée a partir de Li et al. (Li et al., 2013). Dans les tubes
ou le poids sec a €té mesuré, la biomasse des plantes déshydratées a été digérée avec
2 ml d’acide nitrique, HNO3; 67-70 % (Optima grade, Fisher Chemical), a une
concentration finale de 10 %. Pour accélérer la digestion, les tubes ont été chauffés a
60 °C dans un bain de sable pendant 45 min. Ensuite, 500 pL de H>O; (30 %) (Caledon
Laboratories LTD., Georgetown, Ont., Canada) ont été ajoutés pour compléter la
digestion de la biomasse. Le processus s’est poursuivi sur une période de 6 h a 90 °C

dans un bain de sable. La figure 4.5 illustre les différentes étapes de cette méthodologie.

2 ml HNO, 500 pl H,0, 73 1)
Lemna >
minor = ‘ - :
déshydratée
Q=0
45 min 4 60°C 6h 4 90°C

Figure 4.5 Methodologie employée pour la digestion des plantes Lemna minor
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Pour I’analyse a I’ICP-OES, les échantillons ont été dilués avec de l'eau

Nanopure a un volume final de 10 mL.

Pour la courbe d’étalonnage, les solutions standard d’Ag" préparées
précédemment pour mesurer la solubilité ont été utilisées (0.01, 0.1, 1, 3, 5, 8 et 10
" mg/L). Elle montre la relation de la variation de I’intensité du signal en fonction des

différentes concentrations des solutions étalons (voir Annexe B).

4.5.2 Analyses statistiques

Toutes les expériences ont ét€ réalisées en triplicata. Le test d’analyse de la
variance & un facteur (one-way ANOVA) a été effectué avec le logiciel GraphPad prism
5. Le post-hoc test employé a été le test Tukey Honestly Significant. Les résultats ou p

était inférieur a 0,1 (*), 2 0,05 (**) et 0,01 (***) ont été considérés comme significatifs.




5 CHAPITREV

RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats présentés dans ce chapitre ont €t¢ obtenus suite a ’application des
protocoles. La premiére partie présente les résultats associés a la caractérisation des
NPs-Ag en utilisant le diamétre hydrodynamique (DLS) et la mobilité
électrophorétique (potentiel z), avec des instruments de mesure tel que le Malvern
Zetasizer, aussi comme la détermination de la solubilité des NPs-Ag dans le milieu de
culture 20X AAP. Ce chapitre montre les résultats associés au test de croissance de
Lemna minor aprés I’exposition aux NPs-Ag, afin de mesurer leur toxicité. Une
derniére section conclut ce chapitre avec la présentation des résultats associés a la
bioaccumulation d’Ag avec cette plante aquatique. L'ensemble des résultats présente
les effets de toutes les variables testées: La concentration des NPs-Ag et la

concentration de 'EDTA.

5.1 Caracterisation des NPs-Ag

5.1.1 Force ionique du milieu de culture

La caractérisation des NPs-Ag a été réalisée avec les suspensions préparées
dans le milieu nutritif 20X AAP, avec différentes concentrations d’EDTA (0, 1 et
10 mg/L). Ce milieu de culture est largement utilisé pour les tests toxicologiques
standards de croissance avec la lentille d’eau. Le milieu de culture correspond a un
mélange de sels métalliques (Na, Mg, Ca, K, Mn, Fe, Zn, Co, Cu), d’acide borique et

d’EDTA a certaines concentrations. La variété des espéces chimiques présentes dans
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le milieu nutritif et leurs différentes concentrations générent une force ionique de
0,0199 M, déterminée avec le logiciel Visual Minteq 3.1. Le milieu de culture utilisé a
une force ionique élevée par rapport aux autres milieux qui ont été utilisés dans des
études avec Lemna. Par exemple, le milieu Swedish Standard, qui est un autre milieu
recommandé par I’OCDE, a une force ionique de 3.24 x 10> M (OCDE, 2006), et celle
décrite par Frankart et al. (Frankart et al., 2002) avec une valeur de 4,25 x 103 M
(Oukarroum et al., 2013). Cela pourrait directement affecter 1’agrégation des NPs
(Jiang et al., 2009; Gubbins et al., 2011). La figure 5.1 montre I'influence de la force
ionique sur deux des principaux aspects de la caractérisation des NPs, le diamétre
hydrodynamique et le potentiel { (Jiang et al., 2009). Par conséquent, il est important
d’évaluer la toxicité des NPs avec différentes compositions de milieu employées dans

les bioessais de toxicité afin de déterminer ’effet de la force ionique.

60

g
E —O- Size =
= 0]
— [ —@— Zeta Potential % E
3 N F 4 o
@ 7 N [—)
g 10°L < 195
8 s o g 5
a [ / 1.8
[}
g’ 2_ ’,401 ] 2 %
o o~ 1 2
5 E
> E 4 N
« caul L0 f gl L yaal n sl o
No Salt 102 102 101

fonic Strength [ mol/L ]

Figure 5.1 L'influence de la force ionique sur le diamétre hydrodynamique moyen et
le potentiel { des NPs-TiO: (d’aprés Jiang et al., 2009).

5.1.2 Le diamétre hydrodynamique

Le diameétre hydrodynamique a été mesuré pour les solutions de NPs-Ag a des
concentrations de 1 et 10 mg/L. Compte tenu du fait que la taille initiale des
nanoparticules était de 50 nm (comme indiqué par MTI Corporation), il y avait une

augmentation drastique du diametre hydrodynamique dans toutes les solutions apres 7
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jours d’incubation, atteignant jusqu’a 2496 nm dans la solution avec 10 mg/L de NPs-
Ag et en absence d’EDTA (tableau 5-1). Les résultats montrent que 1’augmentation de
la concentration de NPs provoque la formation d’agglomérats. Par contre, la figure 5.2
montre que, pour les deux concentrations de NPs-Ag analysées, une réduction de la
taille des particules a été obtenue dans les solutions préparées avec 10 mg/LL d’EDTA
par rapport aux conditions sans EDTA. Cependant, selon les statistiques effectuées, il
ne s’agit pas d’une variation significative et, en fonction de la taille moyenne des
particules obtenue, il se produit également une formation d’agglomérats (figure 5.2).
Suite & la mesure de la taille des particules, I’indice de polydispersité (Pdi) a également
été obtenu, représentant la distribution de taille d'une population de particules (Malvern
Instruments, 2013). Les Pdi élevés dans les solutions analysées (tableau 5-1) suggérent
que les populations de particules étaient polydispersées. L’augmentation du diamétre
hydrodynamique et du Pdi indique une instabilité des NPs-Ag dans le milieu 20X AAP.
Des valeurs de polydispersité similaires ont été obtenues lors de la caractérisation d une
suspension de NPs-TiO; dans les milieux de culture recommandés pour le test de
croissance de Lemna sp. (Li et al., 2013). Cela indique une relation directe entre le
comportement des particules et la force ionique du milieu de culture. Par conséquent,

les écarts types du diamétre hydrodynamique sont aussi importants (Oukarroum et al.,
2013).

Tableau 5-1 Diametre hydrodynamique moyen (nm) et indice de polydispersité (Pdi)
des solutions de NPs-Ag dans milieu de culture 20X AAP avec EDTA a 0; 1 et
10 mg/L.

NPs-Ag  EDTA Diametre Indice de
(mg/L) (mg/L) hydrodynamique polydispersité
moyen (nm) (Pdi)
0 1 U785 08
|1 | 238604 0,904
10 0 ' 2496,02 0,848
T LS
_ 10 | 114693 | 0932
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Figure 5.2 Diametre hydrodynamique des NPs-Ag pour des solutions de 1 mg/L (a)
et 10 mg/L (b) d’EDTA (0, 1 et 10 mg/L) dans le milieu de culture 20X AAP. Les
effets de ’EDTA ne sont pas statistiquement significatifs.

5.1.3 Potentiel C

La figure 5.3 montre que les potentiels T de toutes les solutions expérimentales
contenant les NPs-Ag ne dépassaient pas -20 mV, indiquant une instabilité des
propriétés physicochimiques des NPs-Ag en solution. Une des causes principales de
cette instabilité est la force ionique du milieu de culture qui va provoquer la formation
d’agglomérats. Une force ionique importante entraine normalement une diminution de
I’intensité du potentiel { dans les colloides stabilisés électrostatiquement. Donc, ce qui
explique la formation d’agglomérats parce que la répulsion électrostatique est réduite
(Badawy et al., 2010). Dans I’étude réalisée par Oukarroum et al., le potentiel T a été
mesuré pour une suspension de 1 mg/L de NPs-Ag dans le milieu de culture (force
ionique 4.25 x 103 M), et elle était de -34,74 + 2,15, montrant ainsi une stabilité des
NPs en suspension causée par une plus forte répulsion électrostatique (Oukarroum et
al., 2013). D’autre part, Gubbins ef al., ont obtenu des potentiels { de -7.8 = 7 mV, en

utilisant le milieu de culture de Steinberg (OCDE, 2006) qui a une force ionique élevée.
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Les auteurs ont conclu "que leur milieu de culture ne convient pas aux expériences
d'écotoxicologie de l'espéce Lemna minor pour les NPs-Ag dispersés et nécessite
quelques modifications car, si les conditions standard du milieu sont utilisées, la dose
et la nature du toxique changent dii & 1'agrégation et a la sédimentation" (Gubbins et
al., 2011). Je suis en accord avec leur interprétation parce que leur milieu de culture
affecte la charge des NPs pour étre proche de zéro, provoquant une formation élevée
d’agglomérats. Leur milieu de culture favorise ainsi la sédimentation et limite
grandement la toxicité provenant de la solubilité des NPs (les ions Ag"). Ce milieu ne
peut étre utilis€ que pour tester le potentiel toxique des agglomérats des NPs-Ag
uniquement. D’autre part, il est important d’effectuer des bioessais de toxicité des NPs
avec différents milieux pour caractériser les effets de la force ionique sur les propriétés
chimiques et tofdcologiques des NPs en solution aqueuse. Dans cette étude, le milieu
de culture 20X AAP du protocole standard des tests de toxicité sur la croissance de la
lentille d’eau a été utilisé pour estimer les effets de ’EDTA sur les propriétés physico-

chimiques et toxicologiques des NPs-Ag en solution aqueuse.

Les résultats des potentiels { des solutions de 0,01 - 0,1 et 1 mg/L. de NPs-Ag
montrent une légére augmentation de l'intensité des valeurs causée par 10 mg/L
d'EDTA par rapport & la condition sans EDTA (0 mg/L), indiquant que cette
concentration d’EDTA entraine une légere diminution de I’instabilité des solutions de
NPs.' Cette interprétation des résultats est renforcé par des études dans lesquelles
I'EDTA a été utilisé pour fonctionnaliser les NPs-Ag, améliorant ainsi sa stabilité et ses
propriétés bactéricides (Martinez-Andrade et al., 2018). Plus généralement, d’autres
études ont montré que I’addition d’EDTA ou de ligands organiques a des solutions de
nanoparticules métalliques augmentait ’intensité de leur potentiel { du fait de la
formation de complexes (Gu ez al., 2009; Mohd Omar et al., 2014; Wang, Long-Fei et
al.,2015). Cependant, les solutions de NPs-Ag a 10 mg/L ont des potentiels I similaires
(de -12,54 a -14,48 mV) lorsque exposées a des concentrations de 0, 1 et 10 mg/L
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d'EDTA. Cela peut s’expliquer par le fait que la concentration d'EDTA dans les
solutions n'est pas suffisante pour stabiliser cette concentration élevée de NPs-Ag, en
tenant compte aussi que, dans le milieu de culture, coexistent d'autres cations qui
peuvent aussi étre stabilisés par 'EDTA (voir la composition du milieu de culture dans

le matériel et méthodes).
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Figure 5.3 Potentiel  des solutions de 0,01 & 10 mg/L de NPs-Ag avec différentes
concentrations d’EDTA (0, 1 et 10 mg/L) dans le milieu de culture 20X AAP (n=3).
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5.1.4 Solubilité des NPs-Ag

Il est connu que les agents chélatants tels que ’EDTA peuvent augmenter la
solubilité des métaux en solution par rapport a un systéme sans ligand. La formation
d’un complexe entre un métal spécifique et un ligand comme I’EDTA est déterminée
par la concentration des autres métaux présents dans le milieu ainsi que par la constante
de stabilité¢ du complexe métal-ligand (Nowack, 2002). L’argent fait partie des métaux
qui ont une bonne affinité avec 1'EDTA, et sa constante de formation (Kr) du complexe
[Ag (EDTA)]* estde 2,1 x 10. D'aprés les résultats obtenus, les NPs-Ag ont une faible
solubilité et la méthodologie employée n'a pas permis de déterminer leur concentration
dans la solution de 0,01 mg/L. de NPs-Ag et dans deux des solutions de 0.1 mg/L,
probablement & cause d’une faible concentration d’Ag” soluble dans le milieu. Les
valeurs étaient inférieures a la limite de détection de l'appareil, soit 0,004 mg/L. Les
solutions de 1 et 10 mg/L. de NPs-Ag posseédent une solubilité similaire pour les
différentes concentrations d’EDTA (0, 1 et 10 mg/L), donc ’EDTA n’a pas eu un effet
sigﬁiﬁcatif sur la solubilité¢ des NPs-Ag (tableau 5-2 et figure 5.4.). Probablement, la
raison est que les concentrations d’EDTA testées étaient proches de la valeur qui était
ajoutée (6 mg/L) au milieu de culture pour contrdler la disponibilité des métaux, tel
que le fer. Donc, tous les métaux ou les ions présents en grande concentration entrent
aussi en compétition pour se lier & I'EDTA dans le milieu nutritif 20X AAP, limitant
la solubilisation des NPs-Ag. Aussi, nous avons obtenu de grandes valeurs d’écart-type
dans la plupart des solutions, ce qui est évident d’apres les potentiels { mesurés

précédemment.
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Tableau 5-2 Fraction soluble d’Ag* (mg/L) libérée aprés 7 jours par des suspensions
de NPs-Ag dans le milieu de culture 20X AAP.

EDTAmg/L.  NPs-Ag mg/L Ag mg/L
0 mg/L 0.1 mg/L ND
T W TETT
10 mg/L 1,39 (= 0.0124) 107
e R e T s s
1 mg/L 9.4 (£0.0125) 107
B L 1
 10mgd. | 01mpl 3.2 (+ 0.0069) 107
1 mg/L 9,1 (+0,0114) 107
10 mg/L 12(£0,0109 102

Les interactions entre les NPs-Ag et ’EDTA n’ont pas été précédemment
étudides, et il est difficile d’expliquer les mécanismes susceptibles de favoriser la
solubilité de ces NPs. Les résultats obtenus indiquent que I’EDTA n’affectent pas la
solubilité des NPs-Ag. Cela peut s’expliquer par la structure chimique de ces NPs-Ag
(liaisons covalentes) qui rend difficile la libération des Ag" en solution, méme ne
présence d’EDTA. De plus, la force ionique du milieu favorise la formation
d’agglomérats, ce qui réduit la surface de contact des NPs-Ag et limite les interactions

avec les molécules d’EDTA.
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Figure 5.4 Solubilisation des Ag" dans les solutions de NPs-Ag de 1 et 10 mg/L avec
différentes concentrations d’EDTA (0, 1 et 10 mg/L) dans le milieu de culture 20X
AAP.
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5.2 Test de croissance de Lemna minor

5.2.1 Apparence des plantes

Sept jours aprés le début de I’incubation des plantes, des changements
qualitatifs significatifs ont été observés sous plusieurs des conditions expérimentales
par rapport aux témoins. Les changements comprenaient la chlorose, le

raccourcissement des racines et la séparation des colonies.

La figure 5.5 montre les témoins utilisés dans cette étude; ceux-ci
correspondent au milieu de culture 20X AAP avec trois concentrations différentes
d’EDTA (0, 1 et 10 mg/L) et sans NPs-Ag. Le témoin contenant de ’EDTA a une
concentration de 10 mg/L (a droite) préserve la coloration verte des plantes, tandis que
ceux contenant 0 et 1 mg/L d’EDTA (au centre et & gauche) présentent une chlorose.
La chlorose est le jaunissement du tissu foliaire causé par le manque de chlorophylle,
ce qui peut étre dii 4 une carence nutritionnelle, liée a la disponibilité des métaux pour
la plante (Siddiqui et al., 2015). Cette disponibilité est régulée par P’EDTA dans le
milieu de culture. Ainsi, dans les échantillons en absence ou a faible concentration de
ce ligand, les métaux présents sont disponibles dans des proportions inadéquates. De
méme fagon, les racines des plantes de Lemna ont une plus grande longueur lorsque la
concentration en EDTA est de 10 mg/L. Des caractéristiques similaires sont mises en
évidence chez les plantes dans les conditions expérimentales contenant des
concentrations de NPs-Ag & des concentrations de 0,01 & 1 mg/L, comme indiqué sur
les figures 5,6; 5.7 et 5,8. Cependant, les plantes exposées a la plus forte concentration
de NPs-Ag (10mg/L) (figure 5.9) présentaient une chlorose pour les trois
concentrations d’EDTA (0, 1 et 10 mg/L) et les racines étaient mutilées. Les plantes
ont conservé de petites racines ne dépassant pas les 5 mm de long, alors que la racine

normale chez Lemna minor pouvait atteindre jusqu’a 2 cm de longueur. Cela pourrait
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indiquer qu'il existe un effet toxique plus évident sur les plantes de Lemna minor

lorsque la concentration de NPs-Ag est de 10 mg/L.

NPs-Ag 0 mg/L

EDTA

Figure 5.5 Plantes de Lemna minor traitées a 0; 1 et 10 mg/LL ’EDTA, apres 7 jours
d’exposition.
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NPs-Ag 0,01 mg/L

EDTA

Figure 5.6 Plantes de Lemna minor a 7 jours d’exposition. Conditions d’expositions :
0,01 mg/L. de NPs-Ag avec 0 ; 1 et 10 mg/L. d’EDTA (de gauche a droite).
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NPs-Ag 0,1 mg/L

EDTA

Figure 5.7 Plantes de Lemna minor a7 jours d’exposition. Conditions d’expositions :
0,1 mg/L de NPs-Ag avec 0 ; 1 et 10 mg/LL d’EDTA (de gauche a droite).
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NPs-Ag 1 mg/L

EDTA

Figure 5.8 Plantes de Lemna minor a 7 jours d’exposition. Conditions d’expositions :
1 mg/L. de NPs-Ag avec 0 ; 1 et 10 mg/L. d’EDTA (de gauche a droite).
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NPs-Ag 10 mg/L

EDTA

Figure 5.9 Plantes de Lemna minor a 7 jours d’exposition. Conditions d’expositions :

10 mg/L de NPs-Ag avec 0 ; 1 et 10 mg/L. d’EDTA (de gauche a droite).
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5.2.2 Nombre de frondes

Au début de I’expérience, 10 plantes de Lemna minor ayant chacune 2 frondes
(20 frondes par contenant) ont été prélevées de la culture mére pour chaque condition
d’exposition. Le nombre de frondes a été compté 7 jours aprés le début de I’incubation
dans les solutions d’exposition aux différentes concentrations de NPs-Ag et d’EDTA.
Le nombre de frondes dans les échantillons reste presque constant dans les solutions
contenant les NPs-Ag, lorsque la concentration en EDTA est de 0 et 1 mg/L.
Cependant, lorsque la concentration d’EDTA est de 10 mg/L (figure 5.10), le nombre
de frondes augmente considérablement (la différence significative est présentée par les
astérisques dans le tableau joint & chaque graphique). Dans les ébhantillons ne
contenant pas de NPs-Ag, le nombre de frondes augmente de 20 % et 70 %, lorsque la
concentration en EDTA est respectivement de 1 mg/L et 10 mg/L, par rapport aux
milieu de culture sans EDTA. Tandis que dans les échantillons présentant la
concentration la plus élevée de NPs-Ag (10 mg/L), I’augmentation n’est que de 1,25 et
20 % entre ces mémes solutions. Ceci indique que la présence d’EDTA est
indispensable dans le processus de croissance de Lemna minor et cause une diminution

de I’effet toxique des NPs-Ag.

Des études antérieures sur la toxicité de NPs-Ag chez les plantes aquatiques
(Lemna gibba, Lemna minor) montrent que la toxicité des NPs-Ag dépend de leur
concentration d’exposition (Dewez et al., 2018; Oukarroum et al., 2013). D’autre part,
d’autres travaux parlent de plages de concentrations dans lesquelles les NPs-Ag sont
plus toxiques. Par exemple, Gubbins et al., précisent que les NPs-Ag de 20 a4 100 nm
présentent une toxicité aigu€ a des concentrations de 5 pg/L mais diminuent lorsque la
concentration est de 160 pg/L (Gubbins et al., 2011). Pour Ucuncu et al., les
concentrations de NPs-Ag comprises entre § et 32 ug/L sont plus toxiques que celles
de 96 et 128 pg/L (Ucuncu et al., 2014). Cependant, dans toutes les études, les

propriétés des NPs-Ag (diamétre, surface) et les conditions d’exposition (milieu de
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culture, concentration du milieu de culture, durée, pH) étaient différentes, de sorte que
nous ne pouvons pas comparer convenablement des résultats. Par contre, il est évident
que les conditions du milieu vont affecter les propriétés chimiques des NPs, et par

conséquent les interactions et la toxicité des NPs avec les plantes aquatiques de Lemna.
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Figure 5.10 Nombre de frondes de Lemna minor a 7 jours d’exposition aux solutions
de NPs-Ag (0; 0,01; 0,1; 1; 10 mg/L) et a ’EDTA (0; 1 et 10 mg/L) dans le milieu de
culture 20X AAP. Les différences entre les traitements d’EDTA et la condition de
contrdle ou p était inférieur a 0,1 (*), & 0,05 (**), et 0,01 (***) ont été considérées
comme significatives (n=3).



69

5.2.3 Nombre de plantes

Au début de D’essai, 10 plantes ont été placées dans chaque conteneur
expérimental. Le nombre de plantes de Lemna minor a été compté aprés 7 jours
d’exposition. Les résultats montrent bien qué les milieux contaminés avec 10 mg/L de
NPs-Ag induisent une diminution significative du nombre de plantes par rapport au
témoin et aux autres concentrations de NPs-Ag (0,01 ; 0,1 et 1 mg/L) (figure 5.11). De
plus, la concentration d’EDTA n’a pas eu d’effet sur le nombre de plantes lorsque la
concentration de NPs-Ag était de 10 mg/L. Dans des conditions ’EDTA de 0; 1 et
10 mg/L, il y a eu une diminution de 47 %, 48 % et 62 %, respectivement par rapport
aux témoins (0 mg/L de NPs-Ag). Pour les concentrations plus faibles de NPs-Ag, il
n’y a pas eu de différences significatives par rapport aux contrdles, probablement a
cause de la faible solubilité et du processus d’agglomération (comme cela a été indiqué
pour la caractérisation des NPs) qui ont diminué la disponibilit¢ des NPs pour les
plantes de Lemna minor et donc leur effet toxique. De plus, les résultats montrent que
PEDTA induit une stimulation de la croissance des plantes aux concentrations

d’exposition de 0 & 1 mg/L. de NPs-Ag.

5.2.4 Poids frais

Le poids frais a ét¢ mesuré aprés 7 jours d’exposition, et les résultats sont
cohérents avec le nombre de plantes. On observe une diminution significative du poids
frais des plantes exposées a 10 mg/L de NPs-Ag (Figure 5.12). De plus, la
concentration en EDTA de 10 mg/L cause une stimulation de la croissance en poids
frais aux concentrations d’exposition de 0 a 1 mg/L de NPs-Ag. Cependant, le poids
frais est une variable de mesure non fiable, car le pourcentage d’humidité restant dans
les plantes peut ne pas toujours étre le méme. 11 est donc déconseillé de déterminer le
taux de croissance et le pourcentage d’inhibition & partir de cette variable (OCDE,
2006).
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Figure 5.11 Nombre de plantes exposées dans les milieux de culture 20X AAP avec
I’EDTA (0; 1 et 10 mg/L) et les NPs-Ag (0; 0,01 ;0,1;1et 10 mg/L). Les
différences entre les traitements d’EDTA et la condition de contrdle ou p était
inférieur a 0,1 (*), 4 0,05 (**), et 0,01 (***) ont été considérées comme significatives
(n=3).
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Figure 5.12 Poids frais de plantes de Lemna minor dans les milieux de culture 20X
AAP avec 0; 1 et 10 mg/L d’EDTA, exposées a0 ; 0,01 ;0,1 ; 1 et 10 mg/L de NPs-
Ag. Les différences entre les traitements d’EDTA et la condition de contrdle ol p
était inférieur a 0,1 (*), a 0,05 (**), et 0,01 (***) ont été considérées comme
significatives (n=3).
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5.2.5 Poids sec

Pour déterminer le poids sec, au septiéme jour d’exposition aux NPs-Ag, les
plantes de Lemna minor ont été pesées apres une déshydratation (24 heures dans le four
a 120 °C). Les résultats obtenus (figure 5.13) montrent des différences significatives
dans le poids des plantes séches lorsque exposées & 10 mg/L de NPs-Ag, en accord
avec les résultats des variables de mesure analysées précédemment (nombre de frondes
et poids frais). Pour les solutions préparées dans le milieu de culture contenant 10 mg/L
d’EDTA, on observe une différence significative pour le poids des plantes déshydratées
et exposées a une concentration de 10 mg/L de NPs-Ag, qui a été réduit de 38 % par
rapport au témoin. Les résultats de poids sec montrent aussi que I’EDTA (1 et 10 mg/L)
induit une stimulation de la croissance des plantes aux concentrations d’exposition de

041 mg/L de NPs-Ag.
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Figure 5.13 Poids sec (mg) des plantes de Lemna minor incubées dans les milieux de

culture 20X AAP avec 0; 1 et 10 mg/L d’EDTA et exposéesa0; 0,01 ;0,1;1et

10 mg/L de NPs-Ag. Les différences entre les traitements d’EDTA et la condition de
contrdle ou p était inférieur a 0,1 (*), a 0,05 (**), et 0,01 (***) ont été considérées
comme significatives (n=3).
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5.2.6 Taux de croissance spécifique

Le taux de croissance spécifique (TCS) a été déterminé a partir du nombre de
frondes parce que les effets des NPs-Ag étaient les plus significatifs en comparaison
avec les poids frais et secs. Selon nos résultats (figure 5.14), les plantes incubées dans
les milieux de culture avec des concentrations d’EDTA de 0 et 1 mg/L ne présentaient
pas de variation significative du taux de croissance sous les différentes concentrations
de NPs-Ag. Par contre, les plantes incubées dans le milieu de culture avec de ’EDTA
a 10 mg/L présentaient des augmentations du taux de croissance pour des plantes
exposées a des concentrations de NPs-Ag (0; 0,01 ; 0,1 et 1 mg/L) (figure 5.15). Ces
résultats suggeérent que I’EDTA a eut un effet antagoniste sur la toxicité des NPs-Ag
dans ces conditions expérimentales. Cela peut s’expliquer par le fait que les interactions
des molécules d’EDTA avec les agrégats de NPs-Ag n’ont pas favorisé la solubilisation
de ces derniers, limitant ainsi la biodisponibilité¢ des NPs-Ag et des Ag® avec les
plantes. De plus, ces résultats montrent la nécessité d’avoir une concentration ’EDTA
dans le milieu de culture artificiel (6-10 mg/L) pour permettre la solubilisation et la
biodisponibilité des éléments métalliques traces servant de nutriments pour les plantes.
Cette derniére explication semble étre la plus plausible, puisque les plantes dans la
condition expérimentale sans EDTA montrent un taux de croissance plus faible que
celles exposées a 10 mg/L d’EDTA (sans traitement aux NPs-Ag) (figure 5.15). Sous
ces conditions de déficience en EDTA (0 et 1 mg/L), les écart-types €levés des données
indiquent une forte instabilité chimique du milieu causant un stress physiologique non
uniforme chez les plantes testées. Ceci peut également expliquer les variations
observées chez les plantes traitées aux NPs-Ag. Lorsque les plantes ont été exposées a
10 mg/L de NPs-Ag, le taux de croissance a montré une diminution significative par
rapport au témoin, seulement sous une concentration d’exposition a I’EDTA de 10
mg/L (figure 5.14). Ces résultats indiquent clairement que I’EDTA n’a eut aucun effet

(antagoniste ou additif) sur la toxicité de 10 mg/L de NPs-Ag.
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Figure 5.15 Superposition des courbes des taux de croissance spécifique (j°) des
plantes de Lemna minor incubées dans les milieux de culture 20X AAP avec 0 ; 1 et
10 mg/L d’EDTA et exposées a 0; 0,01 ;0,1 ;1 et 10 mg/L de NPs-Ag.

5.2.7 Bioaccumulation

L’accumulation de I’Ag dans les plantes de Lemna minor exposées aux NPs-
Ag dans les milieux de culture avec différentes concentrations d’EDTA a été analysée
quantitativement en mesurant la teneur totale en Ag (Figure 5.16) a I’aide d’un ICP-
OES. La méthode employé€e et I'analyse par ICP-OES ont été suffisamment précises
pour quantifier la bioaccumulation en Ag. Les plantes contrdles ne présentaient aucune
trace d’Ag accumulé dans la biomasse. Lorsque les plantes ont été exposées aux
différentes concentrations de NPs-Ag (0,1 - 10 mg/L), une accumulation significative

d’Ag a été constatée a 10 mg/L de traitement aux NPs-Ag.

Les résultats montrent que I’accumulation de I’ Ag dans la biomasse augmentait

avec la concentration d’exposition des NPs-Ag dans le milieu. Ces résultats indiquent
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que la quantité absorbée d’Ag dans la biomasse des plantes de Lemna minor est
dépendente de la quantité¢ des NPs-Ag en suspension dans la solution aqueuse, comme
cela a été montré par I’étude de Oukarroum et al. (2013) en utilisant la plante aquatique
Lemna gibba. Ainsi, la bioaccumulation a été la plus élevée chez les plantes traitées a
10 mg/L de NPs-Ag, et cela permet d’expliquer le degré de toxicité observé pour cette
condition expérimentale. En ce qui concerne I’effet de différentes concentrations
d’EDTA, il existe seulement une faible variation de la bioaccumulation d’Ag chez les
plantes incubées dans le milieu avec 1 mg/L d’EDTA. Pour les autres conditions, il n’y
avait pas de changements significatifs (p < 0,05), ce qui indique que ’EDTA n’a pas
eut d’effet sur la biodisponibilité et I’absorption des NPs-Ag et des Ag”. En fait, cette
interprétation concorde avec nos résultats obtenus concernant I’effet non significatif de

I’EDTA sur la solubilisation des NPs-Ag.
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Figure 5.16 Bioaccumulation de I’Ag total (mg x 10 / mg de poids sec) chez les
plantes exposées aux solutions de NPs-Ag (0,01 (a) ; 0,1 (b) ; 1 (c) et 10 (d) mg/L) et
d’EDTA (0; 1 et 10 mg/L) dans le milieu de culture 20X AAP (n=3).
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5.2.8 Pourcentage d’inhibition

L’effet inhibiteur des NPs-Ag sur le taux de croissance des plantes Lemna
minor a été évalué en pourcentage d’inhibition en utilisant le nombre de frondes aprés
7 jours d’exposition. La figure 5.17 montre qu'aux concentrations les plus élevées de
NPs-Ag (10 mg/L), le taux de croissance a diminué de 5, 15 et 21 % par rapport a leur
controle dans les milieux de culture contenant de ’EDTA a 0; 1 et 10 mg/L,
respectivement. Cependant, des variations significatives ont été obtenues uniquement
dans les milieux de culture contenant de I’EDTA a 1 et 10 mg/L. De plus, compte tenu
du fait que le pourcentage d'inhibition peut varier en fonction de la variable de mesure
utilisée pour la déterminer, les poids frais et sec ont également été utilisés. Cependant,
les valeurs se sont avérées similaires de celles obtenues a partir du nombre de frondes.
Il est important de faire remarquer que les pourcentages d'inhibition obtenus ne
permettent pas de déterminer la ECso. Cette valeur a été estimée dans d'autres études,
comme par exemple pour Oukarroum et al (2013): Dans l'intervalle des
concentrations de NPs-Ag compris entre 0,01 et 10 mg/L, la valeur de la ECso sur la
croissance des plantes basée sur le nombre de frondes était de 9,36 (+ 2,36) mg/L. Par
contre, pour Naumann et al. (2007), les résultats de la ECso pour Lemna minor exposé
al'Agionique sont de 43 png/L. Les valeurs de ECso rapportées par Naumann et al. sont
similaires & ceux rapportés par Gubbins et al. pour les NPs-Ag (Gubbins e al,, 2011).
Dans les deux cas rapportés, les valeurs de ECso sont inférieures aux concentrations
utilisées dans la présente étude. Chez Lemna gibba, I’inhibition de la croissance se
montre pour une ECso de 4,5 g/L (Perreault et al., 2014), une concentration beaucoup
plus élevée que les précédentes. Cependant, lorsqu’il s’agit de conditions différentes
d’exposition, telles que le milieu de culture, il est nécessaire de prendre en compte des
propriétés telles que la force ionique et le pH. Celles-ci modifient le comportement des
NPs et, comme l'indique la caractérisation des NPs-Ag présentée a la section 5.1 du
présent chapitre, la formation de gros agglomérats se produit dans toutes nos conditions

d'exposition.
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Figure 5.17 Pourcentage d’inhibition chez les plantes exposées aux solutions de NPs-
Ag(0;0,01;0,1;1;10mg/L) dans le milieu de culture 20X AAP sans ou avec
I’EDTA (0 (a) ; 1 (b) et 10 (c) mg/L. Les différences entre les traitements d’EDTA et
la condition de contrdle ou p était inférieur a 0,1 (*), 4 0,05 (**), et 0,01 (***) ont été
considérées comme significatives (n=3).
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5.3 Discussion générale

Grace aux recherches précédentes, il est bien connu que les NPs-Ag
représentent un risque imminent pour I’environnement. Les effets toxiques ont été
démontrés chez des organismes tels que Staphylococcus aureus, Escherichia coli, des
cellules de mammiféres, le poisson-zébre, Oreochromis niloticus, Caenorhabditis
elegans, Lemna gibba, Lemna minor, Lolium multiflorum, Chlorella vulgaris,
Dunaliella tertiolecta, entre autres (Raffi et al., 2007 ; Asharani et al., 2008 ; Rodea-
Palomares, I. et al., 2009 ; Meyer et al., 2010 ; Sotiriou et Pratsinis, 2010 ; Yi Miao et
al., 2010 ; Gubbins etal., 2011 ; Kim et al., 2011 ; Oukarroum et al., 2012 ; Oukarroum
et al., 2013 ; Ivask et al., 2014 ; Zille et al., 2015 ; Sun, Xia et al., 2016; Afifi et al.,
2016 ; Lacave et al., 2016 ; Luo et al., 2017 ; Pereira et al., 2018 ; Zheng et al., 2018).
11 a été¢ démontré que les effets toxiques sont généralement attribués a la solubilisation
des ions libres provenant des NPs-Ag (Navarro et al., 2008 a, b; Stampoulis et al.,
2009). Cependant, certains effets peuvent également étre attribuables aux propriétés
spécifiques en fonction de la taille nanométrique des NPs, telles que la possibilité de
traverser la membrane biologique qui est différente des ions (Miao et al., 2010) ou
d’étre adsorbé a la surface cellulaire (Zeyons et al., 2009). L’agglomération et
I’agrégation des NPs-Ag est apparemment un effet commun d’interaction dans
différents solvants (Perreault et al., 2012), qui est dans notre cas le milieu de culture
20X AAP. La toxicité est dépendante de 1’agrégation, ce qui a été observée dans
d’autres études avec Daphnia magna, étant donné que la taille de 1’agrégation peut
provoquer une différence dans les interactions avec les cellules au sein de 1’organisme
en affectant la surface de la particule disponible, ainsi comme 1’absorption des

particules dans les cellules (Bozich et al., 2014).

Dans notre étude, I’exposition des plantes Lemna minor aux NPs-Ag dans des
milieux de culture présentant différentes concentrations d’EDTA (0, 1 et 10 mg/L) a

montré des pourcentages d’inhibition de I’ordre de 4,5 a 21 % par rapport aux témoins,
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et dans certaines conditions avec un nombre de frondes supérieur aux témoins pouvant
atteindre jusqu’a 12 %. L’effet inhibiteur des NPs-Ag a été le plus important et
significativement déterminé sous un traitement de 10 mg/L. La caractérisation des NPs-
Ag a montré qu’ils avaient subi des modifications de leurs propriétés chimiques dans
le milieu de culture 20X AAP. Ces modifications se sont manifestées par I’instabilité
des suspensions, montrant des potentiels { compris entre -1,62 et -8,74 mV pour les
conditions de 0,01; 0,1 et 1 mg/L de NPs-Ag, et de -12,54 a -14,28 mvV pour des
suspensions contenant 10 mg/L de NPs-Ag. Cette instabilité a également été visible par
le diamétre hydrodynamique et la polydispersité des NPs-Ag en suspension. La taille
des nanoparticules a augmenté de maniere significative 7 jours aprés la préparation des
suspensions dans le milieu de culture, passant de 50 nm (poudre) a des tailles comprises
entre 1146 et 2496 nm en moyenne. L’augmentation de la taille des NPs-Ag est
démontré par la formation d’agrégats, car malgré 1’utilisation de méthodes physiques
(ultrasonication et agitation), il n’était pas possible de les séparer, démontrant une forte
cohésion entre les particules (Jiang et al., 2009). Des tailles de particules similaires en
suspensions de NPs-TiO: ont été rapportées par Li et al. (2013), 24 heures aprés leur
préparation dans des milieux de culture recommandés par I’OCDE. Ils ont montré que
leurs conditions expériementales (dont la composition du milieu) causaient de
’agrégation et de la sédimentation modifiant la toxicité des NPs-TiO; dispersés (Li et
al., 2013). Dans I’objectif d’effectuer une évaluation toxicologique compléte, il est
important de tester différentes conditions de milieu aqueux afin de déterminer comment
les changements des propriétés chimiques des NPs peuvent modifier le mécanisme et
le degré de toxicité des NPs en solution. Dans cette présente étude, le milieu de culture
20X AAP du protocole standard des tests de toxicité sur la croissance de la lentille
d’eau a ét€ utilisé pour estimer le potentiel toxique des agglomérats en suspension des
NPs-Ag. C’est une approche tout aussi valable pour les études toxicologiques avec les
NPs.



83

Selon notre étude, la taille des particules aux deux concentrations analysées
présentait une diminution minimale (non significative), lorsque la concentration en
EDTA était de 10 mg/L. De méme, selon des travaux antérieurs, ’ajout d’EDTA & des
suspensions de NPs-CuO et de NPs-FesOs ne diminuait pas le diamétre
hydrodynamique et n’augmentait pas significativement I’intensité du potentiel (
(Canuel, 2017). De plus, la solubilit¢ des NPs-Ag n’a pas été affectée par les
concentrations testées d’EDTA. Les conditions dans lesquelles la solubilité a été
mesurée (0,01, 1 et 10 mg/L de NPs-Ag) présentaient des concentrations d’Ag*
similaires, quelles que soient les variations de ’EDTA dans le milieu de culture. Pour
les suspensions préparées en absence d’EDTA, des concentrations en Ag* soluble de
0,004 ; 0,0082 et 0,0139 mg/L ont été mesurées dans des conditions d’exposition
respectives de 0,1 ; 1 et 10 mg/L de NPs-Ag. Cependant, dans 1’étude menée par
Oukarroum et al. (2013), les concentrations en Ag" étaient de 0,00087 ; 0,0102 et 0,150
mg/L pour les mémes concentrations de NPs-Ag (Oukarroum et al., 2013). A cause que
la fraction soluble d’Ag" était faible dans cette étude rapportée et la ndtre, il est fort
probable que I’accumulation d’Ag intracellulaire provient directement des NPs,
entrainant des effets de toxicité cellulaire, comme 1’indiquent 1’apparence de chlorose

et la diminution de la croissance des plantes.

Dans notre étude, la chlorose se manifestait chez les plantes exposées a 0,01 ;
0,1 et 1 mg/LL de NPs-Ag, lorsque la concentration en EDTA dans le milieu de culture
était tres faible (1 mg/L) ou nulle (0 mg/L), et chez les plantes exposées a 10 mg/L de
NPs- Ag sous les trois conditions EDTA (0, 1 et 10 mg/L). La toxicité des NPs
métalliques a déja été associée a la chlorose (Tripathi et al., 2017 ; Wang et al., 2013),
en provoquant des modifications de 1’ultrastructure et de la morphologie des cellules,
ainsi que la diminution de certains pigments photosynthétiques chez Lemna punctata
(Lalau et al., 2015). Pour Pereira et al. (2018), 1a chlorose était présente chez les plantes
de Lemna minor exposées a 300 pg/L de NPs-Ag durant 7 jours, et les plantes

mouraient aprés 14 jours (Pereira et al., 2018). Dans notre étude, la chlorose a diminué
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chez les plantes incubées dans des milieux de culture contenant 10 mg/L. d’EDTA, ce
qui indique une action antagoniste du ligand sur la toxicité des NPs-Ag. Cette
concentration d’EDTA a aussi stabilisé le milieu de culture en rendant biodisponible

les éléments métalliques traces servant de nutriments pour les plantes.

La croissance des plantes de Lemna minor, déterminée dans la présente étude,
a montré une diminution significative sous une exposition a 10 mg/L. de NPs-Ag par
rapport au témoin. Cependant, seulement pour le nombre de frondes, des différences
significatives ont été observées dans les milieux de culture contenant 10 mg/L. ’EDTA
par rapport aux milieux de culture sans EDTA. Chez les plantes incubées avec 10 mg/L
d’EDTA, il y avait une augmentation du nombre de frondes dans toutes les conditions
d’exposition aux NPs-Ag, mettant ainsi en évidence une diminution de I’effet des NPs-
Ag sur les plantes Lemna minor avec 1’addition d’EDTA. Ce postulat a été renforcé
avec la détermination des taux de croissance (TCS) dans lesquels des valeurs plus
élevées ont été obtenues chez les plantes incubées dans le milieu de culture avec 10
mg/L. d’EDTA. Contrairement a d’autres études, les effets des NPs-Ag sur Lemna
minor ont été relativement modestes, probablement en raison de la formation
d’agrégats moins solubles et biodisponibles pour les plantes. La formation d’agrégats
s’est produite en raison de I’augmentation de la force ionique et de la diminution de la
répulsion électrostatique. L’extension de cette agrégation est régie par le pH, la force
ionique et la nature des électrolytes (Navarro et al., 2008; Kim et al., 2010). De plus,
la bioaccumulation de I’Ag dans les plantes était dépendante de la concentration
d’exposition des NPs-Ag, et permet d’expliquer en partie la toxicité des NPs-Ag.
Cependant, les différentes concentrations d’EDTA n’ont eut aucun effet sur la

bioaccumulation de I’Ag.



CONCLUSION

L’objectif général de ce projet était de déterminer I’effet de ’EDTA sur la
toxicité des NPs-Ag chez la plante aquatique Lemmna minor. Les NPs-Ag ont été
caractérisés en fonction des propriétés physico-chimiques telles que le diamétre
hydrodynamique, le potentiel { et leur solubilité dans le milieu de culture 20X AAP,
dans le but d’évaluer I’effet de ’EDTA sur ces propriétés. Cette étude montre que les
parameétres environnementaux ont une influence importante sur les propriétés
physicochimiques des NPs-Ag. Ces propriétés déterminent la biodisponibilité des NPs
et leur effet toxique sur les organismes aquatiques. Par exemple, la force ionique du
milieu de culture 20X AAP a entrainé la formation d’agrégats rendant les NPs moins
biodisponibles, et cela a limité considérablement les interactions et 1’effet de ’EDTA
sur les NPs. Pour des études toxicologiques futures utilisant les lentilles d’eau, il est
intéressant d’utiliser un milieu de culture avec une force ionique trés inférieure a 0,019
- M. L’évaluation toxicologique des NPs doit prendre en compte la composition
chimique du milieu test pour déterminer le mécanisme de toxicité des NPs avec
différents organismes aquatiques. De plus, cette étude a montré que I’EDTA n’avait
pas d’effet significatif sur la solubilité des NPs-Ag, et que I’absence d’EDTA entrainait
un effet de carence en éléments nutritifs chez les plantes. Finalement, notre étude a
démontré que la concentration la plus élevée de NPs-Ag causait une toxicité
significative sur la croissance des plantes, ce qui explique ’apparition de chlorose.
Ainsi, on suggére deux mécanismes de toxicité : 1- L’absorption et la bioaccumulation
des NPs-Ag; 2- L’adhérence d’agrégats de NPs-Ag a la surface des plantes, affectant

les processus photosynthétiques et I’absorption des éléments nutritifs.
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Les résultats de ce travail contribuent a I’avancement des connaissances sur le
comportement des NPs-Ag en solution aqueuse, et a 1’acquisition d’une meilleure
compréhension des interactions entre les parametres environnementaux et les NPs dans
le but de prévoir leurs effets dans le milieu aquatique. Il faut poursuivre les études de
carcatérisations chimiques et toxicologiques des NPs puisqu’ils représentent un risque
de toxicité pour I’environnement en affectant le développement normal des organismes

aquatiques et en altérant les écosystémes.
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