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Nanoparticules

Influence des conditions d’essais
et des paramétres physico-chimiques
sur 'écotoxicité pour le milieu aquatique
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a singularité des propriétés physico-
chimiques des nanoparticules (NP) et
le fait qu'un grand nombre de produits
dits « nanostructurés » sont d’'ores et
déja mis sur le marché en font un des sujets
majeurs d’étude de ces dernieres années. La
dissémination de ces NP ou des résidus nano-
particulaires dans les différents comparti-
ments de 'environnement est ainsi devenue
une préoccupation grandissante, al'instar de
I'impact potentiel qu’ils peuvent avoir sur les
organismes vivants. De nombreuses questions
se posent, en effet, quant a I'applicabilité des
outils actuels pour évaluer I'écotoxicité de ces
produits émergents, notamment dans un
cadreréglementaire [1]. Les méthodes de pré-
paration et les propriétés physico-chimiques
des milieux d’essai (pH, force ionique) ont
notamment étéidentifiées comme des éléments
clés dans I'évaluation de I'écotoxicité des NP.
Ils vont en effet conditionner certains para-
metres physiques de la suspension tels que
I'état d’agglomération des NP et leur stabilité,
lesquels peuvent influencer leur écotoxicité.
Cependant, peu de travaux concernant 'éco-
toxicité des NP integrent de facon systéma-
tiquel'influencedes conditions d’essai,deméme
que I'importance des propriétés physico-
chimiques des NP.
Ainsi, les objectifs de nos travaux sont multiples
et visent a étudier l'influence de différentes
méthodes de préparation des suspensions d’es-
saisurlétatd’agrégation de NP, et aidentifierles
parametres physicochimiques (étatd’agglomé-
ration, chimie de surface, taille initiale dela
particule) potentiellement responsable de
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I'écotoxicité pour les organismes aquatiques.
Nous avons pour cela entrepris I'étude de dif-
férentes NP d’'oxydes de cérium en tant que
particules modeles. Ces NP sont utilisées
comme catalyseur dans certains moteurs die-
sels ou comme agent protecteur (anti-rayure,
anti-UV) dans les peintures extérieures. Ils
peuvent de ce fait se retrouver facilement dans
I'environnement. Les effets pour le comparti-
ment aquatique de ces NP ont été appréhendés
atravers'étude deleur écotoxicité vis-a-vis des
micro-algues d’eau douce (P. subcapitata). Ces
organismes, a la base des chaines trophiques
aquatiques, sont classiquement utilisés en tant
qu'organismes modeles pour la détermination
del’écotoxicité des substances et préparations
chimiques (OCDE).

Prise en compte de la méthode

de mise en suspension et influence
de P’état d’agrégation des NP

sur leur écotoxicité

Afin d’étudier 'importance de la méthode de
préparation des suspensions d’essai surle com-
portement en solution des NP de cérium, une
poudre nanoparticulaire (taille initiale 25 nm)
aété mise en suspension selon quatre modes de
préparation: une dispersion par agitation
magnétique (24heures), stabilisée ou non par
I'ajout d’acides humiques (AH) et une disper-
sion par ultrasons (1 min/70 watts) stabilisée ou
non par I'ajout d’AH. Ces suspensions d’essai
ont été caractérisées en fonction de différents
parametres. La taille moyenne des agglomé-
rats a été suivie par diffusion quasi élastique
delalumiere (Zétasizer, Malvern) etl'état —>
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Figure 2

Inhibition de la croissance des algues en fonction
de la taille initiale des particules d’oxyde de cérium.
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Figures laet 1b

Taille moyenne des agrégats de NP de
cérium (a) et inhibition de la croissance
des algues (b) en fonction du mode

de préparation des suspensions d’essai.
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—> d’agglomération a été appréhendé par
microscopie électronique a transmission
(MET). Enfin, le potentiel de surface des parti-
cules (potentiel zéta [{]) a été mesuré pour
chaque préparation.

Les résultats obtenus ont permis
de mettre en évidence que la méthode de
préparation utilisée influencait ’état d’ag-
glomération des NP dans le milieu d’essai. Il
enressort également que I'état d’aggloméra-
tion pouvait étre accentué par la force
ionique du milieu et limité par I'ajout ’AH
(2mg COT/]) [2, 3]. Ainsi, pour une méme
poudre nanoparticulaire mise en suspen-
sion selon les différentes méthodes testées,
la taille moyenne des agglomérats varie de
quelques centaines de nanometres pour la
méthode la plus dispersante (utilisation
d’ultrasons + AH) a plusieurs micrometres
pour la méthode la moins dispersante (agi-
tation magnétique seule). D’autre part, la
dispersion par ultrasons, couplée a 'ajout
d’AH, s’est révélée étre la méthode la plus
reproductible par rapport, notamment, aux
méthodes utilisant 'agitation magnétique.
Lécotoxicité des différentes préparations ainsi
générées a ensuite été étudiée en suivant la
croissance d'une population d’algues exposées
pendant 72 heures a différentes concentra-
tions de NP de cérium. Les résultats obtenus
mettent en évidence une inhibition
dépendante des concentrations en NP. Par
ailleurs, quels que soient le mode de prépa-
ration utilisé et, par conséquent, I'état d’ag-
glomération des NP, I'inhibition de la
croissance des algues reste similaire et
conduit a 50 % d’effet sur la population pour
des concentrations en NP de cérium (25 nm)
autour de 14 +2,6 mg/1.

Importance de la taille initiale

des particules

Les essais initiés avecles NP de 25 nm ont été
complétés par une série d’expositions utili-
santdes NP de cérium de 10 nm afin d’appré-
hender 'importance de la taille initiale des
NP sur ’écotoxicité vis-a-vis des algues.
Nous avons pumettre en évidence que l'inhi-
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Photo d’algues exposées aux
différentes NP de cérium. (a) NP
de 10 nm, (b) NP de 25 nm, (c)
témoin. Les observations
réalisées par la microanalyse
confirment que les particules
adsorbées a la surface des
algues exposées correspondent
au cérium.

bition dela croissance des algues varie signi-
ficativement en fonction du type de NP de
cérium testé [(iT30e). Les concentrations
induisant 50 % d’inhibition de la croissance
des algues sont, respectivement, de 1,4 mg/1
et 14 mg/l pour les produits de 10 nm et
25 nm. Cette différence de toxicité est a
mettre directement en relation avec les dif-
férences de taille initiale des particules tes-
tées. Des suspensions d’oxyde de cérium
micrométrique (taille de particule initiale de
5 um) ont également été testées. Seule une
tres faible inhibition de la croissance des
algues a été observée et la concentration
induisant 50 % d’effet se situe au-dela de
500 mg de CeO, /1. Ces résultats mettent en
évidence la plus forte toxicité vis-a-vis des
algues delaforme nanoparticulaire parrap-
portalaforme microparticulaire d’'une part
et, d’autre part, 'influence de la taille initiale
des nanoparticules sur la toxicité de l'oxyde
de cérium vis-a-vis de ces organismes.

Caractérisation de I'interaction
algues/nanoparticules de cérium

Des analyses en cytométrie de flux, associées
a des observations en Microscopie électro-
nique a balayage en mode environnemental
(MEB) couplée a de la microanalyse, ont été
effectuées afin d’évaluer de quelle facon les
interactions entre les NP de cérium et les
algues pouvaient expliquer les phénomenes
observés. Le MEB a permis d’effectuer les
observations sans préparation préalable de
I'échantillon.

Les résultats obtenus en cytométrie de flux
suggerent une modification des cellules
algales exposées aux NP, par rapport aux
algues non exposées (cf. La cytométrie de flux,
unoutilinnovant adaptable a lécotoxicologie et
a la biosurveillance des milieux, Anne Bados-
Nilles). Cette modification peut s’expliquer soit
paruneinternalisation des NP de cérium, soit
par une adsorption en surface des algues. Par
ailleurs, les observations réalisées a I'aide du
MEB, couplées a la microanalyse, completent
les résultats obtenus en cytométrie de flux et
nous ont permis de conclure que les NP de
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cérium étaient en grande partie adsorbées ala
surface des algues|fifqieR). Enfin, il apparait
que l'interaction particules-algues est diffé-
rente en fonction du type de NP de cérium
étudié, avec un recouvrement plus important
de la paroi des algues exposées aux NP de
cérium de 10 nm par rapport au NP de cérium
de25nm. Cecipourraitsuggérer uneinteraction
plus forte des NP de 10 nm par rapport aux NP
de 25 nm. Cette adsorption en surface des cel-
lules algales pourrait étre en partie respon-
sable del'inhibition dela croissance observée
plus haut, soit par un effetlocal direct et/oupar
un effet indirect dt a une limitation de l'acces
alalumiere etaux micronutriments [4]. —>
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CONCLUSION

Lensemble de ces résultats a permis de carac-
tériser I'écotoxicité des NP de cérium vis-a-vis
des micro-algues d’eau douce en prenant en
comptel'influence de certains parametres tels
que l'état d’agglomération dans les milieux
liquides etl'importance dela tailleinitiale des
particules. Lesrésultats ont montré que les NP
de cérium entrainaient une inhibition de la
croissance des algues avec un effet dépendant
des concentrations en NP. Il a aussi été montré
que l'écotoxicité de ces NP n’était pas directe-
ment influencée par leur état d’agrégation,
mais quelatailleinitiale dela particule et, par
conséquent, sa surface spécifique jouaient un
role important au méme titre que la concen-
tration massique. Ces résultats sont intéres-
sants a deux niveaux, puisqu’ils suggerent le
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fait que 'état d’agglomération et, a fortiori, le
protocole de préparation des suspensions
d’essain’influencent pas de fagon significative
I'écotoxicité des NP vis-a-vis des algues. Il est
cependant important de noter que ce constat
n’est valable que lors d’exposition pour un
milieu sous agitation constante. Les essais réa-
lisés en milieu statique (essais sur microcrus-
tacés) ont montré des résultats variables en
fonction de I'état d’agglomération des NP. Les
phénomeénes de sédimentation dans les
milieux d’essai, dus a l'agglomération des NP,
sontl'une des explications de ces observations
[2]. Lensemble de ces données fait donc res-
sortir la difficulté de systématiser les recom-
mandations de préparation des suspensions
d’essai pour évaluer les propriétés écotoxico-
logiques de ces nanomatériaux.

Nanoparticles (NP) have been extensively applied in commercial products. It is consequently unavoidable that a large
amount of NP will be discharged into environment, underlining the need to evaluate the ecotoxicological effect of NP
towards aquatic organisms. However, relevant experts identified that “a large number of standardized test guidelines [...]
are unlikely to be applicable in their present state to engineered nanomaterials” (OECD). Indeed, the potential hazard

of NP may be related to unusual physicochemical properties such as their particles size, agglomerate state in suspension
and/or surface chemistry. Moreover, the method performed to disperse NP and achieve the testing suspensions can

be seen as a drawback since it introduces an additional variable into the test design. Our work aims at characterizing

the ecotoxicity of ceria NP toward aquatics micro-algae taking into account the influence of the dispersive methods and
the physico-chemical properties of NP. The results obtained clearly show that ceria NP are ecotoxic toward micro algae
compare to bulk materials. The toxic effect was principally attributing to the initial particles size and, to a lesser extent,

to the agglomeration state. This suggest that exposure to NP could be expressed in surface area complementary

to a mass basis. In addition, we have demonstrated that ceria NP were able to entrap and wrap the algae cells,

which may contribute to the nanotoxicity.
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